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RESUMO

O fibroma cemento-ossificante (FCO) é uma neoplasia benigna dos ossos do
esqueleto maxilofacial, cujo potencial para crescimento continuo pode acarretar
prejuizos estéticos e/ou funcionais nos individuos afetados. Pouco ainda é
entendido sobre os fatores envolvidos no seu desenvolvimento e progressao,
impactando no estabelecimento de uma classificacéo clara, na identificacdo de
marcadores auxiliares ao diagndstico diferencial e no desenvolvimento de
tratamentos menos agressivos. Desse modo, o0 presente estudo buscou
identificar as alteragBes genéticas associadas a patogénese do FCO por meio
de sequenciamento completo de exoma. Esta investigacdo teve também por
objetivo avaliar se ocorrem diferencas na sinalizagcdo molecular entre FCO e a
displasia fibrosa (DF) por andlises proteémica e fosfoproted6mica. Além disso,
verificamos se a via MAPK participa da patogénese do FCO mediante analise
imuno-histoquimica de fosfo-ERK1/2. No que diz respeito aos seus aspectos
genéticos, os resultados do presente estudo sugerem que alteracdes genéticas
pontuais tem um baixo impacto na patogénese do FCO, possivelmente
representando alteracdes secundéarias a eventos moleculares estruturais. A
maioria das lesGes apresentou intensa imunomarcacdo de fosfoERK1/2
sugerindo que a ativacdo da via MAPK apresenta um importante papel no
desenvolvimento do FCO. Diferencas significativas foram observadas nos niveis
de 51 proteinas, do sitio fosforilado ser61 da proteina YAP1 e na regulacao de
diversas vias bioldgicas, como aquelas relacionadas a funcao e organizacao da
matriz extracelular e atividades plaquetaria e eritrocitaria. Em concluséo, o
desequilibrio entre diferenciacao e crescimento celular no FCO é desencadeado
por alteracbes nos niveis de diversas proteinas, como S100A4, S100A6,
dermatopontina, assim como alterac6es na dinamica do citoesqueleto e ativacao
de diferentes cascatas de sinalizac&o, incluindo a via MAPK/ERK. Os achados
também sugerem que, mesmo diante de uma intensa similaridade fenotipica
entre FCO e a DF, existem numerosas diferencas na regulacdo dos processos
envolvidos em sua patogénese.

Palavras-chave: fibroma cemento-ossificante; lesdes fibro-6sseas:;
sequenciamento completo de exoma; proteémica; displasia fibrosa.



ABSTRACT

Cemento-ossifying fioroma (COF) is a benign neoplasm of the maxillofacial
bones, which presents potential for continuous growth that can lead to aesthetic
and/or functional impairment in affected individuals. Little is still understood about
the factors involved in its development and progression, impacting the
establishment of a clear classification, the identification of auxiliary biomarkers
for its differential diagnosis and the development of less aggressive treatments.
Thus, the present study sought to identify the genetic alterations associated with
the pathogenesis of COF through whole exome sequencing. This investigation
also aimed to assess whether there are differences in molecular signaling
between COF and fibrous dysplasia (FD) by proteomic and phosphoproteomic
analyses. Furthermore, we verified whether the MAPK pathway participates in
the pathogenesis of COF by immunohistochemical analysis of phospho-ERK1/2.
Regarding its genetic aspects, the results of the present study suggest that point
mutations might have a low impact on the pathogenesis of COF, possibly
representing alterations secondary to structural molecular events. Most lesions
showed intense immunostaining of phosphoERK1/2, suggesting that the
activation of the MAPK pathway plays an important role in the development of
COF. Significant differences were observed in the levels of 51 proteins, the levels
of YAP1 ser61 phosphorylation and in the regulation of several biological
pathways, such as those related to the function and organization of the
extracellular matrix and platelet and erythrocyte activities. In conclusion, the
imbalance between differentiation and cell growth in COF is triggered by changes
in the levels of several proteins, such as S100A4, S100A6, dermatopontin, as
well as changes in cytoskeletal dynamics and activation of different signaling
cascades, including the MAPK/ERK pathway. The findings also suggest that in
spite of intense phenotypic similarity between COF and FD, there are numerous
differences in the regulation of the processes involved in their pathogenesis.

Keywords: cemento-ossifying fibroma, fibro-osseous lesions, whole exome
sequencing, proteomics; fibrous dysplasia.
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1 INTRODUCAO

O fibroma cemento-ossificante (FCO) é um tumor intradsseo benigno e é
uma das principais lesdes fibro-6sseas do esqueleto craniofacial (NELSON;
PHILLIPS, 2019). Esta doenca tem predilecao por individuos do sexo feminino
com idades entre 20 a 40 anos e é caracterizada por um crescimento intra0sseo
anormal e progressivo de tecido fibroso contendo quantidade variavel de
materiais mineralizados KHAN et al., 2011). Apesar da lesdo normalmente n&o
ser acompanhada por sintomas, a qualidade de vida dos pacientes pode ser
impactada pela ocorréncia de alteragbes na estética facial e/ou
comprometimento funcional em alguns casos (SU; WEATHERS; WALDRON,
1997a; ABRAMOVITCH; RICE, 2016). O tratamento do FCO consiste na
aplicacao de métodos cirargicos para promover sua completa remocao, devendo
0 paciente ser acompanhado clinicamente em longo prazo apdés o procedimento,
visto que hé relatos de recorréncia (CHANG et al., 2008; GONDIVKAR et al.,
2011; KHAN et al., 2011).

Apesar de diversos estudos terem tentado esclarecer os aspectos
moleculares do FCO, a patogénese dessa lesao ainda permanece desconhecida
(DUARTE-ANDRADE et al., 2020). Ao longo dos ultimos anos, foram sugeridas
tanto alteracdes genéticas (PIMENTA et al., 2006; DE MESQUITA NETTO et al.,
2013; DINIZ et al., 2011; MASI et al., 2014; CHEN et al., 2016; MA et al., 2021)
quanto na sinalizacdo de microRNAs (PEREIRA et al.,, 2018b), niveis de
proteinas e RNAs mensageiros (ZHANG et al., 2010; HATANO et al., 2011;
PEREIRA et al., 2018a), ressaltando que alteracbes em componentes de vias de
sinalizagdo como WNT/B-catenina e Notch, comprometem a biogénese 0ssea e
contribuem para o desenvolvimento do FCO (ZHANG et al., 2010; PEREIRA et
al., 2018a). Entretanto, a maioria das andlises carece de avaliacdes funcionais
e/ou validacdo em grandes coortes (DUARTE-ANDRADE et al., 2020).

O conhecimento limitado acerca dos seus possiveis precursores celulares
e aspectos moleculares, incluindo a sua assinatura genética, vém causando
muitas controvérsias em relacdo a sua classificacao, além de dificultar a acuréacia
do diagnostico diferencial dessa leséo e o desenvolvimento de métodos
terapéuticos que sejam menos agressivos (TOYOSAWA et al., 2007,
BAUMHOER et al., 2021; DESAI et al, 2021; MA et al., 2021). Nesse contexto, 0

presente estudo visa identificar as alteragbes possivelmente envolvidas no
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surgimento e manutencdo dessa doenga, assim como apontar potenciais

marcadores de diagndstico.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Fibroma cemento-ossificante (FCO)

2.1.1. Aspectos clinicos, histopatolégicos e radiograficos

Controvérsias acerca da classificacdo e também da nomenclatura deste
tumor tém existido desde a sua primeira descricdo (GONDIVKAR et al., 2011,
EL-MOFTY, 2014; SPEIGHT; TAKATA, 2018). Entre as denominacdes ja
utilizadas para descrever essa doenca, podem-se citar: fiboroma ossificante,
fiboroma cementificante e, atualmente, é designado fiboroma cemento-ossificante
(CHANG et al., 2008; KHAN et al.,, 2011). A atual denominagao, FCO,
recentemente adotada, denota a origem a partir de uma estrutura do aparato
odontogénico, o ligamento periodontal e, portanto, limita sua ocorréncia aos
ossos maxilofaciais (EL-NAGGAR et al., 2017; WRIGHT; VERED, 2017;
SPEIGHT; TAKATA, 2018). Na edicdo mais recente da “Classificacdo de
Tumores de Cabeca e Pescoco da Organizacdo Mundial de Saude: tumores
odontogénicos e dos ossos maxilofaciais” publicada no ano de 2017, o FCO foi
classificado como um tumor odontogénico mesenquimal benigno (EL-NAGGAR
et al., 2017). Contudo, a apresentacdo e discussdao desse tumor nesse
documento séo realizadas em conjunto as lesdes fibro-6sseas, doencas com as
quais apresenta diversas similaridades fenotipicas (EL-NAGGAR et al., 2017,
WRIGHT; VERED, 2017). Entretanto, as divergéncias de patologistas e
pesquisadores acerca dessa categorizacao ainda promovem constantes debates
(BAUMHOER et al., 2021; DESAI et al., 2021). Uma melhor compreensao das
bases moleculares dessa lesdo pode contribuir com a identificacdo dos seus
precursores celulares e a sua assinatura genética, por consequéncia, facilitando
o estabelecimento de uma classificacdo definitiva.

Na maior parte dos casos, o FCO se manifesta como lesédo unica (WANG
et al., 2014). Contudo, lesGes afetando multiplos sitios podem ser observadas,
sendo associadas ou nao a sindrome do hiperparatireoidismo-tumores maxilares
(HPT-JT) (WANG et al., 2014; EL-NAGGAR et al., 2017).

Os sitios de preferéncia do tumor sdo as regides posteriores da mandibula
e as areas que as circundam (BRANNON; FOWLER, 2001; EL-NAGGAR et al.,
2017). Em contrapartida, casos afetando a maxila sdo menos frequentes
(TRIJOLET et al., 2011; ZEGALIE; SPEIGHT; MARTIN, 2015). Essa limitacdo
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dos locais de acometimento vem causado debates, tendo em vista a
documentacédo de lesdes fenotipicamente similares em outros 0ssos do
esqueleto craniofacial (BAUMHOER et al., 2021).

A avaliacéo histopatolégica do FCO revela a presenca de um componente
fibroso contendo fibras coldgenas densas, quantidade baixa a moderada de
vasos sanguineos, além de estruturas mineralizadas (Figura 1) (SU;
WEATHERS; WALDRON, 1997a; BRANNON; FOWLER, 2001; EL-MOFTY,
2014). Os fibroblastos neste tumor demonstram aspecto morfolégico semelhante
a um fuso (fusiforme) e eventualmente se arranjam em um padrao estoriforme
(BRANNON; FOWLER, 2001; ZEGALIE; SPEIGHT; MARTIN, 2015). No que diz
respeito a composicdo dos materiais mineralizados, a maioria dos tumores
apresenta tanto trabéculas de osso, quanto depdsitos de materiais cementoides
(SU; WEATHERS; WALDRON, 1997a), sendo a proporc¢éo de cada tipo e o grau
de mineralizacdo variaveis entre as lesbes (EL-NAGGAR et al., 2017). Além
disso, é possivel observar, em muitos casos, osteoblastos circundando as
trabéculas (SU; WEATHERS; WALDRON, 1997a; BRANNON; FOWLER, 2001).
Além disso, uma capsula fibrosa pode ser vista envolvendo algumas lesdes (SU;
WEATHERS; WALDRON, 1997a; EL-NAGGAR et al., 2017).

Figura 1. Aspectos histopatolégicos do fibroma cemento ossificante. A. Imagem

representativa de uma lesdo composta predominantemente por trabéculas de osteoide,
circundadas por osteoblastos em um estroma fibroso hipercelular B. Histopatologia

representativa de uma lesdo com predominio de estruturas calcificadas que se assemelham a
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cementiculos. Uma separacéo clara entre o tumor (direita) e o osso normal (esquerda) é
observada. Ambas as laminas histopatolégicas foram coradas com hematoxilina e eosina. As
imagens apresentadas em A e B foram obtidas aplicando uma magnificagéo de 10x. C, D. Areas
representativas de cada tumor foram magnificadas para permitir melhor visualizacéo das suas

estruturas, respectivamente (aumento de 40x).

Os exames imagiologicos dessa neoplasia revelam uma delimitacdo das
bordas lesionais (Figura 2) (SU; WEATHERS; WALDRON, 1997b; BRANNON;
FOWLER, 2001). O tempo de evolugcdo pode influenciar na caracteristica do
tumor nas andlises de imagens, nas quais tanto variacbes no tamanho e
opacidade podem ser percebidas (BRANNON; FOWLER, 2001; KHAN et al.,
2011; TITINCHI; MORKEL, 2016). Nos primeiros estagios de desenvolvimento
das lesdes, 0 seu aspecto tende a ser predominantemente radioltcido, sendo o
seu amadurecimento acompanhado por aumento dos niveis de mineralizacéo e,
por consequéncia, gradualmente tornam-se mistas e, em raras situagoes,
radiopacas (KHAN et al., 2011; TITINCHI; MORKEL, 2016).

A. C.

Figura 2. Caracteristicas radiogréficas, clinicas e transoperatérias do fibroma cemento
ossificante. A. Imagem de radiografia panordmica de uma lesdo mandibular unilocular, mista
(porcdes radiopacas e radiollcidas), com bordas bem definidas. B. Radiografia oclusal

mandibular mostrando expansédo da cortical vestibular. C. Exame intrabucal demonstrando um
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aumento de volume na regido anterior do rebordo alveolar inferior. D. Peca cirargica obtida como
uma lesdo Unica durante a excisdo cirdrgica. Fonte: imagens gentiimente cedidas pelo Prof. Dr.

Ricardo S. Gomez.

Diante do aspecto progressivo da lesdo, que em muitas ocasides pode
ocasionar distdrbios estéticos e funcionais, os tratamentos de escolha visam a
remocao cirargica completa do FCO (GONDIVKAR et al., 2011; EL-MOFTY,
2014). Entre as estratégias mais comumente aplicadas, incluem-se a curetagem
e enucleacdo, de modo que as modalidades cirargicas mais agressivas sao
usualmente reservadas para lesbes de grandes dimensfes (EVERSOLE;
LEIDER; NELSON, 1985; GONDIVKAR et al., 2011; KIM et al.,2012; ZEGALIE;
SPEIGHT; MARTIN, 2015). O acompanhamento do paciente deve ser mantido
ap0s a cirurgia, visto que na literatura sdo descritas taxas de recorréncia
variaveis (EVERSOLE; LEIDER; NELSON, 1985; CHANG et al.,, 2008;
GONDIVKAR et al., 2011; KHAN et al., 2011). Até o presente momento, ao N0SSO
conhecimento, a maior taxa de recorréncia reportada é de 28% em uma série de
casos cuja estratégia primaria de tratamento era a curetagem (EVERSOLE;
LEIDER; NELSON, 1985).

2.1.2 Diagnéstico diferencial

O FCO é uma lesao fibro-6ssea benigna do esqueleto craniofacial, que
consiste em um conjunto de doencas distintas, mas que apresentam
semelhancas em diversos aspectos na analise histopatologica, apesar de
variarem em relacdo a sua evolucado e necessitarem de diferentes estratégias de
manejo clinico (BRANNON; FOWLER, 2001; NELSON; PHILLIPS, 2019). Diante
disso, as lesdes classificadas nesse grupo sdo consideradas diagnosticos
diferenciais do FCO, sendo incluidas nessa categoria, a displasia cemento-
0ssea, displasia fibrosa (DF) e cementoma familial gigantiforme (EL-MOFTY,
2014; NELSON; PHILLIPS, 2019). Além disso, outras doencas também podem
apresentar semelhancas clinicas e/ou em andlises de imagem e devem ser
consideradas. Essas lesdes podem ser de natureza odontogénica, reativa,
dentre outras, como por exemplo, fibroma odontogénico, granuloma periapical,
cisto odontogénico calcificante, tumor odontogénico adenomatoide, lesao central

de células gigantes (granuloma central de células gigantes), odontoma,
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ameloblastoma, tumor odontogénico epitelial calcificante e osteossarcoma
(MINTZ; VELEZ, 2007; CHANG, et al., 2008; KHAN et al., 2011).

A displasia fibrosa (DF) é uma das les@es fibro-6sseas benignas mais
comuns do esqueleto maxilofacial, representando uma das principais doencas a
serem consideradas como diagnostico diferencial do FCO (TRIJOLET et al.,
2011; NELSON; PHILLIPS, 2019). A DF é uma lesdo caracterizada pelo
crescimento intramedular de tecido fibro-0sseo que é capaz de acometer tanto
0s componentes do esqueleto axial e apendicular, podendo afetar apenas um
0sso isoladamente (forma monostética) ou varios (forma poliostotica) (PEREIRA
et al., 2019; NELSON; PHILLIPS, 2019). Os individuos acometidos
frequentemente séo jovens, predominantemente criancas e adolescentes (EL-
MOFTY, 2014; PEREIRA et al., 2019; NELSON; PHILLIPS, 2019). Diante da
grande sobreposicéo de aspectos fenotipicos entre a DF e o FCO, patologistas
e clinicos sugerem que o diagndstico deve abranger os achados clinicos,
imagioldgicos, histopatolégicos e cirirgicos (GONDIVKAR et al., 2011; NELSON;
PHILLIPS, 2019; PEREIRA et al., 2019). Entre as principais caracteristicas
diferenciais dessa lesédo de desenvolvimento, pode-se elencar a auséncia de
bordas bem definidas, que se adentram ao osso adjacente (EL-MOFTY, 2014;
PEREIRA et al., 2019). Outros critérios histoldgicos e moleculares ja foram
propostos na diferenciacdo dessas doencas, mas a sua capacidade
discriminatoria pode ser afetada por fatores bioldgicos e analiticos (PEREIRA et
al., 2019). Desse modo, a identificacdo de novas alteracbes nos aspectos
moleculares entre essas lesdes é de suma importancia para auxiliar no seu

diagnéstico diferencial.

