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RESUMO 

 

O ameloblastoma é um tumor benigno que se origina do epitélio odontogênico. A 
patogênese não é completamente compreendida e envolve alterações genéticas 
como a mutação do gene BRAF. Uma vez que a lesão apresenta comportamento 
localmente infiltrativo e alta tendência a recidivas locais, o tratamento usualmente 
requer excisão cirúrgica total da lesão, resultando em deformidade facial, grande 
morbidade e, consequentemente, um impacto importante na vida do paciente 
acometido. A metabolômica representa o estudo do conjunto de metabólitos de um 
sistema biológico e fornece, assim, informações finais, mais intimamente 
relacionadas ao fenótipo estudado, a respeito das interações envolvendo alterações 
genéticas, atividade enzimática e reações metabólicas. O uso de amostras fixadas 
em formol e preservadas em parafina tem se mostrado conveniente em 
experimentos metabolômicos por representar uma fonte abundante de material 
biológico para pesquisa e por demonstrar confiabilidade no seu uso. Desta maneira, 
o objetivo desse estudo foi avaliar o perfil metabolômico do ameloblastoma e 
identificar vias metabólicas possivelmente envolvidas na patogênese e progressão 
da lesão, assim como relacionar estes achados com a presença da mutação V600E 
do gene BRAF. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de Minas Gerais sob CAAE número 97428718.5.0000.5149. 
Foram utilizadas 14 amostras tumorais fixadas em formol e embebidas em parafina e 
6 amostras de epitélio odontogênico morfologicamente normal obtidos de folículos 
dentários.  Identificou-se os metabólitos através de cromatografia gasosa acoplada a 
espectrometria de massas e a presença da mutação BRAF-V600E foi avaliada 
através de PCR em tempo real. Os dados obtidos foram submetidos a análises 
estatísticas univariadas e multivariadas. Onze metabólitos foram encontrados 
significativamente mais elevados no ameloblastoma em relação aos folículos 
dentais, incluindo aminoácidos, ácidos graxos, carboidratos, ácidos inorgânicos e 
compostos organo-heterocíclicos. A presença da mutação BRAF-V600E nas 
amostras foi relacionada à diminuição dos níveis de glicerol em comparação com 
tumores portadores apenas de alelos do tipo selvagem deste gene. Não foram 
observadas diferenças metabólicas entre ameloblastomas recidivantes e 
ameloblastomas primários. Conclui-se que o ameloblastoma apresenta um perfil 
metabolômico diferente do tecido odontogênico morfologicamente normal e que a 
mutação BRAF-V600E pode contribuir para algumas alterações metabólicas 
presentes no ameloblastoma, o que pode estar relacionado com a patogênese deste 
tumor. 
 
 
Palavras-chave: Ameloblastoma. Proteínas proto-oncogênicas B-raf. 
Espectrometria de massas. Metabolômica. Tumores odontogênicos. 
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ABSTRACT 

 

 

Analysis of ameloblastoma metabolomic profile  

 

 

Ameloblastoma is a benign tumor that originates from the odontogenic epithelium. 

The pathogenesis is not completely understood and involves genetic alterations such 

as the mutation of the BRAF gene. Since the lesion presents locally infiltrative 

behavior and a high potential to local recurrences, the treatment usually requires total 

surgical excision of the lesion, resulting in facial deformity, great morbidity and, 

consequently, a significant impact on the life of the affected patient. The 

metabolomics represents the study of the metabolites set of a biological system. It 

provides final information more closely related to the studied phenotype regarding the 

interactions involving genetic alterations, enzymatic activity and metabolic reactions. 

The use of formalin-fixed and paraffin-embedded samples has been shown to be 

convenient in metabolomics experiments because it represents an abundant source 

of biological material for research and for demonstrating reliability in its use. Thus, 

the aim of this study was to evaluate the metabolic profile of ameloblastoma and to 

identify metabolic pathways possibly involved in the pathogenesis and progression of 

this lesion, as well as to corelate these findings to the presence of BRAF-V600E 

mutation. The study was approved by the Research Ethics Committee of the 

Universidade Federal de Minas Gerais under CAAE number 97428718.5.0000.5149. 

