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EPIGRAFE
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nao mantém as pessoas para fora; elas te prendem dentro de si. A vida é confusa mesmo, é
assim que fomos feitos. Entdo vocé pode desperdicar sua vida desenhando linhas ou entdo
vocé pode viver cruzando-as. Mas ha algumas que sdo perigosas demais para serem cruzadas.
E ai vai 0 que eu sei: se vocé estiver disposto a jogar a precaucao pela janela e se arriscar, a
vista do outro lado é espetacular. ”

Shonda Rhimes, em Grey’s Anatomy



RESUMO

O Adenoma Pleomorfico (AP) representa a neoplasia mais comum das glandulas
salivares. Apesar de ser uma lesdo benigna, o AP pode apresentar recorréncias, metastases e
transformacdo maligna. Cerca de 6% dos casos transformam-se em um Carcinoma EX-
Adenoma Pleomdrfico (CXAP). Por ser uma neoplasia incomum, a etiopatogénese do CXAP
continua pobremente elucidada contudo, acredita-se que sua etiologia seja decorrente ao
acumulo de alteracdes genéticas e epigenéticas em um AP. No contexto de patologias, a analise
protedbmica auxilia para 0 maior entendimento dos eventos associado a carcinogénese. Baseado
nestes aspectos, o objetivo deste estudo foi verificar e analisar a abundancia de proteinas, por
meio de espectrometria de massas, em casos de AP e CXAP e correlacionar com a
transformacdo maligna do AP. Foram selecionados 30 casos de AP e CXAP fixados em formol
e embebidos em parafina. ColoracGes imunoistoquimica e em hematoxilina e eosina foram
performadas bem como cortes em |aminas de membranas especificas para posterior
Microdisseccao por captura a Laser (LCM). A microdisseccao foi realizada em todas todos 0s
casos selecionados e apenas células neopléasicas foram microdisseccionadas, coletadas e
armazenadas a -80 °C. Posteriormente, apenas 10 amostras do AP, 16 amostras do CXAP e 4
amostras de AP residual (APR) seguiram para extracdo proteica e analise de Espectrometrias
de Massas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS). A anélise proteémica identificou e
quantificou 240 proteinas ao todo. Foi realizado mapa de calor, agrupamento e analise dos
componentes principais. Foram identificadas 39 proteinas exclusivas no AP, 4 no APR e 17 no
CXAP e as proteinas CA2, AFDN e ATP3A2 foram propostas como assinatura proteica das
lesGes respectivamente. Em relacdo as proteinas compartilhadas, foram criados 6 subgrupos
para avaliar a abundancia das proteinas entre as lesdes. Por meio das analises com e sem
imputation, foram selecionadas proteinas que apresentaram diferencas estatisticamente
significativas. ApoOs analisar as redes de associacBes que as proteinas em cada subgrupo
apresentaram, as trés maiores valores de Log2-ratio > 2,5 (para regulacao positiva) ou > -2,5
(para regulagdo negativa) na média de intensidade de quantificacdo livre de marcadores (LFQ)
foram selecionados como possiveis marcadores. Em conclusdo, demonstramos e analisamos 0
perfil protebmico do AP ao longo da sua transformacdo maligna baseado em MS.
Adicionalmente, 15 proteinas (AFDN, AP1M1, APOAL, ATP2A3, CA2, DCD, FABP5, FLG,
HBB, HP, IgJ, KRT16, MYH9, SLC4A1 e SYCP1) foram propostas como potencial para
atuarem como marcadores, podendo algumas destas estarem associadas com a progressao ou
supressdo da transformagdo maligna do AP.

Palavras-chaves: Adenoma pleomorfico. Carcinoma ex-adenoma pleomdrfico. Tumores de
glandulas salivares. Protebmica. Espectrometria de massas. Carcinogénese.



ABSTRACT

Pleomorphic adenoma (PA) represents the most common neoplasm of salivary
glands. Although being a benign lesion, PA can present recurrences, metastases and malignant
transformation. About 6% of cases transform into a carcinoma ex-pleomorphic adenoma
(CXPA). For being an unusual neoplasm, CXPA etiopathogenesis is still poorly elucidated,
however, it is etiology is believed to be due to the accumulation of genetic and epigenetic
alterations in PA. In the context of pathologies, proteomic analysis helps to better understand
the events associated with carcinogenesis. Based on these aspects, the aim of this study was to
verify and analyze the abundance of proteins, by means mass spectrometry, in cases of PA and
CXPA and correlate with the malignant transformation of the PA. Thirty cases of AP and CXAP
fixed in formaldehyde and embedded in paraffin were selected. Immunohistochemical stains
and hematoxylin and eosin were performed as well as cuts in specific membrane slides for later
laser capture microdissection (LCM). Microdissection was performed in all selected cases and
only neoplastic cells were microdissected, collected and stored at -80 °C. Subsequently, only
10 PA samples, 16 CXPA samples and 4 residual PA (RPA) samples followed for protein
extraction and liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).
The proteomic analysis identified and quantified 240 proteins in total. A heat map, grouping
and analysis of the main components was performed. Thirty-nine exclusive proteins were
identified in the PA, 4 in the APR and 17 in the CXAP, and the proteins CA2, AFDN and
ATP3A2 were proposed as protein signature of the lesions respectively. Regarding the shared
proteins, 6 subgroups were created to evaluate the protein abundance among the lesions.
Through the analyses with and without imputation, proteins that showed statistically significant
differences were selected. After analyzing the networks of associations that the proteins in each
subgroup presented, the three highest values of Log2-ratio > 2.5 (for positive regulation) or > -
2.5 (for negative regulation) in the mean intensity of label-free protein quantification (LFQ). In
conclusion, we demonstrate the proteomic profile of PA along its malignant transformation
based on MS. Additionally, 15 proteins (AFDN, AP1M1, APOAL, ATP2A3, CA2, DCD,
FABP5, FLG, HBB, HP, IgJ, KRT16, MYH9, SLC4A1 and SYCP1) were proposed as potential
markers, some of which may be associated with the progression or suppression of malignant
transformation of PA.

Keywords: Pleomorphic adenoma. Carcinoma ex pleomorphic adenoma. Salivary gland
tumors. Proteomic. Mass spectrometry. Carcinogenesis.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o sufixo “omica” é empregado para incorporar diversas técnicas de
pesquisa. Nos anos 90, em virtude do projeto genoma humano, houve uma ascensdo na
gendmica, que diz respeito aos estudos dos genes e suas fungbes. Com base nessa linha de
pesquisa, outras técnicas surgiram como o estudo do RNA mensageiro, transcriptoma, o estudo
das proteinas, protedmica e o estudo dos metabolitos secundarios, metabolémica. De modo
geral, todas as “omicas” visam a identificagdo e a caracteriza¢do das biomoléculas (Ricroch,

Bergé e Kuntz, 2011; Yakob et al., 2014; Redensek, Dolzan e Kunej, 2018).

A andlise protedbmica é definida como um conjunto de metodologias analiticas
empregadas para caracterizar, quali e quantitativamente, um proteoma, ou seja, por meio da
analise protedbmica € possivel analisar e quantificar a heterogeneidade das isoformas, suas
interacOes, localizacdes e modificacdes (Tyers e Mann, 2003; Bensimon e Heck, 2012). Diante
de tais aspectos, no contexto de patologias, a analise protebmica é bastante promissora por
permitir identificacdo da expresséo proteica alterada, desenvolvimento de novos biomarcadores
para diagnostico e deteccdo precoce da doenca, identificacdo de novos alvos terapéuticos e o
bases para o desenvolvimento de medicamentos por meio de estratégias mais eficazes para

avaliar o efeito terapéutico e a toxicidade (Hanash, 2003).

Dentre as metodologias protedmicas, a Espectrometria de Massas (MS) emerge como
uma tecnologia fundamental para a interpretacdo da informacdo codificada pelos genes
(Sadygov, Cociorva e Yates, 2004; Picotti, Bodenmiller e Aebersold, 2013). A MS tem como
objetivo determinar os componentes de um proteoma por meio de separacdo de ions quimica e
fisica e pela determinacdo da razdo massa e carga dos peptideos (Bensimon e Heck, 2012). A
capacidade da MS em identificar e, cada vez mais, quantificar com precisdo milhares de
proteinas a partir de amostras complexas, tem gerado um impacto consideravel nas ciéncias
bioldgicas e médicas (Hanash, 2003; Aebersold e Mann, 2016). Assim, estudos que utilizam a
protedbmica baseada em MS contribuem para maior compreensdo de determinados eventos
fisioldgicos e patoldgicos, bem como na identificacdo e caracterizacdo de biomoléculas que
podem atuar desde componentes estruturais a alvos-terapéuticos (Yakob et al., 2014; Carnielli
etal., 2018).

Os tumores de glandulas salivares (TGS) constituem um importante grupo de neoplasias
para a area da patologia oral e maxilofacial (Speight e Barret, 2002). Sdo considerados entidades

incomuns, representando cerca de 3-10% de todos os tumores de cabeca e pescoco (EI-Naggar
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etal., 2017). Atualmente, estes tumores tém uma incidéncia estimada entre 0,4 a 13,5 casos por
100.000 habitantes (Wang et al., 2015).

Apesar de serem incomuns, tais lesdes constituem um grupo de neoplasias, benignas e
malignas, com caracteristicas clinicas e histopatoldgicas diversificadas e complexas,
acarretando em dificuldades no estabelecimento do diagndstico para o patologista (Bjorndal et
al., 2011; Wagner et al., 2014; Mariz et al., 2019; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a). Um dos
maiores desafios para o estabelecimento do diagndstico dos TGS diz respeito a grande
variedade fenotipica que as células das glandulas salivares apresentam (Chitturi et al., 2015;
Shah, Mulla e Mayank, 2016).

Dentre todas as neoplasias de glandulas salivares, tanto benignas quanto malignas, o
Adenoma Pleomdrfico (AP) é a mais comum. O AP é uma neoplasia benigna com
caracteristicas arquiteturais e histopatolédgicas variaveis (Kato et al., 2018; Pérez-de-Oliveira et
al., 2019a). Apresenta uma incidéncia anual de 2-3,5 casos por 100.000 habitantes (Bell et al.,
2017), representando de 47% a 54% de todos os TGS e de 68% a 82% de todos as neoplasias
salivares benignas (da Silva et al., 2018; Sentani et al., 2019).

O AP representa a lesdo benigna mais comum tanto nas glandulas salivares maiores
quanto nas menores (Ito et al., 2009; Gao et al., 2017; Sentani et al., 2019). A maioria dos casos
ocorre nas glandulas parétidas (Bell et al., 2017; Erickson et al., 2017). O AP pode acometer
pacientes de qualquer idade, porém, apresentam um pico de incidéncia entre a terceira e sexta
década de vida (Alves et al., 2002; Ito et al., 2009; Bell et al., 2017; Pérez-de-Oliveira et al.,
2019a), com predilecdo pelo sexo feminino (Ito et al., 2009; Fonseca et al., 2012; Wang et al.,
2015; Lopes et al., 2017; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a).

Embora incomum, cerca de 6% desses casos de AP se transformam em um CXAP
(Antony et al., 2012; Di Palma, 2013). Mdltiplas recorréncias, sexo masculino, idade avancada,
radioterapia, localizacdo e tamanho do tumor sdo os fatores de risco mais frequentemente
relatados para o processo de malignizacao (Bell et al., 2017; Singh et al., 2017; Egal et al.,
2018). De acordo com Di Palma (2013), a incidéncia da malignizagdo aumenta com o tempo,
passando de 1,5% em cinco anos para 10% ap6s quinze anos. Adicionalmente, os casos de AP
recorrente tém uma taxa de malignizacdo em torno de 3% (Andreasen et al., 2017), sendo

responsaveis por 12% de todos os casos de CXAP (Williams, Ihrler e Seethala, 2017).

O CXAP, ou tumor misto maligno, é uma entidade maligna originada dos componentes

epiteliais e/ou mioepiteliais em um AP (Altemani et al., 2005; Antony et al., 2012; Williams,
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Ihrler e Seethala, 2017). Por isso, faz-se necessario a identificacdo de componentes compativeis
com um AP ao exame histopatologico (AP residual - APR) ou histdria prévia de um AP para
gue uma leséo seja diagnosticada como um CXAP (Altemani et al., 2005; Mariano et al., 2013a;
Okano et al., 2020). Adicionalmente, de acordo com a atual classificacdo de Tumores de Cabeca
e Pescoco da OMS, o diagndstico de CXAP ndo € autossuficiente. E imprescindivel especificar
0 grau de invasividade e o subtipo histopatoldgico que a lesdo assume (Williams, Ihrler e
Seethala, 2017).

O CXAP é definido como um tumor agressivo com etiopatogénese pouco elucidada
(Altemani et al., 2005; Mariano et al., 2013a). Acredita-se que o desenvolvimento deste tumor
seja decorrente do acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas em um AP (Schache et al.,
2010; Mariano et al., 2013Db; Katabi et al., 2015).-Representa um tumor raro, com incidéncia de
0,63% casos por 1.000.000 habitantes (Gupta et al., 2019) correspondendo de 1,5% a 3,6% de
todas as neoplasias de glandula salivar e 6,4 a 12% de todas as malignidades salivares (Fonseca
etal., 2012; Williams, Ihrler e Seethala, 2017; da Silva et al., 2018). Apresenta predilecdo pelas
glandulas salivares maiores, preferencialmente pelas parotidas (Mariano et al., 2013a; Hu et al.,
2016; Gupta et al., 2019). O CXAP tende a acometer pacientes mais velhos do que os paciente
com AP, com um pico de incidéncia entre a quinta e sétima década de vida e idade média
variando de 45 a 67 anos de idade (Mariano et al., 2013a; Lim et al., 2015; Katabi et al., 2015;
Huetal., 2016; Egal et al., 2018; Okano et al., 2020; Scarini et al., 2020). A maioria dos estudos
relatam predilecdo por pacientes do sexo masculino (Weiler et al., 2011; Lim et al., 2015; Hu
et al., 2016; Suzuki et al., 2016; Gupta et al., 2019; Scarini et al., 2020).

Deste modo, € bom salientar que a carcinogénese € um evento complexo e multifatorial.
Uma de suas vertentes & apoiada por alteracfes a nivel molecular, tanto génicas quanto
proteicas. Baseado nesses aspectos, pesquisadores tém feito uso da protebmica com intuito de
maiores esclarecimentos quanto o comportamento bioldgico dos TGS, bem como na
identificacdo de marcadores diagndsticos e prognoésticos (Mutlu et al., 2017; Fonseca et al.,
2019).

Por ser uma técnica que fornece resultados promissores e somada a relevancia clinica
que o AP e CXAP representam, estudos que visam explanar e caracterizar o proteoma dessas
lesGes podem trazer respostas elucidativas quanto a etiopatogénese do CXAP. Assim, 0 objetivo

deste estudo foi analisar por meio de espectrometria de massas a transformacao maligna do AP.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PROTEOMICA BASEADA EM ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Atualmente, o sufixo “omica” ¢ empregado para incorporar diversas técnicas de
pesquisa. Nos anos 90, em virtude do projeto genoma humano, houve uma ascensdo da
gendmica, que diz respeito aos estudos dos genes e suas fun¢des. Com base nessa linha de
pesquisa, outras técnicas surgiram como o estudo do RNA mensageiro, transcriptoma, o estudo
das proteinas, protedmica e o estudo dos metabolitos secundarios, metabolémica. De modo
geral, todas as “omicas” visam a identificagdo e a caracterizagdo das biomoléculas (Ricroch,

Bergé e Kuntz, 2011; Yakob et al., 2014; Redensek, Dolzan e Kunej, 2018).

A protedbmica vem ganhando bastante destaque nas uUltimas décadas pelo fato das
proteinas atuarem como componentes estruturais e funcionais essenciais para 0 organismo
(D'Souza e Saranath, 2018). O termo proteoma foi primeiramente descrito para designar o
conjunto de proteinas codificados pelo genoma, assim, a proteémica inicialmente dizia respeito
ao estudo das proteinas. Entretanto essa definicdo passou por modifica¢fes ao longo dos anos
(Tyers e Mann, 2003).

Com mais de 20.000 genes codificantes no genoma humano, 0 processo de transcrigdo
em moléculas funcionais € bastante complexo e controlado (Clamp et al., 2007). Do transcrito
até a formacao da proteina, ha diversos fatores pds-transcricionais e pds-traducionais capazes
de alterar o resultado. Assim, o conceito de protedmica atualmente engloba muito além do que
o0 reconhecimento de proteinas. Engloba, também, a caracterizacdo qualitativa e quantitativa
das proteinas, as relagGes que exercem entre si e com sistema em que estdo inseridas (Mallick
e Kuster, 2010; Bensimon e Heck, 2012).

Com base no novo conceito de protebmica, a analise proteémica € definida como um
conjunto de metodologias analiticas empregadas para caracterizar, quali e quantitativamente,
um proteoma, ou seja, por meio da analise protebmica é possivel analisar e quantificar a
heterogeneidade das isoformas, suas interagdes, localizagcdes e modificacdes (Tyers e Mann,
2003; Bensimon e Heck, 2012). Diante de tais aspectos, no contexto de patologias, a analise
protedbmica é bastante promissora por permitir identificacdo da expressdo proteica alterada,
desenvolvimento de novos biomarcadores para diagndstico e deteccdo precoce da doenca,
identificacdo de novos alvos terapéuticos e bases para o desenvolvimento de medicamentos por

meio de estratégias mais eficazes para avaliar o efeito terapéutico e a toxicidade (Hanash, 2003).
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Dentre as metodologias proteémicas, a Espectrometria de Massas (MS) emerge como
uma tecnologia fundamental para a interpretacdo da informacdo codificada pelos genes
(Sadygov, Cociorva e Yates, 2004; Picotti, Bodenmiller e Aebersold, 2013). A MS tem como
objetivo determinar os componentes de um proteoma por meio da separa¢do idnica, quimica e

fisica, e pela determinacdo da razdo massa e carga dos peptideos (Bensimon e Heck, 2012).

Atualmente, a maior parte dos estudos de protedbmica baseada em MS fazem uso da MS
sequencial (Tandem - MS/MS) ou reversa (bottom-up) (Walther e Mann, 2010; Bensimon e
Heck, 2012). Neste tipo de abordagem, as proteinas sdo digeridas em peptideos que sdo
posteriormente separados por cromatografia liquida (LC), ionizados e transferidos para o
espectrometro onde sdo registrados os espectros de MS/MS dos fragmentos peptidicos. Devido
a esses fragmentos, é possivel caracterizar quanti e qualitativamente as sequéncias peptidicas e
as proteinas das quais elas pertencem (Yates, Ruse e Nakorchevsky, 2009; Domon e Aebersold,
2010; Bensimon e Heck, 2012).

Com os avancos da LC acoplada a MS sequencial (LC-MS/MS) foi possivel identificar
e quantificar uma gama de marcadores (Kawahara et al., 2016; Flores et al., 2016; Huang et al.,
2017). O papel da protedmica baseada em espectrometria vem atuando como uma ferramenta
indispensavel para a biologia molecular e celular. A capacidade da MS em identificar e, cada
vez mais, quantificar com precisdo milhares de proteinas a partir de amostras complexas, tem
gerado um impacto consideravel nas ciéncias bioldgicas e médicas (Hanash, 2003; Aebersold
e Mann, 2016). Assim, estudos que utilizam a protedmica baseada na MS, contribuem para
maior compreensdo de determinados eventos fisiologico e patoldgicos, bem como na
identificacdo e caracterizacao de biomoléculas que podem atuar desde componentes estruturais
a alvos-terapéuticos (Yakob et al., 2014; Carnielli et al., 2018).

2.2 TUMORES DE GLANDULAS SALIVARES

Os tumores de glandulas salivares (TGS) constituem um importante grupo de neoplasias
para a area da patologia oral e maxilofacial (Speight e Barret, 2002). Sdo considerados lesfes
incomuns, representando cerca de 3-10% de todos os tumores de cabeca e pescoco (EI-Naggar
etal., 2017). Atualmente, estes tumores tém uma incidéncia estimada entre 0,4 a 13,5 casos por
100.000 habitantes (Wang et al., 2015). Para o0 ano de 2020, a Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC) estimou o desenvolvimento de 55.164 novos casos de malignidades

salivares, sendo 1551 referentes apenas ao (Ferlay et al., 2019).
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Apesar de serem incomuns, tais lesdes constituem um grupo de neoplasias, benignas e
malignas, com caracteristicas clinicas e histopatoldgicas diversificadas e complexas,
acarretando em dificuldades no estabelecimento do diagndstico para o cirurgido-dentista e
patologista (Bjorndal et al., 2011; Wagner et al., 2014; Mariz et al., 2019; Pérez-de-Oliveira et
al., 2019a). Um dos maiores desafios para o estabelecimento do diagnostico dos TGS diz
respeito a grande variedade fenotipica que as células das glandulas salivares apresentam
(Chitturi et al., 2015; Shah, Mulla e Mayank, 2016). Enquanto as células luminais apresentam
morfologia cubica ou colunar, as células mioepiteliais, ou abluminais, tém a capacidade de
prover um vasto espectro de diferenciacdo citoldgica e de matriz extracelular (Redder et al.,
2013; Chitturi et al., 2015, Shah, Mulla e Mayank, 2016).

Devido ao amplo espectro morfoldgico e arquitetural que essas células podem assumir
e desenvolver, em conjunto com as células luminais, os TGS perfazem um grupo de neoplasias
bastante heterogéneo (Speight e Barret, 2002; Simpson et al., 2014; Pusztaszeri e Faquin, 2015).
Os TGS podem se originar nas celulas luminais, abluminais ou ambas (Sreeja et al., 2014;
Chitturi et al., 2015). Apesar da diversidade celular e extracelular, patogénese molecular
diversificada e comportamento bioldgico variavel, muitos TGS sdo semelhantes
histopatologicamente, o que torna o diagnostico desafiador (Manosalva e Panwar, 2016; Salehi
e Maleki, 2018).

Assim, a quarta edicdo da Classificacdo de Tumores de Cabeca e Pescoco da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (El-Naggar et al., 2017) objetivou padronizar e
classificar os TGS de acordo com seu padrdo arquitetural e comportamento biol6gico (Sethala
etal., 2017; Sethala e Stenman, 2017; Kennedy et al., 2018). A atual classificacdo proposta pela
OMS relatou mais de trinta lesdes epiteliais primarias das glandulas salivares bem como
tumores de tecido mole e proliferacdes epiteliais ndo neoplasicas que podem acometer as
glandulas salivares (EI-Naggar et al., 2017) (Tabela 1).



Tabela 1 - Classificagdo dos tumores de glandula salivar proposta pela OMS, 2017

36

Natureza biol6gica

Lesao

Tumores malignos

Tumores benignos

Lesdes epiteliais ndo-neoplasicas

Lesbes benignas de tecidos moles

Tumores hematolinfoides

Carcinoma mucoepidermoide
Carcinoma adenoide cistico
Carcinoma de células acinares
Adenocarcinoma polimorfo
Carcinoma de células claras
Adenocarcinoma de células basais
Carcinoma intraductal
Adenocarcinoma, SOE
Carcinoma do ducto salivar
Carcinoma mioepitelial
Carcinoma epitelial-mioepitelial
Carcinoma ex-adenoma pleomérfico
Carcinoma secretorio
Adenocarcinoma sebaceo
Carcinossarcoma
Carcinoma pouco diferenciado
Carcinoma indiferenciado
Carcinoma neuroenddcrino de grandes células
Carcinoma neuroendocrino de pequenas células
Carcinoma linfoepitelial
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma oncocitico
Potencial de malignizag&o incerto
Sialoblastoma

Adenoma pleomorfico

Mioepitelioma

Adenoma de células basais

Tumor de Whartin

Oncocitoma

Linfoadenoma

Cistoadenoma

Sialoadenoma papilifero

Papilomas ductais

Adenoma canalicular e outros adenomas ductais

Adenose policistica esclerosante
Hiperplasia oncocitica nodular
Sialoadenite linfoepitelial
Hiperplasia do ducto intercalado

Hemangioma
Lipoma/Sialolipoma
Fascite nodular

Linfoma MALT

SOE: Sem outra especificacdo. MALT: Tecido linfoide associado a mucosa
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Os tumores podem acometer tanto as glandulas salivares maiores quanto as menores,
entretanto a maioria dos casos ocorrem nas glandulas salivares maiores e variam de 51% a 86%
dos casos (Ito et al., 2005; Gao et al., 2017; da Silva et al.; 2019, Sentani et al.; 2019).

Dentre as glandulas salivares maiores, as glandulas parétidas representam as glandulas
mais frequentemente acometidas por esses tumores (Bjorndal et al., 2011; Vasconcelos et al.,
2016; Sentani et al., 2019). A ocorréncia de tumores nesta glandula varia de 40% a 80% dos
casos (Tian et al., 2010; Wang et al., 2015; da Silva et al., 2018, Fu et al., 2019). As glandulas
submandibulares representam o segundo grupo de glandulas salivares maiores mais acometidas
pelos tumores, representando de 8% a 15% dos casos (Tian et al., 2010; da Silva et al., 2018;
Sentani et al., 2019). As neoplasias das glandulas sublinguais sdo raras, sendo responsaveis por
aproximadamente 1% dos casos (Tian et al., 2010; Wang et al., 2015; Gao et al., 2017). A
incidéncia des neoplasias nas sublinguais é tdo rara que alguns estudos epidemioldgicos
brasileiros ndo incluem TGS nesta localizagdo em sua casuistica (Ito et al., 2005; Fonseca et al.,
2012; Vasconcelos et al., 2016; da Silva et al., 2018).

As glandulas salivares menores representam um importante grupo para o acometimento
destes tumores. Em termos de incidéncia dos TGS, estas glandulas correspondem ao segundo
grupo de mais comumente acometido (Speight e Barret, 2002; Sentani et al., 2019). Em
conjunto, estas glandulas sdo responsaveis por 13-31% dos casos (Bjorndal et al.; 2011, Fonseca
et al., 2012; Wang et al., 2015; da Silva et al., 2018). Em relacéo a localizacdo, o palato é o
local mais comumente acometido pelos TGS representando de 40%-83% de todos 0s casos nas
glandulas salivares menores (Ito et al., 2005; Bjorndal et al., 2011; Wang et al., 2015; Gao et
al., 2017).

De modo geral, os TGS apresentam predilecdo pelo sexo feminino (Ito et al., 2005; Tian
etal., 2010; da Silva et al., 2018; Sentani et al., 2019) e a maioria dos casos surge entre a quinta
e sexta década de vida (Bjorndal et al., 2011; Fonseca et al., 2012; Wang et al., 2015; Sentani
et al., 2019). A ocorréncia de TGS em pacientes pediatrico é baixa, correspondendo a menos
de 5% de todos os casos (Agaimy, Iro e Zenk, 2017; Rebours et al., 2017; Xu et al., 2017; da
Silva et al., 2018; Arboleda et al., 2020).

Cerca de 58% a 80% dos tumores de glandulas salivares sdo benignos, enquanto 0s
tumores malignos correspondem de 20% a 42% (Tian et al., 2010; Fonseca et al., 2012; Wang
et al., 2015; da Silva et al., 2018; Sentani et al., 2019). Por volta de 69% a 86% das neoplasias
benignas acometem as glandulas parétidas, de 64% a 77% as submandibulares, de 7% a 25%
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as glandulas sublinguais e de 38% a 54% as glandulas salivares menores. Aproximadamente de
14% a 31% dos tumores que afetam as parétidas sdo de natureza maligna. Ja nas
submandibulares, sublinguais e salivares menores, aproximadamente de 23% a 36%, 75% a
93% e 46% a 62% sdo malignas, respectivamente (Gao et al., 2017; da Silva et al., 2018; Sentani
et al., 2019). Dentre os tumores que ocorrem no palato, de 46% a 66% séo tumores benignos.
Ja as neoplasias que acometem a regido retromolar e lingua tendem a serem malignas e
correspondem a 84,6% e 91,3% respectivamente (Sentani et al., 2019; Carlson e Schlieve,
2019).

As neoplasias benignas tendem a ocorrer em adultos entre a quarta e quinta década de
vida, com discreta predilecdo para pacientes do sexo feminino. Aumento de volume de
crescimento lento é a principal caracteristica desse grupo de lesdes (Ito et al., 2005; Abrahao et
al., 2016). A maioria dos casos correspondem aos Adenomas, sendo o AP a neoplasia benigna
mais comum (Bell et al., 2017; da Silva et al., 2018; Hellquist et al., 2019; Pérez-de-Oliveira,
2019a), sequida pelo Tumor de Whartin e o0 Adenoma Canicular (Vargas et al., 2008; Fonseca
etal., 2012; Gao et al., 2017).

Os tumores malignos de glandulas salivares apresentam predilegéo por pacientes mais
velhos quando comparados com as neoplasias benignas (Mariano et al., 2011a; Fu et al., 2019),
com o pico de incidéncia entre a quarta e sexta década de vida (Lawal et al., 2015; EI-Naggar
et al., 2017; da Silva et al., 2018; Carlson e Schlieve, 2019). Apresentam uma leve predilecdo
pelo sexo masculino com uma proporgao de 1,1: 1 (homens:mulheres) (Fonseca et al., 2012).
A presencga de dor, paralisia facial, crescimento répido, ma definicdo da pele e infiltracdo
cutdnea sdo caracteristicas sugestivas de malignidade (Carlson e Schlieve, 2019). Os
carcinomas, neoplasias malignas de origem epitelial, perfazem a maioria dos casos, sendo o0
Carcinoma mucoepidermoide e o carcinoma adenoide cistico os mais comuns (Ettl et al., 2012;
Lawal et al., 2015; Rebours et al., 2017; Carlson e Schlieve, 2019).

2.2.1 Adenoma Pleomérfico

O AP, ou tumor misto benigno, é a neoplasia de glandula salivar mais comum. Tal lesdo
é caracterizada por apresentar caracteristicas histopatoldgicas varidveis (Alves et al., 2004;
Patiargoo et al., 2014; Seethala, 2017; Kato et al., 2018; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a). A
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identificacdo de componentes epiteliais e mioepiteliais € mandatoria para o diagnostico de AP
(Bell et al., 2017; Lopes et al., 2017).

Sua etiologia estd associada com alteragdes cromossomicas sendo classificada em
quatro grupos: 1. Rearranjos cromossémicos envolvendo o cromossomo 8 (q12); 2. Rearranjos
envolvendo o cromossomo 12 (q14-15); 3. AlteragGes clonais sem envolver o cromossomo 8
(912) e 12 (q14-15); e 4. Cari6tipo anormal (trissomia e/ou mosaicismo) (Bell et al., 2017,
Mariano et al., 2020). AlteragGes envolvendo os genes PLAG1 (Pleomorphic adenoma gene 1)
e 0 HMGAZ2 (High mobility group protein gene) sdo as mais comumente associadas ao processo
de génese do AP (Rotellini et al., 2014; Katabi et al., 2015; Bell et al., 2017).

Quando as translocacdes envolvem a regido 8912, os rearranjos frequentemente estao
relacionados com troca ou substituicdo da regido promotora do PLAG1 por um gene parceiro
ubiquitinado (CTNNBL1 e o LIFR) levando a super expressdo (Matsuyama et al., 2011; de Brito
et al., 2016). Quando os rearranjos ocorrem na regido 12g914-15, o HMGA2 € o gene alvo, tendo
o NFIB e o FHIT como os principais parceiros. O evento critico para a ativagdo do HMGA2
parece ser a separacdo dos seus dominios ligantes ao DNA, levando a desregulacdo da
expressdo da oncoproteina HMGA?2 (Katabi et al., 2015; Mito et al., 2017).

Interessantemente, um estudo recente evidenciou alteracfes no nimero de copias no
cromossomo 8 (ganhos e perdas), ganho do ETV6 no cromossomo 12 e amplificagdo dos genes
MAML2 e LIFR. A amplificacdo destes dois ultimos genes € um achado inédito no que diz
respeito ao AP e aos tumores de glandulas salivares (Mariano et al., 2020). Tais dados revelam
que apesar da crescente a busca para a melhor compreensao do AP, sua etiopatogenia continua

pobremente esclarecida.

Apresenta uma incidéncia anual de 2-3,5 casos por 100.000 habitantes (Bell etal., 2017),
representando de 47% a 54% de todos 0s TGS e de 68% a 82% de todos as neoplasias benignas
das glandulas salivares (da Silva et al., 2018; Sentani et al., 2019). O AP representa a lesdo
benigna mais comum tanto nas glandulas salivares maiores quanto nas menores (Ito et al., 2009;
Gao et al., 2017; Sentani et al., 2019). A maioria dos casos ocorre nas glandulas parétidas (Bell
etal., 2017; Erickson et al., 2017), representando cerca de 50% a 67% de todas as localizag6es
(Gao et al., 2017; da Silva et al., 2018). A glandulas salivares menores representam o segundo
sitio de acometimento mais frequente (Fonseca et al., 2012; Wang et al., 2015; Sarmento et al.,
2016; Vasconcelos et al., 2016), sendo as glandulas localizadas no palato as principais
responsaveis pela maioria dos casos (Abrahdo et al., 2016; Lopes et al., 2017; Wu et al., 2017;
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Pérez-de-Oliveira et al., 2019a). Embora o AP seja a neoplasia benigna mais comum nas
submandibulares e as sublinguais, tais glandulas sdo acometidas com menor frequéncia (Alves
et al., 2002; Mantsopoulos et al., 2018; Sentani et al., 2019).

Apesar de incomum, o AP pode ocorrer em outras localizagdes, como traqueia (Kuo et
al., 2011; Park e Sung, 2013; Sim et al., 2014), cavidade nasal (Kuo et al., 2011; Vento et al.,
2016; Li et al., 2019), seios paranasais, nasofaringe (Li et al., 2019) e canal auditivo externo
(Kou et al., 2011; Maruyama, Tokumaru e Kitamura, 2014). Nas glandulas lacrimais,
entretanto, o AP representa a neoplasia epitelial mais frequente, representando
aproximadamente 20% de todos os tumores que acometem estas glandulas (Kuo et al., 2011;
Holstein et al., 2013; Andreasen et al., 2017, Harrison, Pittman e Cummings, 2018; Clards et
al., 2019).

O AP pode acometer pacientes de qualquer idade, porém, apresentam um pico de
incidéncia entre a terceira e sexta década de vida (Alves et al., 2002; Ito et al., 2009; Bell et al.,
2017; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a), com média de idade variando de 45 a 50 anos de idade
(Wu et al., 2016; Bell et al., 2017; Lopes et al., 2017; Espinosa et al., 2018). Embora os TGS
sejam incomuns em criancgas e adolescentes, 0 AP representa a neoplasia benigna mais comum
nestas faixas etarias (Ellies e Laskawi, 2011; Alves et al., 2018; Dombrowski et al., 2019).
Varios estudos mostram que o AP apresenta predilecdo pelo sexo feminino (Ito et al., 2009;
Fonseca et al., 2012; Wang et al., 2015; Lopes et al., 2017; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a),
todavia, quando ocorrem em pacientes pediatricos, o sexo masculino é mais comumente
acometido (Alves et al., 2018; Dombrowski et al., 2019).

Clinicamente, o AP se apresenta, na maioria das vezes, como um nédulo mucoso ou
subcutaneo de consisténcia variando de fibroelastica a firme (Bell et al., 2017; Alves et al.,
2018; Pérez-de-Oliveira et al., 2019b). Usualmente o AP € uma lesdo solitaria, entretanto lesdes
sincronas e mecatronicas podem ocorrer (Bell et al., 2017). Devido a sua natureza benigna, tais
lesbes sdo caracterizadas pelo crescimento lento e progressivo, com tempo de evolugédo
variando de meses a anos, podendo ocasionar em assimetria facial (Rout e Lath et al., 2013; Rai
et al., 2018). Os tumores localizados nas glandulas salivares maiores podem ser moveis ou
fixos, dependendo do lobo ou I6bulo que a les@o se desenvolve (Dombrowski et al., 2019), ja
0s APs que se manifestam no palato tendem a ser fixos devido a localizagdo (Patiargoo et al.,
2014; Alves et al., 2018; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a). A maioria dos casos € indolor e
quando apresentam sintomatologia dolorosa, na maioria dos casos, tal sintoma é resultante da

compressdo de estruturas adjacentes (Korba et al., 2017; Mariz et al., 2019). Ulceracédo e
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sangramento também podem ser observados no AP, principalmente os localizados no palato
(Patiargoo et al., 2014).

Macroscopicamente, o0 AP é bem delimitado e encapsulado (Alves et al., 2002, Alves et
al., 2018; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a). Pode apresentar I6bulos revestidos por capsula de
tecido fibroso com espessura variavel. Ao corte, a superficie € homogénea com coloracao
oscilando entre o esbranqui¢ado ao amarronzado com ou sem tracos de tecido condréide (Bell
et al., 2017; Dombrowski et al., 2019). Quando o tecido cartilaginoso esta presente, é possivel
identificar material com a superficie homogénea de aspecto brilhoso. O estroma mixoide, por
sua vez, se apresenta esbranquicado e gelatinoso (Skéalova et al., 2012; Urs et al., 2019).
Alteraces cisticas e degenerativas podem ser encontradas ao exame macroscopico. Areas de
hemorragia e necrose também podem ser evidenciadas, em geral secundariamente a aspiragdo

por agulha fina prévia (Seethala, 2014; Wagner et al., 2014).

Histopatologicamente, o AP é caracterizado por exibir uma variacdo de padrdes
epiteliais e mesenquimais, além da presenca de secrecao e diversos tipos de diferenciacao e
metaplasia (Mariano et al., 2011b; Skalova et al., 2012; Triantafyllou et al., 2015; Lopes et al.,
2017). A bipopulagéo celular € uma caracteristica tipica, porém néo exclusiva, do AP (Alves et
al., 2002; Bell et al., 2017; Alves et al., 2018). As células luminais assumem fenotipo epitelial,
enquanto as celulas abluminais, mioepiteliais, assumem fenétipo mesenquimal (Triantafyllou
et al., 2015). As células luminais se estabelecem em diversos padrdes, sendo o padrdo ductal o
mais frequentemente observado. Além desse padrao, tais células podem se organizar em padréo
epitelial-mioepitelial, estruturas cisticas e ilhas ou cordfes de células epiteliais (Ito et al., 2009;
Pérez-de Oliveira et al., 2019a). A grande quantidade de células epiteliais se arranjando em
forma de ilhas e/ou corddes confere uma arquitetura solida ao tumor (Satpathy et al., 2014; Wu
et al., 2016). Células oncociticas (Di Palma et al., 2007; Mariano et al., 2011b; Ito et al., 2020),
células mucosas, proliferagdo intraductal e padrdo ameloblastomatoso-like (Bell et al., 2017

Pérez-de-Oliveira et al., 2019a) também podem ser observados.

As células mioepiteliais perfazem grande parte do parénquima tumoral e acredita-se que
sejam as principais responsaveis pela grande diversidade arquitetural que o AP exibe
(Trintafyllou et al., 2015; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a). Morfologicamente, as células
mioepiteliais podem apresentar-se como células fusiformes, claras, anguladas, estreladas,
poligonais, basaloides, epitelioides e plasmocitoides (Ito et al., 2009; Lopes et al., 2017; Bell et
al., 2017). Diversos tipos de estromas s&o referidos no AP. Areas com depdsitos de material

mucoso entre as células tumorais conferem um aspecto mixoide. O estroma condroide, por sua
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vez, é caraterizado pela degeneracao vacuolar das células mioepiteliais. Regides com alteracGes
eosinofilicas representam o estroma hialino (Ito et al., 2009; Satpathy et al., 2014; Wu et al.,
2016; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a). Embora sejam menos comuns do que 0s anteriormente
citados, outros tipos de diferenciagbes podem ser encontradas, como diferenciacdo fibrosa,
adiposa, 6ssea, sebacea e apdcrina (Trintafyllou et al., 2015; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a;
Pérez de Oliveira et al., 2019b).

Adicionalmente, o AP pode apresentar outras estruturas como metaplasia escamosa
(Alves et al., 2002; Lopes et al., 2016), cisto epidermoide (Urs et a., 2019), degeneracéo cistica
(Lopes et al., 2017), cristaloides colagenos, cristaloides ricos em tirosina (Skalova et al., 2012;
Trintafyllou et al., 2015; Okano et al., 2019) e calcificacdo distrofica (Pérez-de-Oliveira et al.,
2019a). As células mucosas podem estar dispostas frouxamente no estroma ou estarem
arranjadas num padrdo acinar (Trintafyllou et al., 2015). Algumas vezes, areas de fibrose e
necrose podem ser visualizadas no AP, entretanto este achado estd geralmente relacionado a

punc@es prévias (Wagner et al., 2014).