2.1.3 Associacado do FCO a outras doencgas

A maioria dos relatos envolvendo ocorréncia simultdnea desse tumor a
uma doenca esta associada a sindrome do hiperparatireoidismo-tumores
maxilares (HPT-JT). Apesar de diversos fatores influenciarem o estabelecimento
de uma incidéncia precisa, como a baixa frequéncia da sindrome e a
possibilidade de surgimento do FCO antes de outros sinais patognomonicos, €
estimado que até 50% dos portadores de HPT-JT desenvolvam essa neoplasia
(IBRAHEM, 2020).
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Outras associacdes do FCO com sindromes sdo descritas na literatura,
incluindo a sindrome 6culo-cérebro-cutanea (também denominada sindrome de
Delleman), neurofibromatose tipo 1, sindrome de Buschke-Ollendorff, lipomatose
encéfalo-cranio-cutanea e complexo esclerose tuberosa (MACLAREN; KLUIJT;
KOOLE, 1995; RUGGIERI et al., 2009; DAWSON et al.,, 2014; MAHOMED;
RIKHOTSO, 2015; PINTO; DE SOUZA; DOS SANTOS, 2015; JENDI et al.,
2018). Além disso, existe um relato da ocorréncia de FCO em um individuo
previamente acometido com retinoblastoma bilateral (GOLLIN et al., 1992). E
digno de nota que alguns estudos que reportam as associacdes do FCO com
sindromes néo fornecem dados suficientes para verificacdo e confirmacédo do
diagnéstico de FCO.

Mahomed e Rikhosoto (2015) ressaltaram que uma grande parte das
doencas previamente reportadas em associa¢ao ao FCO sao classificadas como
sindromes neurocutaneas. Considerando que o FCO provavelmente surge a
partir de células do ligamento periodontal e que essa estrutura deriva da crista
neural, cujas anormalidades estdo associadas ao surgimento dessas sindromes,
0s autores propdem que essa relacdo etioldgica pode ser o elo envolvido na
ocorréncia simultanea dessas doencas (MAHOMED; RIKHOSOTO, 2015).
Outras hipoteses para esses eventos podem ser sugeridas, como coincidéncia
no surgimento, ou o compartihamento de mecanismos moleculares
(MAHOMED; RIKHOSOTO, 2015).

Ocorréncia simultanea do FCO com doencgas séo descritas na literatura,
incluindo diversas lesdes odontogénicas (QURESHI et al., 2021), lesao central
de células gigantes (KIM et al., 2012), dentre outras. Contudo novas
investigacbes também sdo necessarias para esclarecer as razdes dessas
observacdes (QURESHI et al., 2021).

2.1.4 Aspectos moleculares do FCO
2.1.4.1 Aspectos genéticos

MutacOes ativadoras no gene GNAS sé&o descritas tanto em casos de DF
monostoética quanto poliostética, sejam esporadicos ou associados a Sindrome
de McCune-Albright (PEREIRA et al., 2019). De maneira oposta, essas
mutacdes ndo sdo encontradas no FCO, sendo que sua auséncia foi confirmada

por diversos estudos empregando diferentes metodologias e tamanhos de coorte


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qureshi%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=34493273
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qureshi%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=34493273

26

e que analisaram tanto lesdes solitarias quanto lesées multiplas (TOYOSAWA et
al., 2007; LIANG et al., 2011; SHI et al., 2013; TABAREAU-DELALANDE et al.,
2013; WANG et al.,, 2014). Desse modo, essas alteracbes representam um
importante marcador molecular de DF (PEREIRA et al., 2019). Contudo, devido
a fatores bioldgicos e analiticos, niveis variados de deteccdo dessas variantes
genéticas tém sido descritos na DF, dificultando a sua utilizagdo como
marcadores de diagndstico diferencial (PEREIRA et al., 2019).

Mutacdes patogénicas no gene CDC73 (também conhecido como
HRPT2), responsavel por codificar a proteina parafiboromina que desempenha
importantes atividades no controle transcricional, sdo implicadas no
desenvolvimento de HPT-JT (CARPTEN et al., 2002; CHEN, YAN et al., 2016).
No FCO, ja foram detectadas mutacdes somaticas nos éxons 1, 2, 13 e 14 desse
gene em diferentes estudos, tanto em casos esporadicos quanto associados a
sindrome HPT-JT (PIMENTA et al., 2006; DE MESQUITA NETTO et al., 2013;
MASI et al., 2014; CHEN et al., 2016). Outras evidéncias sugerem também que,
nesta lesdo, a perda de heterozigosidade no l6cus do CDC73 é comumente
observada (DE MESQUITA NETTO et al., 2013). Contudo, uma série de fatores
apontam que o papel dessas alteracfes possivelmente esta restrito a progressao
do FCO, sem estarem associadas ao desenvolvimento inicial dessa doenca (DE
MESQUITA NETTO et al., 2013). Entre esses aspectos, pode-se citar a aparente
auséncia de transcritos aberrantes, niveis similares da parafibromina entre
tumores com e sem mutacdes nesse gene e a baixa frequéncia dessas
alteracdes em casos esporadicos (PIMENTA et al., 2006; HATANO et al., 2013;
DE MESQUITA NETTO et al.,, 2013; CHEN et al., 2016). Recentemente, um
estudo questionou essa hip6tese por meio da demonstracdao de que, em alguns
casos, a expressao da parafibromina é indetectavel no nucleo das células, sendo
esse evento observado concomitantemente com mutagdes no gene CDC73 em
parte das lesdes (COSTA-GUDA et al.,, 2021). Os autores desse trabalho
argumentam gque existe a possibilidade de que os achados distintos podem ser
decorrentes de variagbes metodoldgicas e populacionais (COSTA-GUDA et al.,
2021). Além disso, eles propdem que mutacdes em sitios diferentes desse gene
podem apresentar desfechos variados no que diz respeito a estabilidade do
produto proteico e, por consequéncia, no seu reconhecimento por imunoensaios

(COSTA-GUDA et al., 2021). Em consisténcia com esta proposi¢do, uma analise
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do impacto de uma mutacdo no éxon 2 identificada em outro estudo, foram
constatados niveis menores do produto do gene mutado (MASI et al., 2014).

Transcritos andmalos do gene supressor de tumor WWOX, demonstrando
auséncia completa ou parcial de diferentes éxons, foram detectados em trés
casos distintos de FCO (DINIZ et al., 2011). Entretanto, diferengas significativas
na expresséao dos transcritos normais desse gene nédo sao observadas entre os
casos que apresentam essas alteragbes em relacdo aos que ndo apresentam
(DINIZ et al., 2011).

Tendo em vista a importancia da via de sinalizacdo Wnt/ -catenina para
o desenvolvimento ésseo (HOUSCHYAR et al., 2019), alguns estudos visaram
verificar se alteracdes nesse processo bioldgico poderiam estar implicados na
patogenia do FCO (HORVAI; JORDAN, 2014; PEREIRA et al., 2018). Alteracdes
pontuais possivelmente benignas foram identificadas nos éxons 3 do gene
CTNNB1, que codifica a p—catenina, e 15 do gene APC em dois casos distintos
desse tumor (HORVAI; JORDAN, 2014). Por outro lado, a avaliacdo de mutacdes
hotspot em um painel de 50 oncogenes e genes supressores de tumor por
sequenciamento de nova geracao, incluindo diversos genes envolvidos nessa
via de sinalizacao, ndo revelou alteracdes patogénicas, o que € sugestivo de que
mutacbes pontuais em componentes dessa via ndo promovem O
desenvolvimento do FCO (PEREIRA et al.,, 2018a). Contudo, o acumulo de
—catenina no nucleo das células desse tumor parece ocorrer em uma parcela
de casos dessa lesdo (HORVAI; JORDAN, 2014). Além disso, alteracdes na
expressdo dos transcritos de diversos genes da via Wnt/ B-catenina foram
observadas no FCO em comparacao a amostras de osso normal (PEREIRA et
al., 2018a). Em conjunto, esses achados apontam que essa via possivelmente
desempenha algum papel na patogénese do FCO.

Outra via de sinalizacdo que potencialmente estd envolvida na
patogénese do FCO é a via Notch. Niveis alterados dos transcritos e proteinas
dos genes NOTCH1, NOTCH3, JAG1 e JAG2 foram observados nesse tumor
em relacdo a amostras de osso saudavel (ZHANG et al., 2010). Esse processo
biolégico possivelmente favorece o desenvolvimento da doenca por meio de
efeitos inibitorios sobre a diferenciacdo dos osteoblastos (ZHANG et al., 2010).

Por outro lado, anélise de um painel de mutagéo hotspot por sequenciamento de
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nova geracao nao identificou nenhuma mutacéo no gene NOTCH1 (PEREIRA et
al., 2018a).

Outro estudo, também realizado por nosso grupo, buscou avaliar se
alteracdes na expressao de microRNAs (miRNAs) afetam a expressao génica do
FCO (PEREIRA et al., 2018b). Entre os 754 miRNAs avaliados, onze mostraram-
se diminuidos nesse tumor em comparacdo a amostras de 0sso saudavel,
incluindo hsa-miR-95-3p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-205-5p, hsa-miR-223-3p,
hsa-miR-31-5p, hsa-miR-944, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-135b-5p, hsa-miR-31-
3p, hsa-miR-223-5p e hsa-miR-200c-3 FCO (PEREIRA et al., 2018). Outros
cinco miRNAs apresentaram niveis mais elevados no FCO, sendo eles, hsa-miR-
181a-5p, hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-149-5p, hsa-miR-138-5p e hsa-miR-199a-
3p (PEREIRA et al., 2018). Esses miRNAs possivelmente atuam regulando a
expressdo dos genes EZH2, XIAP, MET e TGFBR1 (PEREIRA et al., 2018).
Contudo, esses achados necessitam ser validados e novas analises sao
necessarias para determinar o papel dessas alteracfes na patogénese desse
tumor (PEREIRA et al., 2018).

No que diz respeito as alteracdes citogenéticas, aberracbes
cromossOmicas estruturais nao-recorrentes foram detectadas em dois casos
diferentes dessa doenca por dois estudos empregando a técnica de bandamento
G (GOLLIN et al., 1992; DAL CIN et al., 1993). A amplificacdo do gene MDM2 ja
foi observada em dois individuos por dois estudos distintos (TABAREAU-
DELALANDE et al., 2015; MA et al., 2021). Além disso, neste ano, foi identificado
por meio de sequenciamento completo de genoma gue alteracdes no nimero de
copias (CNAs) nos cromossomos 7 e 12 estdo presentes em cerca de 45% casos
dessa doenca (MA et al., 2021). Analises adicionais realizadas por esse grupo
indicam que esses CNAs afetam genes HILPDA, CALD1, MDM2, CDK4, PHF14,
AIMP2, C1GALT1, MICALL2, visto que andlises de gPCR demonstram a
ocorréncia de amplificacdo nesses genes em amostras contendo alteragdes no

namero de copias (MA et al., 2021).
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2.1.4.2 A contribuicdo das analises histolégicas e imuno-histoquimicas
para o entendimento da patogénese do FCO

Grande parte dos estudos sobre o FCO sdo baseados em analises
histolégicas e imuno-histoquimicas, comparando-o com tecidos normais e/ou
com outras lesGes. Em revisdo ndo-exaustiva da literatura, € possivel perceber
que o FCO ja foi avaliado em relacdo a marcadores de osteogénese nao-
colagenosos (ONO et al., 2007; TOYOSAWA et al., 2007; ELIAS, et al., 2010;
VELTRINI et al., 2019), relacionados a proliferacédo celular (MESQUITA et al.,
1998; GARCIA et al., 2013; GOULART-FILHO et al., 2018) e envolvidos na
diferenciacéo 6ssea (MURAMATSU et al., 1997). Diferencas na composicao das
matrizes 6sseas dessa neoplasia e a DF foram identificadas por meio de analises
imuno-histoquimicas, como por exemplo, na abundancia de osteocalcina,
confirmando que apesar das inUmeras similaridades fenotipicas, ambas as
lesBes sao distintas (TOYOSAWA et al., 2007)

Andlises histologicas aplicando diferentes tipos de corantes e técnicas
microscopicas ja foram aplicadas no estudo dos materiais mineralizados e néo-
mineralizados dessa lesao, visando estabelecer sua origem (KULKARNI, 2014).
Contudo, essas técnicas apresentam restricdo do niumero de alvos que podem
ser avaliados simultaneamente e, por consequéncia, limitam a capacidade de
geracdo de insights acerca da patogénese da doenca. Outro aspecto a ser
abordado, é que grande parte das investigacbes empregando esses métodos
tem buscado analisar apenas alvos classicamente descritos em condigdes
similares (MESQUITA et al., 1998; ONO et al., 2007; TOYOSAWA et al., 2007;
ELIAS, et al., 2010; GARCIA et al.,, 2013; GOULART-FILHO et al., 2018;
VELTRINI et al., 2019). Desse modo, aplicacdo de métodos de analise mais
abrangentes, como as tecnologias O6micas, podem ser benéficos para o
entendimento de inUmeros aspectos relevantes da patogénese do FCO.

2.1.4.3 Modelos de estudo in vivo e in vitro de FCO

Com o intuito de facilitar o entendimento da patogénese do FCO, modelos
animais e culturas teciduais e celulares da doenca tém sido propostos ao longo
dos ultimos anos. Lee e colaboradores (2018) sao os Unicos pesquisadores a
propor um modelo animal desse tumor. O modelo animal foi estabelecido por

meio da delec&o do gene supressor de tumor MEN1 (LEE et al., 2018). Apesar
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desse modelo compartilhar alguns aspectos clinicos e histopatoldgicos com o
FCO em humanos, outras caracteristicas como a presenca de extensiva
atividade osteoclastica ao redor das lesbes s&o exclusivas dos murinos.
Adicionalmente, a incidéncia de mutac¢des no gene MEN1 em casos de FCO em
humanos ainda néo foi determinada, ressaltando a necessidade de avaliacdo
cautelosa desses achados.

Linhagens de células imortalizadas desse tumor foram geradas por meio
de transfeccbes sequenciais das células obtidas de uma lesdo unilocular
mandibular, cujas estruturas mineralizadas eram constituidas principalmente de
materiais que se assemelham a cemento, com vetores distintos, contendo
inicialmente o antigeno T do virus simio SV-40 e posteriormente o gene hTERT
(KUDO et al., 2002). Analise posterior comparando essas linhagens com uma
linhagem de osteoblastos de maxilares humanos por microarranjo revelou
aumento na expressao de diversos genes, como HMMR, EREG, MSH2, entre
outros. Analises funcionais a partir desse resultado demonstraram que a proteina
codificada por HMMR (denominada RHAMM), esta envolvida na sinalizacao de
acido hialurdnico, aumentando a fosforilacdo de ERK e promovendo o
crescimento celular e possivelmente inibindo a diferenciagdo dessas células
(HATANO et al., 2011). Para verificar se as alteracdes na expressdo de HMMR
sdo reproduzidas in vivo, os niveis de expressao do transcrito e produto proteico
desse gene foram analisados em amostras de tecido desse tumor por gRT-PCR
e imuno-histoquimica, respectivamente, comparado com 0ssos normais. Os
resultados indicaram que a abundancia de mRNA e proteina estdo aumentados
no FCO em relagao aos tecidos normais (HATANO et al., 2013).

Outro modelo proposto para o FCO, inclui culturas organotipicas
estabelecidas a partir de amostras teciduais de pacientes e estruturas de
colageno do tipo 1 (BASTOS et al., 2018). Estas culturas in vitro apresentam
vantagem de mimetizarem o microambiente tumoral (BASTOS et al., 2018).

De modo geral, apesar dos modelos de estudo in vivo e in vitro
representarem alternativas a relativa raridade da lesdo, permitindo o seu estudo
(LEE et al., 2017), a interpretacao dos resultados obtidos com seu uso deve ser
realizada com cuidado. Essa afirmacdo é decorrente do conhecimento limitado
acerca das caracteristicas moleculares desse tumor, o que impossibilita checar

se a sua assinatura molecular esta contida nesses prototipos (DUARTE-
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ANDRADE et al., 2020) e, ndo somente os aspectos fenotipicos. A medida que
os estudos sobre a doenca vdo avancando, um uso mais apropriado desses
modelos sera possivel e eles serdo bastante Uteis na busca por novas
estratégias de tratamento (DUARTE-ANDRADE et al., 2020).

2.1.4.4 Ponderagé&o acerca do conhecimento molecular do FCO

Apesar das diversas descobertas recentes de alteracbes moleculares no
FCO, novos estudos sao necessarios para validar esses achados e determinar
0 papel desses processos na origem e desenvolvimento do tumor. Nessas
circunstancias, as tecnologias Omicas se apresentam como ferramentas
promissoras para confirmacdo das modificacbes detectadas, bem como para
possibilitar a identificacdo de alteracbes drivers e outras caracteristicas
importantes desta leséo.

2.2 Analises dmicas

O termo “6micas” é utilizado para referir a um conjunto de areas da ciéncia
que envolvem metodologias e tecnologias que visam a andlise simultanea de um
grande numeros de biomoléculas de determinada natureza (ROTROFF;
MOTSINGER-REIF, 2016; HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017). Entre os principais
representes dessas abordagens, podem-se incluir a gendmica, transcriptémica,
protedmica e a metabolémica (ROTROFF; MOTSINGER-REIF, 2016; HASIN;
SELDIN; LUSIS, 2017).