Fourteen formalin-fixed and paraffin-embedded tumor samples and 6 samples of 

morphologically normal odontogenic epithelium obtained from dental follicles were 

used. Metabolites were identified by gas chromatography coupled to mass 

spectrometry and the presence of the BRAF-V600E mutation was assessed by real-

time PCR. The data was submitted to univariate and multivariate statistical analyses. 

Eleven metabolites were found to be significantly higher in ameloblastoma compared 

to dental follicles, including amino acids, fatty acids, carbohydrates, inorganic acids 

and organoheterocyclic compounds. The presence of the BRAF-V600E mutation in 

the samples was related to decreased levels of glycerol compared to tumors bearing 

only wild-type alleles of this gene. No metabolic differences were observed between 

recurrent ameloblastomas and primary ameloblastomas. It is concluded that 

ameloblastoma presents a different metabolomic profile of morphologically normal 

odontogenic tissue and that the BRAF-V600E mutation may contribute to some 

metabolic alterations present in the ameloblastoma, which may be related to the 

pathogenesis of this tumor. 

 

 

Keywords: Ameloblastoma. BRAF. Mass spectrometry. Metabolomics. Odontogenic 

tumor.  
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

1.1 Ameloblastoma 

 

O ameloblastoma é o tumor odontogênico mais frequente após os odontomas 

(BRIERLEY; SPEIGHT; JORDAN, 2017). Origina-se do epitélio odontogênico e, 

apesar de ainda não estar totalmente esclarecida, a patogênese envolve alterações 

genéticas, como a mutação do gene BRAF (DINIZ et al., 2015). Embora seja um 

evento raro, o ameloblastoma tem o potencial de sofrer transformação maligna 

(BRIERLEY; SPEIGHT; JORDAN, 2017). 

 

1.1.1 Aspectos epidemiológicos, clínicos e radiográficos 

 

O ameloblastoma afeta principalmente a região posterior e o ângulo da 

mandíbula de pacientes em uma ampla faixa etária, com pico de idade ao redor de 

35 anos, apresentando-se como uma tumefação indolor e de crescimento lento, que 

ao exame radiográfico revela uma imagem radiolúcida multiloculada ou uniloculada 

(BRIERLEY; SPEIGHT; JORDAN, 2017).  

De acordo com os critérios atuais da Organização Mundial da Saúde (OMS), 

o ameloblastoma é classificado em três subtipos clinicopatológicos, a) 

ameloblastoma, b) ameloblastoma unicístico e c) ameloblastoma periférico 

(WRIGHT; VERED, 2017). 

 

1.1.2 Aspectos histopatológicos 

 

Microscopicamente, o ameloblastoma é formado por ilhas e cordões de 

células epiteliais sendo que na periferia destas estruturas as células neoplásicas 

apresentam-se colunares e dispostas em paliçada, exibindo polarização invertida do 

seu núcleo, assemelhando-se a pré-ameloblastos, enquanto que a região central 

das ilhas neoplásicas exibem células estreladas dispostas frouxamente lembrando o 

retículo estrelado do órgão do esmalte. Focos de degeneração cística são 

comumente observados ao longo dos diferentes casos (BRIERLEY; SPEIGHT; 

JORDAN, 2017). As variantes histopatológicas do ameloblastoma incluem os 
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padrões folicular, plexiforme, acantomatoso, granular, basaloide e desmoplásico. O 

padrão folicular é o mais frequente, seguido pela variante plexiforme. Apesar de 

apresentar múltiplas formas microscópicas, essas variações não estão relacionadas 

a diferentes prognósticos da lesão (WRIGHT; VERED, 2017). 