Skalova e colaboradores (2012) encontraram depdsitos tumorais intravasculares numa
série de vinte e dois casos de AP, porém, tal achado ndo foi associado com recorréncia ou
metastase tumoral, sendo este achado ainda pouco elucidado. O tumor apresenta uma capsula
de tecido conjuntivo fibroso que pode estar integra ou ndo. Os APs das glandulas salivares
menores tendem a ser parcialmente encapsulados, principalmente os localizados no palato
(Alvesetal., 2002; Lopes et al., 2016; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a). O indice de proliferacao
celular (Ki-67) nestes tumores € usualmente baixo, variando de 0,06% a 12% (Mariano et al.,
2015a; Diaz et al., 2019). Mitoses e pleomorfismo sdo achados infrequentes (Bell et al., 2017,
Pérez-de-Oliveira et al., 2019a).

O padrao ouro para o tratamento do AP é a excisao cirargica. O tipo de cirurgia varia de
acordo com a glandula afetada (Abu-Ghanem et al., 2016; Dombrowski et al., 2019). Para 0s
tumores localizados nas parotidas algumas modalidades terapéuticas foram descritas sendo a
parotidectomia, disseccdo extracapsular e enucleagdo as mais relatadas (Collela, Cannavale,
Chiodini, 2015; Mc Loughlin et al., 2019). O tipo da Parotidectomia, superficial ou total,
depende da localizagdo do tumor na glandula. Na maioria dos casos, a parotidectomia
superficial tem sido empregada, tendo em vista que a maioria dos adenomas surgem no lobo
superficial da parétida (Espinosa et al., 2018). Alguns casos, entretanto, necessitam de uma
parotidectomia total (Bell et al., 2017; Schapher et al., 2019). O uso da radioterapia no

tratamento do AP é controverso devido ao potencial de malignizacédo (Singh et al., 2017).
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A disseccdo extracapsular, remocdo da lesdo com tecido saudavel sem envolvimento do
nervo facial, é outra modalidade que se tornou mais comum ao longo dos anos (Xie et al., 2015).
N&o ha um consenso sobre qual técnica, parotidectomia superficial ou disseccao extracapsular,
apresenta melhores resultados prognosticos (Kadletz et al., 2017; Schapher et al., 2019; Martin,
Jayasinhe e Lowe et al., 2020). Para os casos que ocorrem nas submandibulares e sublinguais,
a excisdo do tumor junto com a glandula é indicada (Sun et al., 2010; Mantsopoulos et al.,
2018). Para os casos que afetam as glandulas salivares menores no palato, a excisdo é feita
abaixo do peridsteo, e para os demais casos nas glandulas salivares menores a enucleagdo se
mostra resolutiva (Sun et al., 2010; Glikson et al., 2018).

O AP é um tumor que apresenta propensdo a recorréncia local com taxas variando de
0,1% a 0,4% apds a parotidectomia total e de 0,2% a 5% apds parotidectomia superficial e a
disseccdo extracapsular (Colella, Cannavale e Chiodini, 2015; Dulguerov et al., 2017; Mc
Loughlin et al., 2019). A enucleacdo, entretanto, € uma técnica cirurgica que esta em desuso
nas glandulas salivares maiores devido ao alto risco de recorréncia (Colella, Cannavale e
Chiodini, 2015; Dombrowski et al., 2019), apresentando taxas que oscilam de 0,8% a 35%
(Colella, Cannavale e Chiodini, 2015).

A recorréncia ocorre em torno de dois a vinte anos ap0s a cirurgia inicial (Soares,
Altemani e Araujo, 2011; Glikson et al., 2018) e acredita-se que este evento esteja relacionado
com fatores biologicos da lesdo e ao tratamento empregado (Soares, Altemani e Araujo, 2011,
Kicinski, Mikaszewski e Stankiewicz, 2016; Schapher et al., 2019). Em relagdo aos fatores
associados a lesdo, o estroma mixdide, espessura ou auséncia da capsula, pseudopodia, nédulos
satélites, tamanho e tempo de evolucdo do tumor estdo bem definidos na literatura (Soares,
Altemani e Araujo, 2011; Colella, Cannaale e Chiodini, 2015; Zbéaren et al., 2013; Witt et al.,
2015; Abu-Ghanem et al., 2016; Dulguerov et al., 2017).

A remocéo incompleta da lesdo, violacdo da capsula, derramamento do tumor com
disseminacdo para o0 campo cirdrgico, margens comprometidas pelo tumor e falta de margens
de seguranca sdo listados como caracteristicas referentes ao tratamento (Colella, Cannaale e
Chiodini, 2015; Abu-Ghanem et al., 2016; Andreasen et al., 2016; Kicinski, Mikaszewski e
Stankiewicz, 2016; Dulguerov et al., 2017; Espinosa et al., 2018).

Pacientes jovens e mulheres, também parecem ser fatores de risco para recorréncia
desses tumores (Soares, Altemani e Araujo, 2011; Abu-Ghanem et al., 2016; Andreasen et al.,
2016; Dulguerov et al., 2017; Espinosa et al., 2018). Todavia, ndo se sabe se estes dois aspectos
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realmente apresentem risco de recorréncia ou sao eventos casuais pelo fato da maioria dos casos
de AP acometerem o sexo feminino e de que pacientes mais jovens tém mais tempo para
desenvolver recorréncias quando comparados aos paciente mais velhos (Soares, Altemani e
Arauljo, 2011).

O AP recorrente é caracteristicamente uma lesdo multinodular, e apresenta-se,
histopatologicamente indistinguivel de um AP primério (Soares, Altemani e Aradjo, 2011; Witt
et al., 2015). Ele tende a recorrer mais de uma vez, necessitando de multiplas cirurgias, o que
pode ocasionar um risco elevado para danificacdo do nervo facial e transformacdo maligna
(Abu-Ghanem et al., 2016; Andreasen et al., 2016; Schapher et al., 2019). O risco de
malignizacdo parece estar associado com a quantidade de recorréncias, ou seja, quanto maior o
namero de recorréncias, maior a probabilidade de malignizacdo (Soares, Altemani e Aradjo,
2011; Andreasen et al., 2016).

Cerca de 6% de todos os casos AP se transformam em um CXAP (Antony et al., 2012;
Di Palma, 2013). Mdltiplas recorréncias, sexo masculino, idade avancada, radioterapia,
localizacdo e tamanho do tumor sdo os fatores de risco mais frequentemente relatados para o
processo de malignizagdo (Bell et al., 2017; Singh et al., 2017; Egal et al., 2018). De acordo
com Di Palma e colaboradores (2013), a incidéncia da malignizacdo aumenta com o tempo,
passando de 1,5% em cinco anos para 10% apds quinze anos. Adicionalmente, os casos de AP
recorrente tém uma taxa de malignizacdo em torno de 3% (Andreasen et al., 2017), sendo

responsaveis por 12% de todos os casos de CXAP (Williams, Ihrler e Seethala, 2017).

O AP metastatico ou AP metastatico benigno é definido como um AP histologicamente
benigno que se manifesta, inexplicavelmente, como metastases locais ou distantes (Gnepp,
2005). Devido a raridade desta lesdo, pouco se sabe sobre seu curso clinico e prognéstico
(Knight e Ratnasingham, 2015). Acredita-se que alteragdes genéticas podem estar relacionadas
com o desenvolvimento desta lesdo. Mariano e colaboradores (2015b), ao comparar um AP
primario com um metastatico, encontraram um padréo especifico de alteracdes no numero de
copias que poderiam explicar a capacidade de metéstase. E uma les&o bastante controversa, pois
apresenta histologia benigna com comportamento maligno (Knight e Ratnasingham, 2015; Bell
etal., 2017; Wasserman et al., 2019; Shoukair et al., 2020). A maioria dos autores acredita que
sua etiologia esteja relacionada a iatrogenia no momento da cirurgia do AP primario (Mariano
etal., 2015b; Wasserman et al., 2019; Shoukair et al., 2020), entretanto casos de AP metastatico

foram descritos sem histdrico de cirurgias prévias (Knight e Ratnasingham, 2015).
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O termo AP metastatico benigno é visto como oximoro (Steele, Wenig e Sessions, 2007)
e ndo ha um consenso se a lesdo é de natureza benigna ou maligna (Shoukair et al., 2020). O
estudo de Knight e Ratnasingham (2015) evidenciou que o AP metastatico tem uma predilecéo
pelo sexo feminino, média de idade de 50 anos e um intervalo de 15 anos entre o AP primério
e a metastase. A maioria dos casos foram diagnosticados nos 0ssos, pulmdes e linfonodos
cervicais (Knight e Ratnasingham, 2015; Bell et al., 2017; Wasserman et al., 2019; Shoukair et
al., 2020). Pacientes mais jovens e multiplas recorréncias foram sugeridos como fatores de risco
para o desenvolvimento da lesdo metastatica. Aproximadamente 90 casos foram relatados na
literatura desde a sua descoberta (Shoukair et al., 2020). A raridade da lesdo somado a falta de
acompanhamento dificultam o conhecimento do progndstico desta entidade (Knight e
Ratnasingham, 2015).

2.2.2 Carcinoma Ex-Adenoma Pleomorfico

O CXAP, ou tumor misto maligno, é uma entidade maligna originada dos componentes
epiteliais e/ou mioepiteliais em um AP (Altemani et al., 2005; Antony et al., 2012; Williams,
Ihrler e Seethala, 2017). E definido como um tumor agressivo com etiopatogénese pouco
elucidada (Altemani et al., 2005; Mariano et al., 2013a). Acredita-se que o desenvolvimento
deste tumor seja decorrente do acumulo de alteragcdes genéticas e epigenéticas em um AP
(Schache et al., 2010; Mariano et al., 2013b; Katabi et al., 2015).

Assim como no AP, alteracdes nos genes PLAG1 e HMGAZ2 sdo as mais associadas a
patogénese do CXAP. Os produtos das translocacdes com os mais variados parceiros de fuséo
nesses genes estdo associados com codificacdes de proteinas envolvidas na sinaliza¢éo do fator
de crescimento, regulacdo do ciclo celular e estabilidade gendmica (Katabi et al., 2015; Mito et
al., 2017). Interessantemente, o estudo de Persson e colaboradores (2009) sugeriu que AP com
amplificacdo de HMGAZ2 e outros genes da regido 12q estdo relacionados com um risco
aumentado de transformacdo maligna. A co-amplificagdo com outros genes (MDM2) resultaria
em mecanismos alternativos de inativacdo do TP53. Tal fato é suportado, uma vez que o TP53

mutado é raramente observado no AP e frequentemente no CXAP (Augello et al., 2006),

A expressao do PLAGL1 ¢é bem relatada em diversos tumores, principalmente no AP. O
PLAGL1 tem uma funcao dupla, tanto de promotor quanto supressor tumoral, o que justifica sua

presenga em tumores benignos e malignos de baixo grau principalmente (Bartkova et al., 2005;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schache%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21063414
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/gcc.20619#bib3
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Gorgoulis et al., 2005; Wang et al., 2013). Em um estudo atual, foi evidenciado que, quando
comparado ao AP, 0 CXAP exibe perda de expressdo da PLAGL. Além disso, fascinantemente,
foi observado que as maiores perdas na expressao estavam associadas aos carcinomas com
diferenciacdo epitelial e aos FI (curso clinico mais agressivo). Com bases nesses resultados, a
regulacdo negativa da PLAG1 no CXAP pode estar envolvida com a génese de carcinomas com
diferenciacdo epitelial (de Brito et al., 2016).

Alteracdes epigenéticas, embora menos associadas do que alteracGes genéticas, também
sdo relatadas no contexto de transformacdo maligna do AP. O RASSF1A € um dos genes
supressores de tumores inativados epigeneticamente com mais frequéncia em neoplasias
representando um fator importante que contribui para a patogénese e progressdo de tumores
solidos (Grawenda, O'Neill, 2015). Hipermetilagdes nesse gene foram encontradas em amostras
de AP e CXAP, e os estudos sugerem que tal alteracdo epigenética possa desempenhar papeis
na génese do CXAP devido a interacdo do RASSF1A com proteinas de reparo do DNA
(Schache et al., 2010; Mariano et al., 2016). A caderina-E é codificada pelo gene CDH1 e
desempenha importantes papeis na adesdo celular. Xie et al. (2018) identificaram
hipermetilacdo no CDH1 em amostras de CXAP. O silenciamento do gene provocado pela

metilacdo foi associado com caracteristicas de iniciagédo e progressao tumoral.

Representa um tumor raro, com incidéncia de 0,63% casos por 1.000.000 habitantes
(Gupta et al., 2019) correspondendo de 1,5% a 3,6% de todas as neoplasias de glandula salivar
e 6,4 a 12% de todas as malignidades salivares (Fonseca et al., 2012; Williams, Ihrler e Seethala,
2017; da Silva et al.,, 2018). Apresenta predilecdo pelas glandulas salivares maiores,
preferencialmente pelas parétidas com ocorréncia variando de 67%-77% dos casos (Mariano et
al., 2013a; Hu et al., 2016; Gupta et al., 2019). As submandibulares representam o segundo sitio
de acometimento mais comum, seguidas pelas menores e sublinguais (Weiler et al., 2011,
Mariano etal., 2013a; Fu et al., 2019; Sentani et al., 2019). Alguns estudos, entretanto, apontam
as glandulas salivares menores, em especial as glandulas localizadas no palato como o segundo
sitio mais frequente (Hu et al., 2016; Gao et al., 2017).

Com base em sua definicdo, um CXAP pode acometer qualquer localizacdo em que o
AP ocorre. Todavia, a ocorréncia do CXAP em localizagdes diferentes das glandulas salivares
maiores e menores intraorais € ainda mais rara do que a um AP. Contudo casos de CXAP ja
foram relatados em mama (Shah et al., 2011), glandulas lacrimais (Holstein et al., 2013), espaco
parafaringeo (Hees et al., 2018), traqueia (Gao et al., 2019), cavidade nasal, seios paranasais e
nasofaringe (Li et al., 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gorgoulis%20VG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15829965
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Neill%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26158424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schache%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21063414
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47

O CXAP tende a acometer pacientes mais velhos do que os paciente com AP, com um
pico de incidéncia entre a quinta e sétima década de vida e idade média variando de 45 a 67
anos de idade (Mariano et al., 2013a; Lim et al., 2015; Katabi et al., 2015; Hu et al., 2016; Egal
et al., 2018; Okano et al., 2020; Scarini et al., 2020). De acordo com a OMS e alguns estudos,
assim como o AP, o CXAP apresenta uma predilecdo pelo sexo feminino (Williams, lhrler e
Seethala, 2017; Sedassari et al., 2017; Egal et al., 2018). Contrariamente, alguns estudos relatam
uma maior incidéncia nos pacientes do sexo masculino (Weiler et al., 2011; Lim et al., 2015;
Suzuki et al., 2016)

As caracteristicas clinicas do CXAP sdo muito semelhantes as do AP, principalmente
nos carcinomas restritos a capsula. De modo geral, 0 CXAP se manifesta como um aumento de
volume na regido da glandula afetada (Antony et al., 2012; Mariano et al., 2013a; Williams,
Ihrler e Seethala, 2017). Alguns casos exibem crescimento rapido e progressivo, enguanto
outros apresentam crescimento lento. O tempo de evolugéo é bastante variavel e impreciso,
tendo em vista que aumento de volume é um efeito secundario a transformacgéo maligna (Lewis,
Olsen e Sebo, 2001; Di Palma et al., 2013; Williams, Ihrler e Seethala, 2017). Alguns estudos
propuseram um tempo medio entre os sintomas e o diagndstico de 9 anos, variando de 1 més
até 52 anos com cerca da metade desses pacientes tendo percebido o0 aumento de volume com

menos de um ano (Luers et al., 2009; Antony et al., 2012).

Quando acomete as glandulas salivares maiores, a lesdo tende a apresentar uma
consisténcia firme, podendo ser fixa ou movel variando de acordo com a localizagdo do lobo
ou lébulo em que a lesdo se desenvolve (Antony et al., 2012). Os tumores oriundos das
glandulas salivares menores geralmente apresentam tumefacéo, perda ou ndo da integridade da
superficie e sangramento (Lewis, Olsen e Sebo, 2001; Luers et al., 2009; Mariz et al., 2019;
Kim et al.,, 2020). Alguns casos tendem a ser indolores enquanto outros apresentam
sintomatologia dolorosa decorrente da extensdo tumoral para os tecidos adjacentes com
compressdo de feixes nervosos (Katabi et al., 2010; Antony et al., 2012). Paralisia do nervo
facial, expansdo dssea, perda de vitalidade pulpar, trismo, dor de cabeca, otalgia, reducdo do
fluxo salivar e disfagia também sdo descritos como possiveis sinais e sintomas (Katabi et al.,
2010; Antony et al., 2012; Mariano et al., 2013a; Seok et al., 2019).

Em relacdo ao tamanho (T), o0 CXAP geralmente é maior do que os casos de AP (Lim
etal., 2015; Hu et al., 2016; Sedassari et al., 2017; Seok et al., 2019) com média de tamanho de
5 c¢m, variando de 1,5 a 9 cm (Mariano et al., 2013a). A metastases locais (N) sdo mais

frequentes do que metastases a distancia (M) (Mariano et al., 2013a; Hu et al., 2016; Lau et al.,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%BCers%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18607845
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2017; Sedassari et al., 2017; Asahina et al., 2019; Gupta et al., 2019). A maioria dos CXAP
apresentam estadiamento clinico entre 111 e IV (Marino et al., 2013a; de Brito et al., 2016;
Asahina et al., 2019, de Morais et al., 2019).

A aparéncia macroscopica do CXAP ¢ estabelecida pela quantidade dos componentes
benignos e malignos (Antony et al., 2012; Williams, lhrler e Seethala, 2017). A éarea do
carcinoma, de modo geral, exibe um padrdo infiltrativo com areas de necrose e hemorragia
(Lewis, Olsen e Sebo, 2001; Antony et al., 2012). A infiltracdo depende do grau de
invasividade, sendo mais facilmente percebido a medida que o tumor progride para além da
capsula. Casos em o componente maligno esta restrito aos ductos (Carcinoma intraductal)
dificilmente exibem alteragfes macroscopicas. Quando ha pouco componente carcinomatoso,
a lesdo assume caracteristicas predominantes de um AP (Olsen e Lewis, 2001; Antony et al.,
2012). Quando a leséo apresenta longo tempo de evolugéo e o carcinoma perfaz a maior parte
da lesdo, as areas de APR usualmente séo representadas por areas de esclerose e calcificacdo
(Lewis, Olsen e Sebo, 2001; Williams, lhrler e Seethala, 2017).

O CXAP representa a transformacdo maligna de um AP, portanto, faz necessario a
identificagdo de componentes compativeis com um AP ao exame histopatologico ou historia
prévia de um AP para que uma lesdo seja diagnosticada como um CXAP (Altemani et al., 2005;
Mariano et al., 2013a; Okano et al., 2020). Adicionalmente, de acordo com a atual classificacéo
de Tumores de Cabeca e Pescoco da OMS, o diagndstico de CXAP ndo é autossuficiente. E
imprescindivel especificar o grau de invasividade e o subtipo histopatolégico que a lesdo
assume (Williams, Ihrler e Seethala, 2017).

Os tumores sdo classificados de acordo com sua a extensao para além da capsulaem IC,
MI e FI (Williams, lhrler e Seethala, 2017; de Morais et al., 2019). O CXAP IC e 0 Ml séo
reconhecidos como estagios precoces de invasdo (PREC), enquanto o francamente representa
um estagio avancado (AVAN) (Altemani et al., 2005; Di Palma et al., 2013; Sedassari et al.,
2015a). Em relacdo ao carcinoma IC ha um consenso de que os componentes malignos estéo
restritos a capsula (de Brito et al., 2016; Seethala e Stenman, 2017). Quanto ao Ml e Fl, a

extensdo de invasividade que cada um representa € algo bastante discutido.

O conceito do grau de invasividade mais amplamente difundido define um CXAP Ml
como uma lesdo que apresenta extensdo tumoral de até 1,5 mm para tecidos extracapsulares,
enquanto o FI representa invasdes extracapsulares maiores que 1,5 mm (Mariano et al., 2013a;
Zhao etal., 2013; Hu et al., 2016; Ye et al., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Asahina%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30307055
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Com base em alguns estudos que consideraram o ponto de corte de 1,5 mm arbitréario e
restritivo para definicdo de Ml e FI (Lewis, Olsen e Sebo, 2001; Weiler et al., 2011; Di Palma
et al., 2013; Griffith et al., 2014; Rito e Fonseca, 2016), em sua ultima classificacdo, a OMS
propds um ponto de corte de 4-6 mm para um CXAP ser classificado como MI (Williams, Ihrler
e Seethala, 2017). Entretanto, em uma revisdo sistemética recente evidenciou que 1,5 mm
representa um importante ponto de corte com base no prognoéstico dos pacientes (de Morais et
al., 2019).

Em relacdo ao subtipo histologico, tanto as celulas luminais quanto as abluminais do
AP podem sofrer malignizacdo. Assim, o CXAP pode ser dividido em duas categorias: 1. CXAP
com diferenciacgéo epitelial ou luminal (EP), apenas as células luminais sofrem malignizacéo;
2. CXAP com diferenciagdo mioepitelial ou abluminal (MIO), as células abluminais s&o
transformadas exclusivamente ou acompanhadas das células epiteliais. A diferenciacao luminal
é mais frequentemente observada do que a diferenciacdo mioepitelial. O carcinoma intraductal
é definido como uma les&o precursora dos carcinomas com diferenciacdo luminal (Altemani et
al., 2005; Katabi et al., 2010; Ihrler et al., 2017).

O subtipo histopatoldgico é determinado pelo fendtipo que as células transformadas
assumem, sendo o carcinoma do ducto salivar (CDS) e o adenocarcinoma, SOE os fendtipos
mais comumente observados (Mariano et al., 2013a; Suzuki et al., 2016; Scarini et al., 2020).
Além destes, outros fenotipos carcinomatosos foram identificados como o carcinoma
mioepitelial (CM), epitelial-mioepitelial (CEM), mucoepidermoide, epidermoide, adenoide
cistico, de células acinares, sarcomatdide, indiferenciado, oncocitico, de células basais,
carcinosarcoma, adenocarcinoma polimorfo e de células claras (Altemani et al., 2005; Demasi
et al., 2009; Weiler et al., 2011; Di Palma et al., 2013; Sedassari et al., 2015b; de Brito et al.,
2016; Katabi et al., 2015; Mariano et al., 2018).

De modo geral, o CXAP exibe caracteristicas compativeis com malignidade:
Pleomorfismo celular, aumento no nimero de mitoses, ndcleos hipercrométicos, aumento da
relacdo nucleo-citoplasma dentre outros (Antony et al., 2012; Di Palma., et al., 2013). Quando
o componente maligno é oriundo das células luminais, essas alteracdes sdo facilmente
reconhecidas, permitindo um diagndstico mais seguro. Entretanto, quando o componente
maligno tem origem nas células mioepiteliais, o reconhecimento das caracteristicas
morfoldgicas associadas a malignidade é mais laborioso. A analise minuciosa do AP é
mandatoria para evitar que CXAP sejam erroneamente diagndsticas. Confusdes diagnosticas

entre essas lesdes sao rotineiras baseadas em trés aspectos: 1. O AP pode apresentar graus de
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atipia e pleomorfismo. 2. As células mioepiteliais apresentam um amplo espectro morfoldgico,
podendo ser confundidas com caracteristicas de malignidade; e 3. As neoplasias malignas
oriundas das células mioepiteliais, ao que parece, apresentam pleomorfismo celular atenuado
(Sedassari et al., 2017).

Para os casos de CXAP em que 0 componente carcinomatoso em origem nas células
mioepiteliais, a identificacdo do crescimento invasivo faz-se necessario para o diagnostico
correto. Nos casos CXAP em que ndo haja presenca de invaséo, IC, e/ou a morfologia celular
for duvidosa, a analises pelo indice de proliferacdo celular é indicada. Estudos tém mostrado
que, independentemente do grau de invasao, o Ki-67 do CXAP é maior do que o AP, com uma
variacdo de indice entre 45% a 50% (Mariano et al., 2015a; Diaz et al., 2019)

Assim, o diagndstico de um CXAP deve incluir tanto o grau de invasividade quanto o
subtipo histopatologico, ou seja, uma lesdo em que as células luminais do AP sofrem
transformacdo maligna, assumem fenétipo de carcinoma do ducto salivar e estdo contidos a
capsula é denominada de Carcinoma do ducto salivar ex AP intracapsular ou CXAP
intracapsular subtipo carcinoma do ducto salivar. A inclusdo destes parametros no diagnostico
do CXAP é primordial, pois tanto o subtipo histoldgico quanto o grau de invasividade vao
influenciar no prognostico do paciente. A jungdo dessas duas caracteristicas vai determinar o
comportamento biolégico do tumor em curso clinico mais indolente ou mais agressivo
(Williams, Ihrler e Seethala, 2017).

Embora ndo exista um padrdo de tratamento bem estabelecido para 0 CXAP, a remogéo
cirtrgica é a principal modalidade de tratamento para estes tumores (Zhao et al., 2013; Gupta
et al., 2019). Para os casos de CXAP PREC, geralmente o tratamento empregado é o mesmo
para 0 AP. Para os casos CXAP ANAN ou com envolvimento do nervo facial, faz-se necessario
um tratamento mais radical (Antony et al., 2012; Gupta et al., 2019). O esvaziamento cervical
é indicado nos casos que apresentem evidéncias de acometimento linfonodal. A radioterapia
adjuvante é indicada nos casos que apresentam alto grau de malignidade, comprometimento das
margens cirdrgica, metastase locais, invasdo neural/perineural e vascular (Liers et al., 2009;
Antony etal., 2012; Lau etal., 2017) A combinacéo de radioterapia e quimioterapia geralmente
é recomendada quando ha presenca de disseminacao da doenca (Olsen e Lewis, 2001; Antony
etal., 2012)

Os carcinomas FI sdo 0s mais prevalentes e estdo relacionados com curso clinico mais

agressivo pela maior associacdo com recidivas, metastases e evolucdo para 6bito (Mariano et
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al., 2013a; Egal et al., 2018; Diaz et al., 2019; Gupta et al., 2019; Scarini et al., 2020).
Usualmente, os carcinomas PREC assumem curso clinico mais indolente quando comparado
aos carcinomas AVAN. Entretanto, aspectos associados a agressividade, invasdo vascular,
perineural/neural, metastase e morte, j& foram descritos em casos de CXAP IC (Katabi et al.,
2010; Ihrler et al., 2017).

Em relacéo ao subtipo histopatologico, o comportamento bioldgico varia de acordo com
o fendtipo que a lesdo assume. O carcinoma do ducto salivar, carcinoma epidermoide e o
adenocarcinoma, SOE assumem comportamento mais agressivo, ja o carcinoma epitelial-
mioepitelial e 0 mioepitelial parecem apresentar-se como carcinomas de baixo grau (de Brito
etal., 2016; Ye etal., 2017).

As taxas de incidéncia de recorréncia locorregional variam de 15% a 39% dos casos, ja
as taxas de metastase a distancia oscilam de 3% a 27% dos casos, tendo o pulmédo como o sitio
anatdbmico mais frequentemente acometido (Mariano et al., 2013a; Zhao et al., 2013; Suzuki et
al., 2016; Gupta et al., 2019). Suplementariamente, o grau de invasividade, tamanho do tumor
e envolvimento linfonodal sdo os fatores frequentemente associados com a recorréncia
locorregional. Enquanto que para as metastases a distancia, o subtipo histopatoldgico, grau
histoldgico, grau de invasividade, envolvimento linfonodal e invasdo perineural sdo os mais

comumente associados (Zhao et al., 2013).

As taxas de sobrevida sdo varidveis. No estudo de Zhao et al. (2013), a sobrevida
tumoral especifica do CXAP foi de 53,5% em cinco anos, Gupta e colaboradores (2019),
entretanto, relataram uma taxa de sobrevida especifica de 80,4% em cinco anos. O nimero
amostral bem como diferencas na prevaléncia de tumores com graus de invasividade e subtipo
histopatoldgicos representam importantes fatores para o contraste desses resultados. De modo
geral, o tamanho do tumor, subtipo histopatologico, grau de invasividade, gradacéo histologica,
envolvimento linfonodal e metastase distante sdo os principais fatores associados com a

sobrevida dos pacientes acometidos por CXAP.
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3 PROPOSICAO
3.1 PROPOSICAO GERAL

Verificar a abundancia de proteinas, por meio da espectrometria de massas, em casos de
AP, APR e CXAP.

3.2 PROPOSICOES ESPECIFICAS

Avaliar a abundéncia de proteinas no AP, APR e CXAP.

Identificar os achados proteicos nas amostras de AP, APR e CXAP e correlaciona-los
guanto a transformacéo maligna do AP.

Avaliar a abundancia de proteinas em CXAP nas diferentes fases de progressao e subtipos

histopatologicos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 SELECAO DAS AMOSTRAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas - FOP/UNICAMP (CAAE:
05227318.9.1001.5418) (Anexo 1) e da Faculdade de Ciéncias Medicas da Universidade
Estadual de Campinas - FCM/UNICAMP (CAAE: 05227318.9.3001.5404) (Anexo 2). O

desenho experimental deste estudo esta ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Desenho experimental do estudo.
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Para a realizacdo deste estudo, foram selecionados casos de tumores de glandulas
salivares fixados em formol e embebidos em parafina do Departamento de Anatomia Patoldgica
da (DAP) da FCM/UNICAMP. Foram selecionados quinze casos de AP diagnosticados entre
2016 e 2017 e quinze casos de CXAP sem restricdo de ano a partir do arquivo de controle de
casos do DAP - FCM/UNICAMP. Todos os trinta casos foram revisados e reavaliados, quando
necessario, por meio de ldaminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) para confirmacédo do
diagnostico de acordo com a atual classificacdo de Tumores de Cabeca e Pescoco da
Organizacdo Mundial de Saude para classificacdo de Tumores de glandulas salivares (OMS,
2017) por dois patologistas. Apds a reavaliacdo, todas as amostras selecionadas seguiram no
estudo. Para os casos de CXAP, foram escolhidos trés diferentes subtipos histopatoldgicos: 1.
Malignizacdo do componente epitelial - Carcinoma do ducto salivar (CDS); 2. Malignizacédo
do componente mioepitelial - Carcinoma mioepitelial (CM); 3. Malignizacdo dos componentes
epiteliais e mioepiteliais - Carcinoma epitelial-mioepitelial (CEM). Além disso, foram incluidas

quatro amostras de APR contidas em quatro casos de CXAP.

Apenas 0s casos 0s quais os individuos permitiram o uso do seu material bioldgico para
pesquisas futuras foram incluidos no estudo. Amostras de AP e CXAP de glandulas lacrimais
e amostras com material insuficiente para confeccdo de novas laminas foram excluidas do

estudo.

4.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

A caracterizacdo clinico-patoldgica foi realizada por meio da coleta de informagdes
contidas nos prontuarios médicos do Servico de Arquivo Médico do Hospital de Clinicas da
UNICAMP (SAM - HC/UNICAMP) para os pacientes atendidos no HC/UNICAMP, ficha de
encaminhamento para os casos de consulta, laudos histopatolégicos emitidos pelo DAP —
FCM/UNICAMP e pela avaliagdo das ldminas coradas em HE. Para caracterizacdo clinica,
foram coletados demograficos como sexo, idade, localizacdo da lesdo, habitos, sintomatologia,
aspecto clinico, tempo de evolucgédo, tamanho clinico, tratamento, presenca de recidiva, tempo

e tratamento para recidiva e situacdo do paciente no ultimo registro médico.

Para a caracterizagdo patologica foram coletadas tamanho do tumor, diagndstico
histopatologico, caracteristicas histopatologicas, presenca de invasdo neural ou vascular. As

informagdes mencionadas anteriormente foram utilizadas tanto para caracterizagcdo dos APs
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guanto dos CXAPs. Adicionalmente, foram coletados, para os casos de AP, padrdo de
crescimento das células epiteliais, morfologia das células mioepiteliais, tipo de estroma e
diferenciacGes. Ja para os casos de CXAP foram coletados, adicionalmente, dados referentes
ao sistema TNM, estadiamento clinico, local e tempo de metéstase tardia (quando houvesse)

subtipo histopatoldgico, grau de invasividade, presenca ou auséncia de APR.

Posteriormente, os dados clinicos e microscopicos foram digitados e analisados em
planilhas do programa Excel (Microsoft Office). Os dados foram analisados por estatistica

descritiva.

4.3 COLORACAO HEMATOXILINA E EOSINA

Apos a selecdo dos casos, foi realizada uma nova lamina histolégica de cada caso para
utilizar como guia para Microdisseccao por Captura a Laser (LCM). A técnica de coloragdo em
HE foi realizada a partir de blocos de dos casos selecionados seguindo o protocolo do

Laboratdrio de Pesquisa do Departamento de Anatomia Patologica da FCM/UNICAMP.

Foram realizados cortes de 3,0um de espessura em tecidos incluidos em parafina e o
material colocado em laminas tratadas com solucdo de organosilano a 4% em acetona (3-
aminopropil-trietoxi-silano, SIGMA cddigo A3648). A seguir, as laminas foram colocadas em
estufa & 60°C por 2 horas, antes do inicio da coloragdo. A desparafinacdo foi feita com dois
banhos de xilol 1 e Il por 5 min cada. A hidratacdo foi realizada em duas lavagens de alcool
absoluto e uma lavagem em agua. Posteriormente, as laminas passaram por um banho de 30
segundos na hematoxilina, lavagem em agua corrente, banho de 15 segundos em eosina e
lavagem em &gua corrente. Apés a lavagem em &gua corrente, as ldminas foram desidratadas
por banhos em alcool nas concentrac@es crescentes de 80% e 100% e depois fixadas em xilol |

e Il. Finalizada a fixacdo, as laminas foram montadas com resina Entellan®.

Apbs a confeccdo das laminas coradas por HE, os casos foram reavaliados quanto a
atual situacdo da quantidade tumoral em cada bloco. Todos 0s casos apresentaram tecido

tumoral viavel para seguir e guiar a microdisseccao a laser.

4.4 IMUNOISTOQUIMICA
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Foram realizadas reacGes de imunoistoquimica contra citoqueratinas de baixo peso
molecular (CK7) e de alto peso molecular (CK5/6, CK14), pancitoqueratina (AE1/AE3), p63,
calponina e a-actina de musculo liso (a-SMA), que permitiram a distin¢ao e identificacdo dos
componentes luminais e mioepiteliais foram utilizadas para melhor caracterizar os casos de AP.
Optou-se ndo realizar as reacdes de imunoistoquimica no casos de CXAP tendo em vista
raridade deste grupo de lesbes, além de preservar os blocos em parafina para futuras validacGes

dos achados proteébmicos.

A técnica de imunoistoquimica foi realizada a partir de blocos dos casos selecionados
seguindo o protocolo do Laboratério de Pesquisa do Departamento de Anatomia Patoldgica da
FCM/UNICAMP. Foram realizados cortes de 3,0um de espessura em tecidos incluidos em
parafina e o material colocado em laminas tratadas com solugdo de organosilano a 4% em
acetona (3-aminopropil-trietoxi-silano, SIGMA cddigo A3648). A seguir, as laminas foram
colocadas em estufa a 60°C por 16 horas, antes do inicio da reacdo. A desparafinacéo foi feita
com trés banhos de xilol e hidratagdo em trés banhos de alcool absoluto. Posteriormente, as
laminas foram banhadas em &lcool nas concentrages decrescentes de 80% e 50% e depois

lavadas em &gua destilada.

O blogueio da peroxidase enddgena para o anticorpo anti- a-SMA foi realizado por meio
de trés banhos de imersdo (3 minutos cada) em solucdo de peroxido de hidrogénio (H202) a
10%, a temperatura ambiente, seguidos de lavagem e passagem por agua destilada. Para os
anticorpos demais anticorpos, o bloqueio foi realizado por meio do sistema EnVision Flex, onde
a solucdo de H202 é colocada sobre as laminas e deixada a temperatura ambiente por 10

minutos.

A recuperacdo antigénica foi realizada utilizando-se panela a vapor. Para os anti-
AE1/AES, anti-CK7, anti-CK14, anti-CK5/6, anti-p63 e anti-Calponina, foi utilizada a solucéo
tampédo do Kit Envision Flex por 30 minutos a 95°C. Para o anti- a-SMA, néo foi realizada a

recuperacgao antigénica.

Finalmente as ldminas foram incubadas com o anticorpo primario diluido em albumina
sérica bovina (BSA) por 30 minutos em camara Umida a 37°C por 1 hora e overnight a 4°C em
geladeira. Em seguida, todas as laminas passaram por trés banhos com solucao tampéo fosfato-
salino (PBS), em pH de 7.4 (5 minutos cada) e foram incubadas com o anticorpo secundario
EnVisionTM Flex/HRP (com a solugdo de estreptavidina peroxidase, Agilent, DAKO) em
estufa a 37°C por 1 hora.
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Para a revelacdo do marcador, foi usada a substancia cromogena diaminobenzidina tetra-
hidrocloridrica (DAB), por 5 minutos, a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas com
agua e contra-coradas com hematoxilina de Mayer; desidratadas, clareadas, e montadas com
resina Entellan®. Os anticorpos primarios, especificacdes e titulacbes empregadas encontram-
se discriminadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Anticorpos primarios, clones, recuperacdo antigénica, diluicdo e fabricantes

Anticorpo Clone Recuperacao Diluicao Fabricante
Anti-AE1/AE3 AE1/AE3 Envision Flex 1:400 DAKO
Anti-CK7 OU-TL12/30 Envision Flex 1:100 DAKO
Anti-CK14 LL002 Envision Flex 1:400 Thermo Fisher
Anti-CK5/6 D5/16B4 Envision Flex 1:100 DAKO
Anti-AML 1A4 SIR 1:200 DAKO
Anti-p63 4A4 Envision Flex 1:500 DAKO
Anti-Calponina CALP1 Envision Flex 1:50 DAKO

S/R: Sem recuperagdo

4.5 PREPARACAO DE AMOSTRAS E MICRODISSECCAO A LASER

Duas laminas histoldgicas foram preparadas para cada uma das amostras de AP e CXAP
antes da LCM. Utilizando um micrétomo, foram realizadas se¢8es de dois cortes com espessura
de 8 um em laminas de membranas especificas (PEN Arcturus® Membrane, Life Technologies,
Foster City, CA, EUA) para LCM, que foram desparafinizadas em xilol, hidratadas com
concentracfes decrescentes (100%, 90%, 70%, e 50%) de etanol, lavados em agua e corados
com hematoxilina azul durante 8 minutos. Apds a secagem, as ldaminas foram armazenadas no
biofreezer a -80°C até a LCM.

As amostras foram processadas usando o Sistema de Microdisseccdo ZEISS PALM
MicroBeam no Laboratdrio de Patologia Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (FM - USP). As areas microdisseccionadas variaram de acordo com cada amostra.
Para as amostras advindas dos casos de AP, foram microdisseccionadas células epiteliais
ductais (E) e as celulas mioepiteliais (M). Para os casos de CXAP foram microdisseccionadas
areas de acordo com o fen6tipo que a lesdo assumiu independentemente do grau de invasao
para a capsula: 1. Células epiteliais do CDS; 2. Células mioepiteliais do CM; 3. Células
epiteliais do CEM e 4. Células mioepiteliais do CEM. Para as amostras do APR, foram

microdisseccionadas areas contendo componentes epiteliais e mioepiteliais (Fig. 2 e 3). Ao
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final, foram microdisseccionadas 30 amostras provenientes do AP, 20 amostras do CXAP, 4

amostras de APR.

Fig. 2 - Visualizagéo das amostras pelo Palm RoboSoftware. A, B e C: Visualizagdo do CDS em HE pelo Palm
RoboSoftware (4x, 10x e 40x respectivamente). D, E e F: Visualizagdo do CDS em HE pelo Palm RoboSoftware

por meio da objetiva para microdissec¢do a laser (4x, 10x e 40x respectivamente).

b/ h‘
4
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Fig. 3 - Microdisseccao por captura a Laser (LCM). A: Demarcacéo da area a ser microdisseccionada (CDS 10x).