2.2.1 Genbmica

A genbmica € a tecnologia 6mica cujo alvo de analise sdo as moléculas
de DNA, apresentando inlmeras aplicacdes no estudo de diferentes topicos de
interesse da area biomédica (GOODWIN, MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; LI
et al., 2017). No que diz respeito ao estudo de doencas humanas, essa
abordagem tem sido utilizada principalmente com o intuito de detectar as
variacbes pontuais, pequenas insercoes e/ou delecdes e alteracbes estruturais
nas moléculas de DNA que apresentam possiveis implicacgdo em sua
patogénese e outras caracteristicas de importancia clinica (Figura 3)
(MEYERSON; GABRIEL; GETZ, 2010; ZHANG et al., 2011; KOBOLDT et al.,
2013; HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017). Diversas metodologias tém sido aplicadas



32

nas analises genbmicas, mas com o0 surgimento das técnicas de
sequenciamento de nova geracao, uma grande parte das investigacdes passou
a ser baseada nelas (WAN-IBRAHIM et al., 2015; LI et al., 2017; LAPPALAINEN
et al., 2019).

2.2.1.1 Sequenciamento Completo de Exoma

Entre as tecnologias gendmicas, 0 sequenciamento completo do exoma
representa uma ferramenta cujo objetivo € a analise em larga escala da porcao
codificante do DNA, os éxons (MEYERSON; GABRIEL; GETZ, 2010). Em
comparacdo com O sequenciamento completo do genoma, essa técnica
apresenta menores custos para realizacdo dos experimentos, produzem dados
de sequenciamento com maior profundidade e a complexidade na interpretacéo
dos dados é menor (MEYERSON; GABRIEL; GETZ, 2010; ZHANG et al., 2011;
YOHE; THYAGARAJAN, 2017). Por outro lado, as por¢des nédo-codificantes néo
sao analisadas, por consequéncia as variantes contidas nessas regidées nao sédo
detectadas nessa metodologia (YOHE; THYAGARAJAN, 2017). Outra limitacédo
do sequenciamento de exoma inclui a sua incapacidade de detectar grandes
alteracdes estruturais (MOORCRAFT; GONZALEZ; WALKER, 2015). Na&o
obstante, inUmeras investigacdes tém sido capazes de identificar a base
molecular de diversas doencas por meio da utilizacdo dessa técnica, assim como
estd sendo cada vez mais aplicada no diagndstico genético (KU et al., 2012;
DASHTI; GAMIEL, 2017).

Durante o preparo da amostra, uma importante etapa do sequenciamento
de exoma é o enriquecimento dos éxons pela utilizacdo de sondas de
oligonucleotideos, sendo comumente baseada em métodos de captura em
solucdo ou em arranjo (KU et al., 2012; WARR et al., 2015). Nos kits de
enriguecimento comercializados na atualidade, algumas regides nao exdnicas
tém sido adicionadas, como as por¢des nado-traduzidas (UTR) dos genes e as
sequéncias de DNA gue codificam miRNA, entre outras (MAJEWSKI et al., 2011;
WARR et al., 2015).

No que concerne as lesbes odontogénicas, o sequenciamento de painéis
génicos tém sido uma das ferramentas mais utilizadas para a identificagdo das
alteragbes moleculares associadas ao seu desenvolvimento (DUARTE-

ANDRADE, 2020). Essa abordagem tem sido aplicada com sucesso no estudo



33

de algumas dessas lesdes. Por outro lado, a assinatura de outras condicoes,
como FCO, néo foi identificada por esta metodologia, diante da limitagdo do
namero de alvos que sdo avaliados (PEREIRA et al., 2018a; DUARTE-
ANDRADE et al.,, 2020). Nesse cenério, o sequenciamento do exoma se

apresenta como uma ferramenta promissora no estudo dessa doenca.

2.2.2 ProteGmica

A protedbmica € uma area cujo enfoque € o estudo amplo das proteinas
presentes em um sistema biolégico (MAES et al., 2015). Tendo em vista a grande
importancia dessa biomolécula em praticamente todos os processos bioldgicos
essenciais, essa abordagem é capaz de gerar informacbes sobre a sua
abundancia, nivel de producéo e degradacéo, ocorréncia de modificacdes pos-
traducionais, identificacdo de biomarcadores, do perfil molecular e de possiveis
alvos para tratamento, entre outros (SCHMIDT; FORNE; IMHOF, 2014; MAES
et al., 2015; SUN; HU, 2016; HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017).

As modificagdes pos-traducionais podem influenciar o funcionamento,
organizacdo entre outros aspectos das proteinas (MAES et al., 2015; MELO-
BRAGA et al., 2015; SOLARI et al., 2015; SUN; HU, 2016). Diante disso, as
analises protebmicas podem também ser dedicadas exclusivamente ao estudo
de uma determinada colecdo de moléculas com propriedades quimicas
especificas (MAES et al., 2015). Por exemplo, a fosfoproteémica tem o objetivo
de analisar a fosforilacdo proteica, que é uma das principais modificacdes pés-
traducionais e tem um grande envolvimento na sinalizacdo molecular de
importantes eventos bioldgicos (KOSAKO; NAGANO, 2011; WU et al., 2011;
LEE; JONES; HUBBARD, 2014), incluindo aqueles com potencial relevancia

para patogénese do FCO.
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Aplicagoes:

Alvos:

—l

Gendmica Transcriptomica Proteémica Metabolémica
Ve ) » =
A OH
OO {
Detecgio de alteragées na sequéncia Avaliagao da expressdo génica Andlises qualitativas e quantitativas Analises qualitativas e quantitativas
do perfil proteico do perfil metabdlico
Detecgio de alteragdes estruturais Analise de variagoes estruturais e de Avaliagao de interagdes Andlise de vias metabélicas
sequéncia de proteina
Identificagéo de variantes associadas - ~ . o ~ oL . Investigagoes do impacto de
a0 prognéstico e responsividade ao Identificagdo de isoformas de splicing Delecs;?o e—avalla’qao do efeno‘de alteragdes genéticas, fatores
tratamento modificagoes pos-traducionais ambientais, entre outros.
DNA RNA Proteinas Metabélitos 4.
Ex: DNAgenémico éxons mtDNA Ex: mRNAs IncRNAs miRNAs Ex: Proteinas totais Fosfoproteinas Ex: Carboidratos Lipideos organicos

Figura 3. Representacdo esquematica das aplicac8es das principais abordagens émicas.
As diferentes areas dmicas possuem diferentes alvos moleculares de estudo, de modo que as
suas metodologias, aplicacdes e interpretacfes séo distintas na maioria das situagbes. Por
exemplo, analises genémicas tém por objetivo a analise do DNA, sendo (til na detecgéo de
alteragc6es na sequéncia ou na estrutura dessa molécula. Além disso, algumas subareas dmicas,
cujo foco é avaliacdo de biomoléculas com propriedades especificas, sado reconhecidas, como a
fosfoprotedmica que examina apenas as proteinas/peptideos fosforilados. Siglas: mtDNA: DNA
mitocondrial; INcRNA: long non coding RNA; Ac: &cidos.
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3 JUSTIFICATIVA

O FCO é uma leséo fibro-6ssea que tem o potencial de causar grandes
prejuizos estéticos e funcionais aos individuos afetados na falta de tratamento
apropriado. Contudo, o conhecimento limitado acerca dos seus aspectos
moleculares interfere com o estabelecimento de marcadores de diagndstico,
classificacdo e o desenvolvimento de estratégias de tratamento com menores
impactos na qualidade de vida dos individuos.

Nos ultimos anos, o numero de publicacdes visando compreender a
patogénese dessa lesdo cresceu enormemente, com apontamento de diversos
alvos e processos bioldgicos com potencial relevancia na patogénese dessa
doenca. Contudo, a maioria desses estudos carece de validacdo em numeros
maiores de amostras e analise do impacto funcional das alterac6es identificadas.
Nesse contexto, diversas lacunas ainda necessitam de maiores esclarecimentos,
como a determinacdo da sua origem celular e dos eventos moleculares
implicados em seu desenvolvimento.

Nesse cenario, a aplicacdo de tecnologias 6micas, como a protedmica e
0 sequenciamento completo do exoma poderdo trazer novos insights e auxiliar
no entendimento das questdes ainda ndo respondidas sobre a sua natureza
biologica. A analise genética podera auxiliar na identificacdo de eventos
moleculares envolvidos no surgimento do FCO, enquanto a protedmica podera
apontar a sinalizacéo implicada nesses processos. No geral, os achados desse
estudo poderdo favorecer evidéncias sobre essa lesdo 6ssea, mas também
auxiliar no esclarecimento de mecanismos que comprometem a

osteogénese/diferenciacao celular.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Identificar as alteracfes moleculares associadas a patogénese do FCO.

4.2 Objetivos especificos

e Identificar variantes genéticas associadas ao desenvolvimento e
progressédo do FCO;

e Verificar se a via MAPK participa da patogénese do FCO;

e Avaliar a ocorréncia de diferencas na sinalizacao molecular entre FCO e
DF;

e Identificar alteracbes na sinalizacdo molecular envolvidas no

desenvolvimento ou progresséo do FCO.
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5 METODOS
5.1 Amostras e pacientes

A presente investigacao foi conduzida em acordo com 0s principios éticos,
tendo sido aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, sob os
nameros de protocolo CAAE: 99674818.8.0000.5149 e 43925221.9.0000.5149
(Anexo 1).

As amostras utilizadas no presente trabalho foram obtidas de voluntarios
atendidos na Clinica de Patologia e Semiologia Odontoldgicas da Faculdade de
Odontologia da UFMG que concordaram com sua participacao e assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). No caso de minoridade,
foi coletada a assinatura do menor em um Termo de Assentimento Livre e
Esclarecido (TALE) e dos responsaveis em um TCLE especifico.

Durante os procedimentos cirdrgicos aplicados no diagndstico e/ou
tratamento, foram coletadas amostras de tecidos de FCO e DF de casos com
descricao clinica completa para confirmacgéao do diagndstico por dois patologistas
experientes, incluindo exames radiograficos, histopatoldgicos e historico clinico,
respeitando os critérios sugeridos pela OMS (EL-NAGGAR et al., 2017). No caso
dos pacientes de FCO, foi coletado também, sempre que possivel raspado de
mucosa bucal ou fragmentos de mucosa do acerto da ferida cirargica.

Para cada amostra obtida, um fragmento de tecido foi criopreservado com
RNAlater ou TissueTek em botijdes de nitrogénio liquido. Outro fragmento foi
fixado em formalina tamponada a 10% e embebido em parafina, sendo os blocos
utilizados tanto no preparo de laminas de histopatologia, quanto na realizagcao
de uma parcela dos experimentos.

Os tecidos frescos foram utilizados na realizacdo do sequenciamento
completo do exoma, enquanto que os tecidos parafinizados foram empregados

nas analises protedmica, fosfoprotedbmica e imuno-histoquimicas.

5.2 Sequenciamento completo do exoma

O sequenciamento completo do exoma foi realizado em amostras de
tecido fresco de onze casos de FCO e amostras pareadas de seis mucosas (jugal
ou gengival) de seis desses pacientes (Quadro 1).

O DNA total foi extraido utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN),

conforme as instrucdes do fabricante. A etapa de enriquecimento dos éxons foi
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realizada utilizando o kit SureSelect Human All Exon V5 (Agilent Technologies),
conforme as especificagcbes do fornecedor. Esse kit de captura € capaz de
enriquecer 357.999 éxons, contidos em 21.522 genes. Os dados de
sequenciamento foram adquiridos na plataforma Hiseq 2500 (lllumina), no modo
paired-end.

O processamento bioinformatico desses dados é complexo, envolvendo
multiplas etapas, e foi executado conforme o trabalho de Gomes e colaboradores
(2018). Em resumo, o mapeamento das reads foi executado com a ferramenta
Burrows-wheeler Aligner (BWA) (LI et al., 2009a), utilizando como referéncia a
montagem hgl9 (também denominada GRCh37) do genoma humano. Em
seguida, as duplicatas de PCR foram removidas pelo programa Picard. O
processo de identificacdo das potenciais variantes, também conhecido como
variant call, foi realizado pela aplicacédo conjunta de programas dedicados a essa
finalidade, sendo eles, o SAMtools mpileup (LI et al., 2009b), FreeBayes (versao
v1.1.0-4-gb6041c647) e 0 GATK haplotype caller (verséo 3.8) (MCKENNA et al.,
2010). Esse processo foi realizado para aumentar a confianca da deteccéo, de
modo que esses achados foram filtrados no intuito de manter somente as
variantes que tivessem sido identificadas em no minimo duas dessas
ferramentas e em pelo menos 10% do total das sequéncias obtidas de cada caso
(GOMES et al., 2018). Por fim, a anotacao das variantes que foram mantidas
apos a filtragem foi conduzida utilizando o programa ANNOVAR.

A interpretacdo das tabelas brutas contendo as variantes identificadas no
pré-processamento de bioinformatica também foram filtradas com base em listas
de genes envolvidos em processos biolégicos com potencial relevancia a
patogénese do FCO, construidas a partir de dados da literatura ou obtidas de
bases de dados de vias, bem como com o auxilio de diversos programas
(Quadro 2 e Figura 5). Os dados brutos também foram analisados utilizando os
programas online Varstation (https://varstation.com/) e MendelMD
(https://mendelmd.org/) (Figura 5). O IGV 2.4.16 foi utilizado para inspecéo

visual dos dados e exclusdo de achados falso-positivos.
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5.3 Anédlises quantitativas do fosfoproteoma e proteoma total de FCO e DF
5.3.1 Preparo das amostras do proteoma total e fosfoproteoma

As analises quantitativas do fosfoproteoma e proteoma total foram
realizadas comparando amostras de tecidos parafinizados de FCO (n = 3) com
DF (n = 3). As caracteristicas clinicas dos casos utilizados sédo apresentadas no
Quadro 3.

Inicialmente, as porcdes representativas de cada lesdo foram
selecionadas por meio da avaliacdo das laminas de histopatologia, seguido por
sua subsequente sobreposicdo aos respectivos blocos de parafina. A
abordagem de extracéo proteica foi baseada em adaptacées do método descrito
no trabalho publicado por Piehowski e colaboradores (2018). De forma resumida,
os dois cortes superiores com espessura de 10 um foram descartados, enquanto
gue os demais foram coletados em microtubos Eppendorf® do tipo Protein
LoBind. O procedimento de desparafinizacdo consistiu em duas lavagens
sucessivas com 500 uL de xilol seguidas por reidratacdo em banhos em uma
série de A&lcoois com diferentes graduacbes (absoluto, 80° e 70°).
Posteriormente, as proteinas foram extraidas utilizando uma combinacdo de
solugdes, sendo elas 200 puL de TFE (tetrafluoretanol):Tris (600 mM) em
proporcdo 1:1 e 200 uL de tampéo de bicarbonato de aménio (AMBIC) com
concentragdo de 50 mM, contendo uma mistura comercial de inibidores de
proteases e fosfatases (Sigma). Para auxiliar na quebra dos crosslinks que séo
formados no processo de parafinizacdo dos tecidos, os microtubos contendo as
amostras foram incubados a 95°C por um periodo de 90 min. Apds esse
intervalo, as amostras foram submetidas a dois ciclos de sonicacéo, 20 segundos
cada, poténcia média e pausa de 30 segundos entre eles, em banho
ultrassénico, com intuito de facilitar a homogeneizacdo. As misturas foram
centrifugadas a temperatura de 4°C e 14.000 g por 5 min e o sobrenadante foi
recolhido em um novo microtubo. As proteinas foram reduzidas, utilizando 5 mM
de ditiotreitol durante 1 h a 37°C e posteriormente submetidas a alquilagcdo com
40 mM de iodoacetamida por 30 min. Para digestdo proteolitica, as amostras
foram primeiramente diluidas cinco vezes com tamp&o AMBIC na concentracao
50 mM, logo depois foram incubadas por 16 h a 37°C com tripsina modificada

(1:50 — proporgédo de enzima:amostra). A tripsinizacao foi interrompida pela
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adicdo de 0,4% de &cido trifluoroacético as misturas. A dessalinizagdo dos
peptideos foi conduzida com cartuchos Sep-Pak C18 de extracao de fase-soélida
seguindo as especificacdes do fabricante. Para dosagem da concentracdo dos
peptideos, utilizou-se o Qubit Protein Assay (ThermoFisher, EUA) conforme
indicagdes do protocolo do kit e a quantificacao foi realizada no fluorémetro Qubit
(ThermoFisher, EUA). Em seguida, 25 ug de cada amostra foram coletados em
novos microtubos e o seu contetdo foi completamente seco em um concentrador
a vacuo SpeedVac e armazenados a -20°C até o momento de realizacdo das
etapas posteriores.