 

1.1.3 Tratamento 

 

O tratamento do ameloblastoma normalmente é realizado por meio da excisão 

cirúrgica total da lesão, incluindo margens de segurança, uma vez que a lesão 

apresenta comportamento localmente infiltrativo e alta tendência a recidivas 

(PEACOCK, 2017). Quando a lesão afeta a maxila, o tratamento torna-se ainda mais 

desafiador devido à complexidade anatômica deste osso e de sua relação com as 

estruturas vizinhas (BRIERLEY; SPEIGHT; JORDAN, 2017). Dessa maneira, a 

terapia cirúrgica traz um impacto importante na vida do paciente acometido, uma vez 

que resulta em deformidade facial e grande morbidade (BROWN; BETZ, 2015). 

Entretanto, apesar desta agressividade local exibida pela neoplasia, alguns autores 

propõem a utilização de intervenções cirúrgicas mais conservadoras, favorecendo a 

reabilitação dos pacientes, apesar de exigir um minucioso acompanhamento clínico 

e radiográfico para identificação precoce de eventuais recidivas. A escolha por uma 

destas abordagens terapêuticas impactará diretamente no índice de recidivas da 

lesão, que se apresenta mais elevado quando tratamentos mais conservadores são 

executados (MCCLARY et al., 2016). 

 

1.1.4 Mutação BRAF-V600E 

 

As mutações em componentes da via da proteíno-quinase ativada por 

mitógenos (MAPK) são frequentes no ameloblastoma, sendo a mais comum aquela 

que envolve o gene BRAF, em que uma valina é substituída por glutamato no códon 

600 (V600E). Nesse sentido, discute-se a possibilidade de realização de terapias 

quimioterápicas personalizadas para o tratamento desta lesão, através de fármacos 

que têm como alvo os componentes mutados desta via de sinalização molecular 

(BROWN; BETZ, 2015). Fatores como o microambiente tumoral e a heterogeneidade 

intratumoral podem influenciar nas respostas individuais a terapias não invasivas 
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com alvos genéticos (GOMES; DINIZ; GOMEZ, 2014). Sendo assim, uma melhor 

compreensão dos aspectos moleculares envolvidos na patogênese do 

ameloblastoma é de fundamental interesse. 

 

1.2 Metabolômica 

 

A metabolômica é uma linha de estudos que objetiva analisar o metaboloma, 

ou seja, o conjunto de metabólitos, de um determinado sistema biológico. Os 

metabólitos são pequenas moléculas de intermediários e produtos do metabolismo 

(KOEK et al., 2011). Envolvem diferentes classes e propriedades químicas, podendo 

ser encontradas em organismos, tecidos, células ou compartimentos celulares 

(KOEK et al., 2011) e representam a última parte do fluxo de informações do 

organismo humano que se inicia com os genes, sendo também a resposta final de 

um organismo a agentes externos ou ambientais (KLUPCZYNSKA; DEREZINSKI; 

KOKOT, 2015). Dessa maneira, os níveis de metabólitos de uma amostra biológica 

estão mais intimamente relacionados ao fenótipo do indivíduo quando se compara 

outros produtos “ômicos” como genes ou proteínas, por exemplo. Assim, avaliar o 

perfil metabólico de uma amostra pode fornecer informações a respeito de 

alterações genéticas, atividades enzimáticas e reações metabólicas 

(KLUPCZYNSKA; DEREZINSKI; KOKOT, 2015). 

 

1.2.1 Utilização da metabolômica na saúde 

 

A metabolômica representa uma valiosa ferramenta para a realização de 

estudos como a descoberta de biomarcadores, a seleção de terapias-alvo, a 

avaliação da resposta de um indivíduo a determinada terapêutica (CACCIATORE et 

al., 2017) e o uso em oncologia, uma vez conhecido que o câncer causa alterações 

no metabolismo celular (KLUPCZYNSKA; DEREZINSKI; KOKOT, 2015). 

 

1.2.2 Fluxo de trabalho em metabolômica 

 

O fluxo de trabalho utilizando a metabolômica envolve uma série de passos. 