B: Area microdisseccionada (CDS 10x).
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Apenas as células neoplasicas foram microdisseccionadas e coletadas. Obteve-se uma
média de 932976,31 um? de cada tecido e 392319,5 um? das amostras incluidas neste estudo
(Tabela 3). Todas as amostras foram coletadas em microtubos de 600 ul e armazenadas a -80
°C. A LCM foi padronizada para tecidos fixados em formalina embebidos em parafina com
uma profundidade de corte de 10 um. Os parametros ajustaveis no Palm RoboSoftware sao
considerados Otimos para estas amostras ¢ o corte da area (um?) para cada paciente foi

registrado.

Tabela 3 - Area microdisseccionada em pm? das amostras utilizadas neste estudo

Adenoma Pleomorfico

Caso Area do (_:on)ponente Area d_o co_mp_onente Morfologia celular
epitelial mioepitelial
1 111568 100752 Ductal e Plasmocitoide
2 424589 186450 Ductal e Plasmocitoide
3 104509 226964 Ductal e Plasmocitoide
4 196947 251398 Ductal e Mixdide
5 522660 564495 Ductal e Mixoéide
6 214382 203695 Ductal e Mixoéide
7 958691 423277 Ductal e Mixoéide
8 784590 277834 Ductal e Mixdide
9 134280 757763 Ductal e Mixoéide
10 706872 807730 Ductal e Mixdide
11 599613 124911 Ductal e Plasmocitoide
12 580201 726673 Ductal e Plasmocitoide
13 495850 724181 Ductal e Plasmocitoide
14 500931 666372 Ductal e Mixdide
15 902253 852846 Ductal e Mixoéide
Carcinoma Ex-Adenoma Pleomérfico
Caso ~ Subtipo Area do componente Area do componente APR
histopatol6gico epitelial mioepitelial
1 CDS 122421 - -
2 CDS 405902 - -
3 CDS 244633 - -
4 CDS 353838 - 45556
5 CDS 746689 - 34995
6 CM - 379716 -
7 CM - 337218 -
8 CM - 374545 -
9 CM - 797213 -
10 CM - 442435 -
11 CEM 249682 318393 -
12 CEM 224863 311778 22633
13 CEM 275995 265842 36773
14 CEM 223893 350761 -
15 CEM 234592 251610 -
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APR: Adenoma Pleomdérfico Residual; CDS: Carcinoma do ducto salivar; CM: Carcinoma
mioepitelial; CEM: Carcinoma epitelial-mioepitelial.

4.6 EXTRACAO DE PROTEINAS E DIGESTAO COM TRIPSINA

Apos a LCM, as amostras seguiram para extragdo proteica e analise de espectrometria
de massas no Laboratério de Espectrometria de Massas do Laboratorio Nacional de Biociéncias
do Centro de Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (LNBio/CNPEM) por meio do
NanoLC PROXEON EASY-nLC Il juntamente com o Espectrometro de Massas LTQ Orbitrap
Velos ETD (Thermo Fisher Scientific) (Apoio financeiro: Projeto FAPESP multiusuario
2009/54067-3). Devido a limitacdo de tempo de uso do espectrdmetro de massas, foram
selecionadas 30 amostras de forma randomizada a partir dos casos para seguir com a extracdo
proteica. Das 30 amostras incluidas, 10 foram provenientes do AP (5 de E e 5 de M), 16 do
CXAP (4 do CDS, 4 do CM e 8 do CEM - 4 EP e 4 ME) e 4 do APR. As amostras que ndo
foram utilizadas neste estudo estdo armazenadas no biofreezer do Laboratorio de Patologia
Molecular (LAPMOL) do DAP - FCM/UNICAMP

A metodologia descrita do topico 4.6 ao 4.9 foi baseada na metodologia utilizada por
Carnielli e colaboradores (2018), protocolo do Laboratério de Espectrometria de Massas
LNBio/CNPEM. Para extracdo de proteinas e digestdo, as amostras foram tratadas com ureia
8M, seguida de reducéo proteica com ditiotreitol (5mM por 25 minutos a 56 ° C) e alquilagéo
com iodoacetamida (14mM por 30 minutos em temperatura ambiente no escuro). Para a
digestéo de proteinas, a ureia foi diluida até uma concentracéo final de 1,6 M com bicarbonato
de aménio 50 mM e 1 mM de cloreto de célcio foi adicionado as amostras para digestdo com
tripsina por 16 a 37 ° C (2 ug de tripsina). A reagdo foi interrompida com acido férmico a 0,4%
e 0s peptideos foram dessalinizados com as pontas Stage Tips C18, secos num concentrador de
vacuo, reconstituidos em acido formico a 0,1% e armazenados a -20 ° C para posterior analise
por LC-MS/MS.

4.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Uma aliquota contendo 4,5 ml de mistura de peptideos foi analisada no espectrometro
de massa LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific) acoplado a cromatografia liquida de
nanofluxo em um sistema EASY-nLC (Proxeon Biosystems) com uma fonte de ions Proxeon

nanoeletrosspray. Peptideos em 0,1% de &cido fornico foram separados por um gradiente de 2-
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90% de acetonitrila numa coluna analitica PicoFrit (20 cm x ID75, tamanho de partula de 5,
New Objective), com um caudal de 300 nL/min durante 212 minutos, em qual é atingido um
gradiente de 35% de acetonitrila em 175 min. A tensdo do nanoeletropulverizador foi ajustada
para 2,2 kV e a temperatura da fonte foi ajustada para 275 °C. Os espectros de varredura
completa de MS (m/z 300-1600) foram adquiridos no analisador Orbitrap ap6s a acumulacao
para um valor-alvo de 1e6. A resolucdo no Orbitrap foi fixada em r= 60.000, e os 20 ions
peptideos mais intensos (top 20) com estados de carga >2 foram isolados sequencialmente para
um valor alvo de 5000 e fragmentados na armadilha de ions lineares de alta pressdo por CID
(colis&o dissociagdo induzida) com uma energia de colisdo normalizada de 35%. A exclusdo
dindmica foi ativada com uma lista de tamanhos de exclusdo de 500 peptideos, uma duracdo de
exclusdo de 60 se uma contagem de repeti¢Ges de 1. Foi utilizado um Q de ativacdo de 0,25 e

um tempo de ativacdo de 10 ms.

Para poderem ser analisadas todas as amostras passaram por controles internos: Controle
de qualidade da coluna, sensibilidade do equipamento, tempo de retencéo e picos de autdlise da
tripsina. As amostras que apresentaram baixa intensidade nestes picos, consequentemente,
apresentaram baixa intensidade dos peptideos dos tecidos tumorais, portanto foram excluidas

do processamento protedmico.

4.8 ANALISE DOS DADOS PROTEOMICOS

Os arquivos brutos foram processados usando o software MaxQuant v1.3.0.324 (Cox e
Mann, 2008) e os espectros MS/MS foram pesquisados no banco de dados Human UniProt
(langamento em maio de 2017, 92.646 sequéncias, 36.874.315 residuos) usando o mecanismo
de busca Andromeda. Uma tolerancia de 6 ppm foi considerado para ions precursores e 0,5 Da
para ions fragmentos, a oxidacdo de metionina e a acetilacdo N-terminal da proteina foram
estabelecidas como modificacbes variaveis e carbamidometilacdo de cisteina como

modificacdo fixa e com 2 clivagem perdida de tripsina.

A quantificacdo de proteinas livre de marcadores (Label-free protein quantification -
LFQ) foi usada para quantificacdo de proteinas, com uma janela de 2 min para correspondéncia
entre as execucdes e a contagem de propor¢do minima definida como 1. A taxa de falso positivo
(FDR) para proteina e peptideo foi definido para 1%. A andlise estatistica foi realizada com o
software Perseus v1.2.7.4. O banco de dados de proteinas foi processado excluindo-se as

sequéncias reversas e as entradas "identificadas apenas pelo site” e, em seguida, os dados foram
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transformados por log2. Além disso, considerou-se na andlise final um minimo de trés valores
validos em pelo menos um grupo e a significancia estatistica foi avaliada pelo teste ANOVA e

Student t para indicar as proteinas diferencialmente abundantes (p < 0,05).

Arquivos contendo as proteinas identificadas e seus valores de intensidade de LFQ
foram utilizados para elaboracdo de mapas de calor, agrupamento hierarquico e andlise de
componentes principais por meio da plataforma quimiométrica baseada na Web MetaboAnalyst
(Xia Lab, McGill University, Montreal, Canada) 3.0 usando a medida de distancia de Pearson.
Para visualizacdo dos dados, mapas de calor com valores z-score de log2 LFQ e intensidades
de vulces foram construidos usando a linguagem de programacao estatistica de codigo aberto
R.

4.9 ANALISE BIOINFORMATICA

As proteinas exclusivas, proteinas mais abundantes em um grupo quando comparado a
outro, de cada grupo e as proteinas compartilhadas, proteinas com graus de abundancia
semelhantes, com abundancia estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos de estudo
foram submetidas a uma andlise de enriquecimento para obter informacgdes biologicas dos
resultados proteicos. Informac@es referente as proteinas detectadas, como codigo da proteina,
nome e gene, foram coletadas da plataforma Uniprot e submetidas a analise de enriquecimento
por meio da base de dados Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000) com a finalidade de
identificar os principais processos bioldgicos que o grupo de proteinas tinham em comum.
Redes de associacdo entre as proteinas foram construidas no banco de dados STRING
(Szklarczyk et al., 2017).

A anélise das proteinas exclusivas foi de acordo com a metodologia proposta por
Cardoso et al., (2019). Para a selecdo da proteina alvo, dados obtidos do Gene Expression
Omnibus (GEO) (Home - GEO - NCBI) foram usados para validar os dados do presente estudo.
Para cada proteina, a pesquisa GEO foi realizada usando as seguintes palavras-chave: Homo
sapiens, 0 nome da proteina e tumor, para as proteinas identificadas no AP e APR, e Homo

sapiens, 0 nome da proteina e cancer para as proteinas do CXAP.
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5 RESULTADOS
5.1 RESULTADOS CLINICO-PATOLOGICOS

As caracteristicas clinicas e histopatologicas dos 5 casos de AP, 12 de CXAP e 4 de
APR estdo descritas nesta sesséo. Todos os casos de AP foram oriundos de pacientes atendidos
no HC - UNICAMP. Ja os casos de CXAP, dos doze casos, sete foram oriundos do HC -

UNICAMP e cinco sdo casos de consulta.

5.1.1 Adenoma Pleomérfico

Em relacdo as caracteristicas clinicas dos APs, trés (60%) foram provenientes de
pacientes do sexo masculino enquanto dois casos (40%) foram do sexo feminino. A média de
idade destes pacientes foi de 50,6 anos (31-69). Quatro casos acometeram glandulas salivares
maiores, enquanto apenas um caso acometeu as glandulas salivares menores. Trés casos
ocorreram nas parotidas (60%), um na submandibular (20%) e um no palato (20%). Aumento
de volume foi o sintoma mais frequente (100%). Quanto ao aspecto clinico, lesdo endurecida e
maovel foram os mais comuns, sendo encontradas em trés casos cada. Quatro dos cinco casos

(80%) apresentam tamanho de 2-4 cm. (Tabela 4).
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicas de 5 pacientes cujas amostras de AP foram avaliadas neste estudo

Caracteristicas clinicas N (%)
Sexo
Masculino 3 (60)
Feminino 2 (40)
Idade
Média 50,6 (31-69)
Localizacdo
Glandula salivar maior 4 (80)
Pardtida 3 (75)
Submandibular 1(25)
Glandula salivar menor 1 (20)
Palato 1 (100)
Sintomatologia
Aumento de volume 5 (100)
Sangramento 2 (40)
Aspecto clinico
Endurecida 3 (60)
Fibroelastica 1 (20)
Moével 3 (60)
Fixa 1 (20)
Tamanho (cm)
<20 0 (0)
2,0-40 4 (80)
>4,0 1(10)

N: NUmero de casos

Em relacdo aos habitos, o tabagismo foi relatado em 2 pacientes (40%). Etilista, ex-

tabagista e ex-etilista foi relatado por um paciente cada (20%). Dois (40%) pacientes reportaram

ndo ter habito algum. O tempo médio de evolucao foi de 23,2 meses, variando de 8 a 36 meses.

O tratamento empregado nos cinco casos foi a cirurgia (100%), sendo 3 parotidectomias

superficiais (60%), 1 submandibulectomia (10%) e 1 maxilectomia subtotal (10%). Nenhum
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caso apresentou recidiva até o momento e todos os pacientes estdo vivos sem doenca (Apéndice
1).

Ja em relacdo as caracteristicas patoldgicas, os cinco casos (100%) apresentaram-se
esbranquicados, seguidas encapsulados 4 (80%) e consisténcia solida (60%) na analise
macroscapica. Ja em relacdo as caracteristicas microscopicas (Tabela 5), as células epiteliais
dos cinco (100%) casos apresentaram padrdo ductal seguidas de padrdo sélido (80%). A
morfologia das células mioepiteliais mais frequente foi a fusiforme (100%) seguidas de
plasmocitoide e epitelidide sendo encontradas em 80% dos casos cada. Padrdo epitelial-
mioepitelial foi visto em todos os casos (100%). Os estromas mais frequentemente observados
foram condroide, hialino e mixdide (60% cada). Trés casos (60%) apresentaram metaplasia
escamosa, dois (40%) areas de necrose e quatro (80%) apresentaram integridade da capsula
(Fig. 4-6).



Tabela 5 - Caracteristicas microscopicas dos casos de AP
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Caracteristicas histopatoldgicas N (%)
Células epiteliais

Padréo ductal 5 (100)

Padrao sélido 4 (80)

Estruturas cisticas 2 (40)
Células mioepiteliais

Fusiforme 5 (100)

Epitelioide 4 (80)

Plasmocitoide 4 (80)

Clara 3 (60)
Estroma

Condroide 3 (60)

Hialino 3 (60)

Mixoide 3 (60)
Outros achados

Padrao epitelial-mioepitelial 5 (100)

Metaplasia escamosa 3 (60)

Necrose 2 (40)
Cépsula

Encapsulado 4 (80)

Parcialmente encapsulado 1 (20)

N: NUmero de casos
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Fig. 4 - Componentes histolégicos dos AP. A: Adenoma Pleomérfico (HE 4x). B: Células epiteliais se arranjando
em padrdo ductal e cistico (HE 10x). C: Arranjo ductal: células luminais com nlcleo achatado e citoplasma escasso

circundadas por células abluminais com nicleo arredondado e citoplasma mais proeminente (HE 40x). D: Padrdo

epitelial-mioepitelial (HE 40x).
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Fig. 5 - Componentes mioepiteliais dos AP. A: Células mioepiteliais com ndcleo voltado para periferia -

plasmocit6ides (HE 40x). B: Células mioepitelias com morfologia fusiforme (HE 40x). C: Células mioepiteliais

claras (HE 40x). D: Células mioepiteliais epitelioides (HE 40x).
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Fig. 6 - Estromas e diferenciagdes encontrados no AP. A: Estroma mixoide (HE 10x). B: Estroma condréide (HE
10x). C: Estroma hialino (HE 40x). D: Metaplasia escamosa (HE 10x).

Os resultados do painel imunoistoquimico evidenciou positividade dos marcadores
AE1/AE3, CK7 e CK14 nas células epiteliais ductais e positividade dos marcadores CK5/6,
P63, a-SMA e calponina nas células abluminais (Fig. 7).
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do AP. A: Positividade citoplasmatica forte nas células epiteliais (AE1/AE3 4x).

imico

Painel imunoistoqu

Fig. 7 -

B e C: Positividade citoplasmatica forte nas células epiteliais ductais (AE1/AE3 40x e CK7 40x respectivamente).

D: Positividade citoplasmatica difusa nas células no epiteliais ductais e abluminais (CK14 40x), E: Discreta

positividade citoplasmatica nas células mioepiteliais (CK5/6 40x). F: Positividade nuclear nas células abluminais

(P63 40x). G: Positividade citoplasmatica forte nas células mioepiteliais (a-SMA 40x). H: Positividade

citoplasmaética nas células mioepiteliais (Calponina 40x).
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5.1.2 Carcinoma Ex-Adenoma Pleomorfico

Em relacdo as caracteristicas clinicas dos doze casos de CXAP, 6 (50%) foram do sexo
masculino, 5 (41,6%) do sexo feminino e 1 caso ndo tinha informacdo. A média de idade dos
11 pacientes foi de 61,5 anos com intervalo variando entre 50 a 74 anos. Em um caso néo foi
informado a idade do paciente. Dos doze casos, onze (91,6%) acometeram glandulas salivares
maiores, sendo a parotida a localizacdo dos onze casos. Apenas um caso (8,3%) acometeu as
glandulas salivares menores (palato). Aumento de volume (75%) e dor (16,6%) foram os
sintomas mais comuns. Quanto ao aspecto clinico, a lesdo apresentou na maioria dos casos
consisténcia fibroelastica (33,3%). A maioria dos casos (25%) teve o tamanho entre 3,0 - 6,0
(Tabela 6).

Em relacdo aos habitos, ex-tabagismo foi o mais frequentemente relatado representando
41,6% dos casos, seguido de etilista (33,3%) e ex-etilista (25%), tabagista (8,3%), ex-usuario
de outras drogas (8,3%) e em 41,6% dos casos ndo houve informacéo sobre habitos. O tempo
médio de evolugdo dos oito casos que haviam sido informados foi de 129 meses, variando de
12 a 360 meses. O tempo médio de evolucdo foi de 23,2 meses, variando de 8 a 36 meses. De
todos os casos, 3 (25%) apresentaram metastase locais no momento do diagnéstico. Nenhum
paciente apresentou metastase a distancia ao diagnéstico e em dois casos informacdes sobre o
TNM nédo estavam disponiveis. O estadiamento clinico mais frequente foi o Ill, representando
por 5 casos (41,6%). O tratamento cirdrgico foi 0 mais comum (91,6%) e 5 casos (41,6%)
fizeram radioterapia adjuvante. Um caso ndo havia informagdo sobre o tratamento. Dos 11
casos submetidos a cirurgia, 3 (27,2%) realizaram esvaziamento cervical. Apenas um caso
(8,3%) apresentou recidiva apds 6 meses e metastase tardia para orbita. Apds 23 meses do
diagndstico do CXAP primério. O tratamento para o0 paciente que apresentou recidiva e
metéastase tardia foi quimio e radioterapia. O tempo médio de seguimento foi de 31,2 meses
variando de 1 a 72 meses dos 8 casos que tinham as informac@es referente ao seguimento.
Atualmente, 3 (25%) estdo vivos, 2 estdo mortos e o restante ndo tinha a informacéo (Apéndice
2).



Tabela 6 - Caracteristicas clinicas dos 12 casos de CXAP
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Caracteristicas clinicas N (%)
Sexo

Masculino 6 (50)

Feminino 5(41,6)

NI 1(8.3)
Idade

Média 61,5 (50-74)
Localizacdo anatdmica

Glandula salivar maior 11 (91,6)

Glandula parétida 11 (100)
Glandula salivar menor 1(8,3)
Palato 1 (100)

Sintomatologia

Aumento de volume 9 (75)

Dor 2 (16,6)

Dispneia 1(8,3)

Sangramento 1(8,3)

NI 2 (16,6)
Aspecto clinico

Endurecida 3 (25)

Fibroelastica 4 (33,3)

Fixa 2 (16,6)

Movel 1(83)

NI 5 (41,6)
Tamanho

<30 2 (16,6)

3,0-6,0 3(25)

> 6,0 2 (16,6)

NI 5 (41,6)

N: NUmero de casos, NI: Ndo informado

Macroscopicamente, dos doze casos de CXAP em quatro (33,3%) as lesdes

apresentaram-se nodulares. Aparéncia solida, esbranquicada e acastanhada foram observadas

em 3 casos (25%). Calcificacdes, necrose, encapsulada e ndo encapsulada foram encontradas
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em 1 caso (8,3%) cada. Em 5 casos (41,6%) ndo foram informadas as caracteristicas

macroscopicas.

As caracteristicas histopatologicas estdo sumarizadas na Tabela 7. Quanto ao subtipo
histologico que a lesdo assumiu, o0 CDS, CM e CEM representaram 33,3% cada (Fig. 8). Em
relacdo ao grau de invasividade para a capsula, 5 casos (41,6%) estavam contidos pela capsula
- IC, 2 (16,6%) estavam invadindo de 4-6 mm - Ml e 5 (41,6%) estavam invadindo mais 6 mm
- FI. Dois casos (16,6%) apresentaram invasdo vascular, 1 caso (8,3%) invasédo neural e em 9
(75%) n&o foi observado qualquer tipo de invasdo. Areas de necrose foram vistas em 2 casos
(16,6%). O APR foi encontrado em 4 casos (33,3%) (Fig. 9).



Tabela 7 - Caracteristicas microscopicas dos casos de CXAP
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Caracteristicas histopatoldgicas N (%)
Subtipo histoldgico

Carcinoma do ducto salivar 4 (33,3)

Carcinoma mioepitelial 4 (33,3)

Carcinoma epitelial-mioepitelial 4 (33,3)
Grau de invasividade

Intracapsular 5 (41,6)

Minimamente invasivo 2 (16,6)

Francamente invasivo 5(41,6)
Adenoma Pleomdrfico Residual

Presente 4 (33,3)

Ausente 8 (66,6)
Outros achados

Invasdo vascular 2 (16,6)

Invaséo neural 3(8,3)

Sem invaséo 9 (75)

Necrose 2 (16,6)
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Fig. 8 - Subtipos histopatolégicos do CXAP. A e B: CDS: Proliferacdo de células epiteliais pleomorficas (HE
10x e 40x). C e D: CM: Células mioepiteliais com marcada atipia (HE 10x e 40x). E e F: CEM: Proliferacdo de
células epiteliais e mioepiteliais malignas (HE 10x e 40x).
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Fig. 9 - Adenoma Pleomorfico Residual. A: Estruturas ductais dispostas em area de hialinizagdo (HE 40x). B.
Area de APR com componentes celulares, area de hialinizagéo e calcificacio distréfica (HE 40c). C e D:
Formacao de estruturas ductais compostas por células luminais e abluminais e células mioepiteliais rodeando as
estruturas ductais com morfologia fusiforme e plasmocitéide (HE 40x).

5.2 RESULTADOS PROTEOMICOS

A técnica de LCM permitiu a individualiza¢do das regides tumorais dos casos de AP,
APR e CXAP, separando assim, as células neoplasicas do tecido normal adjacente. Algumas
amostras nao alcancaram o controle interno de qualidade, sendo excluidas do processamento
protéomico. As amostras excluidas foram AP1 E, AP4 E, AP5 M, CXAP7, CXAP8 e CXAP10
EP.

Apo6s a exclusdo de contaminantes de origem animal, a LC-MS/MS identificou e
quantificou 240 proteinas totais (Apéndice 3), sendo considerados, no minimo, trés valores
validos por grupo. Por meio da analise do Diagrama de Venn (Heberle et al., 2015), foi possivel
visualizar que das 240 proteinas identificadas e quantificadas, cento e trinta e cinco delas foram
compartilhadas entre os trés grupos (AP, APR e CXAP). Adicionalmente, foram. No grupo do
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AP, foram detectadas 213 proteinas, destas 39 proteinas (18,3%) foram especificas deste grupo.
No grupo do APR, apenas 4 proteinas (2,7%) das 148 identificadas foram exclusivas. O grupo
de CXAP, por sua vez, 17 proteinas (8,7%) das 194 proteinas identificadas foram exclusivas.
(Fig. 10, Apéndice 4).

Fig. 10 - Proteinas identificadas e quantificadas nos trés grupos. Diagrama de Venn de proteinas comuns e

exclusivas nos trés grupos.

39 4

135

36 6

17

A area microdisseccionada foi um grande limitante deste estudo. Tendo em vista que
pequenas areas acarretam em uma menor quantidade de identificacdo proteica, existem analises

capazes de minimizar essa limitacdo, sendo a analise dos dados com imputation uma delas. Na
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andlise dos resultados com imputation, h4 uma redistribuicdo nos valores de intensidade em
funcdo da distribuicdo normal das medias de intensidade LFQ. A partir desta analise ha uma
homogeneizacao dos resultados. Diferentemente, a analise sem imputation diz respeito a analise
mais frequentemente empregada, possibilitando uma correlagdo clinica-patoldgica mais
precisa, entretanto a identificacdo de potenciais assinaturas proteicas por meio do ratio ou fold-

change ¢é prejudicada nos casos em que os valores de intensidade LFQ nao foram detectados.

Ambas as metodologias sdo validas e utilizadas em estudos baseados em MS, cabendo,
Unica e exclusivamente, ao operador decidir qual melhor analise para os seus resultados. Com
0 objetivo de uma maior explanacdo dos nossos resultados, optamos por utilizar as duas

abordagens nos resultados das proteinas compartilhadas entre os grupos.

A anélise de agrupamento e 0 mapa de calor permitiram a visualizacdo da abundancia
das 240 proteinas nos trés grupos. O agrupamento foi realizado no software MetaboAnalyst 3.0,
utilizando a distancia Euclidiana para o dendrograma e a correlacdo de Pearson para 0 mapa de
calor e agrupamento (Fig. 11 e 12). A anélise dos componentes principais (CP) evidenciou

variacdo dos dados entre os grupos de estudo com sobreposicao dos resultados (Fig. 13).

Fig. 11 - Dendrograma das proteinas identificadas. Dendrograma performado por meio da distancia Euclidiana,

varidncia minima “Ward”. A. Dados com imputation. B. Dados sem imputation.
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Fig. 12 - Mapa de agrupamento e calor nos grupos de estudo. Diferenca de abundancia, alta abundancia (vermelho)

e baixa abundancia, nas 240 proteinas (linhas) identificadas e quantificadas nos trés grupos (colunas) (Z-score log2

valores de intensidade) A. Dados com imputation. B. Dados sem imputation.
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Fig. 13 - Andlise dos componentes principais. Score-plot 2D da analise dos componentes principais evidenciado

diferenca entre os trés grupos. A. Dados com imputation. B. Dados sem imputation.
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5.2.1 Proteinas exclusivas

Para as proteinas exclusivas, proteinas mais abundantes identificadas em uma condicao
quando comparada a outra, foram realizadas redes de associacdo afim de verificar a interacdo
proteina-proteina (PPI) por meio do enriquecimento das proteinas exclusivas em cada grupo
além de identificar os processos bioldgicos em que as proteinas estdo associadas. No grupo do
AP, das 39 proteinas exclusivas, apenas uma (Regido C da cadeia Ig mu - IGHM) néo foi
identificada no banco de dados STRING (Szklarczyk et al., 2017). A rede de associacdo das 38
proteinas revelou interacdes e 28 processos bioldgicos significativos (PPI enriquecida valor de
p: 2.53e-06) (Fig. 14, Apéndice 5).

Fig. 14 - Rede de associacéo das proteinas exclusivas do AP. PPI enriquecida de 38 das 39 proteinas exclusivas
do AP. Linha azul claro: Interacdo conhecida por bancos de dados. Linha rosa: Interacdo conhecida por
determinacfes experimentais. Linha verde: Interagdes preditivas por genes vizinhos. Linha vermelha: Interac6es
preditivas por fusdo de genes. Linha azul escura: InteracGes preditivas por co-ocorréncia genética. Linha amarela:
Interacdo obtida por mineracdo textual. Linha preta: Interagdo por co-expressdo. Linha cinza: Interagdo por

homologia proteica.
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N&do foram encontradas no banco de dados a imunoglobulina pesada variavel 3-21
(IGHV3-21) no grupo de proteinas do APR e o Juncdo alfa do receptor de células T 56
(TRAJ56) no CXAP. As proteinas exclusivas do grupo APR ndo apresentaram nenhum tipo de
interacdo (Fig. 15). As proteinas do CXAP, por sua vez, embora tenham apresentado interacdes,
ndo foram identificados processos bioldgicos em com significancia (Fig. 16).

Fig. 15 - Rede de associacdo das proteinas exclusivas do APR.
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Fig. 16 - Rede de associacdo das proteinas exclusivas do CXAP. Linha azul claro: Interacdo conhecida por bancos
de dados. Linha rosa: Interagdo conhecida por determinagdes experimentais. Linha amarela: Interacdo obtida por

mineracdo textual. Linha preta: Interagdo por co-expressdo. Linha cinza: Interacdo por homologia proteica.

UTP14C

S100A2 ATP2A3

A adicdo de proteinas intermediarias permitiu a identificacdo de processos bioldgicos
nestes grupos. No APR, foi necessario adi¢do 10 proteinas intermediarias (Alfa-enolase, beta-
enolase, cornifina-A, filagrina, fosfoglicerato quinase 1, GTPase HRas, loricrin, molécula de
adesdo juncional A, nectina-3 e proteina 3 rica em prolina pequena) para que o grupo do APR
apresentasse interacdes significativas (PPl enriquecida valor de P: 0.0156). Ja no grupo de
proteinas de CXAP foi preciso adicionar cinco proteinas intermediarias (Subunidade 1B do
complexo 2/3 da proteina relacionada a actina, subunidade 2 do complexo 2/3 da proteina
relacionada a actina, subunidade 3 do complexo 2/3 da proteina relacionada a actina,
subunidade 4 do complexo 2/3 da proteina relacionada a actina e subunidade 5 do complexo
2/3 da proteina relacionada a actina) para obter uma interacdo significativa (PPl enriquecida
valor de P: 0.00204) (Apéndice 6).



83

As proteinas anidrase carbonica 2 (CA2), Afadin (AFDN) e ATPase 3 do célcio do
reticulo sarcoplasmatico/endoplasmatico (ATP2A3) identificadas no AP, APR e CXAP
respectivamente foram selecionadas no grupo das proteinas exclusivas por meio da metodologia
de Cardoso et al. (2019) para selecdo das proteinas exclusivas. Um mapa de calor foi realizado
de acordo com os resultados obtidos no de bancos de dados GEO (Fig. 17).

Fig. 17 - Selecdo das proteinas-alvo do grupo das proteinas exclusivas. Mapa de calor elaborado de acordo com o
ntmero de bancos de dados da plataforma GEO.

AP APR CXAP
1000
< — W
VCP 2109 4500 PGAMI - 256 250 ACTR3 500
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MIF 1568 IGHV3-21+ 0 ITGA2B
SOD2 | 757 |
ACAN 587 CKB
METTL7A | 580 HNRNPK
GBP1-4 530 T |
HAPLN1 523 UTP14C 581
EIF5A - 516 TUFM A 497
YWHAB | 512 .
MYLK3 511 CCT7 418
RPL18 500 LAMB3 417
RPL7- 469 N
MRPS31-| 439 CMYASA 409
DDX39B 401 ALDHIAI 379
PLEC-| 398
SPTBH 386 S100A24 367
Lk S SEMG2- 346
PTX3 378 .
COLGA2 370 KRT84+ 321
GANAB | 346 LCEICH 30
RPS11 343
LUM-H 292 TRAT56 0
UBA1-| 201
ANXAGH 290
COLG6A3 236
H1F0— 217
SERPINA3 207
TTR 204
GOT2-| 201
CSRP1-| 199
SSR4 199
ALDHO9A1 193
PRSS33 189
AHSP-| 179
C100rf112 95

5.2.2 Proteinas compartilhadas

Diante dos resultados, foram feitas analises comparativas entre os grupos, dividindo-os
em 6 subgrupos: 1. AP x APR x CXAP; 2. AP x CXAP; 3. AP x APR; 4. APR x CXAP; 5.
CXAP EP (CDS) x CXAP MIO (CM e CEM); 6. CXAP PREC (IC e MI) x CXAP AVAN (FI).
Para cada correlacdo, foi necessario refazer a busca no MaxQuant (Cox e Mann, 2008) e a
analise no Perseus. Por meio dos resultados realizados por analise de variancia (ANOVA), para
comparacdo entre trés grupos, e do teste Student t, para comparacdo entre dois grupos, no
software Perseus, foi possivel observar a diferencas de abundancia proteica estatisticamente

significativas (P < 0,05) entre os grupos de estudo.
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5.2.2.1 Com imputation

Das 240 proteinas identificadas e quantificadas, 46 (19,2%) apresentaram diferencas
estatisticamente significativa entre os subgrupos (Tabela 8), sendo 6 delas encontradas em mais
de uma correlacdo (Proteina 5 de ligacéo a &cidos graxos, proteina 2D rica em prolina pequena,
miosina-9, vimentina, envelope cornificado tardio 1B e prelamina-A/C). Quatro proteinas
apresentaram diferenca estatisticamente significativa na correlagdo entre o AP x APR x CXAP.
Doze entre AP e CXAP, quatro entre AP x APR, doze entre APR x CXAP, sete entre CXAP
EP x CXAP MIOQO e sete entre 0o CXAP PREC x CXAP AVAN.

Tabela 8 - Proteinas compartilhadas entre os subgrupos com P < 0,05 por meio da anélise com imputation

Nome da Proteina Gene Correlacao \éaellc;r
Proteina 5 de ligacdo a &cidos graxos FABP5 AP x APR x CXAP 0,02
Cadeia J de imunoglobulina JCHAIN AP x APR x CXAP 0,02
Cistatina-S CST4 AP x APR x CXAP 0,02
Proteina 2D rica em prolina pequena SPRR2D AP X APR x CXAP 0,04
Proteina 3B contendo dominio RUN RUNDC3B AP x CXAP 0,01
Hornerin HRNR AP x CXAP 0,01
Consﬁﬂ]‘;er]ggﬁ)éuplfgzda de IGHAL AP X CXAP 0,01
Miosina-9 MYH9 AP x CXAP 0,02
Vimentina VIM AP x CXAP 0,02
Proteina 2D rica em prolina pequena SPRR2D AP x CXAP 0,02
Semenogelina-2 SEMG2 AP x CXAP 0,03
Lactoperoxidase LPO AP x CXAP 0,03
Pmte'”; :;uﬁzoﬂgdig%mﬁ; %‘C'eo'ar UTP14C AP X CXAP 0,03
Distrofina DMD AP x CXAP 0,04
Proteina 3 relacionada a actina ACTR3 AP x CXAP 0,05
Vimentina VIM AP X APR 0,04
Acido delta-aminolevulinico desidratase ALAD AP X APR 0,04

Catepsina D CTSD AP x APR 0,05
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Galectina-1
Proteina 1 da matriz extracelular
Beta globina
Miosina-9
Subunidade pl do complexo AP1
Receptor olfativo 3A3

Proteina de transporte de anion da banda 3

Envelope cornificado tardio 1B
Queratina, citoesquelética 8 do tipo 1l

Regido C da cadeia gama Ig-1
Proteina S100-A2
Prelamin-A/C

Proteina 2 do dominio principal de quatro

dissulfetos WAP
Filagrina

Subunidade gama laminina-1

Prelamina-A/C
Proteina 5 de ligacdo a acidos graxos
Anexina Al
Envelope cornificado tardio 1B

Proteina POF1B

Queratina, Hal cuticular do tipo |
Queratina, Hb1 cuticular do tipo 1l
Proteina do complexo sinaptonemal 1

Queratina, citoesquelética 16 do tipo |
Proteina-glutamina gama-
glutamiltransferase E

Queratina, citoesquelética 14 do tipo |

Albumina

LGALS1
ECM1
HBB
MYH9

AP1IM1
OR3A3

SLC4A1

LCE1B
KRT8
IGHG1
S100A2
LMNA

WFDC2

FLG
LAMC1

LMNA
FABP5
ANXA1
LCE1B
POF1B

KRT31
KRT81
SYCP1
KRT16

TGM3
KRT14
ALB

AP x APR
APR x CXAP
APR x CXAP
APR x CXAP

APR x CXAP
APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP
APR x CXAP
APR x CXAP
APR x CXAP
APR x CXAP

APR x CXAP

CXAP EP x CXAP MIO
CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO
CXAP EP x CXAP MIO
CXAP EP x CXAP MIO
CXAP EP x CXAP MIO
CXAP EP x CXAP MIO

CXAP PREC x CXAP AVAN
CXAP PREC x CXAP AVAN
CXAP PREC x CXAP AVAN
CXAP PREC x CXAP AVAN

CXAP PREC x CXAP AVAN
CXAP PREC x CXAP AVAN
CXAP PREC x CXAP AVAN

0,05
0,01
0,02
0,02
0,03
0,03
0,03

0,04
0,04
0,05
0,05
0,05

0,05

0,02
0,02

0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,01
0,02
0,04
0,04

0,05
0,05
0,05

Para as proteinas compartilhadas entre os subgrupos que apresentaram diferencas

estatisticamente significativas, foram realizados mapas de calor e agrupamento (Fig. 18). Além

disso, as proteinas compartilhadas foram submetidas a analise de enriquecimento no banco
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dados Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000) e as redes de associacdo foram elaboradas
no STRING (Szklarczyk et al., 2017).

Fig. 18 - Mapa de calor e agrupamento das proteinas com P < 0,05 na analise com imputation. Os valores para
cada proteina (linhas) e para cada amostra microdisseccionada (colunas) sdo coloridos com base na abundancia de
proteinas em valores altos (vermelho) e baixos (azul) (Z-score log2 valores de intensidade LFQ) A. AP x APR x
CXAP. B. AP x CXAP. C. AP x APR, D. APR x CXAP. E. CXAP EP x CXAP MIO, F. CXAP PREC x CXAP
AVAN.
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12 correlacdo: AP x APR x CXAP

No primeiro subgrupo, AP x APR x CXAP, a rede de associagdo entre as proteinas ndo
revelou nenhuma interacdo (Fig. 19A). Para identificar interacBes significativas (PPI

enriquecida valor de p: 0.000292), foi necessario adicionar 5 proteinas intermediarias
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(Cornifina-B, proteina 2A rica em prolina pequena, proteina 2E rica em prolina pequena,

proteina 2F rica em prolina pequena e proteina S100-A7) (Apéndice 7).

22 correlacdo: AP x CXAP

Das doze proteinas que apresentaram diferenca estatisticamente significativa no
subgrupo AP x CXAP, duas (Constante pesada alfa 1 de imunoglobulina - IGHAL e proteina
do tipo codificada em Y putativa, especifica de testiculo - TSPY26P) ndo foram identificadas
na base de dados. A rede de associacdo das 10 proteinas (Fig. 19B) revelou interacGes
significativas (PPI enriquecida valor de p: 0.0166), ndo sendo necesséria a adi¢do de proteinas

intermediarias (Tabela 9).

32 correlacdo: AP x APR

A rede de associacdo entre as proteinas do terceiro subgrupo, AP x APR, (Fig. 19C),
revelou interages com 3 processos bioldgicos em comum (Tabela 9), entretanto, as interaces
ndo foram significativas (PPl enriquecida valor de p: 0.119). Foram adicionadas 10 proteinas
(5-aminolevulinato sintase inespecifica mitocondrial, 5-aminolevulinato sintase especifica para
eritrides mitocondrial, catepsina B, catepsina H, cistatina C, desmina, porfobilinogénio
desaminase, proteina tipo 5 do ciclo de divisdo celular, RAC-alfa serina/treonina-proteina
quinase e Uroporfirinogénio-111 sintase) para obter-se interacdes significativas (PPI enriquecida
valor de p: 0.0268) (Apéndice 7).

42 correlacdo: APR x CXAP

Nao foi identificada a proteina Regido C da cadeia gama Ig-1 - IGHG1 pertencente ao
quarto subgrupo, APR x CXAP, no banco de dados. A rede de associacao entre as 11 proteinas
(Fig. 19D) além de nédo apresentar nenhum processo bioldgico em comum, ndo apresentou
significancia (PPl enriquecida valor de p: 0.349). Foi necessario adicionar 5 proteinas
intermediarias (Hemoglobina alfa 1, subunidade B1 do complexo AP-1, subunidade y1 do
complexo AP-1, subunidade 61 do complexo AP-1 e subunidade 62 do complexo AP-1) para
obter interacdes significativas (PPI enriquecida valor de p: 0.0103) (Apéndice 7).
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52 correlacdo: CXAP EP x CXAP MIO

No quinto subgrupo, CXAP EP x CXAP MIO, a rede de associacao entre as 7 proteinas
(Fig. 19E) identificou envolvimento de nove processos bioldgicos (Tabela 9). Entretanto, as
interacOes ndo apresentaram significancia (PPI enriquecida valor de p: 0.0514), sendo preciso
adicionar 5 proteinas (Envelope cornificado tardio 1A, envelope cornificado tardio 1E,
involucrina, nidogénio-1, subunidade alfa-5 da laminina) para exibir interacGes significantes
(PPI enriquecida valor de p: 0.00567) (Apéndice 7).