Como estratégia para quantificacdo relativa das proteinas entre os
grupos, optamos pela marcacdo isobarica dos peptideos utilizando o kit
TMT10plex™ (ThermoFisher). Cada amostra foi marcada com uma tag isobarica
distinta, conforme apresentado no Quadro 3. Nesta etapa, apds a reconstituicdo
dos peptideos com 34 uL de uma solugéo de concentracdo 100 mM de tampéao
bicarbonato de trimetilamonio (TEAB), cada amostra foi marcada com 10 pL da
solucdo de 0,2 mg de uma das tags diluida em acetonitrila, conforme o esquema
pré-definido (Quadro 3). A reacdo foi incubada por 1 h e, posteriormente,
paralisada pela adicdo da solucdo de 5% de hidroxilamina em 100 mM de
tampdo TEAB. Em seguida, quantidades iguais de cada amostra foram
complexadas em um Unico pool. Por fim, para enriquecimento dos
fosfopeptideos, seguimos rigorosamente as indicacfes do artigo de protocolo de
Mello-Braga e colaborares (2015). Este procedimento € baseado no uso da
cromatografia de afinidade com didxido de titanio (TiOz). Tanto a fracéo ligante
(fosfoproteoma) da cromatografia, quanto ndo-ligante (proteoma total), foram
coletadas para andlise. As fracbes foram totalmente secas em concentrador

SpeedVac e acondicionadas a -20°C até a realizacao das etapas posteriores.

5.3.2 Pré-fracionamento das amostras do proteoma total

As amostras do proteoma total foram submetidas a uma etapa de pré-
fracionamento anteriormente a aquisicdo dos dados na plataforma LC/MS/MS.
Esta etapa foi realizada com o intuito de reduzir a complexidade da amostra e,
por consequéncia, permitir uma maior identificacdo de proteinas. Desse modo, 0

procedimento inicial consistiu na reconstituicdo da fracdo do proteoma em uma
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solugcéo de 200 mM de formato de amonio a pH 9,3 (Solucdo A). Esse processo
foi realizado em um cromatografo liquido de alta performance (HPLC) do modelo
Ultimate 3000 HPLC (Dionex, EUA), no qual uma coluna de C18 (C18 Acquity
UPLC M-Class Peptide CSH da fabricante Waters) estava contida. Para a eluicéo
dos peptideos, utilizou-se um fluxo de 10 pL/min e o gradiente do solvente B
(acetonitrila 80% / 20% da solucéo A): 2-40% durante 27 min; 40-50% por 4 min;
50-70% por 4 min e 70-95% por 5 min. Ao total, foram obtidas 15 fracdes
peptidicas, que por um processo automatizado foram combinadas em cinco em
adicao ao flow-through (fracdo na qual as moléculas ndo se ligaram a coluna
cromatografica). Por fim, procedemos com a secagem das fracbes em um
concentrador SpeedVac e as amostras foram mantidas resfriadas -20°C até o

momento da analise.

5.3.3 Aquisicao dos dados na plataforma LC/MS/MS

Previamente a aquisi¢cdo dos dados, os peptideos foram reconstituidos
em uma solucéo de acido formico a concentracao de 0,1% (v/v). Em seguida, as
amostras foram analisadas na plataforma HPLC EASYnLC (Thermo Scientific)
acoplada ao espectrometro de massa Q-Exactive HF Orbitrap (Thermo Fisher).
A separacao dos peptideos do proteoma total e fosfoproteoma foi realizada, ao
fluxo de 250 nL/min, em sistema contendo uma pré-coluna (2 cm de comprimento
e 10 nm de diametro) e coluna (17 cm de comprimento, 75 nm de diametro
interno e particula de tamanho de 3 um), ambas de silica-C18 e de fabricacéo
interna. Gradientes distintos estabelecidos a partir das solucées A (0,1% de
acido férmico) e B (90% de acetonitrila e 0,1% de acido formico) foram utilizados
para eluicdo dos peptideos do proteoma total e do fosfoproteoma. As
concentragbes descritas nas segdes 5.5.3.1 e 5.5.3.2 tem como referéncia o
solvente B. ApOs a eluicéo, os peptideos foram ionizados por nanoeletrospray e
analisados no espectrémetro de massas programado para o trabalho no modo
de aquisicao dependente de dados (DDA). Os dados da MS/MS (espectrometria
de massas em tandem) foram resolvidos no Orbitrap apds a sua selecao e
subsequente fragmentacéo por dissociacdo induzida por colisdo de alta energia
(HCD) sob uma energia de colisdo normalizada de 34. As condi¢Bes especificas

do proteoma total e do fosfoproteoma sé&o descritas nas subsecdes a seguir.
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5.3.3.1 Aquisicéo dos dados do proteoma total

Os peptideos das fracdes do proteoma total foram eluidos com o seguinte
gradiente cromatografico: 1-7% por 3 min; 7-28% em 50 min; 28-45% em 10 min;
45-100% em 3 min. No MS1, os ions peptidicos foram resolvidos na faixa de
massa compreendida entre 400 a 1600 m/z, com resolugéo de 120.000 FWHM
(full width at half maximum/ largura a meia altura). A cada MS, foram
selecionados os 15 ions mais intensos para fragmentacdo. No MS2, os
fragmentos foram resolvidos na faixa de massa entre 110 e 2000 m/z e uma
resolucao de 60.000 FWHM.

5.3.3.2 Aquisicao dos dados do fosfoproteoma

Os peptideos do fosfoproteoma foram separados sob a seguinte
programacao de gradiente: 1-3% por 3 min; 3-22% em 120 min; 22-40% em 20
min; 40-95% em 3 min. No MS1, os ions foram analisados na faixa de massa de
350 a 1400 m/z, com resolucédo de 120.000 FWHM. Em cada MS, isolou-se os
10 ions mais intensos para fragmentacao por HCD. J4 no MS2, os fragmentos
foram analisados na mesma faixa do proteoma total, mas a resolu¢éo de 45.000
FWHM.

5.3.4 Pré-processamento dos dados

Os dados obtidos na plataforma LC/MS/MS foram pré-processados no
programa Proteome Discoverer versao 2.4.0.305 (Thermo Fischer Scientific). Os
peptideos foram identificados utilizando a ferramenta Sequest HT para buscar
na base de dados humana UniProtKB/Swiss-Prot, aplicando os seguintes
parametros: 1. Selecdo de tripsina como enzima proteolitica, aceitando no
maximo a perda de duas clivagens; 2. Definicdo da carbamidometilacdo de
cisteina como modificacdo fixa; 3. Selecdo das modificagcbes dinamicas:
acetilacdo da porcdo N-terminal da proteina, oxidagcdo de metionina,
modificacbes de TMT em lisina e em por¢cdo N-terminal de peptideo. No
processamento dos dados do fosfoproteoma, a fosforilagdo de serina, treonina e
tirosina também foram consideradas como modificagdes dinamicas. Foram
consideradas como tolerancias de massa do precursor (espectro MS1) e do
fragmento (espectro MS2), respectivamente, 10 ppm e 0,02 Da. Considerando

que os peptideos foram marcados isobaricamente durante o preparo das
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amostras, a quantificacdo nas andlises do proteoma total e do fosfoproteoma
foram baseadas na intensidade do ion repérter.

5.3.5 Anadlises estatisticas e interpretacdo bioldgica dos dados

Os dados foram transformados em logz e cada amostra foi normalizada
pela subtracdo de sua mediana no programa Perseus v.1.6.14.0. No caso
particular dos fosfopeptideos, aplicou-se também uma segunda estratégia de
normalizacdo, na qual os niveis das respectivas proteinas identificadas no
protema total sdo considerados para corre¢cdo da quantificacdo dos peptideos
modificados (WU et al., 2011). A construcdo de modelos multivariados foi
realizada no programa MetaboAnalyst versdo 4.0 (CHONG et al., 2018).
Posteriormente, realizamos o teste estatistico Limma no programa
NormalyzerDE (WILLFORSS, CHAWADE, LEVANDER, 2019), aplicando
simultaneamente como limiar de significancia o valor p < 0,05 e logz fold change
< -0,58 ou 20,58. A escolha pela utilizacdo dessa ferramenta estatistica é
decorrente principalmente deste método apresentar qualidade satisfatoria
mesmo com um ndmero baixo de amostras (SCHWAMMLE et al., 2020). Além
disso, diversos estudos tém reforcado a superioridade deste teste aos
tradicionais, particularmente com dados complexos como 0s protedmicos
(WILLFORSS, CHAWADE, LEVANDER; 2019; SCHWAMMLE et al., 2020).

A anadlise de enriquecimento de vias foi realizada na base de dados
pathDIP, permitindo a pesquisa em todas as fontes de vias biologicas disponiveis
na plataforma. As andlises de ontologia génica (GO) foram realizadas utilizando
os programas Enrichr e PANTHER aplicando os parametros default e Homo
sapiens como organismo de referéncia. Para analise de interacdo proteina-

proteina, o STRING versao 11.0 foi empregada.

5.4 Andlises imuno-histoquimicas para avaliacdo do fosfo-Erk1/2 no FCO
As analises imuno-histoquimicas foram realizadas em secc¢fes de 4um de
tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina de 8 casos de FCO
(Quadro 1), conforme protocolo apresentado por Pereira e colaboradores
(2019b). De forma detalhada, inicialmente, as secg¢bes teciduais foram
desparafinizadas com banhos de xilol e reidratadas com uma série de alcoois

graduados e o excesso de alcool removido por banho em agua destilada. Para
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recuperacdo antigénica, as laminas foram imersas em solucdo tampéo de tris-
EDTA [pH 8.2] aquecida a 95-98°C por 30 minutos. O funcionamento das
peroxidases endogenas foi paralisado com uma solucéo de 3% de peroéxido de
hidrogénio em metanol. Em seguida, as sec¢des foram incubadas overnight com
solugdo de 1:100 de anticorpo monoclonal de coelho anti-fosfo-Erk1/Erk2
(Thr202/Tyr204) (Cell Signaling Technologies®) a 4°C em uma camara Umida. A
revelagao do procedimento foi realizada pela aplicagdo de Dako EnVision™+
Dual Link System-HRP e solucdo cromogénica de diaminobenzidina (Dako
Liquid Dab+, Dako). Posteriormente, os tecidos foram contra-corados com
hematoxilina de Meyer, desidratados em uma série alcoois graduados e banhos
de xilol, e montadas em meio de montagem Entellan® (Merck Milipore). Para
obtencéo do controle negativo, a aplicacdo do anticorpo primario foi omitida em
uma das seccdes (superior) de cada lamina. Como controle positivo, foram
utilizados tecidos parafinizados de granuloma piogénico oral que foram
submetidos ao mesmo processamento das amostras testes (Apéndice 1). Além
disso, a marcacdao das células endoteliais foi considerada como controle positivo
interno.

A interpretacdo das laminas foi realizada por dois patologistas experientes
(RSG e TSFP), que analisaram a intensidade de marcagcdo nuclear e
citoplasmatica por meio da inspecao microscopica de toda a area tecidual,
classificando cada caso em: imunoexpressédo ausente (-); baixa (+); moderada

(++) e intensa (+++).
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6 RESULTADOS
6.1 Dados clinicos dos pacientes

Os dados clinicos dos pacientes com FCO incluidos neste estudo e a
descricdo dos testes moleculares realizados em cada caso estdo sumarizados
no Quadro 1. Foram estudados 11 casos esporadicos de FCO. Entre as
amostras, 9 foram obtidas de individuos do sexo feminino e 2 do sexo masculino
(razdo mulher/homem: 4:1), com idade variando entre 16 e 58 (média etaria:
35,1). Apenas um dos tumores ocorreu na maxila. A mucosa bucal e/ou o
raspado de mucosa bucal foram obtidos de seis desses casos de FCO para
utilizagdo como controle normal (DNA germinativo) no sequenciamento completo
de exoma. Imagens representativas dos casos de FCO utilizados no estudo sdo
apresentadas no Apéndice 2. Os experimentos de protedmica e fosfoproteémica
com marcacdo isobarica foram realizados empregando, como grupo de
comparacao, pacientes com diagnéstico confirmado de DF conforme
recomendacdes da OMS (EL-NAGGAR et al., 2017) (Quadro 3). Para facilitar o
entendimento do leitor, as informacgdes especificas dos pacientes empregados
em cada andlise sdo descritas também nas sec¢des subsequentes, mas o cédigo
de identificagdo das amostras foi unificado.
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Quadro 1. Dados clinicos dos individuos acometidos por fiboroma cemento ossificante

incluidos no estudo e as respectivas analises moleculares realizadas utilizando cada

amostra.
Analises moleculares
gfnrggt?: Sexo | Idade | Local dalesao Cfri?allj :;:JC (ijaemEeXnot rc; g coprgort'rfgrr::];f;%o IHC
Tumor I\r/ll(ljl::r(r);? isobarica
FCO1 F 29 Mandibula X X X X
FCO 2 F 58 Mandibula X
FCO 3 F 48 Mandibula X X
FCO 4 F 25 Mandibula X X
FCO5 F 30 Mandibula X X
FCO 6 F 58 Mandibula X X X X
FCO 7 F 31 Mandibula X X X
FCO 8 F 30 Maxila X X
FCO 9 M 30 Mandibula X X X
FCO 10 M 16 Mandibula X X X X
FCO 11 F 46 Mandibula X

Estdo marcadas com “X” as analises realizadas em cada amostra. O ensaio de sequenciamento
completo de exoma foi realizado com amostras frescas de tumor e mucosa normal. Por outro
lado, a protedmica com marcacéo isobéarica e a imuno-histoquimica foram realizadas com
amostras de tecidos parafinizados. Abreviagbes: F: feminino; M: masculino; IHC: imuno-

histoquimica.

6.2 Busca pela assinatura genética do FCO
6.2.1 Avaliagao preliminar dos resultados do sequenciamento completo do
exoma

Na busca pela assinatura genética do FCO, foi realizado o
sequenciamento completo do exoma de amostras de tecido fresco de 11 casos
de FCO e seis amostras pareadas de mucosa normal de seis dos pacientes
afetados. Apos o pré-processamento dos dados, foram detectadas, ao total,
13.761 variantes em 7.735 genes. Entre elas, 4.355 variantes em 3.312 genes
foram identificadas apenas nas amostras de tumor, representando alteragoes
somaticas.

A maioria das alteracbes potencialmente somatica detectadas foram
variantes de nucleotideos Unicos (SNV) ndo-sinbnimas, correspondendo a 87%

do total. Os outros tipos de variantes passiveis de identificacdo por
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sequenciamento completo de exoma foram identificados em menor proporgéo
nas amostras analisadas, dentre elas, delecao e insercao frameshift, insercao in
frame e variantes com perda ou ganho de stop cdédon ou que promovem

alteracdes no splicing (Figura 4).

Splicing extendido
7% Stop loss

. Splicing Stop gain 0%
Insercdo (in frame) 1% 1%
b

2%

Insercdo (Frameshift)
1%

Delegdo (Frameshift)
1%

SNV ndo-sindnimas
87%

Figura 4. Distribuicdo dos tipos de variantes potencialmente somaticas que foram

identificadas no sequenciamento completo das amostras de fibroma cemento ossificante.

6.2.2 Identificacdo de potenciais drivers envolvidos na patogénese do FCO
Com o intuito de viabilizar a identificac&o dos potenciais drivers envolvidos
na patogénese do FCO, diferentes estratégias de filtragem foram aplicadas para
selecéo das variantes (Figura 5). Foram compilados os conjuntos de alvos que
possivelmente poderiam estar implicados no desenvolvimento desta lesdo, como
agueles participantes de vias frequentemente alteradas em processos
neoplasicos, que regulam a diferenciacdo celular, que controlam a formacéo e a
reabsorcdo 0ssea, entre outros (Quadro 2 e Figura 5). De modo similar, as
alteracdes moleculares previamente descritas em FCO ou em doencas que ja
foram reportadas em associacdo a essa neoplasia também foram examinadas.
Os resultados do sequenciamento também foram analisados utilizando
pipelines semiautomaticos, MendelMD e Varstation (Figura 5 C). Por fim,
estratégias de inspecdo manual foram aplicadas em conjunto ou separadamente
as demais analises. Nas analises manuais, diferentes bases de dados e
softwares foram utilizados para verificar o potencial impacto funcional das

variantes, as respectivas frequéncias alélicas populacionais, tipo de mutacao,
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descri¢cdes prévias das alteracdes em lesdes benignas e malignas, entre outros
(Figura 5 D). E importante ressaltar que todos os dados foram revisados
periodicamente com o intuito de verificar se as atualizacbes dos bancos
gendmicos poderiam promover alguma alteracdo em nossos resultados. Os

achados de todas as andlises serdo apresentados nas sec¢fes subsequentes.

A. B. - Enriquecimento de vias D.
- Genes envolvidos em processos 6sseos
- Genes responsaveis por sindromes
neurocutaneas

- FATHMM predictions IGV SIFT: Classify Indels

- Mutagoes identificadas em lesdes

o . ésseas (TCGA) Open targets Platform
- Dados proteomicos & fosfoprotedmicos
- Alteragdes previamente descritas 1 Clinvar InterVar  Harmonizome
no FCO A4
- Genes do The Matrisome project BioGPS

- Vias frequentemente alteradas em
processos oncogénicos

- Alteragdes descritas em tumores cosmic
dsseos Human - Mouse: Disease

Variant effect predictor

- Genes associados ao CDC73
Google scholar

Pubmed

OMIM

Figura 5. Resumo das estratégias utilizadas na avaliagdo dos resultados do
sequenciamento completo do exoma para identificacdo de variantes possivelmente
relevantes a patogénese do fibroma cemento-ossificante. A. Selecdo das variantes com
base em listas de genes construidas a partir de informacgdes da literatura, bases de dados e
resultados de outras analises 6micas. B. Selecdo de variantes com base em ferramentas de
bioinformética. C. Utilizacdo de pipelines semiautométicos gratuitos para triagem das variantes.
D. Todas as variantes que ocorreram em pelo menos dois casos de fibroma cemento-ossificante
ou que foram pré-selecionadas utilizando as diferentes estratégias de analise foram submetidas
a inspec¢do manual no Integrative Genome Viewer (IGV) v.2.8.10 para remogao de falso-positivos
e alteragbes potencialmente germinativas. Além disso, a interpretacdo dos resultados foi
realizada com auxilio de informagfes da literatura, diversas bases de dados e de softwares de
predicao, conforme recomendacfes do guia publicado em 2017 pelo Colégio de Patologistas
Americano, Sociedade Americana de Oncologia Clinica e Associacéo de Patologia Molecular (LI
etal., 2017).