Após o delineamento do estudo e a aquisição do material biológico a ser analisado, 
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os metabólitos devem ser extraídos e submetidos a reações químicas de acordo 

com protocolos e o método de detecção que será utilizado. Em seguida, as amostras 

devem ser analisadas na plataforma analítica escolhida e os dados obtidos devem 

ser processados e submetidos a análises estatísticas utilizando-se softwares de 

bioinformática (KOEK et al., 2011). A análise final das informações permite a 

avaliação do perfil metabólico da amostra, a possível identificação de biomarcadores 

ou a formulação de novas hipóteses (KLUPCZYNSKA; DEREZINSKI; KOKOT, 

2015). 

Fatores dificultadores da técnica incluem a padronização na terminologia 

metabolômica e nos materiais de referência sobre o tema, que ainda são escassos 

principalmente devido à complexidade do metaboloma humano, que pode conter 

mais de 100.000 metabólitos diferentes. De acordo com o objetivo de cada estudo, 

diferentes metodologias são necessárias e a associação destas pode levar a uma 

identificação mais completa dos metabólitos (KOEK et al., 2011). 

Na metabolômica untarget, a principal metodologia utilizada, detecta-se e 

quantifica-se (de maneira relativa, comparando-se a um padrão interno) o perfil 

metabólico global de uma amostra (KOEK et al., 2011). Utiliza-se para tanto a 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS), o método 

mais tradicional de análise de metabólitos, sendo considerado o padrão-ouro 

(FIEHN, 2016). É apropriado para uma abordagem holística do metaboloma, uma 

vez que combina a separação de compostos e detecções de suas massas, através 

da ionização de elétrons (KOEK et al., 2011). A amostragem para GC-MS envolve o 

processo de derivatização, que transforma compostos não voláteis em voláteis 

(FIEHN, 2016). Este procedimento aumenta o intervalo de detecção do método e na 

maioria das vezes envolve as reações de sililação, acompanhada ou não de reações 

de oximação (KOEK et al., 2011). 

 

1.2.3 Amostras biológicas em trabalhos metabolômicos 

 

Um dos desafios enfrentados pela metabolômica é a dificuldade em se utilizar 

tecidos frescos para análise, que caracteristicamente apresentam maior 

conservação dos metabólitos, mas apresentam, em contrapartida, disponibilidade 

escassa em arquivos de centros de assistência à saúde. Alternativamente, amostras 

fixadas em formol e preservadas em parafina (FFPE – Formalin-fixed parafin-
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embedded) podem ser usadas para este fim e representam uma fonte abundante de 

materiais para pesquisa, o que é extremamente conveniente para a realização de 

estudos retrospectivos. Embora a confiabilidade do uso de amostras de FFPE para 

análises metabolômicas seja controversa, Cacciatore et al. (2017) encontraram 

viabilidade e utilidade ao usar esse tipo de material para detectar o perfil 

metabolômico e distinguir tipos de neoplasias de próstata, comparando-o com dados 

obtidos de amostras congeladas. Concluíram que as secções de tecidos parafinados 

podem preservar os metabólitos de uma maneira satisfatória, permitindo a sua 

utilização para análises metabolômicas (CACCIATORE et al., 2017). Corroborando 

esses resultados, Wojakowska et al. (2015) conseguiram discriminar e caracterizar, 

também de maneira satisfatória, tecidos neoplásico e normal, assim como maligno e 

benigno usando tecidos parafinados de biopsias de tireoide (WOJAKOWSKA et al., 

2015).  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar o perfil metabolômico do ameloblastoma. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Identificar quais as vias metabólicas potencialmente envolvidas no 

ameloblastoma. 

 Identificar quais os metabólitos mais abundantes no ameloblastoma. 

 Identificar alterações nas vias metabólicas e nos metabólitos produzidos pelo 

ameloblastoma se comparado com aqueles produzidos por tecido 

odontogênico morfologicamente normal. 