62 correlacdo: CXAP PREC x CXAP AVAN

No sexto subgrupo, CXAP PREC x CXAP MIO, a rede de associagdo entre as 7
proteinas (Fig. 19F) identificou envolvimento de dez processos bioldgicos (Tabela 9) com

interaces significativas (PPI enriquecida valor de p: 3.2e-07).
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Fig. 19 - Rede de associagdo das proteinas com P < 0,05 entre 0s subgrupos na analise com imputation. A. Rede
de associacédo das proteinas do subgrupo AP x APR x CXAP. B. Rede de associacéo das proteinas do subgrupo
AP x CXAP. C. Rede de associacdo das proteinas do subgrupo AP x APR. D. Rede de associacdo das proteinas
do subgrupo APR x CXAP. E. Rede de associacdo das proteinas do subgrupo CXAP EP x CXAP MIO. F. Rede
de associagao das proteinas do subgrupo CXAP PREC x CXAP AVAN. Linha azul claro: Interagdo conhecida por
bancos de dados. Linha rosa: Interacdo conhecida por determinagdes experimentais. Linha verde: InteracGes
preditivas por genes vizinhos. Linha vermelha: Interagdes preditivas por fusdo de genes. Linha azul escura:
Interacdes preditivas por co-ocorréncia genética. Linha amarela: Interagdo obtida por mineracéo textual. Linha

preta: Interacdo por co-expressdo. Linha cinza: Interacdo por homologia proteica.
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Tabela 9 - Interages das proteinas P < 0,05 compartilhas entre os subgrupos na analise com imputation

Processo bioldgico TFD Proteinas associadas ao processo Subgrupo
Movimento baseado em ) 7, DMD, MYH9, VIM AP x CXAP
filamentos de actina
Processo baseado em ) 1)»g ACTR3, DMD, MYH9, VIM AP X CXAP
filamentos de actina
Deslizamento do 0.0299 DMD, VIM AP X CXAP
filamento muscular
Ciclo celular meiotico 0.0299 ACTR3, MYH9, UTP14C AP x CXAP
Localizacdo do eixo 0.0299 ACTR3, MYH9 AP x CXAP
Resposta imune 0.0154 ALAD, CTSD, LGALS1, VIM AP x APR
Ativacdo de leucdcitos
envolvidos na resposta 0.0233 ALAD, CTSD, LGALS1 AP x APR
imune
Regulagéo negativa do
desenvolvimento da 0.0233 LGALS1, VIM AP x APR
projecéo de neurdnios
Desenvolvimento de 1.876-05 ANXA1, FABP5, FLG, LAMC1, LCE1B, CXAP EP x
tecidos ' LMNA, POF1B CXAP MIO
. . . CXAP EP x
Reticulacdo de peptideos  0.00035 ANXA1L, FLG, LCE1B CXAP MIO
Desenvolvimento da CXAP EP x
epiderme 0.00088 ANXA1, FABP5, FLG, LCE1B CXAP MIO
Regulacdo do processo
NS CXAP EP x
blossmtetlco_ da 0.00088 ANXA1, FABP5 CXAP MIO
prostaglandina
Diferenciacéo celular CXAP EP x
epitelial 0.0044 ANXAL, FLG, LCE1B, POF1B CXAP MIO
Diferenciacéo de CXAP EP x
gueratindcitos 0.0077 ANXAL FLG, LCELB CXAP MIO
Diferenciacio celular 0.0102 ANXAI1L, FLG, LAMC1, LCE1B, LMNA, CXAP EP x
¢ ' POF1B CXAP MIO
Regulacdo do processo
A . CXAP EP x
metabolico de acidos 0.0174 ANXA1, FABP5 CXAP MIO
graxos
Montagem de juncéo CXAP EP x
celular 0.0373 LAMC1, POF1B CXAP MIO
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e CXAP PREC x
Queratinizagéo 1.10e-06 KRT14, KRT16, KRT31, KRT81, TGM3 CXAP AVAN
R CXAP PREC x
Cornificacdo 2.52e-06 KRT14, KRT16, KRT31, KRT81 CXAP AVAN
. CXAP PREC x
Ciclo do cabelo 0.00011 KRT14, KRT16, TGM3 CXAP AVAN
Organizacgéo do
. CXAP PREC x
_ C|toesq_ueleto d(_), _ 0.0020 KRT14, KRT16 CXAP AVAN
filamento intermediéario
Diferenciacio celular 0.0032 KRT14, KRT16, KRT31, KRT81, SYCP1, CXAP PREC x
¢ : TGM3 CXAP AVAN
Processo de organismo 0.0062 ALB, KRT14, KRT16, KRT31, KRT81, CXAP PREC x
multicelular ' SYCP1, TGM3 CXAP AVAN
Desenvolvimento da 0.0209 KRT14, KRT16, KRT31, KRT81, SYCP1, CXAP PREC x
estrutura anatémica ' TGM3 CXAP AVAN
Organizacgéo do 00217 ALB, KRT14, KRT16, KRT31, SYCP1, CXAP PREC x
componente celular ' TGM3 CXAP AVAN
Organizacgéo do CXAP PREC x
citoesqueleto 0.0358 KRT14, KRT16, KRT31 CXAP AVAN
. CXAP PREC x
Envelhecimento 0.0358 KRT14, KRT16 CXAP AVAN

TFD: Taxa de falsa descoberta

Os dados dos testes estatisticos identificados pela analise com imputation das proteinas

que apresentaram processos bioldgicos associados a tumorigénese de cada subgrupo foram
utilizados para selecdo das proteinas alvos. Com intuito de diminuir a quantidade de proteinas
com potencial de assinatura proteica foram padronizadas duas medidas de corte: 1. As proteinas
deveriam apresentar um Log2-ratio > 2,5 (para regulagdo positiva) ou > -2,5 (para regulagao
negativa) na média de intensidade de LFQ de um grupo em relacdo ao outro grupo; 2. Apenas

as 3 maiores diferencas de cada subgrupo foram selecionadas.

Por meio dessa abordagem, foram selecionadas 8 proteinas (Tabela 10). No subgrupo
AP x APR x CXAP, duas proteinas distintas foram selecionadas sendo uma delas encontrada
em mais de uma correlacdo. A Proteina 5 de ligacdo a acidos graxos - FABP5 apresentou

regulacdo positiva para o AP em relacdo ao APR e a cadeia J de imunoglobulina - 1gJ regulagéo
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negativa para o AP e APR em relagcdo ao CXAP. Nos subgrupos, AP x CXAP e AP x APR
nenhuma proteina foi enquadrada nos critérios de inclusdo para assinatura proteica. No
subgrupo APR x CXAP, 3 proteinas (Beta globina - HBB, miosina-9 - MYO9 e Subunidade pl
do complexo AP1- AP1M1) regulacdo negativa par ao APR. No subgrupo CXAP EP x CXAP
MIO e CXAP PREC x CXAP AVAN, apenas uma proteina foi selecionada em cada correlacao.
A Filagrina (FLG) exibiu regulacéo positiva para 0 CXAP EP e a Queratina, citoesquelética 16
do tipo | (KRT16) regulacdo negativa no CXAP PREC.



Tabela 10 - Proteinas candidatas para criacdo de assinatura proteica pela analise com imputation
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Meédia Meédia Meédia Média Média Média Média Principal
Proteina AP APR CXAP CXAP CXAP CXAP CXAP Razéo Correlacdo  Abundancia processo TFD
EP MIO PREC AVAN biol6gico
. Processo
AP x APR  Positiva no s 1,36e-
FABP5 13057,5 227 - - - - - 57,5 % CXAP AP metabdlico do 05
colesterol
. Resposta
AP X APR  Negativa no . 1.56e-
IgJ 114,8 - 116389,1 - - - - 0,0009 % CXAP AP imune 08
adaptativa
. Resposta
AP x APR  Negativa no . 1.56e-
IgJ - 1182 116389,1 - - - - 0,01 % CXAP APR imune 08
adaptativa
i i i i i APR x Negativano  Transporte de  2.36e-
HBB 89267 9323885 0,009 CXAP APR oxigénio 13
Movimento
APR X Negativa no baseado em 9.2%-
MYHS ) 3214,7 115114,7 i i i i 0.02 CXAP APR filamentos de 09
actina
. Processamento
APR X Negativa no x 1.20e-
AP1M1 - 11809,6 16588695 - - - - 0,0007 CXAP CXAP e apresgntagao 18
de antigenos
CXAP EP Positiva no 8.19%-
FLG - - - 144312,8 21259,6 - - 6,7 X CXAP Cornificacdo '
CXAP EP 23
MIO
CXAP Negativa no
PREC x g . 9.68e-
KRT16 - - - - - 2454519 64870,11 0,037837 CXAP Cornificacdo
CXAP PREC 23
AVAN

TFD: Taxa de falsa descoberta
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A partir desta analise, 36 proteinas (15%) das 240 identificadas apresentaram diferencas

estatisticamente significativa entre os subgrupos (Tabela 11). Treze proteinas apresentaram

diferenca estatisticamente significativa na correlacéo entre o AP x APR x CXAP. Dez entre AP
e CXAP, seis entre AP x APR, uma entre APR x CXAP, cinco entre CXAP EP x CXAP MIO
e uma entre 0 CXAP PREC x CXAP MIO. Duas proteinas (Apolipoproteina A-I e Proteina

sigma 14-3-3) foram encontradas em mais de uma correlacéo.

Tabela 11 - Proteinas compartilhadas entre os subgrupos com P < 0,05 por meio da anélise sem imputation

Nome da Proteina Gene Correlacao Valloar de
Proteina do complexo sinaptonemal 1 SYCP1 AP x APR x CXAP 0,002
Tripsina-1 PRSS1 AP x APR x CXAP 0,01
Profilina-1 PFEN1 AP x APR x CXAP 0,03
Queratina, citoesquelética 8 do tipo Il KRT8 AP x APR x CXAP 0,03
Proteina sigma 14-3-3 SEN AP X APR x CXAP 0,03
Aldolase A de frutose-bifosfato ALDOA AP x APR x CXAP 0,03
Proteina especifica da pele 32 Clorf68/XP32 AP x APR x CXAP 0,04
Proteina S100-A7 S100A7 AP x APR x CXAP 0,05
Apolipoproteina A-1 APOAL AP x APR x CXAP 0,04
Haptoglobina HP AP x APR x CXAP 0,05
Polubiquitina-C UBC AP x APR x CXAP 0,05
Isomerase de triosefosfato TPI1 AP x APR x CXAP 0,05
Histona H1.2 HIST1H1C AP x APR x CXAP 0,05
Queratina, citoesquelética do 80 tipo Il KRT80 AP x CXAP 0,003
Regido C da cadeia kappa de Ig IGKC AP x CXAP 0,006
Lipocalina-1 LCN1 AP x CXAP 0,007
Apolipoproteina A-I APOAl AP x CXAP 0,01
Queratina, citoesquelética 1b do tipo Il KRT77 AP x CXAP 0,03
Queratina, citoesquelética 78 do tipo Il KRT78 AP x CXAP 0,03
Proteina de transporte de anion da banda 3 SLC4A1 AP x CXAP 0,03
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Peroxiredoxina-1
Alfa-actinina-1
Queratina, citoesquelética 7 do tipo 1l
Subunidade pl do complexo AP1
Vimentina
Proteina 5 de ligacdo a acidos graxos
Proteina sigma 14-3-3
Citocromo P450 3A43
Subunidade beta da hemoglobina
Histona H2B tipo 1N
Dermicidina
Pré-laminina A-C
Receptor olfativo 3A3

Galectina-7

Subunidade alfa da hemoglobina

Queratina, citoesquelética 6A do tipo Il

PRDX1
ACTN1
KRT7
AP1M1
VIM
FABPS
SFN
PIP
HBB
HIST1H2BN
DCD
LMNA
OR3A3

LGALS?

HBA1
KRT6A

AP x CXAP
AP x CXAP
AP x CXAP
AP x APR
AP X APR
AP X APR
AP X APR
AP X APR
AP X APR

APR x CXAP
CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO
CXAP EP x CXAP MIO
CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO
CXAP PREC x CXAP AVAN

0,04
0,05
0,05
0,0002
0,0008
0,01
0,02
0,04
0,05
0,03
0,0002
0,03
0,04
0,04

0,05
0,02

Mapa de agrupamento e calor foi elaborado com as proteinas compartilhadas entre os

subgrupos que apresentaram diferencas estatisticamente significativas (Fig. 20). Nédo foi

possivel gerar mapa de mapa de calor pela plataforma do MetaboAnalyst da correlacdo APR x
CXAP e CXAP PREC x CXAP AVAN uma vez que apenas uma proteina foi identificada em

cada subgrupo. Assim como na analise com imputation, as proteinas compartilhadas foram

submetidas a analise de enriquecimento no banco dados Gene Ontology (GO) (Ashburner et
al., 2000) e as redes de PPI foram elaboradas no STRING (Szklarczyk et al., 2017).
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Fig. 20 - Mapa de calor e agrupamento das proteinas com P < 0,05 na analise sem imputation. Os valores para
cada proteina (linhas) e para cada amostra microdisseccionada (colunas) sao coloridos com base na abundancia de
proteinas, na qual os valores altos (vermelho) e baixo (azul) (Z-score log2 valores de intensidade LFQ). A.
Proteinas identificadas na correlacdo AP x APR x CXAP. B. Proteinas identificadas na correlagdo AP x CXAP.
C. Proteinas identificadas na correlagdo AP x APR. D. Proteinas identificadas na correlagdo CXAP EP x CXAP
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12 correlacdo: AP x APR x CXAP

No subgrupo AP x APR x CXAP, embora as proteinas tenham apresentado interacoes
entre si (Fig. 21A), ndo houve significancia entre estas interacdes (PPl enriquecida valor de p:
0.204) (Tabela 12), sendo necessario adicdo de 10 proteinas intermediarias (Apolipoproteina
A-l1, apolipoproteina B-100, apolipoproteina C-111, enzima conjugadora de ubiquitina E2 S,
fosfoglicerato quinase 1, Homoélogo da proteina 20 do ciclo de divisdo celular, gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, glicose-6-fosfato isomerase, proteina associada ao complexo principal
de anemia de Fanconi 20 e ubiquitina E3 ligase RAD18) para que as interagdes apresentassem

valor significativo (PPI enriquecida valor de p: 0.00903) (Apéndice 8).

22 Correlacdo: AP x CXAP

Apesar de uma proteina (Regido C da cadeia kappa de Ig - IGKC) ndo ser identificada
no banco de dados, a rede de associacdo de 9 das 10 proteinas do subgrupo AP x CXAP (Fig.
21B) revelou interagdes significativas (PPI enriquecida valor de p: 2,14e-06) (Tabela 12).

3?2 correlacdo: AP x APR

A rede de associacdo das proteinas do subgrupo AP X APR ndo evidenciou nenhuma
interacdo (Fig. 21C). A adicdo de 5 proteinas intermediarias (Subunidade alfa da hemoglobina,
subunidade B1 do complexo AP-1, subunidade yl do complexo AP-1, subunidade 51 do
complexo AP-1 e subunidade 62 do complexo AP-1) revelou interagdes significativas (PPI

enriquecida valor de p: 0,0279) (Apéndice 8)

42 correlacdo: APR x CXAP

N&o foi possivel observar a rede de associacdo das proteinas que deram diferenca
estatisticamente significativa nos grupos APR x CXAP tendo em vista que apenas uma proteina
(Histona H2B tipo 1-N - HIST1H2BN) apresentou diferenca significativa. Entretanto, foi
possivel observar a associagdo desta proteina com os principais parceiros funcionais previsiveis
(Histona H2A tipo 1-A, histona H2A tipo 1-C, histona H2A tipo 1-H, histona H2A tipo 3,
histona H2A.J, histona-macro macro-H2A.1, histona H2A tipo 1-B/E, histona H2A tipo 2-B,
nucleo histona macro-H2A.2 e proteina 1 de ligacdo a TP53) (Fig. 21D). A rede de associacdo
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da Histona H2B tipo 1-N com os principais parceiros funcionais evidenciou interacoes

significativas (PPl enriquecida valor de p: 1.22e-14) (Apéndice 8).

52 correlacdo: CXAP EP x CXAP MIO

As proteinas do subgrupo CXAP EP x CXAP MIO nédo apresentaram interacGes entre
si (Fig. 21E). A adicdo de 5 proteinas (Subunidade alfa 2 da hemoglobina, subunidade beta da
hemoglobina, subunidade delta da hemoglobina, subunidade epsilon da hemoglobina e
subunidade hemoglobina gama-2) permitiu a identificacdo de interacOes significativas (PPI
enriquecida valor de p:0.000297) (Apéndice 8)

62 correlacdo: CXAP PREC x CXAP AVAN

N&o foi possivel observar a rede de associacdo das proteinas que deram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos CXAP PREC x CXAP AVAN tendo em vista que
apenas uma proteina (Queratina, citoesquelética 6A do tipo Il — KRT6A) apresentou diferenca

significativa.
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Fig. 21 - Rede de associag@o das proteinas com < 0,05 entre os subgrupos na analise sem imputation. A. Rede de
associacao das proteinas do subgrupo AP x APR x CXAP. B. Rede de associagao das proteinas do subgrupo AP x
CXAP. C. Rede de associa¢do das proteinas do subgrupo AP x APR. D. Rede de associa¢do da HIST1H2BN com
seus principais parceiros de ligacdo. E. Rede de associacdo das proteinas do subgrupo CXAP EP x CXAP MIO.
F. Rede de associa¢do da KRT6A com seus principais parceiros de ligagdo. Linha azul claro: Interacdo conhecida
por bancos de dados. Linha rosa: Interagdo conhecida por determinagdes experimentais. Linha verde: Interagfes
preditivas por genes vizinhos. Linha vermelha: Interacdes preditivas por fusdo de genes. Linha azul escura:
Interacdes preditivas por co-ocorréncia genética. Linha amarela: Interagdo obtida por mineracéo textual. Linha

preta: Interacdo por co-expressdo. Linha cinza: Interagdo por homologia proteica.
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Tabela 12 - InteracGes das proteinas P < 0,05 compartilhas entre os subgrupos na analise sem imputation

Proteinas associadas ao

Processo biolégico TFD Subgrupo
processo
Diferenciacdo de 0.0269  Clorf68, KRT8, SI00A7, SFN AP x APR x CXAP
queratindcitos
Sintese de DNA envolvida ) 15,9 SYCP1, UBC AP X APR X CXAP
no reparo de DNA
Gliconeogénese 0.0328 ALDOA, TPI1 AP x APR x CXAP
Regeneragdo de NADH 0.0328 ALDOA, TPI1 AP x APR x CXAP
Geragdo de AADTFF: apartirdo ) 4399 ALDOA, TPI1 AP x APR x CXAP
Processo biossintético NAD 0.0328 ALDOA, TPI1 AP x APR x CXAP
Processo biossintetico de 0.0328 ALDOA, TPI1 AP X APR X CXAP
piruvato
. - Clorf68, KRTS8, PFN1,
Desenvolvimento epitélio 0.0328 S100A7, SEN AP x APR x CXAP
Glicolise candnica 0.0328 ALDOA, TPI1 AP x APR x CXAP
Processo catabolico de 0.0328 ALDOA, TPI1 AP X APR x CXAP
glicose para piruvato ' ’
Processo metabélico de 0.0335 ALDOA, TPI1 AP x APR X CXAP
piruvato
Regulag&o positiva da
montagem do feixe de 0.0335 APOA1, PFN1 AP x APR x CXAP
filamentos de actina
. ALDOA, APOA1, HP,
Exocitose regulada 0.0335 S100A7 AP x APR x CXAP
Processo bﬁ;‘”tet'co de 0.0362 ALDOA, TPI1 AP x APR X CXAP
Regulagdo damontagemde ) 34, APOA1, PEN1 AP X APR X CXAP
fibras de tensdo
Organizacdo de ALDOA, APOAL,
comp(?nentesgcelulares 0.0426 HIST1H1C, KRTS8, PFEN1, AP X APR x CXAP
PRSS1, SFN, SYCP1, UBC
Processo organizacional ALDOA, APOAL Clorf6s,
multi(?elular 0.0426 KRTS8, PFN1, PRSS1, AP x APR x CXAP
S100A7, SEN, SYCP1, TPI1
Organizag&o de organelas 0.0438 ALDOA, HISTIHIC, KRTS, AP x APR x CXAP

PFN1, SFN, SYCP1, UBC
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Processo multi-organismo
Processo catabélico de
nucleotideos

Processo biossintético de
monofosfato de
ribonucleosideo de purina

Processo metabolico de
glicose

Resposta ao estresse

Montagem de componentes
celulares

Organizacgéo do
citoesqueleto de actina

Cornificacédo

Desenvolvimento de sistema
Desenvolvimento de 6rgéos
animais
Transporte aniénico

organico

Processo organizacional
multicelular

0.0438

0.0441

0.0441

0.0467

0.0467

0.0467

0.0467

8.28e-05

0.0330

0.0400

0.0421

0.0429

ALDOA, HP, KRT8, S100A7,
SYCP1, UBC

ALDOA, TPI1

ALDOA, TPI1

ALDOA, TPI1

APOAL, HP, KRT8, S100A7,
SFN, SYCP1, UBC

ALDOA, APOAL,
HIST1H1C, KRTS8, SYCP1,
UBC

ALDOA, KRT8, PFN1

KRT7, KRT77, KRT78,
KRT80

ACTN1, APOAL, KRT7,
KRT77, KRT78, KRT80,
PRDX1

ACTN1, APOAL, KRT7,
KRT77, KRT78, KRT80

APOAL, LCN1, SLC4A1
ACTN1, APOAL, KRT7,

KRT77, KRT78, KRT80,
LCN1, PRDX1

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP X APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP X APR x CXAP

AP x CXAP

AP x CXAP

AP x CXAP

AP x CXAP

AP x CXAP

TFED: Taxa de falsa descoberta

Os dados dos testes estatisticos identificados pela analise sem imputation das proteinas

que apresentaram processos biologicos associados a tumorigénese de cada subgrupo foram

utilizados para selecdo das proteinas alvos. Com intuito de diminuir a quantidade de proteinas

com potencial de assinatura proteica foram padronizadas duas medidas de corte: 1. As proteinas

deveriam apresentar um Log2 > 2,5 (para regulagdo positiva) ou > -2,5 (para regulacéo

negativa) na média de intensidade de LFQ de um grupo em relacdo ao outro grupo; 2. Apenas

as 3 maiores diferencas de cada subgrupo foram selecionadas.



103

De acordo com esse método, 7 proteinas candidatas a criagdo de assinatura proteica
foram selecionadas (Tabela 13, Fig 22). No subgrupo AP x APR x CXAP, 3 proteinas foram
selecionadas, sendo 2 (Apolipoproteina A-1 - APOA1 e Haptoglobina - HP) com regulacédo
positivano AP em relagdo ao APR e CXAP e 1 (Proteina do complexo sinaptonemal 1 - SYCP1)
com regulacdo negativa para o0 APR em relagdo ao CXAP (Fig. 22A-22C). A proteina de
transporte de anion da banda 3 (SLC4A1) foi a Unica que se enquadrou na metodologia para
criacdo de assinatura proteica no subgrupo AP x CXAP, apresentando regulacdo negativa no
AP (Fig. 22D). No subgrupo AP x APR, duas proteinas (Subunidade p1 do complexo AP-1 -
AP1M1 e Subunidade beta da hemoglobina - HBB), apresentaram regulagéo positiva para o AP
(Fig. 22E e F). A dermicidina (DCD) apresentou regulacdo positiva para 0 CXAP EP no
subgrupo CXAP EP x CXAP MIO (Fig. 22G). Nos subgrupos APR x CXAP e CXAP PREC x

CXAP AVAN nao houve proteina candidata para criacdo de assinatura proteica.



Tabela 13 - Proteinas candidatas para criacéo de assinatura proteica pela analise sem imputation
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Média

Média

Média

Média CXAP

Principal processo

Proteina  Média AP APR CXAP CXAP EP MIO Razdo Correlagdo  Abundancia biolégico TFD
AP x APR x Positivano  Transporte mediado por
HP 2430,5 81,6 - - - 29,7 CXAP AP vesiculas 2.19e-09
. Regulacdo de
APOAL 2567,6 - 111,3 - - 231  APXAPRX  Positivano lipoproteinas 1.51e-21
CXAP AP L
plasmaticas
AP x APR x Negativa no Montagem do
SYCPI i 356,2 36715 i i 0,09 CXAP APR complexo sinaptonemal 8.86e-20
SLC4AL 487174 i 4503068 : : 924  APxCxAp  Negativano - Processo metabolicoda g g5,
AP hemoglobina
Positiva no Processamento e
AP1IM1  589582131,8 2754466 - - - 214 AP x APR AP apresentacdo de 1.20e-18
antigenos
HBB 1115336668 2943532 - - - 37891 AP x APR POS'X‘;;’" N9 Transporte de oxigénio  2.36e-13
CXAP EP x Positiva no Atividade
DCD ] ] ] 2024855 3278698 61 CcxAPMIO  CXAPEP antimicrobiana 4.43e-14

TFD: Taxa de falsa descoberta
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Fig. 22 - Intensidade LFQ das proteinas candidatas para assinatura proteica na analise sem imputation. A.
Intensidade LFQ da HP na primeira correlagdo com regulacdo positiva no AP em relacdo ao APR. * = 0,05. B.
Intensidade LFQ da APOAL na primeira correlacdo com regulacéo positiva no AP em relacdo ao CXAP. * = 0,04.
C. Intensidade LFQ da SYCP1 na primeira correlagdo com regulacdo negativa no APR em relagdo ao CXAP. **
=0,001. D. Intensidade LFQ da SLC4AL1 na correlacdo com regulacdo negativa no AP em relagdo ao CXAP. * =
0,03. E. Intensidade LFQ da AP1ML1 na terceira correlagdo com regulagdo positiva no AP em relagdo ao APR. ***
=0,0002. F. Intensidade LFQ da HBB na terceira correlacdo com regulagéo positiva no AP em relacdo ao APR. *
= 0,05. G. Intensidade LFQ da DCD na quinta correlacdo com regulacdo positiva no CXAP EP em relagdo ao

CXAP MIO. *** = 0,0002. Pontos acima da barra de erros representam outliers.
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6 DISCUSSAO

Com os avancos tecnoldgicos na genética e biologia molecular, a longo prazo, havera
uma tendéncia em classificar as doencas por seu perfil molecular ao invés de suas caracteristicas
morfoldgicas (Nagpal et al., 2016). Atualmente, a analise protedmica vem auxiliando na
descoberta de novos marcadores para determinadas doencas e lesbes por meio de analises
comparativas da expressao de proteinas em tecidos normais e de doencas para identificar

proteinas expressas aberrantes (Tyers e Mann, 2003; Kawahara et al., 2016).

De acordo com Kawahara e colaboradores (2016), o CFB, C3, C4B, SERPINAl e LRG1
estdo associados ao risco maior de desenvolver carcinoma espinocelular oral (CECO). Tais
achados foram descobertos por meio da analise protedmica comparativa de amostras de saliva
em pacientes saudaveis, com a neoplasia e curados. O estudo de Flores et al. (2016), analisou a
expressao de proteinas na mucosa oral normal com o CECO por meio de MS. Os resultados
deste estudo evidenciaram que 388 proteinas eram inerentes ao carcinoma, destas, a super
expressdo do complexo EEF1D estava relacionado com a invasividade destas neoplasias,

refletindo um caréter mais agressivo.

Semelhantemente, o estudo de Carnielli e colaboradores (2018) analisou o perfil
protedbmico de ilhas neoplasicas e estroma da frente do tumor invasivo de CECO, o qual
evidenciou que, por meio de analise protebmica - MS, a baixa expressdo do CSTB nas ilhas da
frente do tumor invasivo é um marcador independente para recorréncia local. Com esse achado,
tal marcador pode atuar como uma assinatura progndstica contribuindo para decisGes
terapéuticas mais eficazes. Diante de tais resultados obtidos por meio da MS, somado ao fato
da reducdo dos requisitos de amostra e ao alto rendimento, o presente estudo analisou o perfil
protéomico do AP, APR e CXAP por meio da MS.

Apesar de ser uma técnica promissora, ha poucos estudos na literatura que utilizaram a
MS como metodologia explorativa do proteoma dos tumores de glandulas salivares (Freitas et
al., 2007; Donadio et al., 2013; He et al., 2014; Ernst et al., 2015; Xu et al., 2016; Panaccione
et al., 2017; Mutlu et al., 2017; Cardoso et al., 2019; Fonseca et al., 2019; Seccia et al., 2019).
Em relacdo as lesdes AP e CXAP, apenas 5 estudos avaliaram a abundancia proteica por meio
da MS (Donadio et al., 2013; Ernst et al., 2015; Mutlu et al., 2017; Cardoso et al., 2019; Seccia
et al., 2020) e nenhum avaliou a abundancia das proteinas no APR. Entretanto, para melhor de
nosso entendimento, ndo ha estudos protedmicos baseados em MS que avaliaram a

transformacdo maligna do AP, nos fazendo pioneiros nessa anélise.
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Em relacdo ao tipo de amostra, ha um consenso que andlises protedmicas a partir de
tecido fresco acarretam em uma maior identificacdo e quantificacdo proteica. Apesar da
deteccdo proteica de amostras oriundas de tecidos fixados em formalina e embebidos em
parafina ser mais desafiadora em virtude das vérias alteragdes e modificages que a formalina
causa nas proteinas (Bayer et al., 2020), tal técnica apresenta satisfatoria deteccao e diversos
estudos tem feito méo destas amostras para detec¢éo e caracterizacdo do proteoma de diversos
sistemas (Wisniewski, Du$, Mann, 2013; Donczo et al., 2018; Mantsiou et al., 2020). Cabe
ressaltar que, para a metodologia utilizada, o uso do tecido fresco ou congelado inviabilizaria o
estudo, uma vez que a microdissec¢cdo das amostras fixadas em formalina e embebida em
parafina permitiu a individualizacdo dos componentes funcionais, células epiteliais e

mioepiteliais, dos tumores.

Outro ponto importante relacionado a metodologia para aquisicdo das amostras, é que
no presente estudo, houve um enriquecimento das amostras ao individualizar os componentes
epiteliais e os mioepiteliais, sem a participacdo do estroma. O emprego desta metodologia pode
explicar as diferencas quantitativas das proteinas encontradas entre o presente estudo dos
demais que utilizaram AP e CXAP. Além disso, tal metodologia poderia ser o0 motivo da nédo
identificacdo e quantificacdo de proteinas bem reconhecidas nestas lesées como a PLAGL e a
HMGAZ2, uma vez que o microambiente tumoral ndo foi incluido. Apesar da técnica de LCM
ser bastante efetiva, além da preocupacéo em capturar apenas os componentes celulares, ndo ha

como comprovar que ndo houve contamina(;éo dos componentes estromais nas nossas amostras.

Nossos resultados apontam que algumas proteinas, sub ou superabundantes nos variados
estagios de evolucgdo para transformacdo maligna do AP, podem ser marcadores diagnosticos
e/ou prognosticos viaveis. Cabe ressaltar que o presente estudo é baseado em protedmica de
descoberta e representa um trabalho priméario da protebmica no contexto de transformacao
maligna do AP, ndo tendo como objetivo, ao primeiro momento, a validagdo de biomarcadores
ou alvos terapéuticos. E importante salientar, também, que a area microdisseccionada e o
numero de casos foram os principais limitantes deste estudo. A microdisseccdo de maiores
areas, bem como um maior nimero de casos, acarretaria em uma maior identificacdo e

quantificacdo proteica.

O perfil clinico-patoldgico dos pacientes com AP em nosso estudo, a predilecdo pelas
glandulas salivares maiores (parétidas), o pico de incidéncia entre a 32 e 62 década de vida,
caracteristicas clinicas e histopatolégicas, foram semelhantes ao que vem sendo descrito nas

principais séries da literatura (Ito et al., 2009; Fonseca et al., 2012; Bell et al., 2017; Korba et
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al., 2017; Pérez-de-Oliveira et al., 2019a; Schapher et al., 2019; Mariano et al., 2020; Scarini et
al., 2020). A Unica diferenca observada foi em relacdo ao sexo, no qual houve um predominio
pelo sexo masculino, como foi observado por Patigaroo e colaboradores (2014). Tal diferenca

se deu, provavelmente, pela quantidade de casos incluidos neste estudo.

Em relacéo aos pacientes com CXAP, em nossa série, a maioria consistiu em individuos
idosos do sexo masculino que estavam entre a sexta e sétima década de vida idosos, com
prevaléncia de lesbes em estagios avangados da doenga (estadio clinico 111 e 1V) nas parotidas.
Assim como nos resultados do AP, com excecéo da predilecdo pelo sexo masculino, os demais
resultados corroboram com o que vem sendo descrito na literatura (Altemani et al., 2005; Katabi
et al., 2010; Antony et al., 2012; Di Palma et al., 2013; Mariano et al., 2013a; Williams, Ihrler
e Seethala, 2017). A maioria das lesdes de CXAP do presente estudo, entretanto, foi
diagnosticada em estagios precoces de invasdo, divergindo dos achados anteriores do nosso

grupo de pesquisa (Mariano et al., 2013a, Egal et al., 2018; Scarini et al., 2020).

A analise das proteinas exclusivas deste estudo evidenciou proteinas, com excecao da
CA2 e da Fosfoglicerato mutase 1 (PGAML1), que até entdo nao haviam sido descritas em AP e
CXAP. Entretanto, foram identificas proteinas inerentes ao AP em nosso estudo (ANXAG;
SOD2 e YWHAB) que compartilhavam da mesma familia de proteinas identificadas em APs
de outros estudos, ANXAL, ANXA2, ANXA4, ANXA5, SOD1 e YWHAE (Donadio et al.,
2013; Mutlu et al., 2017; Cardoso et al., 2019; Seccia et al., 2020). Em relacdo as proteinas
compartilhadas, foram encontradas proteinas neste estudo (Apéndice 3) em comum ou da

mesma familia de proteinas em outros estudos (Apéndice 9)

A CAZ2 pertence & familia da anidrase carbonica e est4 envolvida em diversos processos
bioldgicos tais como reabsorcdo 6ssea, diferenciacdo de osteoclastos, hidratacdo reversivel do
diéxido de carbono, regulacdo de pH intracelular no epitélio de vilosidades dentre outros (Kim
etal., 2002; Adamus, Yang e Weleber, 2016; Petreni et al., 2020). A regulacgéo positiva do CA2
é vista nas glandulas salivares e esta relacionada com varias doengas, entretanto seu papel no
processo de tumorigénese ainda € pouco esclarecido (Brown et al., 2012; Adamus, Yang e
Weleber, 2016; Zhang et al., 2018). A atuacdo do CA2 varia de acordo com o tipo do tumor.
Em céanceres de bexiga, a regulacdo positiva esta associada a invasividade do tumor, ja no
cancer colorretal esta associada com a inibigdo da proliferacdo celular (Zhou et al., 2013; Baker
Bechmann et al., 2016). O estudo de Zhang e colaboradores (2018) evidenciou que a CA2
confere um carater mais indolente ao carcinoma hepatocelular, uma vez que a mesma inibiu a

tumorigénese e as metastases.
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Apesar de apresentar uma alta abundancia nas glandulas salivares, no que diz respeito
aos tumores desta regido, poucos estudos relataram a abundancia da CA2. Shen e colaboradores
(2015) evidenciaram positividade no Carcinoma mucoepidermoide por meio de estudo
comparativo imunoistoquimico de adenocarcinomas sinonasais células renais-like. Ja Mutlu et
al. (2017), demonstraram regulacdo negativa no AP quando comparado ao tecido glandular
normal por meio de MS. Tais dados fortalecem nossos achados, comprovando a abundancia
desta proteina nos TGS. Alem disso, fica evidente que a CA2 tem um papel duplo e a interacdo
com outras proteinas e vias devem estar associadas com diferencas de abundancia nos tumores.
Pelo fato dela ser uma proteina exclusiva no AP em nosso estudo, acreditamos que a CA2 deve
atuar como um supressor para o desenvolvimento do CXAP conforme os resultados de Baker
Bechmann et al. (2016) e Zhang et al. (2018).

A PGAML é enzima glicolitica essencial na glicolise, sendo responsavel pela conversao
da conversdo de 3-fosfoglicerato (3-PG) em 2-fosfoglicerato (2-PG) (Hitosugi et al., 2012).
Tendo como base o efeito Wanburg, em que células neoplésicas captam mais glicose quando
comparadas as células do tecido normal e favorecem a glicélise mesmo na presenca de
oxigénio. O estudo de Hitosugi e colaboradores (2013) demonstrou que a fosforilacdo da
PGAML induzida por tirosinas quinase € comum em tumores. Tal evento proporciona um
beneficio metabdlico a proliferacdo e crescimento tumoral. Além disso, diversos estudos
caracterizaram a PGAM1 como uma importante colaboradora na etiopatogénese tumoral. A sua
abundancia foi associada com o crescimento tumoral e sua inibi¢do resulta em diminuicéo do

crescimento tumoral e aumento da apoptose (Zhang et al., 2017).

Apesar da PGAML ter sido identificada em amostras de AP e CM por LC-MS, nédo
houve nenhuma implicacéo de sua abundancia com a patogénese dessas lesdes (Cardoso et al.,
2019) No CECO entretanto, a abundancia da PGAML1 foi associada com migragdo celular
tumoral por meio da ativacdo de vias de sinalizagdo em conjunto com outros proto-oncogenes
(Zhang et al., 2017). Tais dados estdo em consonancia com 0s nossos resultados uma vez que a
PGAML foi identificada no APR. Tal proteina pode estar associada com a progressédo do AP ao

longo de sua transformacdo maligna por meio da regulacéo de vias metabolicas.

As anexinas A (ANXA) sdao uma familia de proteinas dependentes de Ca2* e ligacdo a
fosfolipidios que exercem uma importante funcdo na modulacdo do crescimento celular,
inflamacdo e vias de transducéo de sinal (Gerke e Moss, 2002; Mussunoor e Murray, 2008;
Sugimoto et al., 2016; Niu et al., 2019). Desequilibrios na funcdo e abundancia das ANXAs sao

relatados em diversos tumores de acordo com a natureza, estagio e tipo da lesdo (Lin, Huang e
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Juan, 2012; Qi et al., 2015; Tu e Johnstone, Stewart, 2017; Christensen et al., 2018; Rentero et
al., 2018). Em relacdo aos tumores de glandulas salivares, ndo ha um consenso sobre o papel

das ANXAs na etiopatogenia dessas lesdes.

De acordo com Donadio e colaboradores (2013), a superabundancia da ANXAL e
ANXA4, em associacdo com outras proteinas, atua na ativacao do TP53, importante regulador
da proliferacéo celular. Tais associa¢Ges foram vistas em outros adenomas (Giusti et al., 2011),
0 que nos leva a sugerir que a abundancia de ANXAL e ANXA4 pode estar associada a natureza
benigna dos adenomas. A regulacéo positiva ANXA2 e ANXADB, por sua vez, foi associada aos
tumores salivares malignos (Cardoso et al., 2019; Seccia et al., 2020). Mutlu et al. (2017),

entretanto, detectaram regulacdo positiva da ANXAS5 no AP.

A ANXAGB, embora ndo tenha sido identificada em tumores de glandulas salivares, foi
associada com varios outros tumores. Assim como as outras anexinas, a ANXAG esta associada
com funcoes diferentes de acordo com o tipo de tumor. Alguns estudos apontam sua abundancia
como possivel marcador tumoral para o cancer de colo de Utero (Lomnytska et al., 2010) e pior
prognostico na leucemia mieloide aguda (Niu et al., 2019), enquanto outros implicam a ANXA6
como supressor de tumor no cancer gastrico, de mama, prostata e melanoma (Vila de Muga et
al., 2009; Wang et al., 2013; Qi et al., 2015). Tendo em vistas estes aspectos, faz-se necessario
mais estudos que busquem elucidar o papel da ANXAG6 na etiopatogénse dos tumores de

glandula salivar.