Quadro 2. Vias bioldgicas contidas no KEGG que foram utilizadas para selecédo de

potenciais drivers da patogénese do fibroma cemento-ossificante.
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Nome da via biolégica

Transducéo de sinais

Via de sinalizagdo MAPK hsa04010
Via de sinalizacdo Ras hsa04012
Via de sinalizacdo WNT hsa04310
Via de sinalizacdo TGF- hsa04350
Via de sinalizagdo FoxO hsa04068
Via de sinalizagéo PI3K-AKT hsa04151
Via de sinalizagdo mTOR hsa04150
Via de sinalizagdo AMPK hsa04152
Via de sinalizag&o Notch hsa04330
Via de sinalizagdo Hedgehog Hsa04340
Via de sinalizagdo cAMP hsa04024
Via de sinalizag&o Hippo hsa04390
Sistema enddcrino
Sintese, secrecao e agdo do hormdnio da paratireoide hsa04928
Sintese do horménio da tireoide hsa04918
Via de sinalizagdo do horménio da tireoide hsa04919
Desenvolvimento e regeneracéo
Diferenciacdo osteoclastica hsa04340
Doencas humanas
Vias em cancer hsa05200
Comunidade celular — eucariotos
Adesdo focal hsa04510
Vias de sinalizac¢éo regulando a pluripoténcia de células-tronco | hsa04550
Moléculas de sinalizacdo e interagcao
Interacdo ECM-receptores hsa04512

Motilidade Celular

Cdédigo identificador da vida
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Regulacéo do citoesqueleto de actina hsa04810

Crescimento e morte celular

Ciclo celular hsa04110

6.2.3. Avaliacdo da ocorréncia de mutac6es no FCO em genes envolvidos
na patogénese de sindromes neurocutaneas

A partir da ocorréncia de FCO em associacdo a outras doencas
pressupde-se que possam existir alteracdes moleculares comuns entre elas
(QURESHI et al., 2021). Com isso, 0s genes envolvidos na patogénese das
sindromes HPT-JT, Buschke-Ollendorff, lipomatose encefalocraniocutanea,
sindrome de Delleman, retinoblastoma, complexo esclerose tuberosa e
neurofibromatose tipo 1 (Apéndice 3) foram levantados com base em
informacdes da literatura e OMIM e utilizados na filtragem dos dados do exoma
do FCO. Duas delec¢des no gene CDC73, cujas mutagdes tém sido associadas
a ocorréncia de HPT-JT (CARPTEN et al., 2002; CHEN, YAN et al., 2016), foram
identificadas simultaneamente na amostra FCO 5 (p.G416_V421delGTAISV e
p.E24fs) (Tabela 1). Essas alteracfes ja haviam sido previamente identificadas
em amostras dessa paciente por sequenciamento do tipo Sanger (PIMENTA et
al., 2006; MESQUITA-NETTO et al., 2013).

Mutacdes possivelmente somaticas foram observadas nos genes FGFR1
(p.P26L, rs770617767) e KRAS (p.L19F, rs121913538). Alteragcdes nesses
genes ja foram previamente implicadas na patogénese da sindrome lipomatose
encefalocraniocutanea, porém as variantes identificadas no presente estudo nas

amostras de FCO nao foram descritas nessa sindrome.

6.2.4 Verificacdo da presenca de alteracdes previamente descritas no FCO

A presenca de alteragbes em alvos previamente descritos como
potencialmente implicados na patogénese do FCO foi verificada nas amostras
do presente estudo. Consistente com trabalhos anteriores, as variantes de
GNAS (p.R201H, p.R201C, p.R201S, p.R201L e p.R201G) envolvidas na
patogénese da DF ndo foram encontradas nas amostras de FCO (TOYOSAWA
et al., 2007; LIANG et al., 2011; SHI et al., 2013; TABAREAU-DELALANDE et

al., 2013; WANG et al., 2014). De modo similar, ndo foram observadas alteracdes
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patogénicas em componentes da via WNT/B—catenina em conformidade com um
trabalho do nosso grupo baseado em painel de sequenciamento de nova
geracdo (PEREIRA et al.,, 2018a). Por fim, também ndo foram detectadas
variantes somaticas possivelmente patogénicas em integrantes da via de
sinalizacdo NOTCH ou nos genes WWOX, MEN1, HILPDA, CALD1, MDM2,
CDK4, PHF14, AIMP2, C1GALT1, MICALL2.

6.2.5 Sequenciamento completo do exoma sugere potencial assinatura
molecular do FCO

As diferentes estratégias de filtragem dos dados levaram a identificacéo
de sete variantes potencialmente envolvidas na patogénese do FCO (Tabela 1,
Apéndice 4). Nenhuma das alteragbes foi detectada nos tecidos normais
(controles) e a minoria ocorreu simultaneamente em dois ou mais casos. As
SNVs p.P26L em FGFR1, p.L19F em KRAS, p.G86R em ITGBL1 e as dele¢bes
p.G416 _V421delGTAISV e p.E24fs no CDC73 foram identificadas em apenas
uma amostra da doenca. Ja as variantes p.Q1l1delinsPQ em RANBP9 e p.P347R
em ESX1 foram observadas em trés e cinco amostras, respectivamente. Todas
as variantes apresentaram frequéncia alélica entre 10% e 52% nos casos de

FCO e MAF inferior a 1% no conjunto de populagdes do gnomAD (Tabela 1 e 2).



Tabela 1. Variantes potencialmente envolvidas na patogénese do fibroma cemento-ossificante.

Casos de FCO
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MAF

Gene rsiD Alteracgao proteica IdeCnOtlglt:ﬁgor Intler:[t:)erre\fgfao gnomAD S”i:n-zesllsFT PolyPhen-2
1]/2(3]4|5/6|7|8]9]10] 11 (v2.1.1)

RANBP9 - p.QlldelinsPQ - - - Danosa -
Significancia Possiv.

ITGBL1 rs114011815 p.G86R - incerta 0.0006082 Deletéria Patogénica
Significancia

FGFR1 rs770617767 p.P26L - incerta 0.00002 Desconhecida Desconhecida
Significancia Possiv.

ESX1 rs200088361 p.P347R COSM226884 incerta 0.0008919 Toleravel Patogénica

Possiv. Possiv.

KRAS rs121913538 p.L19F COSM20818 Patogénica 0 Deletéria Patogénica

CDC73 - p.E24Kfs*2 COSM1235385 - - Danosa -

CDC73 - p.G416 _V421delGTAISV COSM1235386 - - - -

Localizagdo da Lesao

Mandibula

Maxila

Sexo do(a) paciente

Masculino
Feminino

Idade do(a) paciente

<20 anos
20-40 anos

>40 anos

Tipo de amostra controle

Mucosa ad].
Raspado bucal

" R Em—

Variantes potencialmente sométicas com possivel relevancia para o desenvolvimento e/ou progressdo do fiboroma cemento-ossificante identificadas utilizando

diferentes estratégias de filtragem dos dados. S&o apresentados nessa tabela os aspectos clinicos das amostras de fiboroma cemento-ossificante. Nenhuma

das variantes selecionadas foram detectadas nas amostras de mucosa oral adjacente. Siglas e abreviacdes: Interp: interpretacéo; Possiv: possivelmente; SIFT:
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Sorting Intolerant From Tolerant; MAF: Minor Allele Frequency; COSMIC: Catalogue of Somatic

Mutations in Cancer; rsID: reference SNP ID number; gnomAD: genome aggregation database;

Polyphen-2: Polymorphism Phenotyping v2.

Tabela 2. Frequéncia alélica das variantes nas amostras em que foram detectadas.

Casos de FCO

Gene Alteracéo proteica 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
RANBP9 p.Q1l1delinsPQ - - 38% 32% 35% - - - - - -
ITGBL1 p.G86R - - - - 46% - - - - - -
FGFR1 p.P26L - 45% - - - - - - - - -
KRAS p.L19F - - - - - - - 28% - - -
ESX1 p.P347R 10% 11% - - - 45% - 21% 52% 14%
CDC73 p.E24Kfs*2 - - - - 46% - - - - - -
CDC73 p.G416_V421delGTAISV - - - - 26% - - - - - -

6.3 Avaliacdo da ativacdo da via MAPK no FCO por imuno-histoquimica

Tendo em vista que o FCO ocorre em associacdo com diversas sindromes

e doencas que apresentam alteracbes em genes da cascata MAPK, como a

neurofibromatose tipo 1, lipomatose encefalocraniocutéanea e leséo central

de

células gigantes (BENNET et al., 2016; GOMES et al., 2018; JENDI et al., 2018),

e a demonstracdo em modelos celulares dessa neoplasia que essa via

de

sinalizagdo esta ativada (HATANO et al., 2011), realizamos uma analise imuno-

histoquimica da expressao de fosfo-Erk1/2 para avaliar a ativagcdo dessa via
tecidos desse tumor.

A avaliacdo das laminas revelou positividade moderada a intensa

em

no

citoplasma e nucleo das células que se assemelham a fibroblastos dos casos

estudados (Figura 6). Uma marcacdo em menor proporcao foi observada em

osteoblastos circundando trabéculas e ostedcitos. Seis casos apresentaram

intensa expressdo imuno-histoquimica de fosfo-Erk1/2, j4 dois casos

apresentaram expressdao moderada ou mista (Quadro 3).
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Figura 6. Alteragcbes em componentes da via de sinalizacdo MAP quinase podem ser
responsaveis por parte dos casos de fiboroma cemento-ossificante. Analise da expressao
imuno-histoquimica de fosfo-Erk1/2 (fosfo-p42/44) em amostras de fibroma cemento-ossificante.

Aumento de 40x.

Quadro 3. Analise do perfil de expressdo de fosfoERK1/2 em amostras de fibroma

cemento-ossificante por imuno-histoquimica

Amostra | Nivel de intensidade
FCO 1 +++
FCO 4 +++
FCO5 +H+
FCO 6 +++
FCO 7 +++
FCO 8 +H+++
FCO 9 +++
FCO 10 ++
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+ : baixa intensidade de marcacao; ++ : intensidade de marcacdo moderada; +++: alta

intensidade de marcacéo
6.4 Analises protedmicas no estudo da fisiopatologia do FCO

6.4.1 Analises protedmica e fosfoprotebmica quantitativas

As analises protedbmicas e fosfoprotebmicas quantitativas foram
realizadas comparando amostras de tecidos parafinizado de FCO (n = 3) e DF
(n = 3), com o objetivo de auxiliar no entendimento da patogénese dessas
doencas e apontar potenciais marcadores para o diagndstico diferencial. O grupo
de amostras da DF era constituido por tecidos parafinizados de lesées maxilares
obtidos de duas pacientes do sexo feminino e de um homem, com idade média
de 18,6 anos (Quadro 3). O conjunto de amostras do FCO apresentou a mesma
distribuicdo em relacdo ao género dos voluntarios, mas todas as lesdes
ocorreram na regido mandibular e a idade média dos individuos era 34,33 anos
(Quadro 3).

Quadro 4. Dados clinicos dos pacientes incluidos na analise do fosfoproteoma e proteoma

total
Codigo da Localizagao . Tag
Idade N Género . .
Amostra da lesao isobarica
DF 1 23 Maxila Masculino 127C
-2
3 4 DF 2 10 Maxila Feminino 128N
o
o 8
= DF 3 23 Maxila Feminino 128C
FCO 1 29 Mandibula Feminino 129N
g £
ESS FCO 6 58 Mandibula | Feminino 129C
257
© FCO 10 16 Mandibula Masculino 130N

6.4.1.1 Avaliagéo preliminar da qualidade dos experimentos de protedmica
e fosfoprotedmica quantitativas

Com o intuito de assegurar a confiabilidade e reprodutibilidade dos dados
gerados, diversas avaliacbes da qualidade foram aplicadas durante etapas

cruciais do preparo de amostras. Considerando que as analises protedmicas do
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tipo bottom up sdo baseadas na analise de peptideos proteoliticos (MERTINS et
al., 2018), uma digestdo adequada da amostra é essencial para 0 sucesso
desses experimentos. Portanto, previamente a aquisicdo dos perfis protedmicos,
a eficiéncia da digestao proteolitica foi analisada utilizando um espectrometro de
massas do tipo MALDI-ToF/ToF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization
Time of Flight Mass Spectrometry), modelo Autoflex Ill Smartbeam, Bruker
Daltonics. Com essa finalidade, aplicou-se uma pequena fragéo de cada amostra
sobre os pocos de uma placa de MALDI, recobrindo-as com 1 uL de matriz
contendo &cido-a-ciano-4-hidroxicindmico e apds a secagem a temperatura
ambiente, os espectros foram analisados no equipamento. Neste experimento,
€ possivel constatar a presenca de peptideos de massas variaveis, incluindo
agueles passiveis de identificacdo pelo Orbitrap nas faixas usualmente
empregadas por estudos protedmicos e fosfoprotedmicos (350 a 1.600 m/z)
(Figura 7). Este resultado sugere que o processo de tripsinizacéo foi conduzido

de forma apropriada.

E 708.685 DF 3alpha cggmRfzE 00-4000 0:J6 MS, Smooted, BaselineSubtracted
1— 1478360 - 2062571

|
| 3102942

2116.017
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g-ﬂﬂﬂﬂ 2?0?.583
2 |
- 3101253
2000 983432 lJ !
0 - . ] | \ﬂ.l
1000 1500 2000 2500 3000 3500
m/z
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Figura 7. Avaliacdo preliminar da qualidade dos extratos proteicos apds a digestdo
utilizando tripsina e dessalinizacdo com cartuchos Sep-Pack C18. Espectros de massas
representativos das amostras DF 3 e FCO 1 nos m/z compreendidos entre (A) 500 a 4.000 e (B)
6.500 a 19.000
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Nas analises protedbmicas quantitativas baseadas na utilizacdo de tags
isobaricas, a precisdo da quantificacdo depende de uma marcacdo apropriada
dos peptideos na sua porcao N-terminal e lisina (MERTINS et al., 2018). Desse
modo, a eficiéncia da marcacdo representa um passo critico nesse tipo de
experimento. Diante do exposto, apds as amostras serem marcadas com as
diferentes tags do kit TMT10plex™, elas foram combinadas em proporc¢ao igual
em um unico pool, que foi analisado utilizando um MALDI-ToF/ToF conforme
descrito previamente. O espectro de massas obtido revelou que houve marcacéo

das amostras com os reagentes utilizados (Figura 8).
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Figura 8. Avaliacé@o preliminar da marcagdo do pool de amostras de displasia fibrosa e
fiboroma cemento-ossificante com as tags 127C, 128N, 128C, 129N, 129C e 130N do kit
TMT10plex.

6.4.1.2 Visao geral dos resultados protedmicos apds o0 pré-processamento
dos dados

Na analise do proteoma total, apos o pré-processamento dos dados com
o0 intuito de remover potenciais contaminantes, selecionar as proteinas contendo
pelo menos dois peptideos proteotipicos e apresentando no minimo dois valores
validos de intensidade em cada um dos grupos, foram mantidas 570 proteinas
para as avalicdes subsequentes.

A analise de ontologia génica (GO) de componente celular utilizando o
modulo Slim do sistema de classificacdo Panther demonstrou que esse conjunto

de dados protedmicos contém proteinas intracelulares e extracelulares (Figura
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9-A). Além disso, realizamos uma avaliacéo de ontologia de tipo tecidual (Jensen
tissues) no EnrichR para avaliar a natureza biolégica das proteinas identificadas.
Observou-se que a maioria das biomoléculas sao caracterizadas como 0sseas,
atestando que o procedimento de extracdo favoreceu o enriquecimento de
moléculas possivelmente representativas da natureza fibro-0ssea das lesdes
(Figura 9-B). Em relacdo a classificacdo dessas moléculas quanto a classe
proteica, a classe mais frequente é de enzimas de interconverséo de metabolitos
(22%), seguido por biomoléculas implicadas na traducédo proteica (14,6%),
enzimas modificadoras de proteinas (10,1%), proteinas de citoesqueleto (7,9%)

e outras categorias em menor proporgao (Figura 9-C).
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Figura 9. Analise de ontologia génica (GO) realizadas no médulo Slim do Panther e no
modulo Jensen tissues do EnrichR com as proteinas identificadas no proteoma total apés
0 pré-processamento dos dados. A. Analise de GO de componente celular e B. tipo tecidual e

C. classe proteica.

A andlise do fosfoproteoma de amostras de FCO e DF possibilitou a
deteccdo de 69 sitios fosforilados em 40 proteinas. Dentre eles, 19
fosfopeptideos puderam ser normalizados pelos niveis de suas respectivas

proteinas, tendo vista que também foram identificados no proteoma total.