 Avaliar a relação entre a presença da mutação BRAF-V600E e as alterações 

metabólicas presentes nas amostras de ameloblastoma. 
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3 METODOLOGIA EXPANDIDA  

 

3.1 Aspectos éticos 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais sob parecer número 3.059.929 (ANEXO A).  

Quando o contato com os pacientes foi possível de ser realizado, àqueles 

voluntários maiores de 18 anos foi apresentado um termo de consentimento livre e 

esclarecido (ANEXO B). Já aos participantes menores de 18 anos, apresentou-se 

um termo de assentimento livre e esclarecido (ANEXO C) e aos seus responsáveis, 

um termo de consentimento livre e esclarecido para responsáveis (ANEXO D), 

conforme a resolução nº 466 de 2012 do Conselho Nacional de Saúde. Além disso, 

foi criado um biorrepositório, conforme a resolução nº 441/11 e a Portaria nº 2201/11 

do Conselho Nacional de Saúde, para adequada operacionalização, 

compartilhamento e utilização do material biológico humano coletado e armazenado 

no Laboratório de Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da 

Universidade Federal de Minas Gerais (FO-UFMG) (ANEXO E). 

 

3.2 Coleta e inclusão das amostras 

 

Para avaliar o perfil metabolômico nos ameloblastomas foram utilizadas 14 

amostras tumorais obtidas de blocos de parafina arquivados no Laboratório de 

Patologia Bucomaxilofacial da FO-UFMG. Uma das amostras foi excluída do estudo 

por se tratar de um caso recidivante de um paciente que já havia sido incluído. 

Além disso, foram utilizadas 6 amostras de tecido odontogênico 

morfologicamente normal obtidos de casos diagnosticados como capuz 

pericoronário também arquivados no Laboratório de Patologia Bucomaxilofacial da 

FO-UFMG.   

Os diagnósticos de ameloblastoma e capuz pericoronário foram confirmados 

por meio da revisão de novos cortes histológicos corados em hematoxilina e eosina 

por dois patologistas orais experientes de acordo com os critérios presentes na 

última classificação de tumores odontogênicos da Organização Mundial de Saúde 

(WRIGHT; VERED, 2017). Como critérios de inclusão foram selecionados pacientes 

com ameloblastoma que apresentaram confirmação do diagnóstico histopatológico e 
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que possuíam tecido parafinizado disponível para os ensaios laboratoriais. Critérios 

de exclusão envolviam a baixa quantidade de material no bloco de parafina e a alta 

quantidade de estroma tumoral em detrimento da quantidade de parênquima. 

 Apesar do número de casos de ameloblastoma nos arquivos ser alto, os 

critérios de inclusão / exclusão, a logística e o financiamento envolvidos na análise 

metabolômica limitou o uso de uma quantidade maior de amostras. 

 

3.3 Extração de metabólitos 

 

Para a extração dos metabólitos foram coletadas duas secções teciduais com 

área de 0,3cm2 e 10m de espessura para cada amostra de ameloblastoma e de 

capuz pericoronário. Uma amostra de parafina sem tecido foi utilizada como controle 

negativo. A extração dos metabólitos foi realizada por meio de solventes de acordo 

com protocolo validado na literatura (WOJAKOWSKA et al., 2015).  

Para desparafinização o material foi submetido a duas lavagens com 1mL de 

xilol seguidas por centrifugação a 13.000 rpm durante 5 minutos sob 4ºC . A 

secagem das amostras utilizou SpeedVac, à temperatura de 30ºC, por 

aproximadamente 1 hora. 

A extração dos metabólitos polares foi realizada adicionando-se 250L de 

MeOH:H2O (1:1). Em seguida, a solução foi submetida ao vortex por 5 minutos, 

banho ultrassônico por 10 minutos e a mistura resultante foi centrifugada por 15 

minutos a 13.000 rpm e 4ºC. O sobrenadante foi coletado em um tubo eppendorf e 

então foi submetido a centrifugação a 13.000 rpm durante 1 minuto para gerar a 

fração polar. 

A extração dos metabólitos apolares foi realizada adicionando-se 250L de 

CH2CL2:MeOH (3:1). Em seguida, a solução foi submetida ao processo já descrito 

acima para gerar a fração não polar. Posteriormente, ambas as frações (polar e não 

polar) foram combinadas e transferidas para um novo tubo eppendorf e submetidas 

a evaporação em SpeedVac. 