A familia das superdxidos dismutases (SOD), SOD cobre-zinco (SOD1), SOD de
manganés (SOD2) e SOD extracelular (SOD3), tem um papel essencial na homeostase das
espécies reativas de oxigénio (Hempel, Carrico e Melendez, 2011; Jung et al., 2019). As SODs
sdo caracterizadas por converter o superoxido (O2) em oxigénio molecular e peroxido de
hidrogénio (H202). O H0, € posteriormente é convertido em agua e oxigénio pela catalase e
peroxiredoxina (Maynard et al., 2009; Che et al.,, 2016). Por desempenharem funcdes
homeostaticas e no metabolismo celular, as SODs tém sido associadas como fatores cruciais
para 0s processos de tumorigénese e carcinogénese (Maynard et al., 2009; Kim et al., 2017;
Chenxia et al., 2019).

Inicialmente, a SOD2 foi definida como um supressor tumoral devido a demonstracao
da diminuicédo dos niveis de SOD2 em alguns tumores. Entretanto, estudos atuais relatam niveis
heterogéneos de abundancia, variando de acordo com o tipo e estagio do tumor (Liu etal., 2010;
Dhar e St Clair, 2012; Che et al., 2016; Zou et al., 2019). De modo geral, a abundancia da SOD2
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em tumores tende a ser reduzida nos estagios iniciais e aumentar em estgios mais avangados e
em tumores metastaticos (Liu et al., 2010; Hempel, Carrico e Melendez, 2011; Liu et al., 2012;
Che et al., 2016). Em relacéo aos tumores de glandulas salivares, Chang et al. (2016) relataram
que o0 aumento da SOD2 estava associado ao potencial invasivo e metastatico do Carcinoma
adenoide cistico. Baseado nesses resultados, a abundancia da SOD2 no AP pode estar associada
com o potencial metastatico da lesdo e com sua transformacdo maligna. Até o momento, o
paciente que apresentou abundancia da SOD2 encontra-se livre da doenca sem apresentar
recidivas ou transformacgdo maligna. Contudo, vale ressaltar que a abundancia da SOD2 esta
associada com diversos fatores, intrinsecos e extrinsecos, que podem refletir em alteracoes

diferentes para cada tipo de tumor.

A familia YWHA ou 14-3-3 € caracterizada por apresentar proteinas de ligagdo
fosfoserina/fosfotreonina. As proteinas desta familia sdo de bastante relevancia por
desempenharem consideraveis funcdes nas vias de sinalizacdo, proliferacdo e diferenciacdo
celular (Bridges e Moorhead, 2005; Morrison, 2009). A alta abundancia de determinadas
proteinas desta familia tem sido implicada como possivel marcador diagndéstico, progndstico e
alvo terapéutico (Radhakrishnan et al., 2011; Khorrami et al., 2017; Xu et al., 2020). Até o
momento, ndo ha relatos da abundéancia da 14-3-3 beta (YWHAB) da em tumores de glandulas
salivares, entretanto, estudos prévios detectaram a YWHAE em amostras de AP, e associaram
sua regulacdo positiva com atividades da antiapoptéticas (Donadio et al., 2013; Mutlu et al.,
2017).

Ha muito vem se especulando o papel da YWHAB como um fator oncogénico, o estudo
em modelo animal realizado por Takihara, Matsuda e Hara (2000) evidenciou que a
superexpressdo YWHAB esta relacionada com proliferacdo celular e tumorigénese de células
NIH 3T3 em camundongos. Seguindo essa linha de raciocinio, diversos estudos tém mostrado
tal relacdo. A analise de fluidos corporais (soro e urina) revelou que a altos niveis da YWHAB
estavam associados com piores progndsticos no cancer hepatocelular e no carcinoma renal de
células claras (Kaneko et al., 2016; Lin etal., 2017). Em adi¢do, um estudo in vitro demonstrou
aumento da YWHAB em linhagens celulares de osteossarcomas e sugeriu que inibicdo da
mesma poderia ser utilizada como marcador alvo terapéutico (Wu et al., 2018). Diante de tais
resultados, fica claro a relacdo da YWHAB com o processo de tumorigénese, entretanto faz-se
necessario estudos mais aprofundados e especificos para compreender o seu papel na

etiopatogénese do AP.
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Recentemente, a AFDN foi identificada no Adenocarcinoma polimorfo e no Carcinoma
adenoide cistico de glandulas salivares (Fonseca et al., 2019), porém ndo houve nenhuma
implicacdo com as lesdes. Sabe-se que a AFDN é uma proteina de ligacdo ao filamento de
actina que atua no sistema de adesdo celular, essencial para organizacdo de juncGes aderentes
(Takai e Nakanishi, 2003; Mandai et al., 2013). Além disso, a AFDN esta associada as nectinas,
e em conjunto regulam diversos processos importantes para sobrevivéncia celular, como
adesdo, polarizacdo, migracao, diferenciacédo e entrada de patogenos (Takai et al., 2008; Mandai
et al., 2013; Shah et al., 2018).

A AFDN foi relacionada com tumores de endométrio, c6lon, mama e pancreas, em
estudos variados, nos quais evidenciaram que a perda da abundancia da AFDN esté associada
com proliferagdo e invasdo das células neoplésicas (Fournier et al., 2011; Sun et al., 2014;
Yamamoto et al., 2015; Xu et al., 2015; Tabariés et al., 2019). Com isso, levantamos a hipotese
que AFDN possa ter um papel de supressao tumoral na génese do CXAP, uma vez a mesma foi
encontrada em altos niveis no APR, e a perda de abundancia acarreta em proliferagdo, migracao
e invasdo celular em outros tumores. Entretanto, levando em consideracdo a transformacao
maligna do AP, a AFDN deveria ser identificada no AP ou CXAP para confirmar ou descartar

essa hipotese.

As proteinas ATPase de célcio reticulo sarcoplasmatico/endoplasmatico (ATP2A) sao
importantes reguladores do calcio. As diversas proteinas da familia APT2A, codificadas por
trés genes (ATP2A1-3), possuem abundéancia que variam de acordo com o tecido e o0 estagio de
desenvolvimento (Periasamy e Kalyanasundaram, 2007; Arbabian et al., 2011). Estudos com a
ATP2A3 mostraram relacdo genética e proteica com a sinalizacdo de calcio, homeostasia do
calcio por meio da regulacdo das bombas de calcio, proliferacdo e diferenciacdo celular, tais
funcbes constituem importantes modelos de estudo na para carcinogénese (Arbabian et al.,
2011; Izquierdo-Torres et al., 2017).

Contrariamente ao nosso estudo, a regulacdo negativa da ATP2A3 foi relatada em
diversos tipos de canceres, como cancer gastrico, célon retal, mama, pulmao, tireoide e oral
(Pacifico et al., 2003; Endo et al., 2004; lzquierdo-Torres et al., 2017; Arbabian et al., 2013;
Meneses-Morales et al., 2019). A regulacdo positiva da ATP2A3 no CXAP pode ser um reflexo
da heterogeneidade que os tumores de glandulas salivares, sendo necessario mais estudos para

entender o mecanismo bioldgico desta proteina neste grupo de tumores.
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Diante do exposto, pretende-se analisar, por meio de coloracdo imunoistoquimica, a
abundancia da CA2, AFDN e ATP2A3 nos grupos selecionados a fim de obtermos mais
respostas sobre o papel destas proteinas na patogénese das lesdes, além de incluir ou descartar
tais proteinas como possiveis marcadores diagnosticos. Vale ressaltar que identifica¢do, ndo s
dessas trés proteinas, mas de todas as proteinas exclusivas relatadas no presente estudo, possam
ndo ser, necessariamente, exclusivas de cada lesdo tendo em vista o quantitativo da amostra e

da area microdisseccionada.

Em relacdo as proteinas compartilhadas, dentre as proteinas que exibiram diferencas
estatisticamente significativas entre os subgrupos, quatorze foram selecionadas usando as duas
abordagens avaliativas (Tabela 9 e 12). Em virtude de algumas proteinas terem sido
encontradas em correlacdes e anélises distintas, nesta sessao sera abordada o papel das proteinas
no contexto da tumorigénese e sua relacdo com a transformacdo maligna do AP ao invés de

abordar os resultados por metodologia analitica.

Diante do exposto, a primeira proteina identificada foi a FABP5 na correlagdo AP X
APR x CXAP por meio da analise com imputation, a qual evidenciou regulacéo positiva para o
AP em relacdo ao APR. A FABP5 é uma transportadora intracelular cuja principal funcéo esta
relacionada com o metabolismo de lipideos e acidos graxos (McKillop, Girardi e Thompson,
2019). Alem disso, desempenha importante papel no transporte do acido retinoico, inflamacéo,
proliferacdo, diferenciacéo e sobrevida celular. E encontrada com frequéncia na epiderme, rim,
pulmao, figado, cérebro, glandulas mamérias e adipécitos (Liu et al., 2011; Kaczocha et al.,
2012; McK:illop, Girardi e Thompson, 2019). A desregulagdo proteica e genética tem se
mostrado um modelo de estudo bastante pertinente no processo de tumorigénese (Kannan-
Thulasiraman et al., 2010; Wang et al., 2016; Zhao et al., 2017).

Os eventos associados com alteragBes funcionais da FABPS5 nas células tumorais
afiguram ser inerentes ao tecido, uma vez que ela é identificada em células normais (McK:illop,
Girardi e Thompson, 2019). A FABP5 tem sido associada com um promotor tumoral em
diversos tipos de cancer (Senga et al., 2018; Zhan et al., 2019). Zhao e colaboradores (2017)
demonstraram que o silenciamento do FABP5 inibe a proliferacdo e invasdo celular no cancer
gastrico. Nossos resultados, entretanto, vdo contra ao que vem sendo relatado na literatura, uma
vez que foi evidenciado regulagdo positiva no AP em relagdo ao APR. No contexto de
transformacéo maligna do AP, era esperado que o APR apresentasse maior abundancia do que
0 AP.
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A lgJ ou JCHAIN é uma proteina encontrada em diversos tecidos do corpo humano
sendo mais encontrada no trato gastrointestinal, sangue, tecido linfoide e nas glandulas salivares
(Ramachandran et al., 2006; Burkard et al., 2011). Desempenha um importante papel na
resposta imune, sendo responsavel por ligar unidades de monémero de IgA ou IgM (Cruz-
Rodrigues et al., 2016). Tanto a expressao génica quanto a proteica, tem sido relatada em
tumores. A regulacédo positiva foi sugerida como possivel biomarcador para o cancer gastrico
(Jiang et al., 2017) e preditor progndstico em cancer de cabeca e pescoco (Liu et al., 2020).
Além disso, um estudo em modelo animal evidenciou superexpressdo da IgJ em amostras de

camundongos com carcinoma colorretal em relagdo ao grupo controle (Wang et al., 2016).

A regulagdo positiva do IgJ é bem relatada em neoplasias hematopoiéticas sendo
associada com um pior prognostico na leucemia linfobléstica aguda (Harvey et al., 2010; Cruz-
Rodriguez et al., 2016; Tomar, Agarwal e Kundu, 2019). Cruz-Rodriguez e colaboradores
(2016) propuseram que a superexpressao do 1GJ, em conjunto com outros genes, implica num
pior progndstico devido ao aumento da sobrevivéncia das células tumorais provavelmente
mediante sinalizacdo da via NF-kB. Apesar dos tumores de glandulas salivares apresentarem
biologia diferente das neoplasias hematopoiéticas, tais dados corroboram com nossos achados,
uma vez que a IgJ apresentou regulacdo negativa no AP e no APR em relacdo ao CXAP, na
correlagdo AP x APR x CXAP. Assim a regulacdo negativa da 1gJ poderia atuar como um fator
supressor para transformacéo maligna do AP.

Na analise sem imputation da correlacdo AP x APR x CXAP, a APOAL e HP exibiram
regulacdo positiva para o0 AP e a SYCP1 para o APR. A relagdo dessas proteinas com a
tumorigénese sera abordada adiante. A APOAL1 € a principal proteina estrutural e funcional da
lipoproteina de alta densidade (HDL) (Mangaraj, Nanda e Panda, 2016). Além de desempenhar
papeis no transporte e homeostase do colesterol, apresenta importantes fungdes no sistema
imunoldgico, inflamacdo e no cancer (Borgquist et al., 2016; Georgila, Vyrla e Drakos, 2019).

Interessantemente, a HP apresentou regulacdo positiva para o0 AP quando comparado
com o APR. Por ser uma proteina de fase aguda e ter concentragcfes elevadas na infeccdo,
inflamacdo e tumorigénese (Andersen et al., 2017), no contexto de transformacdo maligna do
AP, esperava-se que sua regulacdo positiva estivesse associada ao APR. Adicionalmente, a
regulacdo negativa da HP foi correlacionada com atividades antitumorais no cancer de célon
(Sun et al., 2016) e sua expressdo implicaria na progressdo da doenca tanto no cancer de célon

quanto no cancer de cabeca e pescoco (Marifio-Crespo et al., 2019; Li et al., 2020) além de
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servir como um marcador diagnéstico para lesdes potencialmente malignas para o cancer de
colo de atero (Qiu et al., 2019).

Ao comparar 0 CXAP com o0 APR, percebe-se que hd uma abundancia mais elevada no
CXAP (Fig. 22A), corroborando com todos os achados descritos anteriormente. Entretanto,
guando comparamos 0 AP com o CXAP, nossos achados vao contra ao que vem sido relatado
na literatura. N&o houve nenhuma condigdo clinica que justificasse o aumento da HP sobre o
APR e CXAP. Diante de tais aspectos, percebemos que a regulagdo positiva da HP esteja

associada com fatores de promocao tumoral independente da natureza da les&o.

As apoliproteinas sdo reconhecidas por apresentarem atividades antiapoptética. A
apoliproteina E (APOE) foi identificada em amostras de AP. De acordo com o estudo de Mutlu
e colaboradores (2017), a sua abundancia estava associada com a ativacao da TP53, reforgando
sua funcdo antiapoptotica. Alguns estudos relataram alta abundancia da APOA1 no de cancer
de cabeca e pescoco e no de mama masculina (Gourin, Zhi e Adam, 2009; Zografos et al.,
2019), outros, entretanto, relataram baixa abundancia no cancer colorretal, de endomeétrio,
estdmago, figado, mama, pancreas e pulméo (Ehmann et al., 2007; Farias-Eisner et al., 2010;
Qin et al., 2013; Jung et al., 2015; Mangaraj, Nanda e Panda, 2016; Liu et al., 2017; Li et al.,
2018, Zabtocka-Stowinska et al., 2019). Ratificando tais achados, o estudo analitico do perfil
sérico de pacientes com tumores solidos de Muntoni e companhia (2009) evidenciou niveis
reduzidos de APOAL em pacientes com cancer. Além disso, Zamanian-Daryoush et al. (2013),

demonstraram reducdo de tumores e metastases em camundongos apos a injecao de APOAL.

Os nossos resultados indicam que a regulacdo positiva da APOA1 no AP sobre o CXAP
pode ser uma proteina relacionada com o retardo da transformacéo maligna, tendo em vista que
a alta abundancia desta proteina modula o sistema imunoldgico, inibe a angiogénese e
promovem a expressdo de macréfagos com fenotipo antitumorais (M1) (Zamanian-Daryoush
et al., 2013; Mangaraj, Nanda e Panda, 2016). Em nossa analise, o0 AP 4 se apresentou como
outlier (Fig. 22B), entretanto ndo h& nenhuma evidéncia clinica (Apéndice 1) ou
histopatologica que justifique esta alteracéo, o que nos leva a acreditar que esse aumento possa

estar relacionado com outros fatores inerentes ao paciente.

A SYCP1 pertence a uma familia de proteinas que sdo minimamente expressas no tecido
normal, exceto nos tecidos germinativo, e altamente expressos em canceres (Nielsen e
Gjerstorff, 2016; Shida et al., 2020) O estudo de Sun e colaboradores (2017) relatou alta
abundancia de SYCP1 em neurogliomas e que sua regulacdo negativa da SYCP1 estava
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associada com a inibigé&o da progressao do neuroglioma. Estes resultados, estdo de acordo com
0s n0ssos tendo em vista que houve uma alta abundancia da SYCP1 no CXAP e estava regulada
negativamente no APR, podendo servir com uma proteina supressora para transformacéo
maligna em CXAP (Fig. 22C). Curiosamente, o caso de CXAP que se apresentou como outlier
apresentou grau de invasividade minimo, intracapsular. Na correlagdo CXAP PREC x CXAP
AVAN, a SYCP1 néo foi selecionada nem apresentou diferencas estatisticamente significativa
entre nesta correlacdo, entretanto, uma avaliacdo mais aprofundada da abundéncia da SYCP1
nos diferentes estagios de invasdo do CXAP poderia nos trazer mais respostas acerca da

patogénese da leséo.

A SLC4AL, importante proteina responsavel pela homeostase de ions e regulagéo do pH
intracelular (Xu et al., 2009; Wu et al., 2010), exibiu maior abundancia no CXAP e regulagdo
negativa no AP (Fig. 22D). A SLC4A1 tem diversos papeis importantes na carcinogénese,
como mediacdo da proliferacdo celular por meio da ligacdo ao pl16, alcalinizagdo celular e
regulacdo de vias de sinalizacdo MAPK e Hedgehog envolvidas com a progressao tumoral (Xu
etal., 2009; Wu et al., 2010; Suo et al., 2012; Shiozaki et al., 2017). Baseado nesses aspectos e
diante dos nossos resultados, regulacdo negativa no AP e a alta abundancia no CXAP,
consideramos a SLC4A1 como uma proteina importante no contexto de transformacdo maligna

do AP atuando como supressora do CXAP.

A AP1ML1 foi identificada em duas correlages, uma sem imputation AP x APR e outra
com imputation APR x CXAP. Curiosamente, foi encontrado regulagdo positiva no AP sobre o
APR e negativa no CXAP sobre 0 APR. Ultimamente, além da regulagéo do transporte vesicular
e a ligacdo de proteinas transmembranas, algumas funcdes relacionadas a progressdo tumoral
foram relatadas no estudo desta proteina (Kulpa et al., 2013). Foi relatado que sua interacéo
com proteinas transmembranas acarreta em regulacdo de eventos celulares importantes, tais
como hiperplasia, crescimento e proliferagdo (Park et al., 2013; Yoneyama et al., 2013). Assim,
a regulacdo positiva dessa proteina nos tumores esta associada com a progressdo tumoral.
Entretanto, a baixa abundancia no APR quando comparado ao AP (Fig. 22E) no contexto de

transformacdo maligna do AP é conflitante.

A regulacdo negativa do CXAP sobre o APR dos nossos achados, no contexto de
progressdo tumoral, também vai de contra ao que vem sendo reportado. Recentemente, um
estudo in vitro demonstrou que regulagdo positiva da AP1M1 acelera a proliferacdo de células

hepaticas neoplasicas (Kou et al., 2019). Adicionalmente, alta abundancia da AP1M1 foi
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sugerida como um possivel biomarcador para metastases no SNC do cancer de mama triplo

negativo (Rojas et al., 2019).

Assim, a regulacdo negativa no CXAP e a regulacdo positiva no AP sobre o APR nos
leva a acreditar que essa proteina apresente um mecanismo biologico diferente nos tumores de
glandulas salivares, principalmente na transformagdo maligna do AP. Outros fatores como
ligacdo com proteinas secundarias e ativacdo ou inibicdo de vias proliferativas, podem estar
associados com o aumento de Abundancia no AP e diminui¢cdo no CXAP. Nossos resultados
sugerem gue a regulacdo negativa da AP1ML1 esteja associada com a transformacao maligna do
AP.

Assim como a proteina anterior, a HBB foi encontrada em duas correlagdes: AP x APR
sem imputation e APR x CXAP com imputation. Na primeira, foi observada regulagéo positiva
para o AP em relacdo ao APR e regulacdo negativa para o APR em relagcdo ao CXAP. Ponzetti
e colaboradores (2017) relataram que, além do transporte de oxigénio, quando regulada
positivamente, a HBB estava relacionada com a progressao do cancer de mama por meio da
estimulacdo da invasdo, migracdo e Abundancia de fatores angiogénicos. Além disso, a HBB
auxilia na sobrevivéncia das células tumorais durante a disseminagao metastatica pela corrente
sanguinea (Zheng et al., 2017). O papel de supressor tumoral também foi relatado, entretanto,
a regulacdo positiva da HBB seria desencadeada nas células normais do hospedeiro por fatores

derivados das células tumorais (Maman et al., 2017).

Pelo fato de termos microdisseccionado apenas tecido tumoral, acreditamos que a
Abundancia de HBB identificada em nosso estudo seja proveniente das células tumorais.
Seguindo a linha de transformacdo maligna do AP, tais evidéncias estdo de acordo com a
regulacdo negativa no APR em comparacdo com o CXAP. Na comparacdo AP x APR (Fig.
22F), entretanto, os achados de Ponzetti et al. (2017), vdo contra nossos resultados. Outro fato
intrigante, diz respeito aos achados de Onda et al. (2005), no qual a abundancia de HBB nao foi
identificada em lesGes de natureza benigna e tecido normal tireoidiano. Por terem biologias
diferentes, a abundancia positiva no AP pode estar relacionada com outros fatores, sendo

necessarios mais estudos acerca do HBB na patogénese do AP em especial.

A MYH9 é uma proteina bem reconhecida que desempenha importantes funcGes
celulares, como organizacdo do citoesqueleto, arquitetura tecidual, regulacdo da adesdo e
migracéo celular (Pecci et al., 2018). Desregulagdes na sua expressao, genética e proteica, tem
sido implicada no cancer. Alguns estudos propuseram que a regulacdo negativa do MYH9
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acelera o desenvolvimento tumoral e a progressdo maligna (Schramek et al., 2014).
Adicionalmente, Conti et al. (2015) evidenciaram que mutacdes no MYH9 estdo presentes em
aproximadamente 10% de todos carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco e que
sua regulacdo negativa, além de promover a tumorigénese, a mutacdo esté ligada a mutagdes
no TP53.

Outros estudos, todavia, relataram que a abundancia da MYH9 esta envolvida com
atividades relacionadas a progressdo tumoral, ou seja, oncogénicas (Liao et al., 2017; Ye et al.,
2017). O trabalho recém publicado de Wang e colaboradores (2019) relatou que a alta
abundancia da MYH9 aumentou a migracao e proliferacdo celular in vitro no cancer colorretal
além de aumentar o crescimento celular em camundongos. Tais dados estdo de acordo com 0s
nossos resultados, o que nos leva a creditar que a MYH9 exerce um papel de promotor tumoral
na transformacdo maligna do AP. Assim, no contexto de transformacdo maligna, quando

regulada negativamente, a MYH9 atua como supressora para o desenvolvimento do CXAP.

A FLG ¢é uma proteina que desempenha papeis na diferenciacdo e barreira epidérmica.
Desregula¢des em sua expressao estdo associadas com algumas doencas (Kawasaki et al., 2012;
Pendaries et al., 2014; Dang et al., 2016). Leick e colaboradores (2019) evidenciaram que a
regulacdo negativa do FLG, junto com distonina, esta atrelada diminui¢do da proliferacéo
celular de melanomas. Assim, a regulacéo positiva da FLG é um achado esperado em neoplasias

epiteliais, ratificando nossos resultados.

AlteracOes genéticas, epigenéticas e proteicas na FLG foram associadas com diversas
doencgas de origem epitelial (Irvine, McLean e Leung et al., 2011; Kuang et al., 2016; Zhou,
Bai e Li, 2018; Leick et al., 2019). Por ser uma proteina estrutural e funcional de células
epiteliais, a regulacdo positiva no CXAP EP ¢ justificada, uma vez que este subgrupo foi
composto exclusivamente por CDS e tal neoplasia é caracterizada por apresentar diferenciacdo
epitelial. Salerno et al. (2016), relataram baixa sobrevida e menor infiltracdo imune em
melanomas e canceres de ovario que apresentaram regulagdo positiva de FLG. A regulacdo
positiva no CXAP EP, composto por CDS, pode estar relacionada com o comportamento mais

agressivo desse grupo de tumores.

Interessantemente, o estudo de Lemound e colaboradores (2015) avaliou a Abundancia
da caspase 14 e sua co-expressdo FLG, em tumores de glandulas salivares, incluindo AP e
CXAP. Eles observaram que a FLG néo foi detectada em casos carcinoma salivar e apenas um
caso de AP exibiu fraca co-expressdo de FLG. Tais resultados vao contra 0s nosso, uma vez
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que a regulacdo positiva em carcinomas salivares foi identificada em nosso estudo. Estudos
mais aprofundados sdo necessarios para maiores esclarecimentos sobre a funcao da FLG nessas

neoplasias.

A DCD é uma proteina com atividade antimicrobiana, promove a sobrevivéncia dos
neurdnios e exibe a atividade da fosfatase (Lee Motoyama et al., 2007). Apesar de ser expressa
em alguns carcinomas (Bancovik et al., 2015; Qiu et al., 2018; Zhang et al., 2018), seu papel
ndo é bem estabelecido (Schittek, 2012). Especula-se que sua alta abundancia possua atividades
promotoras tumorais, por meio do aumento a proliferacdo celular e a resisténcia a apoptose
(Porter et al., 2003; Stewart et al., 2008).

Zhang et al., (2018) relataram uma alta abundancia da DCD no céancer gastrico quando
comparado ao tecido géastrico normal e concluiram que essa elevada abundancia estd
correlacionada com o estadiamento clinico, diferenciacdo tumoral e presenca de metastase
linfonodal, servindo como um preditor de pior prognostico. Nossos resultados exibiram
regulacdo positiva da DCD nos CXAP EP em relacdo ao CXAP MIO (Fig. 22G) e,
curiosamente, o0 caso que exibiu a maior abundancia de DCD (CXAP1) apresentou grau de
invasdo minimo (IC) sem metastase linfonodal (Apéndice 2). Apesar do CXAP1 apresentar T3
no estadiamento clinico, ndo foi possivel inferir correlagdes da DCD com o tamanho clinico
tendo em vista que em outros tumores T3 e T4 ndo houve identificacdo desta proteina. A DCD
poderia servir como um preditor prognostico associado ao subtipo histolégico, uma vez que 0s
CDS sdo neoplasias mais agressivas. Tal fato justificaria a regulacdo positiva para 0 CXAP EP
sobre o CXAP MIO.

Na correlagio CXAP PREC x CXAP AVAN apenas uma proteina, KRT16, se
enguadrou nos critérios de selecdo. Trata-se de uma proteina com fungdes de suma importancia
na pele, atuando como modulara da imunidade na resposta ao rompimento da barreira
epidérmica (Paris et al., 2013). O estudo de Riker e colaboradores (2008) identificou
superexpressdao do KRT16 em carcinomas de células basais, carcinomas de células escamosas

e melanomas.

Ademais, recentemente foi relatado superexpressdo do KRT16 em adenocarcinomas
pulmonares, estando associado com piores prognasticos sendo correlacionado com a presenca
de metéastases. Tais dados estdo de acordo com 0s nossos resultados, uma vez que 0os CXAP
AVAN estdo mais associados com metateses quando comparado com aos CXAP PREC
(Yuanhuaetal., 2019). Apesar desses dados, € prudente avaliar com cautela a participacdo desta


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bancovik%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25879571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Porter%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12953101
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proteina no contexto de tumorigénese. Estudos protedmicos que utilizaram a LCM detectaram
essa proteina como um contaminante ao invés de pertencer ao proteoma da lesdo estudada
(Carnielli et al., 2018; Fonseca et al., 2019).
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram o perfil protéomico do AP ao longo da sua
transformacdo maligna por meio de analise por MS. De acordo com a metodologia avaliativa e
dos critérios utilizados neste trabalho, propusemos 15 proteinas (AFDN, AP1M1, APOAL,
ATP2A3, CA2, DCD, FABPS5, FLG, HBB, HP, 1gJ, MYH9, SLC4A1, SYCP1 e KRT16) com
potencial de assinatura proteica e marcadores associados com a progressdo ou supressao da
transformacéo maligna do AP (AP, APR e CXAP).

e Proteinas exclusivas

Em relacdo a assinatura proteica, propusemos a CA2 e AFDN para o AP e APR por
podem estar associadas com funcdes de inibicéo para o desenvolvimento do CXAP. A ATP2A3

exibiu alta abundancia no CXAP.

e Proteinas compartilhadas

AP x APR x CXAP

Regulacéo positiva da FABP5 no AP. A regulacéo negativa da IgJ no AP e APR pode

atuar como um supressor para transformagéo em CXAP.

Regulacdo positiva da HP no AP. A regulagdo positiva da APOAL e a regulagédo
negativa da SYCP1 nas contrapartes benignas (AP e APR) podem atuar como inibidores para

o desenvolvimento do CXAP.
AP X CXAP

A regulacdo negativa da SLC4A1l no AP pode atuar como supressor para a

transformacéo maligna.
AP X APR

Regulacdo positiva da AP1M1 e da HBB no AP.
APR x CXAP

Regulacédo negativa do AP1M1, HBB e MYH9 no APR podem atuar como inibidores

para a transformacédo maligna.

CXAP EP x CXAP MIO
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A regulacdo positiva da FLG e DCD podem atuar como marcador de pior prognostico

associado ao subtipo histopatologico.

CXAP PREC x CXAP AVAN

Regulacéo negativa da KRT16 no CXAP PREC em relagédo ao CXAP AVAN.

Vale ressaltar que a validagdo destas proteinas e a investigacdo por outras metodologias
sdo de fundamental importancia afim de obtermos respostas mais concretas acerca deste
complexo processo que é a transformacgédo maligna do AP. Apesar das limitagdes que este estudo
apresentou, area microdisseccionada e nimero de amostras, acreditamos que nossos resultados
possam colaborar com a literatura atual além de servir como base para trabalhos futuros para o

melhor entendimento sobre o complexo processo que é a transformacdo maligna do AP.
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Apéndice 1 - Caracteristicas clinicas dos casos de AP
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Caso Sexo Idade Localizacdo Habitos Sintomatologia Asp e_cto Evolugao  Tamanho Tratamento Recidiva Situagao
clinico (meses) (cm) atual

1 M 61 Parotida Sem héabitos Aumento de Endurecida 12 6,0 Parotldegtgm|a Néo Vivo sem

volume Superficial doenga
. Aumento de . - . . .

9 M 60 Palato Ex—tabgglsta, volume e Flbroe!astlca e 36 25 Maxilectomia N Vivo sem

Ex-etilista movel subtotal doenga
sangramento

3 F 32 Submandibular Tab_aglsta, Aumento de Endur,euda ¢ 24 3,0 Submandibulectomia Né&o Vivo sem
etilista volume movel doenga

4 = 69 Par6tida Sem habitos Aumento de Enduremda e 08 3.0 Parotldec_:t(_)mla N0 Vivo sem
volume fixa superficial doenga

5 M 31 Par6tida Tabagista Aumento de Endur,eC|da e 36 25 Parotldec_:tgmla N Vivo sem
volume movel superficial doenga

F: Feminino, M: Masculino.
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Apéndice 2 - Caracteristicas clinicas dos casos de CXAP e APR.

~ . Recidiva/
Caso Sexo Idade Localizacdo Sintomatologia Evolugdo Subtipo Invaséo APR Sistema Estadiamento Tratamento Metastase  Situacdo atual
(meses) TNM tardia
AUmEnioe Morto por outras
1 M 54 Parétida volume, NI CDS IC Ndo  T3NOMO 1l Cirurgia  N&o/Néo ca[:Jsas
sangramento
2 M 51 Pardtida  Aumentode 48 CcDS IC  Nio TLINOMO | Cirurgiae 2 /N0 Vivo sem
volume radioterapia doenga
3 NI NI Parotida NI NI CDS Fl Sim NI NI Cirurgia NI NI
4 M 73 Patida  Aumentode 48 CcDS FI Sim  T4aN2Mo IVa Cirurgiae — \50/Ndo NI
volume, dor radioterapia
5 F 74 Palato Aumento de 360 CME IC  Nio T2NOMO I Cirurgia ~ Smv/sSim - Morto pela
volume (Orbita) doenga
6 F 57 Parétida NI NI CME IC Néo NI NI NI NI NI
7 M 72 Partida  Aumentode 48 CME FI  Nio T4aNLIMO IVa Cirurgiae — \140/No NI
volume radioterapia
8 M 55 Parétida A‘i:gﬁ:‘rfede 96 CME FI Ndo  T3NOMO i Cirurgia  Nao/Néo NI
9 M 66  Pardida  Aumentode 180 CEME  IC  Sim T3NOMO I Cirurgiae — \5/Nso Vivo sem
volume radioterapia doenga
10 F 50 Parétida A‘i{gﬁ:‘:ﬁede 240 CEME  MI  Sim  T3N1IMO 1l Cirurgia NI NI
11 F 66 Parétida Aumento de NI CEME Ml Nio TINOMO | Cirurgia NI NI
volume
12 F 59  Ppardtida  ~umentode 12 CEME  FI  Nio T3NOMO I Cirurgiae —\50/N50 Vivo sem
volume, dor radioterapia doenga

M: Masculino, NI: N&o informado, F: Feminino; CDS: Carcinoma do ducto salivar, CM: Carcinoma mioepitelial, CEM: Carcinoma epitelial-mioepitelial; IC: Intracapsular,

FC: Francamente invasivo, MI: Minimamente invasivo.



Apéndice 3 - Proteinas identificadas e quantificadas por meio de LC-MS/MS
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Cddigo da proteina

Cddigo das principais proteinas

Nome da proteina

Gene da proteina

P01023; P20742; P20742-2

HOYMF1,; P16112; P16112-2; AOA087X1T7; P16112-
3; Q6PIDY9; HOYK?70

P60712; P60709; AOA2R8Y793; AOAZ2R8Y GF8;
E7EVS6; G5E9RO; C9JZR7; C9JUML; C9JTXS5;
P63267-2; AOA2R8YEAT; AS5A3EOQ; Q6S8J3;
POCG38; QIBY X7; FBWCHO0; POCG39;
AOA2R8YFE2

Q562R1

P12814-4; P12814-3; P12814; P12814-2; HOKVT75;
H7C5W8; HOYJW3; HOYJ11; O43707; O43707-2;
F5GXS2; 043707-3; H7C144

P61158; Q9P1U1; BADXW1; Q9P1U1-3; Q9P1U1-2;
CI91ZN3; Q9COK3; H7C4J1; AOAOAOMTI9

QINZD4
P13716-2; P13716; B7ZBK6
P02768-1; P02768; AOAOC4DGB6; B7WNRO;

D6RHD5; HOYAS5; C9JKR2; P02768-2;
AOAO87WWT3; P02768-3; H7C013

P01023

HOYMF1; P16112; P16112-2,
AOAQ87X1T7; P16112-3; Q6PIDOY;
HOYK70

P60712; P60709; AOAZ2R8Y793;
AOA2R8YGF8; ETEVS6; G5E9RO

Q562R1

P12814-4, P12814-3; P12814; P12814-2,

HOKV75; H7C5W8; HOYJW3; HOYJ11,

043707, 043707-2; F5GXS2; 043707-3;
H7C144

P61158; Q9P1UL; BADXW1; Q9P1U1-
3; Q9P1U1-2; COIZN3; Q9COKS;
H7C4J1; AOAOAOMTI9

QINZD4

P13716-2; P13716

P02768-1; P02768; AOAOC4ADGBG;
B7WNRO; D6RHD5; HOYAS5S5;
C9JKR2; P02768-2; AOAOSTWWTS,;
P02768-3

Alpha-2-macroglobulin

Aggrecan core protein; Aggrecan
core protein 2

Actin, cytoplasmic 1; Actin,
cytoplasmic 1, N-terminally
processed

Beta-actin-like protein 2

Alpha-actinin-1; Alpha-actinin-4

Actin-related protein 3; Actin-related
protein 3B; Actin-related protein 3C

Alpha-hemoglobin-stabilizing protein

Delta-aminolevulinic acid
dehydratase

Serum albumin

A2M

ACAN

ACTB

ACTBL2

ACTN1; ACTN4

ACTR3; ACTR3B; ACTR3C

AHSP

ALAD

ALB



P00352
P49189-3; P49189; P49189-2

P04075-2; J3KPS3; P04075; H3BQN4; H3BPSS;
H3BR04; H3BUH7; H3BU78; H3BMQ8

P04745; P19961; P04746; P19961-2; Q5T085; P04746-

2; Q3MHHS; H7BZQ8; Q5T084; C9J2Z5; COJWK7
P04083; Q5T3N1; Q5T3NO

P07355-2; P07355; A6GNMY6; HOYN42; HOYMUO;
HOYMDO; HOYM50; HOYKS4; HOYNPS; HOYMML1,
HOYL33; HOYN28; HOYNAQO; HOYMW4; HOY KX9;
HOYMT9; HOYLV6; HOYKZ7; HOYKLS; HOYKVS;
HOYKN4; HOYMD9; HOYNS52; HOYNBS; HOYLE?2

P08758; E9PHT9; D6RBLS5; D6RBE9; D6RCN3

P08133; P08133-2; ESRK69; ETEMC6; ESRFFO;
HOYC77

K7EPJ8; K7ER75; K7EQ90

P02647; FBW696
P05089-2; P05089; P05089-3

Q2M1Zz3

J3QQX2; P52565; J3KTF8; J3KRE2

P00352

P49189-3; P49189; P49189-2

P04075-2; J3KPS3; P04075; H3BQN4;

H3BPS8; H3BR04; H3BUH7

P04745; P19961; P04746; P19961-2;

Q57085
P04083; Q5T3N1

P07355-2; P07355; AGNMY6; HOYN42;

HOYMU9; HOYMDO; HOYMS50;
HOYKS4; HOYNPS; HOYMML1,;
HOYL33; HOYN28; HOYNAO

P08758; E9PHTY; D6RBL5; D6RBE9

P08133; P08133-2; ESRK69; ETEMCEG;

ESRFFO; HOYC77
K7EPJ8; K7ERT75; K7TEQ90

P02647; FBW696

P05089-2; P05089; P05089-3

Q2M1Zz3

J3QQX2; P52565; J3KTF8; J3KRE2

Retinal dehydrogenase 1

4-trimethylaminobutyraldehyde
dehydrogenase

Fructose-bisphosphate aldolase A;
Fructose-bisphosphate aldolase

Alpha-amylase 1; Alpha-amylase 2B;
Pancreatic alpha-amylase

Annexin Al; Annexin

Annexin A2; Putative annexin A2-
like protein; Annexin

Annexin A5; Annexin

Annexin A6; Annexin

AP-1 complex subunit mu-1

Apolipoprotein A-1; Truncated
apolipoprotein A-I

Arginase-1
Rho GTPase-activating protein 31

Rho GDP-dissociation inhibitor 1

152

ALDH1A1

ALDH9A1

ALDOA

AMY1A; AMY2B; AMY2A;
AMY1B

ANXA1

ANXA2; ANXA2P2

ANXAS

ANXAG6

AP1M1

APOAl

ARG1

ARHGAP31

ARHGDIA



Q93084-5; Q93084-6; Q93084; P16615; Q93084-7,
Q93084-3; P16615-4; 014983; P16615-3; Q93084-2;
Q93084-4; P16615-2; P16615-5; 014983-2; H7C5W9;
014983-3

P25705; P25705-2; K7TEK77; K7TERX7; K7EJP1,
K7EQH4; P25705-3; K7TESAO

P06576; HOYH81; FBWO079; FBWOP7

P25311; C9JEVO; H7BZJ8

P30043; AOA2R8YEP4; MOR192; MOQZL1,
AOA2R8Y7Y9

Q5VYJ5; USGXS0

P01024

AOA0G2JPRO; POCOL4; POCOLS5; AOA0G2JL54;
AOA140TA29; AOA140TA32; AOAL40TA44;
AOA140TA49; F5GXS0; POCOL4-2; AOA3B3ISAG

Q93084-5; Q93084-6; Q93084; P16615;

Q93084-7; Q93084-3; P16615-4;