6.4.1.3 FCO e DF apresentam diferencas nos niveis de diversas proteinas e
naregulacédo de vias bioldgicas

Tendo como objetivo determinar se 0 FCO e a DF apresentam diferencas
em seus perfis proteicos, construimos um heatmap com analise conjunta de
agrupamento hierarquico, utilizando todas as proteinas que foram mantidas apés
o pré-processamento. Na analise da figura (Figura 10), € evidente, que no geral,
existe uma predisposicdo das amostras de se agregarem por tipo de lesdo. Essa
tendéncia apenas nao foi observada na amostra FCO 2. Ainda que um
agrupamento completo em diferentes classes néo tenha sido obtido, diversas
consisténcias nos niveis das biomoléculas podem ser observadas entre 0s casos
de cada doenca, o que reforca a possibilidade de aplicacdo desses achados na
determinacao de potenciais biomarcadores. Em acordo com essa demonstracao,
ao aplicarmos o teste estatistico Limma, considerando como limiar de
significancia o valor p < 0,05 e logz fold change < -0,58 ou = 0,58, foram
detectadas alteracdes significativas nos niveis de 51 proteinas, cujos valores de

logz fold change variaram de -2,18 a 1,76 (Tabela 3 e Figura 11).



61

Classe

DF
FCO
1

2 a 3 ] ] 2
9 Q R = : 2
- (] L

Figura 10. Heatmap obtido utilizando as intensidades normalizadas de todas as proteinas

mantidas ap6s o pré-processamento dos dados. As cores nesse grafico sdo representativas
da abundancia de cada proteina nas diferentes amostras, sendo que os tons de vermelho
indicam niveis maiores, enquanto as tonalidades de verde refletem quantidades menores. Para
avaliacdo da relacéo do perfil protedmico do fibroma cemento-ossificante (FCO) com a displasia
fibrosa (DF), foi construido um dendrograma na parte superior do heatmap, empregando como

parédmetros a medida de distancia euclidiana e agrupamento pelo método completo.
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Figura 11. Heatmap construido com as proteinas com niveis significativamente alterados
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entre o fibroma cemento-ossificante e a displasia fibrosa. No gréfico, as tonalidades de
vermelho indicam niveis aumentados, enquanto os tons de azul indicam abundancia diminuida.
Para construcéo do dendrograma no topo do grafico, aplicou-se a medida de distancia euclidiana

e agrupamento pelo método completo.

Para entender o papel biolégico das proteinas na patogénese dessas
doencas, analises de enriquecimento de vias e processos biolégicos foram
realizadas. Nessa avaliacdo, com o intuito de facilitar a identificacdo dos
processos que possivelmente estariam aumentados em cada doencga, utilizou-
se como input (entrada) no programa de enriquecimento, aquelas biomoléculas
gue apresentaram niveis elevados em uma lesdo quando comparada com a
outra. Apesar da abundéancia maior de 26 proteinas no FCO, nenhuma via
significativamente aumentada foi encontrada nessa lesdo. Por outro lado, a
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investigacdo empregando as proteinas com niveis significativamente maiores
em DF revelou inUmeras vias possivelmente regulados positivamente nessa
doenca (Tabela 4 e Apéndice 5). Entre as dez vias mais significativamente
enriquecidos na DF (Tabela 4), é possivel verificar uma alta representatividade
daquelas implicadas em atividades eritrocitarias e plaquetarias, dobramento de
proteinas e organizacdo da matriz extracelular. De modo igual, na avaliagdo
criteriosa de todas as vias enriquecidas nessa doenca, observamos que essas
se mantém como as mais representativas (Figura 12-A). Diante desses
achados, realizamos uma revisao criteriosa dos dados, na qual verificamos que
dentre as 51 proteinas com niveis significativamente alterados entre as lesdes,
12 s&o proteinas do cerne ou relacionadas a matriz extracelular (Figura 12-B).
Ja na avaliacdo de processos biologicos, o FCO enriqueceu processos
relacionados ao controle da producéo de filamentos de actina, expressao génica,
processos biossintéticos, transporte nuclear e mecanismos envolvidos no
transporte de proteinas (Apéndice 6, Quadro A). As proteinas aumentadas em
DF enriqueceram inUmeros processos, entre 0s quais aqueles relacionados a

funcao e organizacéo da matriz extracelular (Apéndice 6, Quadro B).
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Figura 12. Anélise de enriquecimento de vias revela vias biolégicas potencialmente
elevadas na displasia fibrosa em comparacdo ao fibroma cemento-ossificante. A.
Agrupamento das vias em classes de processos bioldgicos. B. Relacdo de proteinas do cerne
ou relacionadas a matriz extracelular com diferencas significativas de intensidade entre as
doengas. A classificac@o das proteinas de matriz foi avaliada na base de dados “The Matrisome

Project”, http://matrisomeproject.mit.edu/.
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Tabela 3. Proteinas identificadas que apresentaram niveis significativamente alterados

entre fibroma cemento-ossificante e displasia fibrosa.

Nomedo  Valor Log:
Nome da proteina gene p FoldChange
Alpha-2-macroglobulin A2M 0.032 -0.779
Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic AARS 0.041 0.864
3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial ACAA2 0.048 -0.734
ADIRF;

Adipogenesis regulatory factor C100rf116 0.016 1.052
GTP:AMP phosphotransferase AK3, mitochondrial AK3 0.027 -0.679
Ankyrin-1 ANK1 0.021 -0.936
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family
member A ANP32A 0.049 0.763
Annexin A5 ANXAS5 0.049 0.854
Apolipoprotein A-lI APOA2 0.020 1.607
Rho GDP-dissociation inhibitor 1 ARHGDIA 0.048 0.651
Barrier-to-autointegration factor BANF1 0.023 1.533
Biglycan BGN 0.045 -0.783
Carbonic anhydrase 2 CA2 0.018 -1.524
Calpain small subunit 1 CAPNS1 0.007 1.024
Catalase CAT 0.041 -0.616
T-complex protein 1 subunit delta CCT4 0.048 -0.774
T-complex protein 1 subunit epsilon CCT5 0.010 -0.995
T-complex protein 1 subunit zeta CCT6A 0.039 -0.628
Complement factor H CFH 0.025 -1.064
Chondroadherin CHAD 0.004 -2.176
Mast cell carboxypeptidase A CPA3 0.022 -1.403
Dermatopontin DPT 0.034 1.161
Glia maturation factor beta GMFB 0.022 0.653
60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1 0.045 -0.749
Immunoglobulin heavy constant gamma 2 IGHG2 0.004 -1.164
Plasminogen PLG 0.021 -0.910
Platelet basic protein PPBP 0.019 -1.068
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C PPIC 0.027 0.641
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 PSMD1 0.018 -0.971
Prostaglandin E synthase 3 PTGES3 0.038 1.016
Prothymosin alpha PTMA 0.012 1.763
Parathymosin PTMS 0.037 0.867
Transcriptional activator protein Pur-alpha PURA 0.049 0.612
60S ribosomal protein L6 RPL6 0.019 -1.134
60S acidic ribosomal protein P1 RPLP1 0.040 1.316
60S acidic ribosomal protein P2 RPLP2 0.044 0.821
Protein S100-A4 S100A4 0.013 0.894
Protein S100-A6 S100A6 0.008 0.869
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Nomedo  Valor Log>
Nome da proteina gene p FoldChange

Pigment epithelium-derived factor SERPINF1 0.019 -0.774
Splicing factor, proline- and glutamine-rich SFPQ 0.047 -0.898
SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein SH3BGRL 0.044 1.074
Band 3 anion transport protein SLC4A1 0.004 -1.687
Serine/arginine-rich splicing factor 9 SRSF9 0.031 0.858
Translocon-associated protein subunit alpha SSR1 0.013 0.841
Thrombospondin-1 THBS1 0.010 -0.812
Talin-1 TLN1 0.019 -0.970
Thymosin beta-10 TMSB10 0.046 1.702
Thymosin beta-4 TMSB4X 0.037 1.072
Tenascin TNC 0.006 -1.085
Tubulin polymerization-promoting protein family
member 3 TPPP3 0.016 0.938
Transthyretin TTR 0.034 0.833

O fold change foi calculado a partir dos valores transformados em logz e a média do grupo FCO
(fibroma cemento-ossificante) foi utilizada como referéncia nessa avaliagdo. O célculo foi
realizado subtraindo a média das amostras de FCO pela média da DF (displasia fibrosa).

Tabela 4 - Lista das dez vias mais significativamente enriquecidas utilizando as proteinas
mais abundantes na displasia fibrosa

Via bioldgica Valor p  Valor de FDR
-07 -04
Associacao de TriC / CCT com proteinas-alvo durante a biossintese 7.:31x10 3.85x10
Resposta ao Ca?* citosélico plaquetario elevado 3.51x1006 6.11x10°04
Degranulacdo de plaquetas 2.88x1006 7.51x1004
Eventos de sinalizagcdo mediados por sindecano-4 2.96x10-05 3.87x1008
Ativacgao, sinalizagdo e agregacdo de plaquetas 9.59x1005 6.26x1003
Dobramento de proteinas mediado por chaperonina 7.27x10°05 6.33x1003
Dobramento de proteina 7.27x10°05 6.33x1003
Coopgragao de PDCL (PhLP1) e TRIiC/CCT no dobramento beta de 6.77x1005 7 07x1093
proteina G
Eritrécitos captam oxigénio e liberam diéxido de carbono 1.26x1094 7.29x1003
Organizagdo de matriz extracelular 1.55x1004 8.11x1008

FDR: false discovery rate

6.4.1.4 Verificacdo se as alteragdes gendmicas do FCO séao refletidas no
seu perfil protedmico

Alteracbes genéticas promovem diversas modificacbes em nivel de
proteinas, como variacdes na atividade dessas biomoléculas, nivel de producéao,
ocorréncia de modificacbes pos-traducionais, entre outros aspectos (LI et al.,

2017). Baseado em uma descri¢cdo recente de que variagbes no numero de
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copias sao frequentes no FCO, em particular envolvendo os cromossomos 7 e
12 (MA et al., 2021), analisamos os resultados dos dados protedmicos para
verificar se algum efeito é observado em nivel protedmico. Interessantemente, a
grande parte das proteinas com variacdes significativas de intensidade entre
FCO e DF no nosso estudo sdo codificadas por genes localizados nos
cromossomos 1, 2 e 12 e 17 (Figura 13). Ao repetir essa andlise apenas com as
proteinas significativamente mais abundantes no FCO, verifica-se que
novamente um numero maior de proteinas codificadas por genes situados nos

cromossomos 1 e 12 (Apéndice 7).
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Figura 13. Avaliacdo para verificar se potenciais alteracbes gendmicas do fibroma

cemento-ossificante séo refletidas no seu perfil proteémico.

6.4.1.5 FCO apresenta niveis maiores da fosforilacdo do sitio ser61 da
proteina YAP1

Em contraste a analise do proteoma total, a avaliacdo estatistica dos
dados do fosfoproteoma identificou alteracdes significativas (p< 0,05 e log: fold
change apresentando valores < -0,58 ou = 0,58) apenas nos niveis de
fosforilacdo do sitio ser61 da proteina YAP1 (Yesl Associated Transcriptional
Regulator), que se apresentaram maiores no FCO. Para esclarecer o papel
biolégico dessa modificacdo poés-traducional, a base de dados
PhosphoSitePlus® foi consultada e revelou que essa fosforilagdo possivelmente
possui efeitos inibitorios na atividade da proteina e contribui para sua localizacao

intracelular. No que diz respeito a potenciais efeitos em processos bioldgicos, a
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fosforilacdo desse sitio parece ter implicacdes na apoptose, crescimento celular,
motilidade celular e organizacao do citoesqueleto e transcricao.

Apesar desse resultado limitado, outras varia¢cdes consistentes nos niveis
de fosforilac&o de outros sitios de proteinas diferentes foram observadas, porém
sem significancia estatistica, incluindo os sitios Ser304 e Ser307 em RPLPO,
Thr150 em MARCKS e Ser58 e Ser61 em NUCKS1 (Figura 14). Contudo, o
papel biolégico dessas fosforilagbes nas suas respectivas proteinas e em
diferentes tipos processos biolégicos ainda ndo é claro. Consistente com essas

observacdes, € possivel constatar que o perfil geral fosfoprote6mico de ambas

as lesbes € muito similar (Apéndice 8).

Sitios
fosforilados
MARCKS Thr150

Proteina

NUCKS1 Serb8, Ser61

RPLPO Ser304, Ser307

Figura 14. Heatmap demonstrando alteragdes consistentes no nivel de fosforilagcdo de
diferentes proteinas entre os grupos, mas que nédo apresentaram significancia estatistica.

Abreviaturas: Thr: treonina; Ser: Serina

7 DISCUSSAO

O FCO é um tumor cuja etiologia ainda nao foi determinada, apesar de
diversos pesquisadores sugerirem que a lesdo deriva de componentes do
ligamento periodontal (EL-MOFTY, 2014). Ainda que outros tipos celulares
sejam potenciais precursores dessa leséo, € evidente que ha um desequilibrio
entre osteogénese e proliferacéo celular (HATANO et al., 2011). Nesse contexto,
a contribuicdo do estudo molecular dessa doenca ndo esta limitada ao
entendimento da sua patogénese, mas também favorece a compreensao dos
eventos que impactam na diferenciacdo osteoblastica. Em conjunto, esses
aspectos reforcam a necessidade de aprofundamento do entendimento da
patogénese desse tumor, 0 que motivou este trabalho a investigar seus aspectos
genéticos e sinalizacdo molecular.

O sequenciamento completo de exoma permitiu identificar sete variantes

potenciais em seis genes exclusivamente em amostras do tumor. Dentre as



69

alteracOes identificadas, aquelas detectadas nos genes KRAS (p.L19F) e CDC73
(p.E24Kfs*2 e p.G416_V421delGTAISV) séo classificadas como variantes com
forte significancia clinica conforme o guia publicado em 2017 pelo Colégio de
Patologistas Americano, Sociedade Americana de Oncologia Clinica e
Associagdo de Patologia Molecular (LI et al., 2017). J& as demais alteracbes
observadas sdo categorizadas como variantes sem significado clinico claro
conforme o mesmo manual (LI et al.,, 2017). Apesar da potencial implicagéo
dessas variantes na patogénese do FCO, a maioria foi observada em no maximo
trés casos da doenca, sugerindo que outros mecanismos moleculares sdo mais
relevantes para desenvolvimento da leséo, de modo que representam alteracdes
passageiras ou ainda que exista heterogeneidade no que diz respeito aos seus
processos desencadeadores.

A descoberta recente de que cerca de 45% dos casos de FCO
apresentam CNAs, em particular afetando os cromossomos 7 e 12 (MA et al.,
2021), favorece a hip6tese de que patogénese molecular dessa doenga envolve
alteracdes mais complexas do que mutacdes pontuais ou de pequenas
dimensdes. Curiosamente, uma parte grande dos tumores de natureza 0ssea
decorre de alteracdes de carater estrutural, como translocacdes e alteragcbes de
namero de cépias (LAM et al.,, 2019), enquanto que uma outra parcela &
explicada por eventos genéticos complexos, como a cromotripsia, em especial
afetando as lesbes malignas (STEPHENS et al., 2011; LAM et al., 2019;
CORTES-CIRIANO et al., 2020; FRANCESCHIN et al., 2020). Outro argumento
que ampara essa possibilidade é que os dados foram reanalisados
periodicamente, até a data de redacéo final deste trabalho, utilizando diferentes
tipos de abordagens manuais, automaticas e semiautomaticas, para minimizar a
chance de ocorréncia de erros humanos ou do emprego de informacdes
desatualizadas de bibliotecas de dados gendmicos na interpretacdo das
variantes detectadas.

No presente estudo, a remocdo completa de todas as variantes
potencialmente germinativas nao foi possivel, tendo em vista que nao foi possivel
a coleta de contraparte normal de todos os pacientes de FCO. Dessa forma, a
analise dos dados permitiu verificar que grande parte das variantes apresentou
frequéncia alélica préxima de 50% nos casos da doenca, que € um forte indicio

de que ndo sdo somaticas (LI et al.,, 2017). Contudo, novos ensaios S&o
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necessarios para confirmar que essas alteracbes nao sdo relevantes para
patogénese dessa doenca, tendo em vista que diversos aspectos ainda séo
obscuros. A observacéo prévia de alteragdes germinativas patogénicas no FCO,
a ocorréncia simultanea com doencas que decorrem desse tipo de mutacéo,
além da descricao eventual de casos familiais (YIH et al., 1989; CANGER et al.,
2004) e/ou afetando multiplos sitios (WANG et al., 2014) ndo permitem excluir a
possibilidade de que esses tipos de mutagdes possam ser importantes em pelo
menos uma parcela dos casos. De modo interessante, o Dr. Baumhoer e 0 seu
grupo de colaboradores (2021) reportaram uma série de variantes sem
significado clinico claro em trés lesdes (3/4, 75%) com frequéncia alélica similar
as identificadas no presente estudo. Contudo, por ndo estarem localizadas
proximas as raizes dos dentes, as lesdes avaliadas em seu trabalho, apesar de
serem fenotipicamente similares ao FCO, ndo podem ser classificadas como tal
de acordo com a “Classificacdo de Tumores de Cabegca e Pescoco da
Organizacdo Mundial de Saude: tumores odontogénicos e dos 0SsoS
maxilofaciais” publicada no ano de 2017 (EL-NAGGAR et al., 2017; BAUMHOER
et al., 2021). Por fim, Ma e colaboradores (2021) demonstraram que tanto a
por¢cdo mineralizada e n&o-mineralizada desses tumores apresentam as
mesmas caracteristicas genéticas, o que pode indicar homogeneidade tumoral.

Em conformidade com investigacdes prévias, 0s nossos dados apontam
que alteragbes pontuais em GNAS1 (TOYOSAWA et al., 2007; LIANG et al.,
2011; SHI et al., 2013; TABAREAU-DELALANDE et al., 2013; WANG et al.,
2014), em componentes da cascata de sinalizacdo WNT/B-catenina (PEREIRA
et al., 2018a), bem como em outros genes supressores e oncogenes que sao
frequentemente alterados em processos oncogénicos (PEREIRA et al., 2018a),
possivelmente ndo promovem o desenvolvimento do FCO.