Controles de qualidade (QCs) foram preparados misturando-se o mesmo 

volume de todas as amostras. 

A derivatização é uma reação utilizada para tornar voláteis os metabólitos que 

não o são, requisito necessário para que sejam detectados por GC-MS. Foi 
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realizada adicionando-se 450L do extrato ao inserto de vidro. A amostra foi 

evaporada utilizando-se SpeedVac. Assegurou-se que todo o conteúdo foi 

evaporado, pois a presença de água interfere com a derivatização e pode resultar 

em baixo rendimento. 

A reação de metoximação, uma das etapas da derivatização utilizada para 

aumentar a estabilidade das moléculas e diminuir a quantidade de produtos 

resultantes de isômeros, foi realizada adicionando-se 10L de metoxiamina (15ppm, 

15mg/mL) em piridina. Realizou-se três ciclos em vortex por 5 minutos e incubação 

overnight à temperatura ambiente em local protegido da luz. Para sililação, 10L de 

BSTFA+TMS (99:1) foram adicionados aos vials descapsulados. Em seguida, os 

tubos foram recapsulados, colocados em vortex por 5 minutos e incubados a 70ºC 

por 1 hora. As amostras foram então descapsuladas e 100L de heptano contendo 

10 ppm de C18:0 metil-éster foram adicionados. As amostras foram hermeticamente 

encapsuladas e colocadas em vortex por 2 minutos previamente à injeção. 

 

3.4 Análise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

 

Os metabólitos foram analisados por meio de GC/MS disponível no 

Laboratório de Toxicologia do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da 

Faculdade de Farmácia da UFMG. Os parâmetros de injeção foram otimizados 

previamente por Garcia e Barbas (2011). Brevemente, 2μL da amostra derivatizada 

foram injetados em modo Split no cromatógrafo gasoso (CG - Agilent 7890A) 

acoplado ao espectrômetro de massas (MS) com detector de eixo triplo (Agilent 

5975C). Para separação, foi utilizada uma pré-coluna J&W de 10m, acoplada a uma 

coluna DB-5MS com 30m de comprimento, 0.25mm de diâmetro interno e contendo 

um filme de 25µm, composto por 95% de dimetilpolisiloxano e 5% de difenil. A 

entrada do injetor foi mantida a uma temperatura de 250ºC. O hélio foi utilizado 

como fase móvel a um fluxo de 1.0mL/minuto. O gradiente de temperatura ocorreu 

da seguinte forma: a temperatura inicial da coluna foi de 60ºC por um minuto após a 

injeção, seguido por um aumento gradativo da temperatura a uma taxa de 10ºC/min 

até ser atingida a temperatura final de 325ºC. Posteriormente à análise, a coluna foi 

resfriada para a temperatura de 60ºC, para que se pudesse dar início à injeção da 

próxima amostra da fila. O injetor, linha de transferência, fonte do filamento e 
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quadropólo foram mantidos às temperaturas de 250ºC, 280ºC, 230ºC e 150ºC, 

respectivamente. O controle do processo foi realizado pelo programa Chemstation. A 

fonte de ionização foi operada a -70eV.  A detecção pelo espectrômetro de massas 

foi realizada no modo full scan, considerando o intervalo de 50-600 m/z em uma taxa 

de 2.7 varreduras/segundo. 

 

3.5 Análise dos dados   

 

O processamento dos dados envolveu a identificação dos compostos com 

base na biblioteca de Fiehn RTL. A deconvolução dos dados com base no índice de 

retenção e no tempo de retenção foi feita no software AMDIS, para que os 

compostos co-eluídos pudessem ser identificados. O alinhamento e a filtragem dos 

dados foram realizadas no Mass Profile Professional. 