014983, P16615-3; Q93084-2; Q93084-

4; P16615-2; P16615-5; 014983-2;
H7C5W9; 014983-3

P25705; P25705-2; K7TEK77; KTERXY,;
K7EJP1; K7TEQH4; P25705-3

P06576; HOYH81; F8BWO079; FBWOP7

P25311; C9JEVO

P30043; AOA2R8YEP4; MOR192;
MOQZL1; AOAZR8Y7Y9

Q5VYJ5; USGXS0

P01024

AOA0G2JPRO; POCOLA4; POCOLS;
AOA0G2JL54; AOA140TA29;
AO0A140TA32; AOA140TA44,

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
calcium ATPase 3;
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
calcium ATPase 2;
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
calcium ATPase 1

ATP synthase subunit alpha,
mitochondrial

ATP synthase subunit beta,
mitochondrial; ATP synthase subunit
beta

Zinc-alpha-2-glycoprotein
Flavin reductase (NADPH)

MAM and LDL-receptor class A
domain-containing protein C100rf112

Complement C3; Complement C3
beta chain; Complement C3 alpha
chain; C3a anaphylatoxin;
Complement C3b alpha chain;
Complement C3c alpha chain
fragment 1; Complement C3dg
fragment; Complement C3g
fragment; Complement C3d
fragment; Complement C3f fragment;
Complement C3c alpha chain
fragment 2

Complement C4-A; Complement C4
beta chain; Complement C4-A alpha
chain; C4a anaphylatoxin; C4b-A;
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ATP2A3; ATP2A2; ATP2A1

ATP5Al

ATPSB

AZGP1

BLVRB

C100rf112

C3

C4A; C4B



Q5TEZ5
P00915; ESRHP7; ESRFE7; ESRH81; HOYBE2;

ESRGA43; ESRIF9; ES5RII8; ESRG81; ESRFL2;
E5RGUS; ESRJF6; ESRINZ; ESRHSY

P00918

P23280; P23280-3; P23280-2; F8\W148
QINZT1

P31944
P04040
099832; Q99832-3; Q99832-4; Q99832-2
G8JLG2; Q15517; Q2L6G8

P12277

P10909-2; P10909-5; P10909; P10909-4; P10909-3;
HOYC35; HOYASS; HOYLKS; ETERKG

Q8N3K9

P12109; AOA087X0S5

AOA140TA49; FSGXS0; POCOL4-2;
AOA3B3ISAG

Q5TEZ5

P00915; ESRHP7; ESRFE7; ESRH81,
HOYBEZ2; ESRG43; ESRIF9; ESRJI8

P00918
P23280; P23280-3; P23280-2; F8BW148

QINZT1

P31944

P04040

Q99832; Q99832-3; Q99832-4; Q99832-
2

G8JLG2; Q15517; Q2L6G8

P12277

P10909-2; P10909-5; P10909; P10909-4;
P10909-3; HOYC35; HOYASS

Q8N3K9

P12109; AOA087X0S5

C4d-A; Complement C4 gamma
chain; Complement C4-B;
Complement C4 beta chain;
Complement C4-B alpha chain; C4a
anaphylatoxin; C4b-B; C4d-B;
Complement C4 gamma chain

Uncharacterized protein C60rf163

Carbonic anhydrase 1

Carbonic anhydrase 2

Carbonic anhydrase 6

Calmodulin-like protein 5

Caspase-14; Caspase-14 subunit p19;
Caspase-14 subunit p10

Catalase

T-complex protein 1 subunit eta
Corneodesmosin

Creatine kinase B-type

Clusterin; Clusterin beta chain;
Clusterin alpha chain; Clusterin

Cardiomyopathy-associated protein 5

Collagen alpha-1(VI) chain

154

C6orf163

CAl

CA2

CAG6
CALMLS

CASP14

CAT

CCT7

CDSN

CKB

CLU

CMYAS

COL6A1
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P12110; P12110-2; P12110-3; H7COMS5 P12110; P12110-2; P12110-3; H7COMS5 Collagen alpha-2(V1) chain COL6A2
Plolll;P12lll-2; PF}12211111143 E7ENLG; PI2I11-5 p19111; p12111-2; P12111-4; E7TENLG Collagen alpha-3(V1) chain COL6A3
P21291; E9PP21 P21291; E9PP21 Cysteine and glycine-rich protein 1 CSRP1

P01037 P01037 Cystatin-SN CST1

P09228 P09228 Cystatin-SA CST2

P01036 P01036 Cystatin-S CST4

P28325 P28325 Cystatin-D CST5

P01040; C9JOE4 P01040; C9JOE4 Cystatin-A CSTA

AO0A1BOGUO3; AOA1BOGU92; P0O7339;

AOA1BOGUO3; AOA1BOGU92; P07339; AOALBOGWES: AOALBOGVDS:

AOA1BOGWES; AOA1BOGVD5; AOA1BOGV23; Cathepsin D; Cathepsin D light chain;

AOA1BOGVP3; AOATBOGWA4: H7C469; CIH1; ADALBOGVZ3; ADALBOGVPS; Cathepsin D heavy chain CTSD
CBWDOG: FEVIET AOALBOGW44; H7C469; CIH19:
’ F8WD96; F8W787
P81605; P81605-2 P81605; P81605-2 Dermcidin; Survival-promoting DCD
peptide; DCD-1
Q13838-2: Q13838; 000148; Q5STU3: AOA0G2JJZ9:  Q13838-2; Q13838: 000148; Q5STU3; Sp"fﬁ;‘fgﬁe ;Z'Q‘] Pg,'\ffﬁe[l)iga);gg& DDX398: DDX39A: BAT1
AOAL40TIX3; HOY400 AOA0G21JZ9; AOAL40TIX3; HOY400 P DDX30A ’ ’
QIUGM3-6; QIUGM3-7; QOUGM3; QOUGM3-3; QIUGM3-6; QOUGM3-7; QUGMS3; o .
Q9UGM3-5: QQUGM3-2; QOUGM3-8: QOUGM3-4:  QOUGM3-3: QQUGM3-5; QoUGM3-2;  Deletedin ma"%gf‘e”i;bra'” tumors 1 DMBT1
QIUGM3-9 QIUGM3-8; QQUGM3-4: QOUGM3-9 P
_ _ _ . AOA075B6G3; P11532; AOAOS7TWTUT:
AOAO75B6G3; P11532; AOAOSTWTUT; E9PDNS; E9PDNS5; AOA0S7WV/90; P11532-4: Dystrophin DMD

AOA087WV90; P11532-4; P11532-2; P11532-3 P11532-2: P11532-3

Q08554; Q08554-2 Q08554; Q08554-2 Desmocollin-1 DSC1



Q02413; Q02413-2

P15924; P15924-3; P15924-2

AO0A2U3TZH3; Q05639; P68104; QSVTEQ;
AOA087WVQ9; P68104-2

13L504; P63241-2; P63241; Q61S14; Q9GZV4,
I3L397; C9J4WS5; C9J7B5; FBWCJ1

AOA2R8Y6G6; P06733; P06733-2; K7TEM90; P09104;
P13929; P13929-2; P09104-2; P13929-3; F5SHOCS;
E5RGZ4; KTEKN2; K7TEPM1; AOA2R8YEMS5;
ESRG95; ESRI09; AOA2R8Y879; FSH1CS;
AOA2R8YEGS5; K7ERS8; AOA2R8Y 798

Q09472

P16452-2; P16452; P16452-3; F5SH563; H3BTES®;
H3BPV8

Q01469; 16L8B7
P98095-2; P98095

P02671; P02671-2; AOAOS7TWUAD

P02675; D6RELS; P02676

C9JC84; P02679; C9JEUS; P02679-2

Q02413

P15924; P15924-3; P15924-2

AOA2U3TZH3; Q05639; P68104;
Q5VTEO; AOA087WVQ9; P68104-2

I13L504; P63241-2; P63241; Q61S14;
Q9GZV4; 13L397; C9J4WS5; CIJT7BS;
F8WCJ1

AOA2R8Y6G6; P06733; P06733-2

Q09472

P16452-2; P16452; P16452-3; F5H563;

H3BTE6; H3BPVS
Q01469; 16L8B7
P98095-2; P98095

P02671; P02671-2; AOAOS7TWUAQ

P02675; D6RELS

C9JC84; P02679; C9JEUS; P02679-2

Desmoglein-1

Desmoplakin

Elongation factor 1-alpha 2;
Elongation factor 1-alpha 1; Putative
elongation factor 1-alpha-like 3

Eukaryotic translation initiation factor
5A-1; Eukaryotic translation initiation
factor 5A-1-like; Eukaryotic
translation initiation factor 5A-2

Alpha-enolase

Histone acetyltransferase p300

Erythrocyte membrane protein band
4.2

Fatty acid-binding protein, epidermal

Fibulin-2
Fibrinogen alpha chain;
Fibrinopeptide A; Fibrinogen alpha
chain
Fibrinogen beta chain; Fibrinopeptide
B; Fibrinogen beta chain

Fibrinogen gamma chain
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DSG1

DSP

EEF1A2; EEF1AL,;
EEF1A1P5

EIF5A; EIF5ALL; EIF5A2

ENO1

EP300

EPB42

FABPS
FBLN2

FGA

FGB

FGG



P20930; P20930

Q5D862; Q5D862

P02751-15; P02751-7; P02751; P02751-11; P02751-3;
P02751-17; P02751-5; P02751-6; P02751-4; P02751-8;
P02751-13; P02751-14, P02751-9; P02751-10;
P02751-12; P02751-16; HOY7Z1; P02751-2

Q14697-2; Q14697; FSH6X6

P04406; P04406-2; ETEUT5
P32455
PO0505; P00505-2

Q15743

P06396; AOAOAOMTO1; AOAOAOMS51; P06396-3;
P06396-4; P06396-2; Q3SX14; Q5TO0I0;
AOAOU1RQLS

P09211; ABMX94; AOA087X2E9
P07305; P07305-2

P10915; D6RBS1; D6RG04; D6RFI7; D6RBXO;
D6RAKY7; D6RC59

P69905; G3V1IN2; AOA2R8Y7CO

P68871; AOA2R8Y7R2; FBWG6PS5; AOA0JIYWKA,
P02100; ASBMUF7

P20930; P20930 Filaggrin

Q5D862; Q5D862 Filaggrin-2
P02751-15; P02751-7; P02751; P02751-
11; P02751-3; P02751-17; P02751-5;
P02751-6; P02751-4; P02751-8; P02751-
13; P02751-14; P02751-9; P02751-10;
P02751-12

Fibronectin; Anastellin; Ugl-Y1; Ugl-
Y2; Ugl-Y3

Q14697-2; Q14697; F5H6X6 Neutral alpha-glucosidase AB

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Interferon-induced guanylate-binding
protein 1

P04406; P04406-2; ETEUTS

P32455
Aspartate aminotransferase,
mitochondrial

Ovarian cancer G-protein coupled
receptor 1

P00505; PO0505-2
Q15743

P06396; AOAOAOMTO1; AOAOAOMS51; Gelsolin
P06396-3; P06396-4; P06396-2; Q3SX14

P09211; A8BMX94; AOA087X2E9 Glutathione S-transferase P

P07305; P07305-2 Histone H1.0

Hyaluronan and proteoglycan link
protein 1

P10915; D6RBS1; D6RG04; D6RFI7;
D6RBX9; D6RAKY7; D6RC59
P69905; G3V1IN2; AOA2R8Y7CO Hemoglobin subunit alpha

Hemoglobin subunit beta; LVV-

P68871; AOA2R8Y7R2; FBW6P5 .
hemorphin-7

157
FLG

FLG2

FN1

GANAB

GAPDH

GBP1

GOT2

GPR68

GSN

GSTP1

H1FO0

HAPLN1

HBA1; HBA2

HBB



P02042; EQPFT6; EQPEWS; C9JRGO

AOA2R8Y7X9; P69891; P69892; E9PBW4

P16403; P16402; P10412; Q02539; P22492

P04908; Q7L7L0; Q93077; AOAOULRRH7;
AOAOU1RR32; P16104; Q96QV6; POCOSS; P20671;
Q6FI113; Q8IUES; Q16777; QIBTM1; QI6KKS5;
Q99878; QIBTM1-2; AOA3B3IS11; POCOS5; Q71U19;
C9J0D1; Q71U19-2; HOYFX9; Q71U19-5

U3KQKO; Q5QNW6-2; 060814, P57053; P58876;
P62807; Q5QNW6; Q93079; Q99877; Q99879;
Q99880; P06899; P23527, P33778; Q16778; Q8N257,
Q96A08; AOAZR8Y619

K7ES00; P68431; P84243; Q16695; Q5TECSG;
Q71DI13; Q6NXT2; K7EKO07; BADEB1; K7EPO1;
K7EMV3

P62805
Q14103; Q14103-2; Q14103-3; Q14103-4; HOY8GS5;

D6RAF8; HOYA96; D6RF44; 014979;
AOA087WUK?2; 014979-2; 014979-3; D6RBQ9

P02042; EOPFT6; EOPEWS

AO0A2R8Y7X9; P69891; P69892

P16403; P16402; P10412

P04908; Q7L7L0; Q93077

AOAOU1RRH7; AOAOU1RR32; P16104;

Q96QV6; POCOSS; P20671; Q6FI13;

Q8IUES; Q16777; QIBTM1; QI6KK5:;

Q99878

U3KQKO; Q5QNWS6-2; 060814
P57053: P58876; P62807; Q5QNWS;
Q93079; Q99877; Q99879; Q99880;
P06899; P23527; P33778; Q16778;
Q8N257

K7ES00; P68431; P84243; Q16695;

Q5TECG; Q71DI3; Q6NXT2; K7EKOQ7;

B4ADEB1; K7EPO1; KTEMV3
P62805

Q14103; Q14103-2; Q14103-3: Q14103-

4; HOY8G5; D6RAF8; HOY A96;
D6RF44; 014979; AOA0O87WUK?2,;
014979-2; 014979-3; D6RBQ9Y

Hemoglobin subunit delta

Hemoglobin subunit gamma-1;
Hemoglobin subunit gamma-2

Histone H1.2; Histone H1.3; Histone
H1.4

Histone H2A type 1-B/E; Histone
H2A type 3; Histone H2A type 1-C;
Histone H2A.x; Histone H2A type 1-

A; Histone H2A type 1; Histone H2A

type 1-D; Histone H2A type 2-A,
Histone H2A type 2-B; Histone H2A

type 2-C; Histone H2A.J; Histone
H2A type 1-H; Histone H2A type 1-J

Histone H2B type 1-K; Histone H2B
type F-S; Histone H2B type 1-D;
Histone H2B type 1-C/E/F/G/I;
Histone H2B type 2-F; Histone H2B
type 1-H; Histone H2B type 1-N;
Histone H2B type 1-M; Histone H2B
type 1-L; Histone H2B type 1-J;
Histone H2B type 1-O; Histone H2B
type 1-B; Histone H2B type 2-E;
Histone H2B type 3-B
Histone H3.1; Histone H3.3; Histone

H3.1t; Histone H3; Histone H3.2;
Histone H3.3C

Histone H4
Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein DO; Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein D-like
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HBD

HBG1; HBG2

HIST1IH1C; HIST1H1D;
HIST1IH1E

HIST1IH2AB; HIST3H2A;
HIST1IH2AC; H2AFX;
HIST1IH2AA; HIST1IH2AG,;
HIST1IH2AD; HIST2H2AAS;
HIST2H2AB; HIST2H2AC,;
H2AFJ; HIST1H2AH,
HIST1H2AJ

HIST1H2BK; H2BFsS;
HIST1H2BD; HIST1H2BC,;
HIST2H2BF; HIST1H2BH,;
HIST1H2BN; HIST1H2BM;
HIST1H2BL,; HIST1H2BJ;
HIST1H2BO; HIST1H2BB;
HIST2H2BE; HIST3H2BB

HIST1H3A; H3F3A;
HIST3H3; HIST2H3PS2;
HIST2H3A; H3F3C

HIST1H4A

HNRNPD; HNRPDL



G8JLB6; P31943; P55795; EQPCY7; P52597,
HOYB39; HOYBD7; HOYBG7

P61978-2; P61978; P61978-3; Q5T6W2; S4R359

043390-2; 043390; 060506; O60506-2; O60506-3;
043390-4; 060506-4; B72645; F6UXX1

P00738; J3QLCY; P00738-2; HOY300; J3QRG68;
AOAQ0C4DGLS; AOA087WUO08; H3BS21; P00739-2;
P00739; AOAOAOMRDSY; J3KRH2; H3BMJ7; J3QQIS;
J3KSV1

P02790; Q9BS19
Q86YZ3; Q86YZ3
P07900-2; PO7900; P08238

AOA0G2JIW1; PODMVSE; PODMV9; PODMV8-2;
P34931; Q53FAS; VO9GZ37

P11021

P17066; P48741

P04792; FBWE0D4

G8JLB6; P31943; P55795; E9PCYT7;
P52597; HOYB39; HOYBD7; HOYBG7

P61978-2; P61978; P61978-3; Q5T6W?2

043390-2; 043390; 060506; O60506-2;
060506-3; 043390-4; 060506-4;
B7Z645; F6UXX1
P00738; J3QLCY9; P00738-2; HOY300;

J3QR68; AOAOCADGLS;
AOA087WUO08; H3BS21

P02790
Q86YZ3; Q86YZ3
P07900-2; PO7900; P08238

AOA0G2JIW1; PODMVS; PODMVY;
PODMV38-2; P34931; Q53FA3; V9GZ37

P11021

P17066; P48741

P04792; FBWEO4

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H; Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein H, N-
terminally processed; Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein H2;
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein F; Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein F, N-
terminally processed

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein R; Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein Q

Haptoglobin; Haptoglobin alpha
chain; Haptoglobin beta chain

Hemopexin

Hornerin

Heat shock protein HSP 90-alpha;
Heat shock protein HSP 90-beta

Heat shock 70 kDa protein 1-like

78 kDa glucose-regulated protein

Heat shock 70 kDa protein 6; Putative
heat shock 70 kDa protein 7

Heat shock protein beta-1
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HNRNPH1; HNRNPHZ2;
HNRNPF

HNRNPK

HNRNPR; SYNCRIP

HP

HPX

HRNR

HSP90AA1; HSP90AB1
HSPALL
HSPAS

HSPAG; HSPA7

HSPB1



P10809; E7ESH4; ETEXB4: C9JL25; P10809-2;
C9JCQ4; C9JL19

P98160; AOA3B3IT11; AOAOUIRQT3

AOA286YEY1,; P01876; AOA0OG2IMB2;
AOA286YEYS5; P01877

AOAOAOMSO08; P01857; AOAOAOMSO7

AO0A286YFJ8; AOA286YEY4; P01861; P01859;
AO0A286YESL1; P01860

AOA1BOGUUY; P01871-2; P01871

AOAO0B4J1V1; AOAOB4J1X5; AOAOJIYVY3; PO1762;
P01763; P01772; P01780; PODP0O2; AOAOC4DHA42;
PO1767

P01591; D6RD17; D6RHJ6; C9JAQS

P01834

AOAO0C4DH25; P01619

P06312

A0A0B4J231; B9A064, POCF74; POCGO04; PODOY?2;
PODOY3; AOM8Q6

P10809; ETESH4; ETEXB4; C9JL25;
P10809-2; C9JCQ4; C9JL19

P98160

AOA286YEY1; P01876; AOA0OG2IMB2
AOAOAOMSO08; P01857; AOAOAOMSO7

AO0A286YFJ8; AOA286YEY4,; P01861;
P01859; AOA286YES1; P01860

AOA1BOGUUSY; P01871-2; P01871

AO0A0B4J1V1; AOAOB4J1X5;
AOAQ0J9YVY3; P01762; P01763;
P01772; P01780; PODPO2,;
AOAO0C4DHA42; P01767

P01591; D6RD17; D6RHJ6; C9JAQS

P01834

AOAO0C4DH25; P01619

P06312

A0A0B4J231; BOA064; POCF74,
POCGO04, PODOY?2; PODOY3; AOM8Q6

60 kDa heat shock protein,
mitochondrial

Basement membrane-specific heparan
sulfate proteoglycan core protein;
Endorepellin; LG3 peptide

Ig alpha-1 chain C region

Ig gamma-1 chain C region

Ig gamma-4 chain C region; Ig
gamma-2 chain C region; Ilg gamma-3
chain C region

Ig mu chain C region

Immunoglobulin heavy variable 3-21

Immunoglobulin J chain

Ig kappa chain C region

Immunoglobulin kappa variable 3D-
20

Ig kappa chain V-1V region

Immunoglobulin lambda-like
polypeptide 5; Ig lambda-6 chain C
region; Ig lambda-1 chain C regions;

Ig lambda-7 chain C region
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HSPD1

HSPG2

IGHA1

IGHG1

IGHG4; IGHG2; IGHG3

IGHM

IGHV3-21

JCHAIN

IGKC

IGKV3D-20

IGKV4-1

IGLLS5; IGLCG6; IGLC1,;
IGLC7



P08514; P08514-2; AOA3B31U79; P08514-3; K7EP83

P0O7476

P14923; C9JKY1,; C9JK18; C9J826; CIJIT X4,
AOA2RBY5A3; P35222; AOA2R8YT7Z0;
AOA2R8YCH5; BADGU4; AOA2R8Y5Z1;
AOA2R8Y750; AOAZ2R8Y5C3; AOAZR8Y543;
AO0A2R8Y804; AOAZ2R8Y6GO0; K7ERP3; C9JPI2

Q5T749

P04264; P04264

P13645: P13645; P02535-1; Q7Z3Y7; Q7Z3YT;
Q148H6; Q7Z3Y8: Q7Z3Y8; Q2M2I5; Q2M2I5;
Q72320; Q72320

P13646-1

P02533; P02533; Q6IFX2; Q61782; Q99456; Q99456:
Q9D312; P35900; P35900; P05784; AOA3B3ITG2;
K7ENV3; 076014; Q7Z3Y9; Q7Z3Y9; 076013;
076013; 076015; 076015; A2AB72; O76014;
P05783; 076013-2; F8VZY9: Q8N1A0; Q8N1AO:;
Q8N1AQ-2

P19012; P19012; ABMT21,; P19012-2; C9JTG5

P08779; PO8779; Q3ZAWS; Q972K 1; K7TENW6

Q04695; Q04695; K7EPJ9; AOA3B31S58; K7ESE1

P08727; P08727; C9IM50; P19001; K7TEMS3

P08514; P08514-2; AOA3B3IU79;
P08514-3; K7EP83

P07476

P14923

Q5T749

P04264; P04264

P13645; P13645

P13646-1

P02533; P02533

P19012; P19012

P08779; PO8779

Q04695; Q04695

P08727; P08727; C9IM50; P19001

Integrin alpha-11b; Integrin alpha-I1b
heavy chain; Integrin alpha-Ilb light
chain, form 1; Integrin alpha-I1b light
chain, form 2

Involucrin

Junction plakoglobin

Keratinocyte proline-rich protein

Keratin, type Il cytoskeletal 1

Keratin, type | cytoskeletal 10

Keratin, type | cytoskeletal 13

Keratin, type | cytoskeletal 14

Keratin, type | cytoskeletal 15

Keratin, type | cytoskeletal 16

Keratin, type | cytoskeletal 17

Keratin, type | cytoskeletal 19
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ITGA2B

IVL

JUP

KPRP

KRT1

KRT10

KRT13

KRT14

KRT15

KRT16

KRT17

KRT19



P35908; P35908; Q01546; Q01546; HOYID6

Q15323; QOUE12: Q15323; Q14525; Q14525
076009; Q6NTBY; 076009; Q49714; EFSEQ:
XP_986630; Q92764; Q14532; Q14532; C4AAMSS;
Q92764; A2A5Y0; QID646

P19013; P19013; FBVZR6; F8VX05

P13647; P13647; HOY176; HOYIN9; FBWOCEG;
F8VV57; F8VUG9

P02538; P02538; Q8IWY7
P48668; P48668

P08729; Q3KNV1; P08729; QIDCV7; AOAIW2PRP1

Q32MB2; Q86Y46; F8W1S1: Q7RTS7; Q7RTST;
Q86Y46-2; Q3SY84; Q3SY84; HOYIC5; HOYIG3

Q7Z794, Q7Z794; F8VS61

Q7RTT2; Q8N1N4-2; Q8N1IN4; Q8N1N4-2

Q5XKES:; Q5XKE5

P05787-2; P05787; P05787; H-INV:HIT000292931;
F8VUG2; Q9H552; REFSEQ: XP_092267

Q6KB66-3; Q6KB66-1; Q6KB66; Q6KB66-2;
QOVBK?2

P35908; P35908

Q15323; QUUE12; Q15323; Q14525;
Q14525; 076009; Q6NTBY; 076009;

Q49714

P19013; P19013
P13647; P13647
P02538; P02538
P48668; P48668

P08729; Q3KNV1; P08729

Q32MB2; Q86Y46; F8W1S1; Q7RTST;
Q7RTS7; Q86Y46-2;: Q3SY84: Q3SY84:;

HOYIC5

Q72794; Q72794

Q7RTT2; Q8N1N4-2; Q8N1N4;
Q8N1N4-2

Q5XKES5; Q5XKE5

P05787-2; P05787; P05787; H-
INV:HIT000292931; F8VUG2

Q6KB66-3; Q6KB66-1; Q6KB66;

Q6KB66-2

Keratin, type Il cytoskeletal 2
epidermal

Keratin, type I cuticular Hal; Keratin,
type | cuticular Ha3-11; Keratin, type |

cuticular Ha3-1

Keratin, type Il cytoskeletal 4

Keratin, type Il cytoskeletal 5

Keratin, type Il cytoskeletal 6A

Keratin, type Il cytoskeletal 6C

Keratin, type Il cytoskeletal 7

Keratin, type Il cytoskeletal 73;
Keratin, type Il cytoskeletal 74;
Keratin, type Il cytoskeletal 71

Keratin, type Il cytoskeletal 1b

Keratin, type Il cytoskeletal 78

Keratin, type Il cytoskeletal 79

Keratin, type Il cytoskeletal 8

Keratin, type Il cytoskeletal 80

162

KRT2

KRT31; KRT33B; KRT33A

KRT4

KRTS

KRT6A

KRT6C

KRT7

KRT73; KRT74; KRT71

KRT77

KRT78

KRT79

KRT8

KRT80
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_ _ . _ Keratin, type Il cuticular Hb1;
, _ , _ _ . Q14533; Q14533; P78385; Q6NT2L; ; . _
2 U370, AOAGBTX106. PY3386, PT3A36; OGaTo6, | P78385; O43790; 043790, Keratin. ype I cuicular o6, KRTBL: KR8 KRTSG;
 A6NCNZ; USKPRL | AQA0B7X106; PT8356, 78386; Keratin, type Il cuticular Hb5; KRT85
Q61726; ABNCN2; U3KPR1 Keratin-81-like protein

Q6ISB0; QINSB2; QINSB2 Q6ISB0; QINSB2; QINSB2 Keratin, type 11 cuticular Hb4 KRT84
P35527; P35527; KTEQQ3 P35527; P35527; KTEQQ3 Keratin, type | cytoskeletal 9 KRT9
Q13751 Q13751 Laminin subunit beta-3 LAMBS3
B7ZB85; B7ZB84: BOQY11 B7ZB85; B7ZB84; BOQY11 LARGE xylosyl- and LARGE

glucuronyltransferase 1

Late cornified envelope protein 1C;

Late cornified envelope protein 1E;
Q5T751; Q5T753; Q5T754; Q5TCM9; Q5T752; Q5T751; Q5T753; Q5T754; Q5TCM9; Late cornified envelope protein 1F; LCELC; LCEIE; LCE1F;
Q5T7P2 Q5T752; Q5T7P2 Late cornified envelope protein 5A; LCESA; LCE1D; LCE1A

Late cornified envelope protein 1D;

Late cornified envelope protein 1A

Late cornified envelope protein 2B;
Late cornified envelope protein 2C;

Late cornified envelope protein 1B; ) ) )
014633; Q5TA81; Q5T7P3; Q5TA82; Q5TA79; 014633; Q5TA81; Q5T7P3; Q5TA82; Late cornified envelope protein 2D; LCE28; LCE2C; LCELB;

Q5TAT78; Q9BYE3; Q5TA76 Q5TAT79; Q5TAT78; QIBYE3; Q5TAT76 Late cornified envelope protein 2A; LCE?_%E%%I_EZLAC’EE'%\EA'A’
Late cornified envelope protein 4A,; '
Late cornified envelope protein 3D;
Late cornified envelope protein 3A

P31025; Q5VSP4 P31025; Q5VSP4 Lipocalin-1; P;’:g:gl’ﬁ '1'p°°a"” 1-like LCN1; LCN1P1
P09382 P09382 Galectin-1 LGALS1

P47929 P47929 Galectin-7 LGALS?



P02545; P02545-6; P02545-2; P02545-3; Q3BDUS;
P02545-4; P02545-5; Q5TCI8; AOAOC4DGCS;
HOYABO

P22079; F5H386; P22079-2

P02788; ETER44: ETEQB2; P02788-2; QOIIK2;
Q29443

P51884; Q05443
P61626; AOAOB4J259; F8VV32

HOY109; Q9HBHS3; F8BVQX6

P14174

P55196-5; J3KNO1; P55196; P55196-1; ABMQO02;
P55196-3; Q5TIGS; P55196-6; P55196-2; HOY 8L 4,
HOY9I10

Q92665

Q9HC84, P98088

P35579; P35579-2

Q32MKO; Q32MKO0-4
P47888; P47893

I13L3D5; PO7737
P18669

P02545; P02545-6; P02545-2; P02545-3;
Q3BDUS5; P02545-4; P02545-5; Q5TCI8

P22079; F5H386; P22079-2
P02788; ETER44, ETEQB2; P02788-2

P51884; Q05443
P61626; AOAO0B4J259; F8VV32

HOY109; Q9H8H3; FBVQX6

P14174

P55196-5; J3KNO1; P55196; P55196-1;
ABMQO02; P55196-3; Q5TIGS; P55196-
6; P55196-2; HOY8L4; HOY9I0

Q92665

Q9HC84

P35579; P35579-2

Q32MKO; Q32MKO0-4
P47888; P47893

I13L3D5; PO7737
P18669

Prelamin-A/C; Lamin-A/C

Lactoperoxidase
Lactotransferrin; Kaliocin-1;
Lactoferroxin-A; Lactoferroxin-B;
Lactoferroxin-C

Lumican

Lysozyme C

Methyltransferase-like protein 7A

Macrophage migration inhibitory
factor

Afadin

28S ribosomal protein S31,
mitochondrial

Mucin-5B
Myosin-9

Putative myosin light chain kinase 3

Olfactory receptor 3A3; Olfactory
receptor 3A2

Profilin-1

Phosphoglycerate mutase 1
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LMNA

LPO

LTF

LUM
LYZ

METTL7A

MIF

MLLT4

MRPS31

MUC5B

MYH9

MYLK3
OR3A3; OR3A2

PFEN1
PGAM1



P00558; P00558-2

P01833

P12273

P14618; P14618-2; H3BTN5; BADNK4; H3BQ34;
P14618-3; H3BTJ2; H3BUW1; H3BT25; H3BU13;
H3BQZ3; H3BN34

Q13835; Q13835-2

Q15149; Q15149-2; Q15149-3; Q15149-6; Q15149-4;
Q15149-5; Q15149-9; Q15149-8; Q15149-7;: HOYDN1

Q04941
P00491; G3V5M2; G3V393
Q8WVV4-1; Q8WVV4; Q8WVV4-3

Q15063; Q15063-5; BIALD9; Q15063-3; Q15063-2;
Q15063-4; Q15063-6; Q15063-7

P62937; C9J5S7; FBWEGS; P62937-2

Q06830; AOAOAOMSIO0; AOAOAOMRQS; Q13162;
H7C3T4

P32119; A6NIWS; P32119-2

P30041

P00558; PO0558-2

P01833

P12273

P14618; P14618-2; H3BTNS; BADNK4;
H3BQ34,; P14618-3; H3BTJ2; H3BUW1

Q13835; Q13835-2

Q15149; Q15149-2; Q15149-3; Q15149-

6; Q15149-4: Q15149-5; Q15149-9;
Q15149-8; Q15149-7

Q04941

P00491,; G3V5M2; G3V393

Q8WVV4-1; Q8WVV4

Q15063; Q15063-5; BIALD9; Q15063-

3; Q15063-2; Q15063-4; Q15063-6;
Q15063-7

P62937; C9J5S7; FBWEGS; P62937-2

Q06830; AOAOAOMSIO0; AOAOAOMRQS

P32119; A6NIW5

P30041

Phosphoglycerate kinase 1

Polymeric immunoglobulin receptor;
Secretory component

Prolactin-inducible protein

Pyruvate Kinase isozymes M1/M2;
Pyruvate kinase

Plakophilin-1

Plectin

Proteolipid protein 2

Purine nucleoside phosphorylase

Protein POF1B

Periostin

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A;
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Peroxiredoxin-1

Peroxiredoxin-2

Peroxiredoxin-6

PGK1

PIGR

PIP

PKM2

PKP1

PLEC

PLP2

PNP

POF1B

POSTN

PPIA

PRDX1

PRDX2

PRDX6
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A6XMV9Y; ETEQ64; AOA0JOYYCS; P07477; POT7477,

P07478; QBNHM4, A6XMV8; HOY8D1

P35030; P35030-4; P35030-2; P35030-3; P35030-5;
B1AN99

Q8NF86; I3L3D7

P06454; P06454-2; B8ZZQ6
P26022
Q86YS3; Q86YS3-2; K7TEL58

J3QQ67; Q07020; HOYHAT; G3V203; Q07020-2;
F8VUAG; AOAO75B7A0; FSVYV2

P18124; ABMUD9

P04843; B7Z4AL4

P62280; M0QZC5; MOR1HS5
P62269; Q5GGW?2; AOA0G2IQH2

P62857

P23396-2; P23396; E9PL09; HOYEU2; E9PPUL;
HOYCJ7; E9PK82; HOYF32; F2Z2S8; E9PJH4;
E9PQI6

Q9HCYS

Q5RHS7

A6XMV9; ETEQ64; AOAO0JIYYCS,;
PO7477; PO7477; PO7478; QBNHM4;
A6XMVSE; HOY8D1

P35030; P35030-4; P35030-2; P35030-3;
P35030-5; BLIAN99

Q8NF86; 13L3D7

P06454; P06454-2; B8ZZQ6

P26022

Q86YS3; Q86YS3-2; K7TEL5S8

J3QQ67; Q07020; HOYHA7: G3V203;
Q07020-2; F8VUAG; AOAQ75B7AQ;
FSVYV2

P18124; ASMUD9
P04843; B7Z4L4

P62280; M0QZC5; MOR1H5
P62269; Q5GGW?2; AOA0G2IJQH2

P62857

P23396-2; P23396; E9PL09; HOYEU?Z,;
E9PPU1; HOYCJ7; E9PK82; HOYF32;
F272S8; E9PJH4; E9PQ96

Q9HCYS

Q5RHS7

Trypsin-1; Alpha-trypsin chain 1;
Alpha-trypsin chain 2; Trypsin-2;
Putative trypsin-6

Trypsin-3

Serine protease 33

Prothymosin alpha; Thymosin alpha-
1

Pentraxin-related protein PTX3

Rab11 family-interacting protein 4
60S ribosomal protein L18

60S ribosomal protein L7

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase subunit 1

40S ribosomal protein S11
40S ribosomal protein S18

40S ribosomal protein S28

40S ribosomal protein S3

Protein S100-A14

Protein S100-A2
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PRSS1; PRSS2; TRY6

PRSS3
PRSS33

PTMA

PTX3
RAB11FIP4

RPL18
RPL7

RPN1

RPS11
RPS18

RPS28
RPS3

S100A14

S100A2



P06703; RAGN9S
P31151: Q86SG5

P05109
P06702

Q13228-4; Q13228; FBWCR4; F2Z22W8; Q13228-3;
Q13228-2; HOY532; A6PVX1; C9JVLO

P04279; P04279-2

Q02383

A0A024R617; P01009; AOA0G2JRN3; P01009-2;
P01009-3; G3V544; A0OA0B4J278; G3V387; G3V5R8

P01011; G3V3A0
Q96P63-2; QI6P63

P29508; P29508-2; P48594; HOYS5H9; C9JZ65
P31947; P31947-2
P02730; P02730-2; AOAOAOMS98

P37840; P37840-3; ETEPV7; P37840-2; H6UYS7

P04179; P04179-4; P04179-3; F5GYZ5; F5SH4R2;
P04179-2; F5SH3C5

P08294; MOR1V4

P06703; RAGN9S
P31151; Q86SG5

P05109

P06702

Q13228-4; Q13228; FSWCR4: F2Z2W8:
Q13228-3; Q13228-2; HOY532;
ABPVX1; COIVLO

P04279; P04279-2

Q02383

AO0A024R617; P01009; AOAOG2JRNS;
P01009-2

P01011; G3V3A0

Q96P63-2; QI6P63

P29508; P29508-2; P48594; HOY5H9;
C9JZ65

P31947; P31947-2

P02730; P02730-2; AOAOAOMS98
P37840; P37840-3; ETEPV7; P37840-2;
H6UYS7

P04179; P04179-4; P04179-3; FSGYZ5;
F5H4R2; P04179-2; FSH3C5

P08294

Protein S100-A6
Protein S100-A7; Protein S100-A7A

Protein S100-A8

Protein S100-A9

Selenium-binding protein 1

Semenogelin-1; Alpha-inhibin-92;
Alpha-inhibin-31; Seminal basic
protein

Semenogelin-2

Alpha-1-antitrypsin; Short peptide
from AAT

Alpha-1-antichymotrypsin; Alpha-1-
antichymotrypsin His-Pro-less

Serpin B12

Serpin B3; Serpin B4
14-3-3 protein sigma

Band 3 anion transport protein

Alpha-synuclein

Superoxide dismutase [Mn],
mitochondrial
Extracellular superoxide dismutase
[Cu-Zn]
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S100A6
S100A7; S100A7A

S100A8
S100A9

SELENBP1

SEMG1

SEMG2

SERPINA1

SERPINA3

SERPINB12

SERPINB3; SERPINB4
SFN
SLC4A1

SNCA

SOD2

SOD3



P22532; P35325; P22531; P35326; Q9BYE4; Q96RM1

P02549; P02549-2

P11277-2; P11277; P11277-3;, HOYJEG

P51571; A6NLM8

P27105; F8VSL7; P27105-2

Q15431; AOAO87TWZC3; Q5VXJI5

015061; AOA075B7B1; 015061-2; HOYL34; C9JIE4,
015061-3

Q8IYF3; Q81YF3-3; Q81YF3-2

P02787; H7C5ES8

Q9GZM7; Q9GZMT7-3; F6SDV2

P60174; P60174-1; P60174-4, U3KPZ0; U3KQF3

Q6ZN40; AOA0S2Z4G6; P09493; P09493-10; P09493-
3; P09493-4; P09493-9; HOYKP3; Q5TCUS8; A7TXZE4,
Q3SX28; P07951,; P07951-2; Q5TCU3; P09493-6;
P09493-7; P09493-8; HOYKX5; AOA087TWTJ7,
HOYKZ6; HOYLS7

P22532; P35325; P22531; P35326;
Q9BYE4

P02549; P02549-2

P11277-2; P11277; P11277-3, HOY JE6

P51571; A6GNLM8

P27105; F8VSL7

Q15431; AOAO87WZC3; Q5VXJI5

015061; AOA075B7B1; 015061-2;
HOYL34; C9JIE4; 015061-3

Q8IYF3; Q8IYF3-3; Q81YF3-2

P02787; H7C5E8

Q9GZM7; Q9GZMT7-3; F6SDV2

P60174; P60174-1; P60174-4; U3KPZO;
U3KQF3

Q6ZN40; AOA0S2Z4G6; P09493,;
P09493-10; P09493-3; P09493-4,
P09493-9; HOYKP3; Q5TCUS;
ATXZE4; Q35X28; P07951; P07951-2;
Q5TCUS; P09493-6; P09493-7; P09493-
8; HOYKX5; AOA087WTJ7; HOYKZG6;
HOYLS7
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Small proline-rich protein 2D; Small
proline-rich protein 2B; Small
proline-rich protein 2E; Small
proline-rich protein 2A; Small

proline-rich protein 2G

SPRR2D; SPRR2B; SPRR2E;
SPRR2A; SPRR2G

Spectrin alpha chain, erythrocyte SPTA1
Spectrin beta chain, erythrocyte SPTB
Translocon—assogi;ttzd protein subunit SSR4
Erythrocyte band 7 ir)tegral STOM
membrane protein
Synaptonemal complex protein 1 SYCP1
Synemin SYNM
Testis-expressed sequence 11 protein TEX11
Serotransferrin TF
TubuIointerstitiall:kr;ephritis antigen- TINAGL1
Triosephosphate isomerase TPI1