Apesar de a significancia clinica da variante p.P347R detectada no gene
ESX1 néo estar clara no presente momento, é possivel que ela esteja envolvida
na patogénese do FCO. Entretanto, é importante ressaltar que a cobertura do
sequenciamento n&o fui uniforme em todos os casos da doencga nos quais essa
alteracao foi identificada. Essa mutacao tem sido descrita em importantes bases
de dados de cancer e em diversos tipos de tumores, como o COSMIC (Catalogue
of Somatic Mutations in Cancer) e o TCGA (The Cancer Genome Atlas) com

previsdes de efeitos moderados, mas investigacdes direcionadas ao estudo do
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impacto dessa alteracdo sdo necessarias, visto que pode representar uma
mutacdo passageira. Ainda que analises funcionais sejam necessarias para
esclarecer o papel dessa alteracao, a recorréncia de alteracfes somaticas nesse
gene em outras doencgas 0sseas, como o osteossarcoma (REIMANN et al., 2014;
BOUSQUET et al., 2016), pode indicar a sua participacdo na patogénese do
FCO.

A discussdo de que alteracdes em CDC73 contribuem para o
desenvolvimento de uma parcela dos casos de FCO foi reaquecida
recentemente por novas evidéncias, indicando auséncia de expressdo nuclear
da parafibromina, e em algumas situagdes, ocorrendo concomitantemente com
mutacdes nesse gene (COSTA-GUDA et al., 2021). No presente estudo, foram
observadas alteracdes nesse gene em unico caso (1/11, 9%), que ja haviam sido
demonstradas em um estudo prévio do grupo por sequenciamento do tipo
Sanger dessa amostra (PIMENTA et al., 2006; MESQUITA-NETTO et al., 2013).
Ainda que o sequenciamento completo de exoma apresente limitacdo em
detectar variacdes estruturais de grandes tamanhos ou envolvendo regides
intronicas  (YOHE; THYAGARAJAN, 2017), a cobertura elevada de
sequenciamento de toda a porcdo exdnica deste gene e o coorte razoavel
empregado neste trabalho favorecem a hipétese de que outros mecanismos
moleculares sédo responsaveis pela ocorréncia dessa doenca, principalmente em
casos esporadicos (ndo associados a sindrome HPT-JT).

A interpretagdo e/ou reanalise dos achados gendmicos do presente
estudo por novas investigacdes deve ser realizada com bastante cautela. Tendo
em vista que outras limitacbes importantes do nosso experimento de
sequenciamento completo do exoma devem ser consideradas, como a falta de
validacao das altera¢des identificadas por sequenciamento de Sanger e nimero
limitado de amostras.

As MAPK sao enzimas serina-treonina quinases que desempenham
funcbes regulatérias em inUmeros processos biolégicos importantes
(GREENBLATT; SHIM; GLIMCHER, 2013; THOUVEREY; CAVERZASIO, 2015).
A via MAPK/ERK exerce multiplos papéis na biologia 6ssea, que podem variar
conforme o estagio de diferenciacdo e sitio anatdbmico (GREENBLATT; SHIM;
GLIMCHER, 2013), favorecendo ou inibindo a osteogénese, dependendo de
uma série de fatores (MAJIDINIA; SADEGHPOUR; YOUSEFI, 2018). No
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contexto particular do FCO, o impacto desse processo ainda foi pouco
investigado, apesar de essa doenga acontecer de forma simultanea a outras
lesdes ou sindromes nas quais as altera¢cdes moleculares principais ocorrem em
um alvo que atua diretamente ou indiretamente nessa via (BENNET et al., 2016;
GOMES et al., 2018; JENDI et al., 2018).

Hatano e colaboradores (2011) realizaram uma série de ensaios com uma
linhagem imortalizada de FCO, demonstrando um mecanismo complexo no qual
a fosforilacdo de ERK1/2 ocorre por intermédio da proteina RHAMM (receptor de
motilidade mediado por hialuronano), o que possivelmente contribui para
estimular o crescimento em detrimento da diferenciacdo celular. Por meio da
andalise imuno-histoquimica de uma série de casos dessa lesdo, o presente
estudo revelou que, no geral, os casos de FCO apresentam intensa expressao
imuno-histoquimica de fosfo-Erk1/2, corroborando com a participacdo da via
MAPK/ERK na patogénese da doenca. Em acordo com a participacdo dessa via
em uma parcela das lesGes, a mutacdo L19F em KRAS foi observada em um
dos casos e a alteracdo P26L em FGFR1 em outra amostra. Essa alteracéo
genética ja foi demonstrada em alguns tipos de canceres, como
adenocarcinomas gque acometem 0Orgaos do trato gastrointestinal, e ensaios in
vitro demonstraram que a sua presenca contribui para processos tumorigénicos
(AKAGI et al., 2007). Contudo, outras analises sdo necessarias para esclarecer
a funcao da via MAPK/ERK nessa doenca, determinar os mecanismos que levam
a sua ativacao e verificar se outros componentes desse processo sao afetados
por mutacoes.

O entendimento das diferencas moleculares entre FCO e DF é altamente
necessario para o desenvolvimento de novos exames eficientes em seu
diagnéstico diferencial (TOYOSAWA et al., 2007; VELTRINI et al., 2019).
Entretanto, até o presente momento, o numero de investigacbes analisando
comparativamente essas doencas € baixo e, na maioria das situacoes,
empregam apenas analises imuno-histoquimicas analisando exclusivamente
alvos classicamente relacionados a processos 6sseos (TOYOSAWA et al., 2007;
ELIAS et al., 2010; VELTRINI et al., 2019). Apesar de diversos insights terem
sido obtidos nesses estudos, os seus resultados tém pouca aplicacéo clinica

(VELTRINI et al., 2019). Nesse contexto, 0s ensaios protedmicos mostram-se
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como uma alternativa plausivel, visto que permitem avaliar de forma abrangente
as proteinas sem desconsiderar a importancia de outros mecanismos biolégicos.

Em analise geral dos dados protebmicos, ficou evidente que o FCO
apresenta maior diversidade em sua sinalizacdo molecular quando comparado
com a DF. Apesar do numero baixo de amostras utilizadas nessas avaliacdes,
esse achado concorda com as publicagcbes recentes, demonstrando alta
diversidade de aspectos moleculares dessa lesdo (COSTA-GUDA et al., 2021;
MA et al., 2021). Além disso, o0 FCO pode demonstrar extensa variabilidade
histoldgica principalmente no que diz respeito aos seus materiais mineralizados,
que podem diferir quantitativamente e qualitativamente, sendo este um dos
principais aspectos que tém gerado discussao acerca da sua classificacdo ao
longo dos anos (GONDIVKAR et al., 2011; KHAN et al., 2011). Veltrini e
colaboradores (2019) demonstraram recentemente por meio de ensaios imuno-
histoquimicos que as caracteristicas fenotipicas exercem um impacto notavel na
expressdo de proteinas em lesdes fibro-6sseas. Por outro lado, a maior
diversidade proteica no FCO nao revelou uma quantidade maior de processos
biolégicos quando comparado com a DF. Ainda que novos estudos sejam
necessarios, é provavel que esse achado seja representativo da patogénese
dessa doenca.

As proteinas S100-A4 e S100-A6 exercem diversas funcdes na
osteogénese, incluindo modulacdo da diferenciacdo de osteoblastos,
mineralizacao e expressao de marcadores 0sseos (DUARTE et al., 2003; KATO
et al., 2005; CHEN et al., 2013; LI et al., 2015; KIM et al., 2017). A expressao
desses alvos moleculares foi demonstrada previamente no FCO e DF, mas sem
interpretagéo estatistica dos resultados (MURAMATSU et al., 1997). Além disso,
nesse trabalho, a entidade FCO foi considerada como duas variantes
histologicas distintas com base no predominio dos materiais mineralizados,
sendo elas a ossificante e a cementificante (MURAMATSU et al., 1997). No
presente estudo, uma maior abundancia dessas moléculas foi observada no
FCO. Baseado em descri¢cdes prévias, que associam niveis maiores dessas
proteinas com disturbios no controle entre crescimento celular e diferenciacao
osteoblastica (DUARTE et al., 2003; LI et al., 2015; KIM et al., 2017), é provavel
gue essas moléculas participem de etapas importantes do desenvolvimento da

doenca.
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Figura 15. Proposta de sinalizacdo molecular envolvida na patogénese do fibroma
cemento-ossificante com base nos resultados das analises protebmicas e imuno-
histoquimicas. Os achados do estudo apontam que a reorganizac¢ao do citoesqueleto por meio
da regulacéo de processos que modulam a estrutura e funcéo da actina F séo importantes para
patogénese desse tumor. Além disso, proteinas multifuncionais como S100A4 e S100A6
apresentam niveis maiores nessa leséo, estando possivelmente implicadas na ativacdo da via
MAPK e outros eventos de sinaliza¢ao, para promover a proliferacdo, sobrevivéncia e alteracdes
na diferenciacdo das células tumorais. Os fatores que levam a fosforilag&o inibitéria na Ser61 de
YAP1 ainda néo estéo claros e merecem ser melhor investigados. A construcdo desse modelo
levou em consideracédo informacdes contidas na literatura e bases de dados de via como KEGG
e Reactome, assim como os resultados das avaliagdes do presente estudo. Andlises utilizando
um ndmero maior de amostras e outras metodologias sdo necessarias para confirmar essas

hipéteses.

Os resultados das analises protedbmicas sugerem que a patogénese do
FCO é mediada por alteracdes na organizagdo do citoesqueleto (Figura 15).
Consistente com essa hipétese, a presente avaliagdo demonstrou que essa
lesdo apresenta niveis significativamente maiores de diversas proteinas
implicadas na formacgéo e organizacao dos filamentos actinares e na regulacao
da estrutura celular, incluindo a abundancia de timosina beta-4 (T4, TMSB4X),
timosina beta-10 (TMSB10), fator de maturacéo da glia beta (GMFB) e inibidor
alfa de dissociacdo Rho GDP (ARHGDIA).Um estudo avaliando os efeitos da
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timosina beta-4 (Tp4) em células-tronco mesenquimais durante a diferenciacao
osteogénica demonstrou que este peptideo tem papel inibitério sobre esse
processo (HO et al., 2009). Essa inibicdo € mediada pelo impacto que essa
proteina exerce, reduzindo a producdo da actina F e, por consequéncia, no
arranjo do citoesqueleto (HO et al., 2009). Dessa forma, € possivel que neste
tumor, essas moléculas atuem no sequestro dos mondémeros de actina,
desencadeando altera¢cdes na dinamica estrutural celular e levando a reducgéo
da capacidade de conversdo osteogénica dos seus precursores celulares
(Figura 15).

A via de sinalizacdo Wnt desempenha funcdes importantes em diversos
processos biolégicos, apresentando papel proeminente na regulacdo da
osteogénese (HOUSCHYAR et al., 2019). Alguns estudos recentes tém sugerido
gue alteracOes nessa via estéo envolvidas na patogénese do FCO (PEREIRA et
al., 2017) e da DF (REGARD et al., 2011). Contudo, investigacdes verificando se
ocorrem diferencas na ativacdo dessa cascata entre essas lesdes, tém sido
limitadas a anélise imuno-histoquimica para avaliacdo do acumulo nuclear de -
catenina (HORVAI; JORDAN, 2014). Na analise protedmicas total do presente
estudo, niveis maiores de PEDF (fator derivado do epitélio pigmentar) foram
observados em todas as amostras de DF. Essa proteina codificada pelo gene
SERPINF1 tem sido implicada na modulagéo da via WNT/B-catenina (GATTU et
al.,, 2013; BAXTER-HOLLAND; DASS, 2018). Em consisténcia com esse
achado, analises de expressdo génica revelaram aumento nos niveis dos
transcritos desse gene nos tecidos de pacientes acometidos por DF em
comparacao com individuos saudaveis (ZHOU et al., 2014). Este resultado pode
apontar a ocorréncia de diferencas entre FCO e DF no que diz respeito aos
mecanismos moleculares que modulam a atividade dessa via de sinalizacdo
(Figuras 15 e 16).

Nas analises protedmicas, um resultado inesperado foi a observacao de
diversas diferencas significativas tanto na abundéancia de proteinas quanto no
enriquecimento de processos biolégicos relacionados as funcdes de plaquetas e
eritrocitos entre FCO e DF. Este achado pode refletir diferencas nos niveis de
vascularizacdo dessas doengas. Em acordo com essa hipotese, Shmuly e

colaboradores (2017) demonstraram por meio da avaliagdo histomorfométrica,
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focada no estudo de conteddo vascular dessas lesdes, que a DF apresenta
maiores quantidades de vasos, assim como maiores medidas de area e
perimetro de vasos sanguineos. Contudo, ao nosso conhecimento, essa € a
Gnica publicacdo que abordou de forma quantitativa esse aspecto. Diante disso,
novos estudos sdo necessarios para confirmar a existéncia dessas diferencas
entre essas doencas, aplicando novas metodologias.

A DF demonstrou alteragfes significativamente maiores nos niveis de
diversas proteinas que compdem o cerne ou sdo relacionadas a matriz
extracelular e, por consequéncia, foram enriquecidas diversas vias implicadas
na organizagdo funcdo e interacdo dessa estrutura tecidual. Este achado é
condizente com estudos prévios avaliando a expressao génica dessa lesao
(KISS et al., 2010; ZHOU et al., 2014). Entre as biomoléculas que apresentaram
niveis maiores, diversas modulam direta ou indiretamente a diferenciacao
osteogénica, incluindo a trombospondina 1, biglicano e tenascina C (ALFORD et
al., 2015; MACKIE et al., 1996; MORGAN et al., 2011). Em uma publicacéo
recente, foi sugerido que a presenca de mutacdes no gene GNAS1, que
representam uma assinatura molecular da DF, pode interferir na abundancia de
componentes de matriz (RAIMONDO et al.,, 2020). Por outro lado, o FCO
apresentou apenas uma proteina do cerne da matriz com niveis aumentados, a
dermatopontina, uma biomolécula previamente implicada na osteogénese de
células mesenquimais (COAN; LIVELY; DYKE, 2014). De modo geral, esses
resultados em conjunto com os demais reforcam que diferentes mecanismos
moleculares sdo desencadeados na patogénese do FCO e da DF, sendo
alteracdes matricelulares possivelmente importantes para o desenvolvimento e

manutencao dessa Ultima lesdo (Figura 16).
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Figura 16. Proposicdo de mecanismos moleculares potencialmente envolvidos na
patogénese da displasia fibrosa, tendo como base os achados dos ensaios protedmicos
e fosfoprotedmicos. Uma série intricada de processos, em particular envolvendo a fungéo e
organizacdo da matriz extracelular, possivelmente promovem aumento do crescimento e da
sobrevivéncia celular, com concomitante desequilibrio da diferenciacdo. Nesta ilustracdo, os
pontos de interrogacao demonstram aspectos que tem descrigdes conflitantes na literatura e que
necessitam de novos estudos para estabelecerem o seu papel exato na patogénese da displasia
fibrosa. Abreviatura: GPCR: Receptor acoplado a proteina G; FAK: quinase de adesao focal,
TLN1: Talina 1; TNC: Tenascina;, THBS1: Trombospondina 1; CHAD: condroaderina; LATS1:
grande supressora de tumor quinase 1; CAPN2: calpaina 2; Rho: rodopsina (Adaptado de
DUARTE-ANDRADE et al., 2022).

A andlise do fosfoproteoma permitiu a detec¢éo de apenas uma alteracéo
significativa entre as doencas, sendo observada uma variacdo nos niveis de
fosforilacdo de um sitio localizado na posicdo ser6l de YAPL1l. Conforme
informacdes de bases de dados dedicados a compilacdo de informacgdes sobre
modificagdes pos-traducionais e da literatura, a fosforilagdo desse sitio da
proteina promove a sua inativacdo. A observacao de que esta modificagdo pés-
traducional ocorre em maior nivel no FCO é curiosa, tendo em vista que
descri¢cdes prévias demonstram que a ativacdo de GNAS1 promove a inibigdo
da sinalizagdo por YAP/TAZ celular (POCATERRA et al., 2020). Em geral,

considerando que essa biomolécula ndo foi observada no proteoma total, novas
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analises sao requeridas para confirmar que essa alteracdo ocorre apenas em
nivel de fosfopeptideo e ndo na quantidade total da proteina. Uma investigacao
mais profunda desse achado é importante, uma vez que esse alvo controla
diversos processos de relevancia para patogénese de ambas as lesdes, como
sobrevivéncia, diferenciacéo e proliferacdo celular (POCATERRA et al., 2020).
E possivel que algum processo molecular leve a ativagdo da subunidade alfa da
proteina quinase ativada por AMP (AMPKa) no FCO, a quinase implicada na
fosforilac&o inibitoria de ser61.

O impacto da fixacdo e parafinizacdo de tecidos na analise do proteoma
€ baixo, afetando de modo geral proteinas que sdo pouco abundantes
(DONCZO; GUTTMAN, 2018; PIEHOWSKI et al., 2018). Por outro lado, uma
série de investigacdes tém demonstrado que os efeitos desse processo no
fosfoproteoma sdo maiores, com numeros menores de identificacbes de
fosfopeptideos (PIEHOWSKI et al., 2018; ZENEYEDPOUR et al., 2020). De igual
importancia, estudos de fosfoprotedmica empregando tecidos parafinizados ndo
avaliaram amostras mineralizadas (OSTASIEWICZ et al., 2010; GAMEZ-POZO
et al., 2011; WAKABAYASHI et al., 2014; PIEHOWSKI et al.,, 2018;
ZENEYEDPOUR et al., 2020). De forma conjunta, esses fatores podem ter sido
0s responsaveis pela identificacdo de apenas um Unico alvo significativamente
alterado entre a DF e o FCO e ressaltam a necessidade de desenvolvimento

protocolos mais eficientes para avaliacdes similares a essas.