 

3.6 Análise estatística 

 

Previamente às análises multivariadas, os dados foram escalonados em 

Pareto ou UV. Para construção de PCA e PLS-DA, assim como a avaliação dos 

dados por Análise Discriminante de Projeção Ortogonal de Estrutura Latente (OPLS-

DA), usando a ferramenta Jack Knife, foram realizadas no software estatístico 

SIMCA 14.1. O heatmap foi construído no programa MetaboAnalyst disponível online 

(http://www.metaboanalyst.ca/) versão 3.5.  Análises univariadas foram realizadas no 

Matlab, para verificação dos dados quanto à sua normalidade, sendo que as 

variáveis que apresentarem distribuição normal foram ainda submetidas a testes 

paramétricos e ao teste t de Student considerando um valor p<0.05. 

 

3.7 Extração do DNA e avaliação da mutação BRAF-V600E 

  

Doze amostras de ameloblastoma foram analisadas quanto à presença da 

mutação BRAF-V600E. O DNA genômico foi extraído das mesmas utilizando-se o 

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), de acordo com as 

instruções do fabricante e a presença da alteração genética em questão foi avaliada 

por meio de PCR em tempo real específico de alelo competitivo utilizando a sonda 

http://www.metaboanalyst.ca/
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TaqMan (BRAF_476_mu) (Life Technologies, CA, EUA), conforme descrito 

anteriormente (PEREIRA et al., 2016). 
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4 ARTIGO 
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SUPPLEMENTARY MATERIALS 

 

S1 Figure. Assessment of GC-MS analytical performance using pooled QC samples. (a) PCA 

score plot for total features showing QC samples clustering. (b) Representative overlay of TIC of 

quality control samples. 
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S2 Figure.  Classes of metabolites identified in FFPE tissue extracts.  Classification was 

determined according to available information on KEGG, Chemspider and HMDB.  
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S3 Figure.  Comparison of ameloblastoma samples with BRAF-V600E and wild-type alleles. (a) 

PLS-DA plot constructed with identified metabolites, using one component. Quality parameters of the 

model: R
2
Y: 0.435, Q

2
: -0.1, p-value: 1.0. (b) Permutation test with 100 permutations, with intercepts 

R
2
= (0.0, 0.637) and Q

2
= (0.0, -0.0444). 

 

 

S4 Figure. Comparative evaluation of ameloblastoma manifestations (primary and recurrent).  

(a) PLS-DA built comparing primary and recurrent cases. R
2
Y: 0.604, Q

2
: -0.1, p-value: 1.0. (b) 

Permutation test (100 iterations), showing intercept R
2
= (0.0, 0.559) and Q

2
= (0.0, 0.0571) 
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S1 Table. Clinical data of pericoronal follicles’ patients. 

Abbreviations: PF: pericoronal follicles; NS: not specified; F: female; M: male 

  

Patient Age 
(Y) 

Gender Associated teeth Symptoms and 
signs 

Radiographic findings 

PF1 21 M 38 Asymptomatic Radiolucency surrounding 
the teeth 

PF2 18 M 38 NS Radiolucency surrounding 
the teeth 

PF3 15 M 48 Asymptomatic NS 
PF4 16 F NS Asymptomatic Radiolucency 
PF5 19 M 48 Asymptomatic Radiolucency surrounding 

the teeth 
PF6 09 F NS* Asymptomatic Radiolucency 
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S2 Table. Metabolites detected by GC-MS and their respective chemical and physical properties 