Tropomyosin alpha-1 chain;

. - TPM1; TPM2; TPM2b
Tropomyosin beta chain



A0A075B6Z2
AOAQ087WT59; P02766; AOA087WV45

ENSEMBL:ENSBTAP00000016242; P68363; P68363-
2: F5H5D3; QIBQES3; F8VVB9; Q71U36; P68366;
P68366-2; Q71U36-2; AOAIW2PQM?2; PODPHT;
PODPHS; Q6PEY?2; PODPH7-2; F8VQQ4; C9JDSO:;
F8VS66; F8VRZ4; F8VWV9: F8VX09; F8VRKO:
C9J2C0; QINY65: QINY65-2; QOH853; FSWOF6:
F8VXZ7

PO7437; Q5JP53; Q13885; Q9BVA1L; AOA0B4J269;
Q13509; P68371; Q5ST81; Q13509-2; G3V2A3;
ENSEMBL:ENSBTAP00000025008; Q9H4B7;

QI9BUF5; A6NNZ2; P04350; Q3ZCM7; Q5SQYO;

AOAO075B736; KTESM5; G3V2N6; G3V3R4;
G3V2R8; G3V5W4

P49411
P10599; P10599-2

P22314; P22314-2; Q5JRR6

POCG48; Q96C32; POCGA7; Q5PY61; J3QKNO;
FS5GXKT7; FSH747; P62979; F5H388; B4DV12,
F5H265; FSH2Z3; F5GYU3; P62987; FSH6Q2;
J3QTRS; J3QS39; AOA2R8Y422; MOR2S1; MOR1MEG;
Q49A90; MOR1V7; F5GZ39; J3QSA3

Q5TAPS

A0A075B6Z2

AOA087WT59; P02766; AOA087WV45

ENSEMBL:ENSBTAP00000016242;
P68363; P68363-2; FSH5D3; Q9BQES;
F8VVB9; Q71U36; P68366; P68366-2;

Q71U36-2; AOAIW2PQM2

P07437; Q5JP53; Q13885; QIBVAL;
A0A0B4J269: Q13509; P68371:
Q5ST81; Q13509-2

P49411
P10599; P10599-2

P22314; P22314-2; QSJRR6

POCG48; Q96C32; POCG47; Q5PY61;
J3QKNO; F5GXKT7; F5H747; P62979;
F5H388; BADV12; F5H265; F5H2Z3;
F5GYUS; P62987; F5SH6Q2; J3QTRS;
J3QS39; AOA2R8Y422; MOR2S1,
MOR1MG6; Q49A90; MOR1V7

Q5TAPS

T cell receptor alpha joining 56

Transthyretin

Tubulin alpha-1B chain; Tubulin
alpha-1C chain; Tubulin alpha-1A
chain; Tubulin alpha-4A chain

Tubulin beta chain; Tubulin beta-2A
chain; Tubulin beta-2B chain;
Tubulin beta-3 chain; Tubulin beta-
4B chain

Elongation factor Tu, mitochondrial

Thioredoxin

Ubiquitin-like modifier-activating
enzyme 1
Polyubiquitin-C; Ubiquitin;
Polyubiquitin-B; Ubiquitin;
Ubiquitin-40S ribosomal protein
S27a; Ubiquitin; 40S ribosomal
protein S27a; Ubiquitin-60S
ribosomal protein L40; Ubiquitin;
60S ribosomal protein L40

U3 small nucleolar RNA-associated
protein 14 homolog C
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TRAJ56

TTR

TUBA1B; TUBA1C;
TUBA1A; TUBA4A

TUBB; TUBB2A; TUBB2B,;
TUBB3; TUBB4B

TUFM
TXN

UBA1

UBC; UBB; RPS27A; UBA52

UTP14C



P55072; COIZAS; C9JUP7

P08670; BOYJC4,; BOYJCS; AOALBOGTTS; P17661,
AOA1BOGVGS; P07197; ETESP9; ETEMV2; P07196;
P07197-2; Q16352; P41219-2; P41219; H7C5W5S

P04004; Q3ZBS7

Q14508; Q14508-3; Q14508-2

Q5T750

P31946; P31946-2; AOAOJOYWES: Q4VY19;
Q4VY20

P27348; E9PG15

E7EX29; P63104; Q04917; P63104-2; BOAZSG;
E7ESK7; HOYB80; B7Z2E6; ETEVZ2; E9PD24;
ESRIR4; ESRGE1

Q96DA0; AOAOCADGNA4; I3L3X0; ISL1H9

Q9UGIO0

P55072; COIZAS; C9JUP7

P08670; BOYJC4

P04004

Q14508; Q14508-3; Q14508-2

Q5T750

P31946; P31946-2

P27348; E9PG15
E7EX29; P63104; Q04917; P63104-2;

BOAZS6; E7TESKY7; HOYB80; B7Z2EG;

E7EVZ2; E9PD24; ESRIR4; ESRGE1

Q96DA0; AOAOCADGN4

Q9UGIO0

Transitional endoplasmic reticulum
ATPase

Vimentin

Vitronectin; Vitronectin V65 subunit;
Vitronectin V10 subunit;
Somatomedin-B

WAP four-disulfide core domain
protein 2

Skin-specific protein 32

14-3-3 protein beta/alpha; 14-3-3
protein beta/alpha, N-terminally
processed

14-3-3 protein theta

14-3-3 protein zeta/delta; 14-3-3
protein eta

Zymogen granule protein 16 homolog
B

Ubiquitin thioesterase ZRANB1
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VCP

VIM

VTN

WFDC2

XP32/Clorf68

YWHAB

YWHAQ

YWHAZ; YWHAH

ZG16B

ZRANB1




Apéndice 4 - Proteinas exclusivas identificadas e quantificadas nos grupos estudados

171

Cddigo Uniprot da proteina Nome da proteina Gene da proteina Grupo
P31946: P31946-2 14-3-3 protein beta/alpha;14-3-3 protein beta/alpha, N- YWHAB AP
terminally processed
Q92665 28S ribosomal protein S31, mitochondrial MRPS31 AP
P62280; M0QZC5; MOR1H5 40S ribosomal protein S11 RPS11 AP
P49189-3; P49189; P49189-2 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase ALDHY9A1 AP
J3QQ67; Q07020; HOYHAT7; G3V203; Q07020- . .
2: F8VUAG: AOAOTSBTAD: FEVYV2 60S ribosomal protein L18 RPL18 AP
pP18124; ASMUD9 60S ribosomal protein L7 RPL7 AP
HOYMF1; P16112; P16112-2; AOAO87X1T7; . .
P16112-3; Q6PIDY: HOYK70 Aggrecan core protein; Aggrecan core protein 2 ACAN AP
PO1011: G3V3A0 Alpha-l-antlchymotrypsm; Alpha-1-antichymotrypsin SERPINA3 AP
His-Pro-less
QINZD4 Alpha-hemoglobin-stabilizing protein AHSP AP
P37840; P37840-3; ETEPV7; P37840-2; HBUYS7 Alpha-synuclein SNCA AP
P08133; P08133-2; ESRK69; ETEMC6; E5RFFO; Annexin A8: Annexin ANXAG AP
HOYC77
P00505; P00505-2 Aspartate aminotransferase, mitochondrial GOT2 AP
P00918 Carbonic anhydrase 2 CA2 AP
P12110; P12110-2; P12110-3; H7COM5 Collagen alpha-2(V1) chain COLG6A2 AP



P12111; P12111-2; P12111-4; ETENL6
P21291; E9PP21

P04843; B7Z4L4

I13L504; P63241-2; P63241; Q61S14; Q9GZV4,

I13L397; C9J4WS5; C9J7B5; FBWCJ1

P07305; P07305-2

P10915; D6RBS1; D6RG04; D6RFI7; D6RBXS;

D6RAKY; D6RC59
AOA1BOGUUY; P01871-2; P01871

P32455
P51884; Q05443

P14174

Q5VYJ5; USGXS0

HOY'109; Q9H8H3; F8VQX6
Q14697-2; Q14697; FSH6X6

P26022

Q15149; Q15149-2; Q15149-3; Q15149-6;
Q15149-4; Q15149-5; Q15149-9: Q15149-8;
Q15149-7

P00491; G3V5M2; G3V393

Collagen alpha-3(V1) chain

Cysteine and glycine-rich protein 1

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 1

Eukaryotic translation initiation factor 5A-1; Eukaryotic
translation initiation factor 5A-1-like; Eukaryotic
translation initiation factor 5A-2

Histone H1.0
Hyaluronan and proteoglycan link protein 1

Ig mu chain C region

Interferon-induced guanylate-binding protein 1
Lumican

Macrophage migration inhibitory factor

MAM and LDL-receptor class A domain-containing
protein C100rf112

Methyltransferase-like protein 7A

Neutral alpha-glucosidase AB

Pentraxin-related protein PTX3

Plectin

Purine nucleoside phosphorylase

COLG6A3

CSRP1

RPN1

EIF5A; EIF5ALT;

EIF5A2

H1FO0

HAPLN1

IGHM

GBP1
LUM

MIF

C10orf112

METTL7A
GANAB

PTX3

PLEC

PNP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP
AP

AP

AP

AP
AP

AP

AP

AP
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Q32MKO0; Q32MKO0-4

Q8NF86; 13L3D7
P11277-2; P11277; P11277-3; HOYJEG

Q13838-2; Q13838; 000148; Q5STUS;
AO0A0G21JZ9; AOA140T9X3; HOY400

P04179; P04179-4; P04179-3; F5GYZ5;
F5H4R2; P04179-2; FSH3C5

P55072; C9IZAS5; C9JUP7
P51571; AGNLM8

AOA087WT59; P02766; AOA087WV45

ENSEMBL:ENSBTAP00000016242; P68363;
P68363-2; F5H5D3; QIBQES; F8VVBY;
Q71U36; P68366; P68366-2; Q71U36-2;

AOALIW2PQM2

P55196-5; J3KNO1; P55196; P55196-1,
ABMQO02; P55196-3; Q5TIG5; P55196-6;
P55196-2; HOY8L4; HOY9I0

AOAO0B4J1V1; AOAOB4J1X5; AOACJOYVYS3;
P01762; P01763; P01772; P0O1780; PODP02;
AOAO0C4DHA42; PO1767
P07476

P18669

Putative myosin light chain kinase 3

Serine protease 33

Spectrin beta chain, erythrocyte

Spliceosome RNA helicase DDX39B; ATP-dependent
RNA helicase DDX39A

Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial

Transitional endoplasmic reticulum ATPase

Translocon-associated protein subunit delta

Transthyretin

Tubulin alpha-1B chain;Tubulin alpha-1C chain;Tubulin
alpha-1A chain;Tubulin alpha-4A chain

Afadin
Ig heavy chain V-1l region TRO; Ig heavy chain V-III
region WEA; Ig heavy chain V-1l region KOL; Ig

heavy chain V-111 region JON; Ig heavy chain V-I1lI
region BUT

Involucrin

Phosphoglycerate mutase 1

MYLK3

PRSS33
SPTB

DDX39B; DDX39A;
BAT1

SOD2

VCP
SSR4

TTR

UBA1

AFDN

IGHV3-21
IVL

PGAM1

AP

AP
AP

AP

AP

AP
AP

AP

AP

APR

APR
APR

APR
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P10809; E7ESH4; ETEXBA4; C9JL25; P10809-2;
C9JCQ4; C9JL19

P61158; Q9P1U1; BADXW1,; Q9P1U1-3;
Q9P1U1-2; COIZN3; Q9COK3; H7C4J1,
AOAOAOMTI9

Q8N3K9
P12277

P49411

P61978-2; P61978; P61978-3; Q5T6W2

P08514,; P08514-2; AOA3B3IU79; P08514-3;
K7EP83

Q61SB0; QINSB2; QINSB2

Q13751

Q5T751; Q5T753; Q5T754; Q5TCMO; Q5T752;
Q5T7P2

Q5RHS7

P00352

Q93084-5; Q93084-6: Q93084; P16615; Q93084-
7: Q93084-3; P16615-4; 014983; P16615-3;

60 kDa heat shock protein, mitochondrial

Actin-related protein 3; Actin-related protein 3B; Actin-
related protein 3C
Cardiomyopathy-associated protein 5

Creatine kinase B-type

Elongation factor Tu, mitochondrial

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

Integrin alpha-11b; Integrin alpha-I1b heavy chain;
Integrin alpha-I1b light chain, form 1; Integrin alpha-I1b
light chain, form 2

Keratin, type Il cuticular Hb4

Laminin subunit beta-3

Late cornified envelope protein 1C; Late cornified
envelope protein 1E; Late cornified envelope protein 1F;
Late cornified envelope protein 5A; Late cornified
envelope protein 1D; Late cornified envelope protein 1A

Protein S100-A2

Retinal dehydrogenase 1

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3;
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2;
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1

HSPD1

ACTR3; ACTR3B;
ACTR3C

CMYA5
CKB
TUFM

HNRNPK

ITGA2B

KRT84

LAMB3

LCELC; LCE1E;
LCE1F; LCE5A,
LCE1D; LCE1A

S100A2

ALDH1A1

ATP2A3; ATP2A2,
ATP2A1

CXAP

CXAP

CXAP
CXAP
CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP
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Q93084-2; Q93084-4; P16615-2; P16615-5;
014983-2; H7C5W9; 014983-3

Q02383

AO0A075B6Z2
Q99832; Q99832-3; Q99832-4; Q99832-2

Q5TAPS

Semenogelin-2

T cell receptor alpha joining 56

T-complex protein 1 subunit eta

U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolog
C

SEMG2

TRAJ56
CCT7

UTP14C

CXAP

CXAP
CXAP

CXAP
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Apéndice 5 - Processos bioldgicos envolvidos com as proteinas exclusivas do grupo AP
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N° de proteinas

N° total de proteinas

Termo ID Processo bioldgico . X TFD Proteinas envolvidas Grupo
exclusivas envolvidas
Processo biossintético de compostos ACAN, ALDH9A1, EIF5A, GOT2, LUM,
G0:1901566 Or0aNoNitrodenio P 13 1370 0.0017 MRPS31, PNP, RPL18, RPL7, RPN1, RPS11, AP
g g SNCA, VCP
G0:0002274 Ativacdo de leucécitos mieldides 8 574 0.0106 GIG25, METTL7A, MIF, PNP, PTX3, SNCA, AP
TTR, VCP
G0:0030198 Organizacdo da matriz extracelular 6 296 0.0128 ACAN, COL6A?, C?#GRAS, HAPLNL, LUM, AP
GO:0034655 Processo catabolico composto 6 394 0.0160 H1FO, PNP, RPL18, RPL7, RPS11, VCP AP
contendo nucleobase
G0:0043312 Degranulagdo de neutrofilos 7 485 0.0160 GIG25, METTL?A’VN(I:IE’ PNP, PTX3, TTR, AP
GO:0051259 Ollgomerlzagao'de complexos 7 519 0.0160 ANXAB, COL6A2, GBP1, MIF, SOD2, VCP, AP
proteicos YWHAB
) x CA2, GIG25, GOT2, METTL7A, MIF, PNP,
G0:0046903 Secrecédo 9 1070 0.0187 PTX3, TTR, VCP AP
ACAN, AHSP, ALDH9A1, EIF5A, GANAB,
. Processo metabdlico do composto GOT2, LUM, MRPS31, MYLKS, PNP, PRSS33,
G0:1901564 organonitrogénio 21 5281 0.0187 RPL18, RPL7, RPN1, RPS11, SNCA, SPTB, AP
TTR, UBA1, VCP, YWHAB
ANXAG6, CA2, DDX39B, EIF5A, GIG25,
G0:0006810 Transporte 18 4130 0.0200  ©UT2 METTL7A, MIF, PNP, PTX3, RPL18,  5p

RPL7, RPS11, SNCA, SPTB, TTR, VCP,
YWHAB



G0:0002252

G0:0042340

G0:0051260

G0:0043933

G0:0009057

G0:0065008

G0:0002082
G0:0006412
G0:0051149

G0:0006614

G0:0044070

G0:0071840

GO0:1901575

Processo efetor imunoldgico
Processo catabolico de sulfato de
queratan
Homooligomerizacgdo de proteinas

Organizag&o de subunidades
complexas contendo proteinas

Processo catabdlico de
macromoléculas

Regulacdo da qualidade bioldgica

Regulacéo da fosforilacdo oxidativa

Tradugdo
Regulag&o positiva da diferenciagéo de
células musculares
Proteina cotranslacional dependente de
SRP direcionada para a membrana

Regulacgéo do transporte de anions

Organizacdo de componentes celulares
ou biogénese

Processo catabdlico de substancia
organica

11

16

20

10

927

12

312

1770

970

3559

17
362
85

92

91

5342

1609

0.0218

0.0218

0.0218

0.0223

0.0248

0.0273

0.0299
0.0312
0.0312

0.0337

0.0337

0.0337

0.0337

GBP1, GIG25, METTL7A, MIF, PNP, PTX3,
TTR, VCP

ACAN, LUM
ANXAG, GBP1, MIF, SOD2, VCP

ANXAG, COL6A2, DDX39B, GBP1, H1FO,
LUM, MIF, MRPS31, SOD2, VCP, YWHAB

ACAN, H1FO, LUM, RPL18, RPL7, RPS11,
UBAL, VCP

AHSP, ALDH9A1, ANXAG, CA2, GIG25,
GOT2, MALRD1, MIF, MYLKS, PTX3, SNCA,
SOD2, SPTB, TTR, VCP, YWHAB

SNCA, VCP
EIFSA, MRPS31, RPL18, RPL7, RPS11

DDX39B, MYLK3, SOD2
RPL18, RPL7, RPS11
CA2, MIF, SNCA
ACAN, ANXAG6, COL6A2, COL6A3, DDX39B,
GBP1, H1F0, HAPLN1, LUM, MIF, MRPS31,
MYLKS, PLEC, RPL7, SNCA, SOD2, SPTB,
TTR, VCP, YWHAB

ACAN, GOT2, H1FO0, LUM, PNP, RPL18,
RPL7, RPS11, UBA1, VCP
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AP

AP

AP

AP

AP

AP

AP
AP
AP

AP

AP

AP

AP



G0:0044248

G0:0006886

G0:0043457

G0:0019538

G0:0046907

G0:0071702

Processo catabolico celular
Transporte intracelular de proteinas

Regulacdo da respiracdo celular

Processo metabdlico de proteinas

Transporte intracelular

Transporte de substancias organicas

10

17

11

1646

836

23

4194

1390

2040

0.0356

0.0376

0.0377

0.0382

0.0382

0.0423

ACAN, GOT2, H1F0, LUM, PNP, RPL18,
RPL7, RPS11, UBA1, VCP
DDX39B, EIF5A, RPL18, RPL7, RPS11, VCP,
YWHAB

SNCA, VCP

ACAN, AHSP, EIF5A, GANAB, MRPS31,
MYLK3, PRSS33, RPL18, RPL7, RPN1,
RPS11, SNCA, SPTB, TTR, UBAL, VCP,

YWHAB

DDX39B, EIF5A, RPL18, RPL7, RPS11,
SNCA, SPTB, VCP, YWHAB

CA2, DDX39B, EIF5A, GOT2, PNP, RPL18,
RPL7, RPS11, SNCA, VCP, YWHAB
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AP

AP

AP

AP

AP

AP

ID: identificacdo, N°: Numero, TFD: Taxa de falsa descoberta
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Apéndice 6 - Processos biologicos envolvidos com as proteinas exclusivas do grupo APR e CXAP apos adicdo de proteinas intermediarias

N° de proteinas

N° total de proteinas

Termo ID Processo biolégico X X TFD Proteinas envolvidas Grupo
exclusivas envolvidas
G0:0018149 Reticulacdo de peptideos 5 59 2.79e-07 FLG, IVL, LOR, SPRR1A, SPRR3 APR
. . . L F11R, FLG, IVL, LOR, AFDN, PGK1,
G0:0030855 Diferenciacao celular epitelial 8 649 5.93e-07 SPRRIA, SPRR3 APR
G0:0006735 Regeneracdo de NADH 4 25 6.36e-07 ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1 APR
G0:0061621 Glicolise canbnica 4 25 6.36e-07 ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1 APR
GO:0061718 " 10CessO Catagﬁ'&f/‘;t‘ge glicose para 4 25 6.36e-07 ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1 APR
G0:0070268 Cornificagdo 5 112 6.57e-07 FLG, IVL, LOR, SPRR1A, SPRR3 APR
GO0:0006757 Geracdo de ATP a partir do ADP 4 39 8.22e-07 ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1 APR
G0:0042866 Processo biossintético de piruvato 4 42 1.00e-06 ENO1, ENOS, PGAM1, PGK1 APR
G0:0006094 Gliconeogénese 4 46 1.22e-06 ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1 APR
G0:0009435 Processo biossintético NAD 4 51 1.51e-06 ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1 APR
G0:0006090 Processo metabdlico de piruvato 4 66 2.61e-06 ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1 APR
] . . ENO3, F11R, FLG, IVL, LOR, AFDN, PGK1,
G0:0009888 Desenvolvimento de tecidos 9 1626 2.61e-06 SPRRIA. SPRR3 APR
G0:0006754 Processo biossintético de ATP 4 75 3.59e-06 ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1 APR



G0:0009168

G0:0009166
G0:0006006

G0:0048869

G0:0009167

G0:0048856

G0:0090557

G0:0012501

G0:0030154

G0:0045216

GO0:1901564

G0:2000249

G0:0034260

G0:2001169

G0:1903578

Processo biossintético de monofosfato
de ribonucleosideo de purina

Processo catab6lico de nucleotideos

Processo metabdlico de glicose
Processo de desenvolvimento celular

Processo metabélico de monofosfato
de ribonucleosideo purina

Desenvolvimento da estrutura
anatdbmica

Estabelecimento de barreira intestinal
endotelial

Morte celular programada
Diferenciacdo celular

Organizacdo de juncédo célula-célula

Processo metabdlico do composto
organonitrogénio
Regulacdo da reorganizacéo do
citoesqueleto de actina
Regulacéo negativa da atividade da
gtpase

Regulacdo do processo biossintético de
ATP

Regulacédo do processo metabdlico de
ATP

10

11

98

101
113

3533

230

5085

10

1042

3457

168

5281

35

46

47

62

8.52e-06

9.11e-06
1.18e-05

6.97e-05

0.00012

0.00015

0.00023

0.00025

0.00047

0.0012

0.0017

0.0017

0.0027

0.0028

0.0046

ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1

ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1
ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1

F11R, FLG, HRAS, IVL, LOR, AFDN, PGK1,
PVRL3, SPRR1A, SPRR3

ENO1, ENO3, PGAM1, PGK1

ENO3, F11R, FLG, HRAS, IVL, LOR, AFDN,
PGK1, PVRL3, SPRR1A, SPRR3

F11R, AFDN

FLG, HRAS, IVL, LOR, SPRR1A, SPRR3

F11R, FLG, IVL, LOR, AFDN, PGK1, PVRLS3,
SPRR1A, SPRR3

F11R, AFDN, PVRL3

ENO1, ENOS, FLG, HRAS, IVL, LOR,
PGAML1, PGK1, SPRR1A, SPRR3

F11R, HRAS

F11R, HRAS

ENO1, PGAM1

ENO1, PGAM1
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APR

APR
APR

APR

APR

APR

APR

APR

APR

APR

APR

APR

APR

APR

APR



G0:0016310

G0:0034332

G0:0048513

G0:0043547

G0:0009314

G0:0009628

G0:0006464

G0:0019538

G0:0034314

G0:0038096

G0:0048013

G0:0002757

G0:0070358

G0:0010638

Fosforilacdo
Organizagdo juncdo adherens

Desenvolvimento de drgdos animais

Regulag&o positiva da atividade da
gtpase

Resposta a radiacao

Resposta ao estimulo abidtico

Processo de modificacdo de proteinas
celulares

Processo metabdlico de proteinas

Nucleag&o de actina mediada por
complexo Arp2 /3

Via de sinalizagéo do receptor Fc-
gama envolvida na fagocitose

Via de sinalizagdo do receptor de
efrina

Transducéo de sinal de ativacéo da
resposta imune

Motilidade celular dependente da
polimerizacdo de actina

Regulacdo positiva da organizacéo das
organelas

1236

74

2926

406

425

1052

2999

4194

19

73

79

332

552

0.0049

0.0063

0.0069

0.0117

0.0132

0.0204

0.0412

0.0493

8.94e-11

4.51e-08

4.51e-08

1.90e-06

3.12e-06

3.00e-05

ENOL1, ENO3, HRAS, PGAM1, PGK1

AFDN, PVRL3

FLG, HRAS, IVL, LOR, PVRL3, SPRR1A,
SPRR3

F11R, HRAS, AFDN

F11R, HRAS, IVL

F11R, HRAS, IVL, PGK1

FLG, HRAS, IVL, LOR, SPRR1A, SPRR3

FLG, HRAS, IVL, LOR, PGK1, SPRR1A,
SPRR3

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,

ARPC5

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,

ARPC5

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,

ARPC5

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,

ARPC5, HSPD1

ACTR3, ARPC2, ARPC3

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,

ARPCS5, CCT7
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APR

APR

APR

APR

APR

APR

APR

APR

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP



G0:0002684

G0:0006897

G0:0051130

G0:0002252

G0:0007010

G0:0030041

G0:0065008

G0:0006458

G0:0061024

G0:0016192

G0:0002376

G0:0061077

G0:0048870

Regulagdo positiva do processo do
sistema imunoldgico

Endocitose

Regulaco positiva da organizagéo dos
componentes celulares

Processo efetor imunoldgico

Organizacdo do citoesqueleto

Polimerizagdo de filamentos de actina

Regulacéo da qualidade bioldgica

Dobragem de proteinas 'de novo'

Organizagdo da membrana

Transporte mediado por vesiculas

Processo do sistema imunolégico

Dobragem de proteinas mediada por
chaperona

Motilidade celular

882

510

1128

927

953

26

3559

39

729

1699

2370

63

914

4.72e-05

0.00022

0.00022

0.00057

0.00066

0.0058

0.0059

0.0120

0.0121

0.0189

0.0273

0.0273

0.0295

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,
ARPCS5, HSPD1, ITGA2B

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,
ARPC5

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,
ARPCS5, CCT7, HNRNPK

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,
ARPC5, HSPD1

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,
ARPC5, KRT84

ARPC2, ARPC4

ACTR3, ALDH1Al, ARPC1B, ARPC2,
ARPC3, ARPC4, ARPC5, CCT7, CKB, HSPD1,
ITGA2B

CCT7, HSPD1

ACTR3, ARPC2, ARPC3, ARPC4, ARPCS5

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,
ARPC5, ITGAZ2B

ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,
ARPC5, HSPD1, SEMG2

CCT7, HSPD1

ACTR3, ARPC2, ARPC3, ARPC5, S100A2
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CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP

CXAP
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ACTR3, ARPC1B, ARPC2, ARPC3, ARPC4,
12 5342 0.0440 ARPC5, HSPD1, ITGA2B, KRT84, LAMB3, CXAP
SEMG2, UTP14C

Organizagéo de componentes celulares

G0:0071840 o
ou biogénese




Apéndice 7 - Interacdes significativas apds adicao de proteinas intermediérias pela analise com imputation
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NC de N° total de
Termo ID Processo bioldgico . proteinas TFD Proteinas envolvidas Subgrupo
proteinas :
envolvidas
Desenvolvimento FABP5, S100A7, SPRR1B,
G0:0008544 S 7 403 1.17e-08 SPRR2A, SPRR2D, SPRR2E, AP x APR x CXAP
epidérmico SPRR2F
_ . « . SPRR1B, SPRR2A, SPRR2D,
G0:0018149 Reticulacdo de peptideos 5 59 1.17e-08 SPRR2E, SPRR2F AP x APR x CXAP
. Diferenciacéo de S100A7, SPRR1B, SPRR2A,
G0:0030216 queratinécitos 6 267 5.54e-08 SPRR2D. SPRR2E, SPRR2F AP x APR x CXAP
_ e SPRR1B, SPRR2A, SPRR2D,
G0:0070268 Cornificagdo 5 112 6.36e-08 SPRR2E, SPRR2F AP x APR x CXAP
Processo organizacional CST4, 1gJ, S100A7, SPRR1B,
G0:0032501 9 8 6507 0.0200 SPRR2A, SPRR2D, SPRR2E, AP x APR x CXAP
multicelular
SPRR2F
G0:0019730 Resposta humoral 2 143 0.0318 IgJ, SL00A7 AP X APR x CXAP
antimicrobiana
GO-0006782 Processo b_lo_ssmtAet_lco do 5 8 1.916-10 ALAD, ALAS1, ALAS2, HMBS, AP X APR
protoporfirinogénio 1X UROS
GO:0046501 Processo metabolico do 5 10 1.416-10 ALAD, ALAS1, ALAS2, HMBS, AP x APR

protoporfirinogénio 1X

UROS



G0:0042168

G0:0051186

G0:0002366

G0:0070541

G0:0002376

G0:0009719

G0:0009725

G0:0010033

G0:0043312

G0:0070887

Processo metabélico heme

Processo metabdlico do
cofator

Ativacéo de leucdcitos
envolvidos na resposta
imune

Resposta ao ion platina

Processo do sistema
imunoldgico
Resposta ao estimulo
enddgeno

Resposta ao hormonio

Resposta a substancia
organica

Degranulagdo de neutréfilos

Resposta celular a estimulos
quimicos

30

467

616

2370

1353

854

2815

485

2672

5.04e-09

4.61e-05

0.00021

0.00036

0.00045

0.0010

0.0010

0.0010

0.0010

0.0010

ALAD, ALAS1, ALAS2, HMBS,
UROS

AKT1, ALAD, ALAS1, ALAS?,
HMBS, UROS

ALAD, CST3, CTSB, CTSD,
CTSH, LGALS1

ALAD, UROS

AKT1, ALAD, ALAS2, CSTS3,
CTSB, CTSD, CTSH, LGALS1,
VIM
AKT1, ALAD, CDCSL, CSTS3,
CTSB, CTSH, UROS

AKT1, ALAD, CDCSL, CSTS3,
CTSB, CTSH

AKT1, ALAD, CDCSL, CST3,
CTSB, CTSH, LGALSI1, UROS,
VIM

ALAD, CST3, CTSB, CTSD,
CTSH

AKT1, ALAD, CDCSL, CSTS3,
CTSB, CTSH, LGALSI1, UROS,
VIM

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR
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G0:0001666

G0:0006955

G0:0071310

G0:0097067

G0:1901564

G0:0045109

G0:1901566

G0:0046685

G0:0001893

G0:0014070

GO:0007565

G0:1901700

G0:0010035

Resposta a hipoxia

Resposta imune

Resposta celular a
substancia organica
Resposta celular ao estimulo
do horménio tireoidiano

Processo metabolico do
composto organonitrogénio

Organizacao intermediaria
de filamentos
Processo biossintético de
compostos organonitrogénio
Resposta a substancia
contendo arsénico

Desenvolvimento da
placenta materna

Resposta a0 composto
ciclico organico

Gravidez feminina

Resposta ao composto
contendo oxigénio

Resposta a substancia
inorganica

288

1560

2219

16

5281

22

1370

30

31

873

180

1427

491

0.0015

0.0015

0.0015

0.0021

0.0024

0.0035

0.0055

0.0057

0.0059

0.0060

0.0062

0.0062

0.0073

AKT1, ALAD, ALAS2, CST3

ALAD, CST3, CTSB, CTSD,
CTSH, LGALSL, VIM

AKT1, ALAD, CDCS5L, CTSB,
CTSH, LGALS], URCS, VIM

CTSB, CTSH

AKT1, ALAD, ALAS1, ALAS?,
CST3, CTSB, CTSD, CTSH,
HMBS, LGALS1, UROS

DES, VIM

AKT1, ALAD, ALAS1, ALAS?,
HMBS, UROS

ALAD, UROS
AKT1, CTSB

AKT1, ALAD, CDC5L, CST3,
LGALS1

AKT1, CST3, CTSB

AKT1, ALAD, CDC5L, CST3,
CTSH, LGALS1

AKT1, ALAD, CST3, UROS

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR
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G0:0030574

G0:0030049

G0:0010712

G0:0048678

G0:1990090

G0:0031330

G0:0060429

G0:0031295

G0:0032870

G0:2000116

G0:0032963

G0:0030163

G0:0046686

Processo catabolico de
colageno

Deslizamento do filamento
muscular

Regulacédo do processo
metabdlico do colageno

Resposta a lesdo axonal

Resposta celular ao estimulo
do fator de crescimento
Nervoso
Regulacédo negativa do
processo catabdlico celular

Desenvolvimento epitélio

Costimulacao de células T

Resposta celular ao estimulo
hormonal

Regulacéo da atividade da
endopeptidase do tipo
cisteina
Processo metabdlico de
colageno

Processo catabdlico de
proteinas

Resposta ao ion cadmio

37

38

39

43

44

234

1055

52

585

243

54

615

56

0.0075

0.0078

0.0079

0.0087

0.0089

0.0103

0.0108

0.0109

0.0109

0.0109

0.0114

0.0119

0.0119

CTSB, CTSD

DES, VIM

CST3, VIM

CST3, LGALS1

AKT1, CDC5L

AKT1, ALAD, CST3

AKT1, CST3, CTSB, CTSH, VIM

AKT1, LGALS1

AKT1, CDCSL, CTSB, CTSH

AKT1, CST3, CTSH

CTSB, CTSD

AKT1, CTSB, CTSD, CTSH

AKT1, ALAD

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR
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G0:0071495

G0:0051129

G0:0030855

G0:0006807

GO:0046677

G0:0001101

G0:0030162

G0:0031329

G0:0070542

G0:0010038

G0:0045861

G0:1901655

G0:0021782

G0:0042176

Resposta celular a estimulos
enddgenos

Regulacéo negativa da
organizagao dos
componentes celulares

Diferenciacéo celular
epitelial

Processo metabdlico
composto de nitrogénio

Resposta ao antibidtico
Resposta a &cido quimico
Regulacéo da protedlise

Regulacéo do processo
catabdlico celular

Resposta ao acido graxo

Resposta ao ion metélico

Regulacédo negativa da
protedlise

Resposta celular & cetona

Desenvolvimento de células
da glia
Regulacéo do processo
catabolico de proteinas

12

1106

632

649

8349

305

323

742

743

82

339

349

90

91

368

0.0119

0.0128

0.0136

0.0175

0.0175

0.0202

0.0212

0.0212

0.0215

0.0221

0.0235

0.0246

0.0248

0.0264

AKT1, CDC5L, CTSB, CTSH,

UROS

AKT1, CST3, LGALS], VIM

AKT1, CST3, CTSB, VIM

AKT1, ALAD, ALAS1, ALAS?,
CDC5L, CST3, CTSB, CTSD,
CTSH, HMBS, LGALS1, UROS

ALAD, CST3, UROS
AKT1, ALAD, CTSH

AKT1, ALAD, CST3, CTSH

AKT1, ALAD, CST3, VIM

AKT1, ALAD

AKT1, ALAD, UROS

AKT1, ALAD, CST3

AKT1, CDC5L
AKT1, VIM

AKT1, ALAD, CST3

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR
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G0:0044237

G0:0006979

G0:0048513
G0:0033993
G0:0097435

G0:0048608

G0:0010243

G0:2000117

G0:0043488

G0:0043067

G0:1901701

GO:0071704

G0:0006915

Processo metabélico celular

Resposta ao estresse
oxidativo
Desenvolvimento de 6rgaos
animais
Resposta ao lipidio

Organizacao das fibras
supramoleculares
Desenvolvimento da
estrutura reprodutiva
Resposta ao composto
organonitrogénio
Regulacdo negativa da
atividade da endopeptidase
do tipo cisteina

Regulacédo da estabilidade
do RNAm

Regulacdo da morte celular
programada
Resposta celular ao
composto contendo
oxigénio
Processo metabdlico de
substancia organica

Processo apoptdtico

12

12

8797

373

2926
825
383

405

876

110

113

1516

896

9135

915

0.0265

0.0267

0.0267
0.0273
0.0280

0.0314

0.0317

0.0317

0.0325

0.0331

0.0331

0.0336

0.0345

AKT1, ALAD, ALAS1, ALAS?,
CDC5L, CST3, CTSB, CTSD,
CTSH, HMBS, LGALS1, UROS

AKT1, ALAD, CST3

AKT1, ALAS2, CST3, CTSB,
CTSH, LGALS]1, VIM

AKT1, ALAD, CST3, CTSH
CST3, DES, VIM

AKT1, CST3, CTSB

AKT1, ALAD, CDC5L, UROS

AKT1, CST3

AKT1, VIM

AKT1, CST3, CTSB, CTSH,
LGALS1

AKT1, CDCSL, CST3, LGALS1

AKT1, ALAD, ALAS1, ALAS?,
CDC5L, CST3, CTSB, CTSD,
CTSH, HMBS, LGALS1, UROS

AKT1, CST3, CTSH, LGALS1

AP x APR

AP x APR

AP x APR
AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR
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GO0:0042177

G0:0010975

G0:0034614

G0:0019538

G0:0031667

G0:0050896

GO0:0071345

G0:0006950

G0:0010634

G0:0010977

G0:0048878

GO0:0071417

GO0O:0071407

Regulacédo negativa do
processo catabdlico de
proteinas
Regulacéo do
desenvolvimento da
projecéo de neurbnios
Resposta celular a espécies
reativas de oxigénio
Processo metabdlico de
proteinas
Resposta aos niveis de
nutrientes

Resposta ao estimulo

Resposta celular ao estimulo
de citocinas

Resposta ao estresse

Regulacéo positiva da
migracdo de células
epiteliais
Regulacédo negativa do
desenvolvimento da
projecéo de neurbnios

Homeostase quimica

Resposta celular ao
composto organonitrogénio

Resposta celular ao
composto ciclico organico

121

443

124

4194

455

7824

953

3267

136

136

995

485

505

0.0351

0.0360

0.0360

0.0381

0.0381

0.0381

0.0381

0.0392

0.0393

0.0393

0.0400

0.0405

0.0442

ALAD, CST3

AKT1, LGALS], VIM

AKT1, CST3

AKT1, ALAS2, CST3, CTSB,
CTSD, CTSH, HMBS, LGALS1

AKT1, ALAD, CST3

AKT1, ALAD, ALAS2, CDC5L,
CST3, CTSB, CTSD, CTSH,
LGALS1, URCS, VIM

AKT1, ALAD, CDC5L, VIM

AKT1, ALAD, ALAS2, CDC5L,
CST3, LGALSL, VIM

AKT1, CTSH

LGALS1, VIM

AKT1, ALAS2, CTSH, LGALS1

AKT1, CDCSL, UROS

AKT1, CDCSL, LGALS1

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR
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G0:0019882

G0:0030154

G0:0071248

G0:0009743

G0:0050690

G0:0019886

G0:0071702

G0:0016192

G0:0016032

G0:0015701

G0:0071705

G0:0006886

Processamento e
apresentacdo de antigenos

Diferenciacéo celular

Resposta celular ao ion
metalico

Resposta ao carboidrato

Regulacdo da resposta da
defesa ao virus por virus
Processamento de antigenos
e apresentacdo do antigeno
peptidico exdgeno via MHC
classe Il

Transporte de substancias
organicas

Transporte mediado por
vesiculas

Processo viral

Transporte de bicarbonato

Transporte composto de
nitrogénio

Transporte intracelular de
proteinas

10

158

3457

162

164

30

96

2040

1699

571

44

1690

836

0.0466

0.0473

0.0482

0.0483

3.54e-08

4.19e-06

4.62e-05

0.00011

0.00022

0.00036

0.00087

0.0013

CTSD, CTSH

AKT1, ALAS2, CDC5L, CST3,
CTSB, LGALS1, VIM

AKT1, ALAD

CST3, LGALS1

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, HBA1, HBB, LMNA,
MYH9, SLC4Al
AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, ECM1, HBAL, HBB,
MYH9
AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, KRTS8

HBA1, HBB, SLC4A1l

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, HBB, LMNA, MYH9

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, LMNA
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AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP



G0:0035646

G0:0006810

G0:0015031

G0:0015671

G0:0051179

G0:0042744

G0:0051649

G0:0032438

G0:0042743

G0:0051146

G0:0006898

G0:0006897

GO0:0051704

Transporte de endossoma
para melanossoma

Transporte

Transporte de proteinas

Transporte de oxigénio

Localizacéo

Processo catabélico de
perdxido de hidrogénio
Estabelecimento de
localizacdo na célula

Organizacao melanossémica
Processo metabdlico de
peroxido de hidrogénio

Diferenciacéo celular
estriada

Endocitose mediada por
receptores

Endocitose

Processo multi-organismo

11

12

10

4130

1391

15

5233

20

1616

26

31

182

209

510

2222

0.0015

0.0017

0.0017

0.0018

0.0018

0.0028

0.0029

0.0043

0.0055

0.0070

0.0087

0.0090

0.0134

AP1G1, AP1IM1

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, ECM1, HBAL, HBB,
LMNA, MYH9, SLC4A1

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, LMNA, MYH9

HBA1, HBB

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, ECM1, HBAL, HBB,
LMNA, MYH9, S100A2,
SLC4Al

HBAL, HBB

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, LMNA, MYH9

AP1G1, AP1IM1
HBA1, HBB
KRT8, LMNA, MYH9
AP1S1, HBA1, HBB

AP1S1, HBA1, HBB, MYH9

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, KRT8, WFDC2
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APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP



G0:0043542

G0:0002376

G0:0098869

G0:0031032

G0:0072359

G0:0042542

G0:0055002

G0:0051291

G0:0016482

G0:0018149

G0:0008544

G0:0009888

Migracdo celular endotelial

Processo do sistema
imunoldgico

Desintoxicacdo do oxidante
celular
Organizacdo da estrutura da
actomiosina

Desenvolvimento do
sistema circulatério

Resposta ao peroxido de
hidrogénio
Desenvolvimento de células
musculares estriadas

Heterooligomerizacéo de
proteinas

Transporte citosolico
Reticulacdo de peptideos

Desenvolvimento da
epiderme

Desenvolvimento de tecidos

11

61

2370

86

97

807

112

121

126

132

59

403

1626

0.0142

0.0183

0.0245

0.0284

0.0339

0.0358

0.0396

0.0416

0.0449

7.39%-10

5.77e-09

5.77e-09

MYH9, S100A2

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, HBB, MYH9

HBAL, HBB

KRT8, MYH9

AP1B1, ECM1, LMNA, MYH9

HBA1, HBB

KRT8, LMNA

HBA1, HBB

AP1G1, AP1S1

ANXAL, FLG, IVL, LCE1A,
LCE1B, LCE1E
ANXA1L, FABPS, FLG, IVL,
LAMAS, LCE1A, LCE1B,
LCEL1E
ANXAL1, FABPS5, FLG, IVL,
LAMAS, LAMC1, LCE1A,
LCE1B, LCELE, LMNA, POF1B
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APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO



G0:0030855

G0:0043588

G0:0030216

G0:0048856

G0:0031424

G0:0030154

G0:0048513

G0:0031392

G0:0070268

G0:0034329

G0:0031589

G0:0034446

Diferenciacéo celular
epitelial

Desenvolvimento da pele

Diferenciacéo de
queratinécitos

Desenvolvimento da
estrutura anatdomica

Queratinizagao

Diferenciacéo celular

Desenvolvimento de 6rgaos
animais

Regulacédo do processo
biossintético da
prostaglandina

Cornificacdo
Montagem de juncéo celular

Adesao celular-substrato

Espalhamento celular
dependente de adesao do
substrato

12

10

649

373

267

5085

225

3457

2926

112

135

162

38

1.30e-07

1.30e-07

7.68e-07

8.20e-06

1.22e-05

8.94e-05

0.00030

0.00063

0.0019

0.0031

0.0047

0.0093

ANXAL, FLG, IVL, LAMAS5,
LCE1A, LCE1B, LCE1E, POF1B

ANXAL, FLG, IVL, LAMAS,
LCE1A, LCE1B, LCE1E
ANXAL, FLG, IVL, LCE1A,
LCE1B, LCE1E
ANXAL, FABP5, FLG, IVL,
LAMAS, LAMC1, LCE1A,
LCE1B, LCE1E, LMNA, NID1,
POF1B
FLG, IVL, LCE1A, LCE1B,
LCE1E
ANXAL, FLG, IVL, LAMAS,
LAMC1, LCE1A, LCE1B,
LCE1E, LMNA, POF1B
ANXAL, FLG, IVL, LAMAS,
LCE1A, LCE1B, LCE1E, LMNA,
NID1

ANXA1L, FABP5

FLG, IVL, LCE1A
LAMAS, LAMC1, POF1B

LAMAS5, LAMC1, NID1

LAMAS5, LAMC1
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CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO



G0:0007044

G0:0001655

G0:0030198

G0:0006464

G0:0019217

G0:0007010

Conjunto de juncéo célula-
substrato
Desenvolvimento do
sistema urogenital
Organizacao da matriz
extracelular
Processo de modificacao de
proteinas celulares
Regulacédo do processo
metabdlico de acidos graxos

Organizacao do
citoesqueleto

4

40

299

296

2999

86

953

0.0098

0.0207

0.0207

0.0213

0.0308

0.0477

LAMAS5, LAMC1
ANXA1L, LAMAS, NID1

LAMAS5, LAMC1, NID1

ANXAL, FLG, IVL, LAMC1,
LCE1A, LCE1B, LCE1E

ANXA1, FABP5

ANXA1L, LAMAS5, LMNA,
POF1B
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CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

ID: identificagdo, N°: NUmero, TFD: Taxa de falsa descoberta



Apéndice 8 - InteracOes significativas apos adi¢do de proteinas intermediarias pela anélise sem imputation
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NC de Ne total de
Termo ID Processo bioldgico . proteinas TFD Proteinas envolvidas Grupo
proteinas )

envolvidas
G0:0006735 Regeneracdo de NADH 5 25 2.70e-07 ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1 AP x APR x CXAP
GO0:0006757 Geracdo de ATP a partir do ADP 5 39 2.70e-07 ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1 AP x APR x CXAP
G0:0034371 Remodelacdo de quilomicrons 4 8 2.70e-07  APOAL, APOA2, APOB, APOC3 AP x APR x CXAP
G0:0034378 Montagem quilomicron 4 10 2.70e-07 APOAL, APOA2, APOB, APOC3 AP x APR x CXAP
GO0:0042866 Processo biossintético de piruvato 5 42 2.70e-07 ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1 AP x APR x CXAP
G0:0061621 Glicolise canbnica 5 25 2.70e-07 ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1 AP x APR x CXAP
GO:0061718 " rocesso catabolico de glicose 5 25 2.70e-07 ALDOA, GAPDH, GPI, PGKL, TPIL AP x APR x CXAP

para piruvato

G0:0006094 Gliconeogénese 5 46 2.92e-07 ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1 AP x APR x CXAP
G0:0009435 Processo biossintético NAD 5 51 3.94e-07 ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1 AP x APR x CXAP



G0:0006090

G0:0046434

G0:0010903

G0:0033344

GO:0006754

GO:1901575

G0:0044248

G0:0046464

G0:0009168

G0:0009166

G0:0034381

Processo metabolico de piruvato

Processo catabolico de
organofosfato
Regulacédo negativa da
remodelacéo de particulas de
lipoproteinas de densidade muito
baixa

Efluxo de colesterol

Processo biossintético de ATP

Processo catabélico de substancia
organica

Processo catabolico celular

Processo catabolico de
acilglicerol

Processo biossintético de
monofosfato de ribonucleosideo
de purina
Processo catabdlico de
nucleotideos

Depuracéo de particulas de
lipoproteinas plasmaticas

12

12

66

152

24

75

1609

1646

31

98

101

40

9.19e-07

1.04e-06

1.21e-06

1.21e-06

1.29e-06

1.95e-06

2.27e-06

2.27e-06

3.20e-06

3.55e-06

4.59e-06

ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1

ALDOA, APOA2, GAPDH, GPI,
PGK1, TPI1

APOAL1, APOA2, APOC3

APOAL1, APOA2, APOB, APOC3

ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,

APOC3, CDC20, GAPDH, GPI,
PGK1, TPI1, UBC, UBE2S

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,

APOC3, CDC20, GAPDH, GPI,
PGK1, TPI1, UBC, UBE2S

APOAL1, APOA2, APOB, APOC3

ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1

ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1

APOA1, APOA2, APOB, APOC3
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AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP



G0:0006006

G0:0033700

G0:0060192

G0:0006641

G0:0034375

G0:0043691

G0:0042632

G0:0090407

G0:0001523

G0:0019433

G0:0009167

G0:0060621

G0:0042157

Processo metabdlico de glicose

Efluxo fosfolipidico

Regulacédo negativa da atividade
da lipase

Processo metabolico de
triglicerideos

Remodelacdo de particulas de
lipoproteinas de alta densidade

Transporte reverso de colesterol

Homeostase do colesterol

Processo biossintético
organofosforado

Processo metabdélico retindide

Processo catabdlico de
triglicerideos
Processo metabolico de
monofosfato de ribonucleosideo
purina

Regulacdo negativa da
importagao de colesterol

Processo metabdlico da
lipoproteina

113

12

15

69

17

17

71

577

87

25

230

114

5.25e-06

1.27e-05

2.15e-05

2.74e-05

2.85e-05

2.85e-05

2.90e-05

5.36e-05

5.58e-05

6.73e-05

9.35e-05

0.00011

0.00013

ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1

APOA1, APOA2, APOC3

APOAL1, APOA2, APOC3

APOAL1, APOA2, APOB, APOC3

APOAL1, APOA2, APOC3

APOA1, APOA2, APOC3

APOAL1, APOA2, APOB, APOC3

ALDOA, APOA1, APOA2, GAPDH,
GPI, PGK1, TPI1

APOA1, APOA2, APOB, APOC3

APOAL, APOB, APOC3

ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1

APOA2, APOC3

APOA1, APOA2, APOB, APOC3
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AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP



G0:0031145

G0:0051186
G0:1905952

G0:0032374

G0:0022607

G0:1901564

G0:0000731

G0:0006301

G0:0050994

G0:0002740

G0:0044283

G0:0043062

G0:0065008

Processo catabolico dependente
de complexo promotor da anafase

Processo metabdlico do cofator

Regulacédo da localizagdo lipidica

Regulacéo do transporte de
colesterol

Montagem de componentes
celulares

Processo metabdlico do composto
organonitrogénio

Sintese de DNA envolvida no
reparo de DNA

Reparacdo pds-complicacédo

Regulacdo do processo catabdlico
lipidico
Regulacdo negativa da secrecéo
de citocinas envolvida na resposta
imune
Processo biossintético de
molécula pequena

Organizagdo da estrutura
extracelular

Regulacédo da qualidade bioldgica

11

16

13

35

467
129
43

2343

5281

50

51

51

569

339

3559

0.00015

0.00017
0.00020

0.00024

0.00028

0.00029

0.00035

0.00037

0.00037

0.00040

0.00044

0.00045

0.00046

CDC20, UBC, UBE2S
ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1,
PRSS1, TPI1
APOA1, APOA2, APOB, APOC3

APOA1, APOA2, APOC3

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, CDC20, HIST1H1C, KRTS,
SYCP1, UBC, UBE2S
ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, Clorf68, CDC20, GAPDH,
GPI, HIST1H1C, PGK1, PRSS],
RAD18, TPI1, UBC, UBE2S

Clorf86, SYCP1, UBC

Clorf86, RAD18, UBC

APOAL1, APOA2, APOC3

APOA1, APOA?2

ALDOA, APOA1, GAPDH, GPI,
PGK1, TPI1

APOA1, APOA2, APOB, APOC3,
PRSS1

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, CDC20, GAPDH, GPI,
PFN1, S100A7, SFN, UBC, UBE2S
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G0:0030300

G0:0032489

G0:0034382

G0:0017144

G0:0055114

G0:0010873

G0:0034384

G0:0018158

G0:0034379

G0:0006950

G0:0016043

G0:0044281

Regulacédo da absorcdo intestinal
de colesterol

Regulacéo da transducéo de sinal
da proteina Cdc42

Depuragdo do remanescente de
quilomicron

Processo metabdlico de drogas

Processo de reducdo de oxidacao

Regulacéo positiva da
esterificacdo de colesterol

Depuracdo de particulas de
lipoproteinas de alta densidade

Oxidacg&o de proteinas

Conjunto de particulas de
lipoproteina de densidade muito
baixa

Resposta ao estresse
Organizagdo de componentes
celulares

Processo metabdlico de molécula
pequena

12

15

622

923

10

10

3267

5163

1779

0.00049

0.00049

0.00059

0.00066

0.00066

0.00070

0.00070

0.00081

0.00081

0.00094

0.00098

0.00098

APOA1, APOA?2

APOA1, APOC3

APOB, APOC3

ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1,
PRSS1, TPI1

ALDOA, APOA1, APOA2, GAPDH,
GPI, PGK1, TPI1

APOA1, APOA?2
APOA1, APOA?

APOA1, APOA2

APOB, APOC3

APOA1, APOA2, Clorf86, GAPDH,
HP, KRT8, PGK1, RAD18, S100A7,
SFN, SYCP1, UBC

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, CDC20, GAPDH,
HIST1H1C, KRTS8, PFN1, PRSS1,
SFN, SYCP1, UBC, UBE2S

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
GAPDH, GPI, PGK1, PRSS1, TPI1
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G0:1901566

G0:0010896

G0:0018206

G0:0019637

G0:0050790

G0:0034374

G0:0034380

G0:0051346

G0:1904668

G0:0031647

G0:0065003

G0:0019538

G0:0030216

Processo biossintético de
compostos organonitrogénio

Regulacéo do processo catabdlico
de triglicerideos
Modificagao de peptidil-
metionina
Processo metabdlico de
organofosfato

Regulacao da atividade catalitica

Remodelacao de particulas de
lipoproteinas de baixa densidade
Conjunto de particulas de
lipoproteina de alta densidade
Regulacéo negativa da atividade
da hidrolase

Regulacéo positiva da atividade
da ubiquitina proteina ligase

Regulacdo da estabilidade de
proteinas

Conjunto complexo contendo
proteinas

Processo metabdlico de proteinas

Diferenciacdo de queratindcitos

13

1370

12

12

1011

2249

13

13

438

13

251

1514

4194

267

0.00099

0.0010

0.0010

0.0010

0.00100

0.0012

0.0012

0.0012

0.0012

0.0016

0.0017

0.0019

0.0019

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
GAPDH, GPI, PGK1, TPI1

APOAL, APOC3

APOA1, APOA?2

ALDOA, APOA1, APOAZ2, GAPDH,
GPI, PGK1, TPI1

APOA1, APOA2, APOC3, CDC20,
GAPDH, HP, PFN1, SFN, UBC,
UBE2S

APOA2, APOB

APOA1, APOA?2

APOAL1, APOA2, APOC3, GAPDH,
SFN

CDC20, UBE2S

APOA1, APOA2, GAPDH, PFN1

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, HIST1H1C, UBC, UBE2S

APOA1, APOA2, APOB, APOC3,
Clorf68, CDC20, GAPDH,
HIST1H1C, PGK1, PRSS1, RAD18,
UBC, UBE2S

Clorf68, KRT8, S100A7, SFN
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G0:0043086

G0:0008203

G0:0032879

G0:0051004

G0:0019218

G0O:0006066

G0:0009894

G0:0050995

G0:0050996

G0:0002700

G0:0032880

G0O:0006807

Regulacdo negativa da atividade
catalitica

Processo metabdlico do colesterol

Regulacéo da localizacéo

Regulacéo da atividade da
lipoproteina lipase
Regulacéo do processo
metabolico esterdide

Processo metabdlico do alcool

Regulagdo do processo catabdlico

Regulacédo negativa do processo
catabolico lipidico

Regulacéo positiva do processo
catabdlico lipidico
Regulacéo da producéo de
mediador molecular da resposta
imune

Regulacéo da localizagéo de
proteinas

Processo metabdlico composto de
nitrogénio

18

809

109

2524

20

112

285

840

22

23

124

901

8349

0.0021

0.0022

0.0022

0.0022

0.0023

0.0024

0.0024

0.0025

0.0027

0.0029

0.0033

0.0037

APOAL, APOA2, APOC3, GAPDH,
HP, SFN

APOA1, APOA2, APOB

APOA1, APOA2, APOB, APOC3,
GAPDH, GPI, PFN1, S100A7, SFN,
SYCP1

APOAL, APOC3

APOA1, APOA2, APOB

APOA1, APOA2, APOB, TPI1

APOAL1, APOA2, APOC3, GAPDH,
HP, UBC

APOA2, APOC3

APOA1, APOA?

APOA1, APOAZ2, GPI

APOAL1, APOA2, GAPDH, GPI,
SFN, SYCP1

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, Clorf68, Clorf86, CDC20,
GAPDH, GPI, HIST1H1C, PGK1,
PRSS1, RAD18, SYCP1, TPI1, UBC,
UBE2S
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G0:0051704

G0:0065009

G0:0006656

G0:0051223

G0:0070328

G0:0090207

G0:0030855

G0:0019216

G0:0050821

G0:0042769

G0:0050896

G0:0042304

G0:0045055

Processo multi-organismo

Regulacédo da fungdo molecular

Processo biossintético de
fosfatidilcolina

Regulacéo do transporte de
proteinas

Homeostase de triglicerideos

Regulacéo do processo
metabdlico de triglicerideos

Diferenciacdo celular epitelial

Regulacédo do processo
metabolico lipidico

Estabilizacéo de proteinas

Resposta a danos no DNA,
deteccdo de danos no DNA

Resposta ao estimulo

Regulacéo do processo
biossintético de acidos graxos

Exocitose regulada

11

17

2222

3322

31

622

33

34

649

373

166

38

7824

40

691

0.0038

0.0040

0.0044

0.0044

0.0049

0.0051

0.0052

0.0056

0.0060

0.0061

0.0062

0.0066

0.0066

ALDOA, APOA2, APOB, GAPDH,
HP, KRT8, S100A7, SYCP1, UBC

APOAL1, APOA2, APOC3, CDC20,
GAPDH, GPI, HP, PFN1, SFN, UBC,
UBEZ2S

APOA1, APOA?
APOAL1, APOA2, GAPDH, GPI, SFN
APOA1, APOC3

APOAL, APOC3

Clorf68, KRT8, PGK1, S100A7,
SFN

APOA1, APOA2, APOB, APOC3
APOAL1, GAPDH, PFN1

RAD18, UBC

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, Clorf86, GAPDH, GPI, HP,
KRTS8, PFN1, PGK1, RAD18,
S100A7, SFN, SYCP1, UBC

APOA1, APOC3

ALDOA, APOAL, GPI, HP, S100A7

203

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP



G0:0046890

G0:0050707

G0:0060429

G0:0019985

G0:0006464

G0:0044237

G0:0042592

G0:0044238

G0:0048522

Regulagéo do processo
biossintetico lipidico

Regulacéo da secrecdo de
citocinas

Desenvolvimento epitélio

Sintese de translesao

Processo de modificacao de
proteinas celulares

Processo metabdlico celular

Processo homeostatico

Processo metabolico primario

Regulacéo positiva do processo
celular

10

18

18

13

174

174

1055

41

2999

8797

1491

8808

4898

0.0066

0.0066

0.0066

0.0067

0.0069

0.0069

0.0070

0.0070

0.0071

APOAL, APOB, APOC3

APOA1, APOA2, GAPDH

Clorf68, KRTS8, PFN1, PGK1,
S100A7, SFN

Clorf86, UBC

APOA1, APOA2, APOB, Clorf68,
CDC20, GAPDH, HIST1H1C,
RAD18, UBC, UBE2S

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, Clorf68, Clorf86, CDC20,
GAPDH, GPI, HIST1H1C, PGK1,
PRSS1, RAD18, SYCP1, TPI1, UBC,
UBE2S

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, SFN, UBE2S

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, Clorf68, Clorf86, CDC20,
GAPDH, GPI, HIST1H1C, PGK1,
PRSS1, RAD18, SYCP1, TPI1, UBC,
UBEZ2S

APOA1, APOA2, APOB, CDC20,
GAPDH, GPI, HP, PFN1, RAD18,
S100A7, SFN, UBC, UBE2S
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G0:0009987

G0:0050708

G0:1901360

G0:0031329

G0:0006974

G0:0033554

G0:0036297

G0:0006996

G0O:0006796

G0:0006898

GO0:0071704

Processo celular

Regulacéo da secrecédo de
proteinas

Processo metabdlico de composto
ciclico organico

Regulacédo do processo catabolico
celular

Resposta celular ao estimulo de
dano ao DNA

Resposta celular ao estresse
Reparo de ligacéo cruzada entre
fios

Organizacéo de organelas

Processo metabolico composto
contendo fosfato

Endocitose mediada por
receptores

Processo metabdlico de
substancia organica

23

13

10

18

14652

422

4963

743

749

1553

49

3131

2065

209

9135

0.0073

0.0078

0.0080

0.0084

0.0086

0.0086

0.0088

0.0091

0.0095

0.0100

0.0109

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, Clorf68, Clorf86, CDC20,
GAPDH, GPI, HIST1H1C, HP,
KRT8, PFN1, PGK1, PRSSI,
RAD18, S100A7, SFN, SYCP1,
TPI1, UBC, UBE2S

APOAL1, APOA2, GAPDH, GPI

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
Clorf86, GAPDH, GPI, PGK1,
PRSS1, RAD18, SYCP1, TPI1, UBC

APOA1, APOC3, GAPDH, HP, UBC

Clorf86, RAD18, SFN, SYCP1, UBC

APOAL1, Clorf86, PGK1, RAD18,
SFN, SYCP1, UBC

Clorf86, UBC

ALDOA, CDC20, GAPDH,
HIST1H1C, KRT8, PFN1, SFN,
SYCP1, UBC, UBE2S

ALDOA, APOA1, APOA2, GAPDH,
GPI, PGK1, TPI1, UBC

APOA1, APOB, HP

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOCS3, Clorf68, Clorf86, CDC20,
GAPDH, GPI, HIST1H1C, PGK1,
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G0:0043312

G0:0032233

G0:0006281

G0:0016310

G0:0051336

GO0:0051707

G0:0016192

G0:0051239

G0:0006959

G0:0046470

G0:0002526

Degranulacéo de neutrofilos

Regulacéo positiva da montagem
do feixe de filamentos de actina

Reparo de DNA

Fosforilacao

Regulacéo da atividade da

hidrolase

Resposta a outro organismo

Transporte mediado por vesiculas

Regulacédo do processo
organizacional multicelular

Resposta imune humoral

Processo metabolico da
fosfatidilcolina

Resposta inflamatoria aguda

485

60

491

1236

1238

835

1699

2788

252

72

73

0.0121

0.0124

0.0125

0.0130

0.0130

0.0130

0.0132

0.0147

0.0154

0.0162

0.0166

PRSS1, RAD18, SYCP1, TPI1, UBC,
UBEZ2S

ALDOA, GPI, HP, S100A7

APOAL, PFN1

Clorf86, RAD18, SYCP1, UBC

ALDOA, GAPDH, GPI, PGK1, TPI1,
UBC

APOA1, APOA2, APOC3, GAPDH,
PFN1, SFN

APOB, GAPDH, HP, KRT8, S100A7

ALDOA, APOA1, APOB, GPI, HP,
S100A7, UBC

APOA1, APOA2, APOC3, CDC20,
GAPDH, GPI, PFN1, PGK1, SFN

GAPDH, GPI, S100A7

APOA1, APOA?2

APOA2, HP
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G0:0043627

G0:0000280

G0:0051492

G0:0009895

G0:0031100

G0:0043085

G0:0007010

G0:0045833

G0:0002682

G0:0019217

G0:0002224

G0:0042158

Resposta ao estrogénio

Diviséo nuclear
Regulagdo da montagem de fibras
de tenséo

Regulacdo negativa do processo
catabolico

Regeneracdo de 6rgdos de
animais

Regulacéo positiva da atividade
catalitica
Organizacao do citoesqueleto
Regulacéo negativa do processo
metabdlico lipidico

Regulacéo do processo do sistema
imunoldgico

Regulacéo do processo
metabdlico de acidos graxos

Via de sinalizagdo de receptor
tipo pedagio

Processo biossintético de
lipoproteinas

74

268

78

274

79

1381

953

84

1391

86

87

87

0.0170

0.0179

0.0186

0.0188

0.0189

0.0204

0.0205

0.0208

0.0209

0.0214

0.0218

0.0218

APOA1, APOA2

CDC20, SYCP1, UBE2S

APOAL, PFN1

APOA2, APOCS, HP

APOA1, APOA?2

APOAL1, APOA2, CDC20, PFN1,
UBC, UBE2S

ALDOA, CDC20, GAPDH, KRTS,
PFN1

APOA2, APOC3

APOA1, APOA2, APOB, GPI,
S100A7, UBC

APOAL, APOC3

APOB, UBC

APOA1, APOB
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G0:0048878

G0:0030163

G0:0051129

G0:0032501

G0:0016567

G0:0044403

G0:0048856

G0:0062012

G0:0010942

G0:0061844

G0:0043170

Homeostase quimica

Processo catabolico de proteinas

Regulacéo negativa da
organizagao dos componentes
celulares

Processo organizacional
multicelular

Ubiquitinagdo de proteinas

Processo simbionte

Desenvolvimento da estrutura
anatdbmica

Regulacéo do processo
metabdlico de pequenas
moléculas

Regulacéo positiva da morte
celular

Resposta imune humoral
antimicrobiana mediada por
peptideo antimicrobiano

Processo metabolico da
macromolécula

14

12

15

995

615

632

6507

645

650

5085

332

663

107

7453

0.0236

0.0239

0.0260

0.0264

0.0276

0.0282

0.0282

0.0291

0.0300

0.0306

0.0324

APOAL1, APOA2, APOB, APOCS3,
SFN

APOB, CDC20, UBC, UBE2S

APOA1, APOA2, APOC3, PFN1

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, Clorf68, CDC20, KRTS,
PFN1, PRSS1, S100A7, SFN,
SYCP1, TPI1

CDC20, RAD18, UBC, UBE2S

APOA2, GAPDH, KRT8, UBC

APOA1, APOA2, APOB, Clorf68,
CDC20, KRT8, PFN1, PGK1,
S100A7, SFN, SYCP1, TPI1

APOAL, APOB, APOC3

GAPDH, HP, SFN, UBC

GAPDH, S100A7

APOA1, APOA2, APOB, APOC3,
Clorf68, Clorf86, CDC20, GAPDH,
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G0:1901362

G0:0051246

G0:0043687

G0:0044249

G0:0050789

G0:0051222

G0:0002576

GO0:1901576

G0:0010634

G0:0140014

Processo biossintético de
composto ciclico organico

Regulacédo do processo
metabdlico de proteinas

Modificacéo proteica pos-
traducao

Processo biossintético celular

Regulacdo do processo biolégico

Regulacéo positiva do transporte
de proteinas

Degranulacao de plaquetas

Processo biossintético de
substancia organica

Regulacéo positiva da migracao
de células epiteliais

Divisdo nuclear mitética

11

3230

2668

365

4567

11116

365

129

4656

136

136

0.0336

0.0357

0.0359

0.0359

0.0359

0.0359

0.0408

0.0408

0.0440

0.0440

HIST1H1C, PGK1, PRSS1, RAD1S,
SYCP1, UBC, UBE2S

ALDOA, APOAL, Clorf86, GAPDH,
GPI, PGK1, SYCP1, TPI1, UBC

APOAL, APOA2, CDC20, GAPDH,
S100A7, SFN, UBC, UBE2S

APOA1, APOA2, APOB

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
Clorf86, GAPDH, GPI, PGK1,
SYCP1, TPI1, UBC
ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, CDC20, GAPDH, GPI,
HIST1H1C, HP, KRTS, PFN1,
PGK1, RAD18, S100A7, SFN,
SYCP1, UBC, UBE2S

GAPDH, GPI, SFN

ALDOA, APOA1

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
Clorf86, GAPDH, GPI, PGK1,
SYCP1, TPI1, UBC

GPI, PFN1

CDC20, UBE2S
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AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP



G0:0006508

G0:0071456

GO:0051716

G0:0030036

G0:0051049

G0:0006810

G0:0050690

G0:0019886

G0:0016192

G0:0035646

G0:0006810

Protedlise

Resposta celular a hipoxia

Resposta celular ao estimulo

Organizacdo do citoesqueleto de

actina

Regulacéo de transporte

Transporte

Regulacéo da resposta da defesa
ao virus por virus

Processamento de antigenos e
apresentacdo do antigeno
peptidico exdgeno via MHC

classe Il

Transporte mediado por vesiculas

Transporte de endossoma para

melanossoma

Transporte

13

10

1203

139

6212

418

1732

4130

30

96

1699

10

4130

0.0452

0.0454

0.0466

0.0480

0.0493

0.0496

3.16e-09

3.79e-07

2.41e-05

0.00080

0.00088

CDC20, PGK1, PRSS1, UBC,
UBE2S

PGK1, UBC

APOA1, APOB, APOC3, Clorf86,
GAPDH, HP, KRT8, PFN1, PGK1,
RAD18, SFN, SYCP1, UBC

ALDOA, KRTS, PFN1

APOA1, APOA2, APOC3, GAPDH,
GPI, SFN

ALDOA, APOA1, APOA2, APOB,
APOC3, GPI, HP, S100A7, SFN,
uBC

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, FABP5, HBAL, HBB

AP1G1, APIM1

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, FABPS, HBAL, HBB, SFN
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AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR x CXAP

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR



G0:0071702

G0:0015671

G0:0006886

GO0:0042744

G0:0002376

G0:0032438

GO0:0071705

G0:0042743

G0:0006898

G0:0015701

G0:0098869

G0:0042542

G0:0016482

Transporte de substancias
organicas

Transporte de oxigénio
Transporte intracelular de
proteinas
Processo catabolico de perdxido
de hidrogénio

Processo do sistema imunoldgico

Organizagdo melanossdémica
Transporte composto de
nitrogénio
Processo metabolico de peroxido
de hidrogénio

Endocitose mediada por
receptores

Transporte de bicarbonato

Desintoxicacdo do oxidante
celular
Resposta ao perdxido de
hidrogénio

Transporte citosolico

2040

15

836

20

2370

26

1690

31

209

44

86

112

132

0.00088

0.00098

0.0012

0.0014

0.0017

0.0021

0.0023

0.0025

0.0032

0.0043

0.0121

0.0178

0.0209

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, HBA1, HBB

HBAL, HBB

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2

HBA1, HBB

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, FABP5, HBB

AP1G1, APIM1

AP1B1, AP1G1, AP1M1, AP1S1,
AP1S2, HBB

HBAL, HBB

AP1S1, HBA1, HBB

HBAL, HBB
HBAL, HBB

HBA1, HBB

AP1G1, AP1S1
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AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR

AP x APR



G0:0043312

G0:0051291

G0:0010942

G0:0006342

G0:0006325

G0:0045934

G0:0051253

G0:0010605

Degranulagdo de neutréfilos

Heterooligomerizagéo de
proteinas

Regulacéo positiva da morte
celular

Silenciamento da cromatina

Organizagao da cromatina

Regulagéo negativa do processo
metabdlico composto contendo
nucleobases

Regulacdo negativa do processo
metabdlico do RNA

Regulacdo negativa do processo
metabolico das macromoléculas

10

10

10

485

126

663

98

683

1424

1303

2558

0.0209

0.0209

0.0354

5.62e-17

1.47e-12

1.65e-09

3.32e-08

2.29e-07

AP1M1, FABPS, HBB

HBAL, HBB

HBA1, HBB, SFN

H2AFJ, H2AFY, H2AFY2,

HIST1H2AA, HIST1H2AB,

HIST1IH2AC, HIST1H2AH,
HIST2H2AB, HIST3H2A

H2AFJ, H2AFY, H2AFY2,
HIST1IH2AA, HIST1H2AB,
HIST1H2AC, HIST1H2AH,
HIST1H2BN, HIST2H2AB,
HIST3H2A

H2AFJ, H2AFY, H2AFY 2,
HIST1IH2AA, HIST1H2AB,
HIST1IH2AC, HIST1H2AH,

HIST2H2AB, HIST3H2A, TP53BP1

H2AFJ, H2AFY, H2AFY2,

HIST1IH2AA, HIST1H2AB,

HIST1IH2AC, HIST1H2AH,
HIST2H2AB, HIST3H2A

H2AFJ, H2AFY, H2AFY2,
HIST1IH2AA, HIST1H2AB,
HIST1IH2AC, HIST1H2AH,

HIST2H2AB, HIST3H2A, TP53BP1
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AP x APR

AP x APR

AP x APR

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP



G0:0016043

G0:0006355

G0:0051252

G0:0034728

G0:0006333

G0:1901837

G0:0071169

G0:0007549

G0:0045618

G0:0006334

Organizagdo de componentes
celulares

Regulacéo da transcricéo,
modelada por DNA

Regulacéo do processo
metabdlico do RNA

Organizagao de nucleossomos

Montagem ou desmontagem da
cromatina

Regulacéo negativa da transcrigéo
de RNA grande nucleolar por
RNA polimerase |

Estabelecimento de localizacdo
de proteinas a cromatina

Compensacdo de dosagem

Regulacéo positiva da
diferenciacéo de queratindcitos

Montagem de nucleossomo

11

10

10

5163

3661

3890

167

174

16

16

137

6.07e-06

6.49e-06

1.01e-05

1.79e-05

2.04e-05

2.59e-05

8.01e-05

0.00032

0.00032

0.00039

H2AFJ, H2AFY, H2AFY2,
HIST1IH2AA, HIST1H2AB,
HIST1IH2AC, HIST1H2AH,
HIST1H2BN, HIST2H2AB,
HIST3H2A, TP53BP1

H2AFJ, H2AFY, H2AFY2,

HIST1IH2AA, HIST1H2AB,

HIST1H2AC, HIST1H2AH,
HIST2H2AB, HIST3H2A, TP53BP1

H2AFJ, H2AFY, H2AFY2,

HIST1IH2AA, HIST1H2AB,

HIST1IH2AC, HIST1H2AH,
HIST2H2AB, HIST3H2A, TP53BP1

H2AFY, H2AFY2, HIST1H2BN,
HIST3H2A

H2AFY, H2AFY2, HIST1H2BN,
HIST3H2A

H2AFY, H2AFY?2

H2AFY, H2AFY?2
H2AFY, H2AFY?2

H2AFY, H2AFY?2

H2AFY, H2AFY2, HIST1H2BN

213

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP



G0:0043933

G0:0071478

G0:0065003

GO0:0042744

G0:0051291

G0:0042743

G0:0015701

G0:0007596

G0:0098869

G0:0042542

G0:0006898

G0:0006950

G0:0042221

G0:0022607

Organizacdo de subunidades
complexas contendo proteinas

Resposta celular a radiagéo

Conjunto complexo contendo
proteinas

Processo catabolico de perdxido
de hidrogénio
Heterooligomerizacgéo de
proteinas
Processo metabdlico de peréxido
de hidrogénio

Transporte de bicarbonato

Coagulagéo do sangue

Desintoxicacdo do oxidante
celular
Resposta ao peroxido de
hidrogénio
Endocitose mediada por
receptores

Resposta ao estresse

Resposta a substancias quimicas

Montagem de componentes
celulares

1770

153

1514

20

126

31

44

288

86

112

209

3267

4153

2343

0.0088

0.0158

0.0364

7.82e-06

1.40e-05

1.76e-05

3.56e-05

0.00016

0.00016

0.00024

0.00097

0.0018

0.0073

0.0171

H2AFY, H2AFY2, HIST1H2BN,
HIST3H2A, TP53BP1

HIST3H2A, TP53BP1

H2AFY, H2AFY2, HIST1H2BN,
TP53BP1

HBA1, HBA2, HBB
HBA1, HBA2, HBB, HBE1
HBA1, HBA2, HBB
HBA1, HBA2, HBB
HBB, HBD, HBE1, HBG2
HBA1, HBA2, HBB
HBA1, HBA2, HBB

HBA1, HBA2, HBB

DCD, HBA1, HBA2, HBB, HBD,
HBE1, HBG2

HBA1, HBA2, HBB, HBD, HBE1,
HBG2, OR3A3

CEP162, HBA1, HBA2, HBB, HBE1
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APR x CXAP

APR x CXAP

APR x CXAP

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO

CXAP EP x CXAP MIO
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Regulacéo positiva da morte

G0:0010942 celular 3 663 0.0177 HBA1, HBA2, HBB CXAP EP x CXAP MIO
. R CEP162, HBAL, HBA2, HBB, HBD,

G0:0051179 Localizagdo 7 5233 0.0229 HBEL, HBG2 CXAP EP x CXAP MIO

G0:0050896 Resposta ao estimulo 8 7824 0.0474 DCD, HBAL HBA2, HBB, HBD, CXAP EP x CXAP MIO

HBE1, HBG2, OR3A3

ID: identificagdo, N°: NUmero, TFD: Taxa de falsa descoberta



Apéndice 9 - Resultados obtidos em amostras de AP e CXAP por MS
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Tipode Especificagbes Tipo de anélise Controle .NO p?o.te"”as Proteinas
Autores material do material (MS) Amostra (GSN) Resultados identificas no comuns/semelhantes ao nosso
AP ou CXAP estudo
Donadio et al. 2-DE + Nano x . ANXAL, ANXA4 APOE,
(2013) PAAF 1ml LC-ESI-MS/MS APeTW Néo 26 proteinas 18 SOD1, YWHAE
8 agrupamentos
Ernest et al. Tecido 10 um MALDI AP sim de proteinas de i S100A8, S100AL0
(2015) fresco acordo com a
amostra*
_ 2D-DIGE + AMY1A, ANXAS5, ATP5A1,
Mutlu et al. Tecido 75 m MALDI- AP sim 26 proteinas 26 CAL, CA2,CLU, FGB,
(2017) congelado g TOR/TOR P HSPY0AAL, HSPAS, IGKC,
TF, TPI1, VIM, YWHAE
ALDOA, ANXA5, ENO1,
Cardoso et al. i . S IGHAL, IGHG3, IGLC2,
(2019) NI NI LC-MS APeCM Sim 16 proteinas 16 IGLC3, IGLCS, IGLCY,
IGLL5, PGAM1, TF
Seccia et al. 2-DE + Nano TMGS, . . ALDH9A1, ANXA1, ANXAD5,
(2020) PAAF 1 ml LC-ESI-MSIMS APeTW M 39 proteinas 17 IGHGL, PPIA, S100A9, SOD1

MS: Espectrometria de massas; GSN: Glandula salivar normal; AP: Adenoma Pleomorfico; CXAP: Carcinoma Ex Adenoma Pleomoérfico; N°: NUmero; PAAF: Puncéo

aspirativa por agulha fina; NI: Nao informado; 2-DE: eletroforese bidimensional; Nano LC-ESI-MS/MS: espectrometria de massa em nano-cromatografia liquida com ionizagao

por eletropulverizacdo; MALDI: Espectrometria de massas por ionizagdo e dessor¢do a laser assistida por matriz; LC-MS: Espectrometria de massas acoplada a cromatografia

liquida; 2D-DIGE: Eletroforese em gel com diferenga bidimensional; MALDI-TOF/TOF: Espectrometria de massas por ionizacdo/dessor¢ao a laser - tempo de v6o assistida

por matriz; TW: Tumor de Whartin, CM: Carcinoma Mioepitelial; TMGS: Tumores malignos de glandula salivar (Carcinoma de células acinares, Carcinoma mucoepidermoide,

Carcinoma adendide cistico, Carcinoma mioepitelial, Adenocarcinoma SOE, Carcinoma do ducto salivar, Carcinoma ex adenoma pleomorfico, Cistadenocarcinoma e

Carcinoma epitelial-mioepitelial)
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* No trabalho em questdo ndo houve uma padronizacdo dos seus resultados como um todo, mas sim em relacdo a amostra. Na amostra um foi identificado um grupamento de
proteinas encontradas nas células epiteliais e mioepiteliais, tecido conjuntivo e no estroma mixdide. Na amostra dois, os resultados foram separados 3 em agrupamentos
provenientes do AP, 1 da capsula e 1 da GSN.

** O estudo identificou 105 proteinas entre as quatro amostras de AP (1), CME (1) e GSN (2), entretanto apenas as proteinas compartilhadas entre os trés grupos estdo
disponiveis.
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