8. CONCLUSOES

Em concluséo, a andlise do sequenciamento completo do exoma sugere
que alteracdes genéticas pontuais possivelmente ndo sdo responsaveis pelo
desenvolvimento do FCO. A intensa imunoexpressao de fosfo-Erk1/2 na maioria
das amostras sugere que a ativacdo da via MAPK é um importante mecanismo
de sinalizacao na patogénese dessa doenca. As analises protedmicas reforcam
que processos moleculares distintos séo ativados pelo FCO e a DF em sua
patogénese, sendo a primeira lesdo possivelmente decorrente de eventos
intracelulares no estimulo do aumento do crescimento e da sobrevivéncia
celular, com concomitante desequilibrio da diferenciacéo

De modo geral, os resultados dessa pesquisa podem ser empregados em

diversas investigagcbes futuras, como aquelas focadas na determinacdo de
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biomarcadores para o diagnéstico diferencial das lesbes fibro-6sseas e na
identificacdo de alvos terapéuticos para o desenvolvimento de terapias menos
agressivas. Contudo, os nossos dados necessitam de testes funcionais e
validacdo em um conjunto diferente e maior de amostras e muitas lacunas acerca
das caracteristicas moleculares do FCO ainda precisam ser investigadas, como
a analise dos aspectos metabdlicos, epigenéticos e aprofundamento das

analises citogenéticas.

9. PERSPECTIVAS
e Confirmacao dos achados do sequenciamento completo de exoma e das
analises protedmicas por ensaios ortogonais;
e Verificagcdo por meio de RNAseq se o FCO apresenta alteracoes
estruturais recorrentes;
e Realizacdo de ensaios funcionais para determinacdo do impacto das

alteracdes identificadas.
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APENDICES
Apéndice 1 - Imagem representativa da analise da expressdo imuno-
histoquimica de fosfo-Erk1/2 (fosfo-p42/44) em granuloma piogénico, que
foi utilizado como controle positivo de marcacdo pelos anticorpos

empregados no presente estudo.
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Apéndice 2 - Imagens histopatoldgicas representativas dos casos de FCO
empregados no estudo. Devido a dificuldade de aquisicdo de imagens com
qualidade a partir de tecidos com alto grau de mineralizagc&o, alguns casos néo

estdo representados no painel. Aumento de 10x.
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Apéndice 3 - Lista dos genes envolvidos na patogénese de sindromes

neurocutaneas
Sindrome Gene(s) envolvido(s)
Buschke-Ollendorff LEMD3
Complexo esclerose tuberosa TSC1, TSC2

Lipomatose encefalocraniocutanea | FGFR1

Neurofibromatose tipo 1 NF1
Retinoblastoma RB1
Sindrome de Delleman Desconhecido.

Hipotese: heranca ligada ao X

Sindrome HPT-JT CDC73

A lista de genes foi obtida por meio de informacdes disponiveis no OMIM: https://www.omim.org/
| MedlinePlus: https://medlineplus.gov/ | Genetic and Rare Diseases Information Center (GARD):

https://rarediseases.info.nih.gov/) e na literatura.


https://www.omim.org/
https://medlineplus.gov/
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Apéndice 4 - Coletanea de informac®es relativas as implicacdes dos genes

€ as suas

respectivas variantes
potencialmente envolvidos na patogénese do FCO.

que

foram detectados
As informacgdes

como

utilizadas para construcao desse painel foram obtidas de publicagfes cientificas
e também bases de dados publicas de dados.

RANBP9

gativa da ta ERK1 AND ERK2
Organizagéo do citoesqueleto
Via de sinalizacao do receptor da superficie celular

Regulagao de desenvolvimento da medula 6ssea
Alta expressao no osteossarcoma

Via de sinalizagdo do receptor do fator de crescimento
de fibroblastos

Regulagio positiva da via de sinalizagdo MAP quinase
Regulagao positiva da proliferagdo da populagéo celular
ao celular

lagio positiva da dif

Gene altamente mutado em processos neoplasicos

KRAS
Regulagao positiva da proliferagao da populagao celular
R tiva da dife do celular
o positiva da ia celular

Regulagao positiva da expressao génica

Cascata MAPK
Gene alt it

tado em pr

p.Q11delinsPQ ITGBL1

Detectada nos casos: FCO3, FCO4, FCO5
Adenocarcinoma de intestino grosso

Via de sinalizagao mediada por integrina
Adesao focal

Adeséo célula-matriz

Invasdo e migragao tumoral
Imunomodulagdo tumoral

Proliferagédo tumoral

Metastase 6ssea

p.P26L ESX1

p.G86R

Detectada no caso: FCO5

COSMIC;

Carcinoma adenoescamoso misto de pulmio
Carcinoma de células escamosas de pulmao
Carcinoma mucoepidermoide de pulmao

p.P347R

D nos casos: FCO3, FCO7, FCOS9,

Detectada no caso: FCO2 Vias de a pluri

de células-tronco

Gene mutado em amostras de osteossarcoma

p.L19F CDC73

Detectada no caso: FCO8 Qrganizagio do citoesqueleto de actina

Ciclo celular

Via de sinalizagdo WNT

Regulagao negativa da proliferagéo de fibroblastos
Regulagio negativa da proliferagao da populagio
celular

Altamente mutade no HPT-JT

Alterages neste gene j& foram descritas em
diversos estudos de FCO

COSMIC:

Leucemia mielomonocitica crénica
Sindrome mielodisplasica
Adenocarcinoma da vesicula biliar
Linfoma difuso de grandes células B
Adenocarcinoma de intestino grosso
Leucemia linfocitica crénica - linfoma
linfocitico de pequenas células

Adenocarcinoma de pulmao

LEGENDA

ia & patogé do FCO

Partici do em pr com

FOC10, FCO11

COosMIC:

Carcinoma hepatocelular
Leucemia mieloide aguda
Céncer de tireoide

Sarcoma

Melanoma maligno
Carcinoma da vesicula biliar

Carcinoma adenoescamoso misto de pulméao

p.E24Kfs*2
p.G416_V421delGTAISV

Detectada no caso: FCO5

COSMIC:
Cancer de paratirecide

Alteragao diferente na mesma posigao detectada em amostras de tumores malignos
Descrigao no COSMIC da presenca da alteragao identificada por WES em outros

Compilagae de dados da literatura sobre potenciais fungdes na biclogia 6ssea ou
tumorigénese

Fibroma cemento-ossificante
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Apéndice 5 - Lista das vias significativamente enriquecidas utilizando as
proteinas mais abundantes na displasia fibrosa

Fonte da via

Nome da via biolégica

Valor-p

Valor de FDR

biolégica
Associacao de TriC/CCT com proteinas-alvo 7.37x10-97 o4
REACTOME durante a biossintese 3.85x10
REACTOME Resposta ao Ca?* citosolico plaguetario elevado 3.51x1006 6.11x10°04
REACTOME Degranulacdo de plaguetas 2.88x1006 7.51x1004
PID Eventos de sinalizagéo mediados por 2 96x1095 3.87x1003
sindecano-4
REACTOME Ativacao, sinalizacdo e agregacao plaquetaria 9.59x1005 6.26x1003
REACTOME Dobramento de proteina mediado por 7 97x1005 6.33x1003
chaperonina
REACTOME Dobramento de proteina 7.27x10°05 6.33x1003
Cooperagéo de PDCL (PhLP1) e TRIC/CCT no 05 03
REACTOME dobramento beta da proteina G 6.77x10 7.07x10
REACTOME Eritrocitos absorvem oxigénio e liberam dioxido 1.26x10%4 7 2951093
de carbono
REACTOME Organizacao de matriz extracelular 1.55x1004 8.11x10°03
REACTOME E:rtkr)(())ﬂ(t)os captam oxigénio e liberam dioxido de 2 71x10-04 1 29x10:92
REACTOME Trocas de O2/CO2zem eritrocitos 2.71x10°04 1.29x1092
KEGG Adeséo focal 5.05x10-04 1.55x1092
REACTOME Metabolismo de proteinas 4.02x1004 1.62x1092
KEGG Interagdo matriz extracelular-receptor 4.97x1004 1.62x1002
KEGG Cascatas do complemento e de coagulacédo 4.45x10-%4 1.66x1002
WikiPathways Adeséo focal 4,96x10°%4 1.72x1002
WikiPathways Sistema do complemento humano 8.11x10°04 2.35x1002
REACTOME Direcionamento de carga ao cilio mediada pelo 8.68x1004 2 39%1002
BBsome
REACTOME Hemostase 1.11x1003 2.76x1002
KEGG Secrecédo de acido dos ductos coletores 1.20x1003 2.85x1002
PID Sinaliza¢é@o enddégena de TLR 1.11x1003 2.90x10-02
INOH Integrina 1.65x1003 3.44x1002
OntoCancro Apoptose - expandida 1.58x1003 3.45x1002
PID Sinalizag&o por integrina amb?2 1.58x1003 3.59x10-02
SLC4ALl defeituoso causa esferocitose
hereditaria tipo 4 (HSP4), acidose renal tubular 03 02
REACTOME distal (dRTA) e dRTA com anemia hemolitica 1.91x10 3.70x10
(dRTA-HA)
PID Eventos de sinalizacéo de integrina alfa4 beta 1 1.90x10%3 3.82x1002

Abreviacdes: PID: the Pathway Interaction Database; INOH: The Integrating Network Objects
with Hierarchies; TLR: toll like receptors; TRIC/CCT: TCP1-ring complex or chaperonin containing
TCP1; PDCL: phosducin-like protein
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Apéndice 6 - Lista dos processos significativamente enriquecidos

utilizando as proteinas aumentadas no fiboroma cemento ossificante e na

displasia fibrosa

Quadro A. Processos potencialmente aumentados no fiboroma cemento-ossificante

Processo biolégico

P-valor

P-valor
ajustado

Sequestro de mondmeros de actina (G0O:0042989)
Transporte nuclear (GO:0051169)

Direcionamento cotraducional de proteinas a membrana (GO:0006613)

Regulacéo negativa da polimerizacao de filamentos de actina (GO:0030837)

Processo biossintético de macromoléculas celulares (G0O:0034645)
Expressédo génica (G0O:0010467)

7.27x1005
1.93x10°04
2.42x10°04
4.79x10°4
6.78x1004

0.001082427

0.019036614
0.021107346
0.021107346
0.031349876
0.035541788
0.047265998

Quadro B. Processos potencialmente aumentados na displasia fibrosa

Processo biolégico P-valor ;':;Igéo
Desmontagem da matriz extracelular (GO:0022617) 0.003064 0.039108
Desmontagem do componente celular (GO:0022411) 0.003064 0.039108
Regulacéo negativa do processo apoptoético (GO:0043066) 0.002883 0.039104
Organizagédo da estrutura extracelular (GO:0043062) 0.002398  0.034009
Organizacgédo de estrutura de encapsulamento externo (G0O:0045229) 0.002429 0.034009
Regulacéo da producéo de interleucina-12 (G0O:0032655) 0.001842 0.027568
Regulacéo negativa da coagulacéo sanguinea (G0O:0030195) 0.001136 0.017615
Regulacéo negativa da adeséo célula-substrato (G0:0010812) 0.001136 0.017615
Regulacéo do pH intracelular (GO:0051453) 9.73x10% 0.016235
Transporte de bicarbonato (G0O:0015701) 8.70x10%¢ 0.015107
Regulacéo do pH celular (GO:0030641) 6.82x10%* 0.012336
Regulacéo da ativagao dos macréfagos (GO:0043030) 6.39x10%¢ 0.012051
Regulacéo positiva da ativagdo de leucdcito (GO:0002696) 2.53x10%¢ 0.004995
Regulacéo positiva da coagulag@o sanguinea (G0:0030194) 2.02x10°%* 0.004168
Regulacéo positiva da ativagdo de macréfagos (G0O:0043032) 2.02x10°%* 0.004168
Regulacéo da fibrindlise (G0:0051917) 1.16x10°* 0.00265
Regulacéo positiva da localizagdo da proteina no nicleo (GO:1900182) 8.19x10% 0.001976
Estabilizacdo de proteina (GO:0050821) 6.78x10% 0.00173
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Processo biolégico P-valor il
ajustado
Regulacédo da manutencao dos teldbmeros pela telomerase (G0:0032210) 3.66x10% 0.001135
Organizacdo da matriz extracelular (GO:0030198) 3.05x10% 0.001018
Regulacédo da manutencao dos teldbmeros pelo alongamento dos telémeros 05 o4
(GO:1004358) 1.20x10°5  4.34 x10
Regulacdo da manutencéao dos telémeros pela telomerase (G0:0032212) 9.18x10% 3.62 x10°04
Exocitose regulada (GO:0045055) 2.56x10% 1.11 x10°04
Regulacao positiva do estabelecimento da localizacdo proteica (GO:1904951) 1.65x10°¢  7.96 x1005
Regulacéo da localizacdo do RNA da telomerase para o corpo de Cajal 06 s
(GO:1904872) 1.39x10 7.54x10
Regulacéo positiva da localizacdo do RNA da telomerase para o corpo de Cajal o7 o5
(GO:1904874) 7.77x10 4.82x10
Regulagéo positiva do estabelecimento da localizacdo da proteina no telémero o7 o5
(GO:1904851) 2.06x10 3.06x10
Regulacdo do estabelecimento da localizacéo da proteina no teldomero (GO:0070203) 2.83x10°7 3.06x100°
Regulacao positiva da proteina no corpo de Cajal (GO:1904871) 2.83x10%7  3.06x1005
Regulacéo negativa da proteina no corpo de Cajal (GO:1904869) 2.83x10°%7  3.06x10°%
Regulacéo positiva da localizacdo da proteina ho cromossomo, regido telomérica o7 05
(GO:1904816) 3.77x10 3.06x10
Degranulacéo de plaquetas (GO:0002576) 4.23x10°7  3.06x1005
Regulagéo negativa da fibrindlise (G0O:0051918) 5.37x10% 0.001554
Regulacao positiva do processo biossintético do DNA (GO:2000573) 5.92x10%5 0.001605
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Apéndice 7 — Avaliacao realizada com o intuito de avaliar se as alteracdes
descritas ao nivel gendémico no FCO séo refletidas em seu perfil
protebmico. Esse grafico foi construido com todas as proteinas

significativamente mais abundantes no FCO em comparacdo com a DF.
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Apéndice 8 - Andlises multivariadas demonstram que o perfil
fosfoproteémico do FCO e da DF séo similares. Gréficos construidos a partir
da intensidade normalizada de todos os fosfopeptideos identificados. A. Andlise
de componentes principais (PCA). B. Heatmap. Siglas: PC: Principal component

(componente principal).
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Anexo 1 — Pareceres Consubstanciados do CEP

ANEXOS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Analises moleculares do fibroma cemento-ossificante
Pesquisador: Ricardo Santiago Gomez
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 99674818.8.0000.5149
Instituigao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 2.980.446
Confinuacio do Panscer 2 980,445
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_F 12/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1202487 pdf 12:10:04
Chutros Carta_resposta. jpg 18/09/2018 |Ricardo Santiago Aceito
12:08:38 | Gomez

TCLE { Termos de | TCLE_comigido.docx 18/09/2018 |Ricardo Santiago Aceito

Assentimento | 12:08:06 |Gomez

Justifizcativa de

Ausencia

Chutros cartadepartamento. pdf 31/08/2018 |Ricardo Santiago Aceito
11:14:58 | Gomez

Felha de Rosto Falhaderosto. pdf 31/08/2018 |Ricardo Santiago Aceito
11:11:46 | Gomez

Chutros Parecer pdf 31/08/2018 |Ricardo Santiago Aceito
11:05:53 | Gomez

Projeto Detalhado ! | Projeto.pdf 29/08/2018 |Ricardo Santiago Aceito

Brochura 15:04:52 | Gomez

Investigador

TCLE { Termos de | TCLE . pdf 29/08/2018 |Ricardo Santiago Aceito

Assentimento 14:51:38 | Gomez

Justifizcativa de

Ausencia

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMEP:

Mao

BELO HORIZOMTE, 24 de Qutubro de 2018

Assinado por:
Eliane Cristina de Freitas Rocha
[Coordenador{a))
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %ﬂaﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAC DO PERFIL MOLECULAR DAS LESOES FIE{RO—OSSEAS DO
ESQUELETO CRANIOFACIAL POR MEIO DE ENSAIOS OMICOS

Pesquisador: Ricardo Santiago Gomez

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 43925221.9.0000.5149

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.697.577

Continuagio do Parecer: 4.697.577

Folha de Rosto folhaDeRosto_pdf 21/04/2021 |Ricardo Santiago Aceito
14:1442 | Gomez

Qutros Termo_biorrepositorio.pdf 01/03/2021 |Ricardo Santiago Aceito
17:47:24 | Gomez

Outros Parecer_consubstanciado_departament | 01/03/2021 |Ricardo Santiago Aceito
o.pdf 17:42:13 | Gomez

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:
N&o

BELO HORIZONTE, 07 de Maio de 2021

Assinado por:

Corinne Davis Rodrigues
(Coordenador{a))