Metabolite 
Molecular 
Formula 

Biochemical classification 
Monoisotopic 

mass 
FC 

2-hydroxypyridine C5H5NO Organoheterocyclic compounds 95.0371 1.040 

L-(+) lactic acid C3H6O3 Organic acids and derivatives 90.0317 0.998 

3,7-dimethyl-1-octanol C10H22O Lipids and sterols 158.167 1.021 

glycolic acid C2H4O3 Organic acids and derivatives 76.016 1.043 

2-hydroxybutyric acid C4H8O3 Organic acids and derivatives 104.047 1.017 

2-butyne-1,4-diol C4H6O2 Organooxygen compounds 86.037 1.005 

Benzoic acid C7H6O2 Organic acids and derivatives 122.037 0.996 

Urea CH4N2O 
Nitrogenous compounds and 
polyamines 

60.032 
1.040 

Caprylic acid C8H16O2 Fatty acids and conjugates 144.115 1.199 

Phosphoric acid H3O4P Inorganic acids and derivatives 97.977 1.096 

Sugar alcohol (Glycerol) C3H8O3 Carbohydrates 92.047 1.033 

Glycine C2H5NO2 
Amino acids, peptides and 
conjugates 

75.032 
1.149 

Porphine  C20H14N4 Organoheterocyclic compounds 310.122 1.015 

L-serine C3H7NO3 
Amino acids, peptides and 
conjugates 

105.043 
1.481 

 -cyano-L-alanine C4H6N2O2 
Amino acids, peptides and 
conjugates 

114.043 
1.104 

-alanine C3H7NO2 
Amino acids, peptides and 
conjugates 

89.048 
1.022 

Benzene-1,2,4-triol C6H6O3 Benzenoids 126.032 0.995 

L-glutamic acid C5H9NO4 
Amino acids, peptides and 
conjugates 

147.053 
5.042 

L-homoserine C4H9NO3 
Amino acids, peptides and 
conjugates 

119.058 
1.016 

Myristic acid C14H28O2 Fatty acids and conjugates 228.209 1.029 

Sugar alcohol (mannitol/ 
sorbitol*) 

C6H14O6 Carbohydrates 182.079 
0.993 

Palmitic acid C16H32O2 Fatty acids and conjugates 256.240 1.013 

Heptadecanoic acid C17H34O2 Fatty acids and conjugates 270.256 1.005 

Oleic acid C18H34O2 Fatty acids and conjugates 282.256 1.064 

O-glycosyl compound 
(sucrose) 

C12H22O11 Carbohydrates 342.1162 
0.963 

O-glycosyl compound (D-(+) 
trehalose) 

C12H22O11 Carbohydrates 342.1162 
1.089 

*It is not possible to differentiate isomers with very close retention time using GC-MS. FC: fold change 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O ameloblastoma é um tumor odontogênico agressivo que está associado a 

alta morbidade. Entender melhor as alterações moleculares envolvidas em sua 

patogênese pode fornecer informações úteis para a identificação de biomarcadores, 

que por sua vez podem contribuir com a predição do prognóstico dos pacientes 

afetados e possibilitar o uso de novos fármacos para o seu tratamento.  

O presente estudo utilizou como ferramenta metodológica a cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massas que representa uma abordagem 

contemporânea e uma valiosa aliada dos estudos metabolômicos de diferentes 

sistemas biológicos. Assim, foi possível distinguir entre amostras de ameloblastoma 

e epitélio odontogênico normal derivado de folículos dentários 11 metabólitos que 

encontravam-se em maior abundância no ameloblastoma, assim como apontar vias 

metabólicas potencialmente alteradas neste tumor que estão relacionadas a 

mecanismos envolvidos na proliferação celular e crescimento tumoral. 

Assim, o ameloblastoma apresenta um perfil metabólico diferente do epitélio 

odontogênico normal derivado de folículos dentários. Não houve diferença na 

assinatura metabólica entre tumores primários e recorrentes. Entretanto, 

observamos uma sutil mudança metabólica em função da presença da mutação 

BRAF-V600E, representada pela diminuição nos níveis de glicerol em 

ameloblastomas mutados. Embora este trabalho apresente novos aspectos 

relacionados ao metabolismo do ameloblastoma, são necessários estudos adicionais 

para esclarecer seu papel na origem e progressão do tumor. Como perspectivas 

futuras, sugere-se a validação funcional dos achados do presente estudo e a 

utilização de outras plataformas analíticas para complementação dos resultados. 
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ANEXO A – Parecer consubstanciado do CEP
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido - paciente
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ANEXO C - Termo de assentimento livre e esclarecido 
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ANEXO D - Termo de consentimento livre e esclarecido para o responsável 
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ANEXO E – Termo de constituição de biorrespositório 
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