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ABREVIATURAS, SIGLAS E DEFINICOES

Mob - do inglés “Mps One Binder protein”;

hMob — do inglés “Human Mps One Binder protein” / Proteina Mob de Humanos;
Dmob — do inglés “Drosophila Mob” / Proteina Mob de Drosofila;

SPB - do inglés “Spindle Pole Body” / Corpos nucleares do fuso mitdtico da S. cerevisiae
e da S. Pombe;

MRNA - do inglés “Messenger RNA” / RNA Mensageiro (RNAm);

a.a. —do inglés “aminoacids” / aminoacidos;

cDNA - do inglés “Complementary” DNA / DNA Complementar (DNAC);

T-DBG - do inglés “Transcriptome De Bruijn Graph” / Gréafico transcriptomico De
Bruijn;

PMI — do inglés “Pos-Mortem Interval” / Intervalo post mortem;

STRIPAK - do inglés “Striatin-interacting phosphatases and kinases” / Fosfatases e
quinases que interagem com estriatina;

RAM - do inglés “Regulation Ace2p Morphogenesis” / Regulacdo da morfogénese com
Ace2p;

MOR - do inglés “Morphogenesis Regulation Network” / Rede de regulacdo da
morfogénese;

HIPPO - do inglés “Salvador-Warts-Hippo pathway” / Via Hippo (Hpo) em Drosotfila
Melanogaster ou MST1/2 em humanos;

MEN - do inglés “Mitotic Exit Network” / Rede fosforilativa para saida de mitose da S.
cerevisiae;

SIN - do inglés “Septum Initiation Network” / Rede fosforilativa para formagéo do septo
da S. Pombe;

SCI - do inglés “Spinal Cord Injury” / Injaria espinhal em ratinhos irreversivel;
RT-PCR - do inglés” Real Time Polymerization Chain Reaction” / Rea¢do em cadeia de
polimerizagdo em tempo real;

FAK/PTK?2 - do inglés” Focal Adhesion Kinase” / Cinase de ades&o focal,

Paxillin — Paxilina (fator de adesao focal);

PLK1 — do inglés “polo kinase 1 / Cinase polo 1;

APC — do inglés “Anaphase Promoting Complex” / Complexo promovedor de anafase;

GSK3p - do inglés “Glycogen synthase kinase 3 beta” / Glicogénio sintase cinase 3 beta;
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Bases de dados

HPA — do inglés “Human Protein Atlas” / Atlas da Proteina Humana;

GTEX —do inglés “Genomic Tissue Expression” / Expressdo Genomica Tecidual;
FANTOMS — do inglés “Functional Annotation of Mammalian Genomes 5” / Anota¢ao
functional de genomas de mamiferos 5;

TCGA —do inglés “The Cancer Genome Atlas” / Atlas do Genoma do Cancro;
STRING - do inglés “Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins” /

Ferramenta de busca para a recuperacao de genes e proteinas interativas;

Unidades

TPM —do inglés “Transcripts per Million/ Transcritos por Milh&o (unidade do HPA);
RPKM - do inglés “Reads per Kilobase per Million” / Segmentos por Kilobase por
Milhdo (unidade do GTEX para single end RNA-seq);

TagsPM — do inglés “Tags per Million” / Tags por Milhdo (unidade do FANTOMS5);
FPKM - do inglés “Fragments per Kilobase per Million” / Fragmentos por Kilobase por
milhdo (unidade do TCGA para paired end RNA-seq);

Designacdes

Mitotic Rounding — processo que prepara a morfologia celular para uma forma esférica
e simétrica para facilitar os primeiros passos da divisdo de uma célula;

Osmotic Swelling - processo que designa a entrada de agua para a célula por osmose e
gue mantem a forma esférica da mesma;

ESCRTIII — Complexo de proteinas citosolicas: ESCRT-0, ESCRT-I, 11, I11. Envolvido
na remodelacéo de membrana (fuséo de vesiculas e abcissdo) juntamente com o complexo
Centralspindlin;

Centralspindlin — Complexo motor envolvido na citocinese e na ingressao da membrana
constituido por duas subunidades: KIF23 (kinesina-6), RACGAPL (enzima com um
dominio Rho GTPase);

Transcripts/ Transcritos — designacdo dada aos produtos da transcricdo de um
determinado gene que podem ser contabilizados por Reads, K-mers (No HPA esses

mesmos sdo provenientes dos Reads e que sdo contabilizados como transcritos com a

Vi


https://en.wikipedia.org/wiki/RACGAP1

técnica do Kallisto), Tags ou Fragments, porém, com a juncdo PM, ficando TPM,
adquire um novo significado que retrata um estagio de normalizagdo matemaética dos
mesmos por milhao;

Reads — pequenas sequéncias de nucle6tidos que no seu conjunto formam um cDNA
derivado de um sequenciamento e que s&o mapeados para um genoma ou para 0s exdes
de um transcriptoma de referéncia;

Fragments — trata-se dos fragmentos emparelhados por dois Reads de cDNA
distanciados intergenicamente em duas extremidades que sdo mapeados para um genoma
ou para o0s exdes de um transcriptoma de referéncia;

Single end RNA-seq — tipo de sequenciamento para apenas um read de cDNA néo
emparelhado derivado de cada RNAm de um transcrito (menor especificidade);

Paired end RNA-seq — tipo de sequenciamento para dois reads do mesmo cDNA
emparelhados (formando um fragmento) derivados de um RNAm de um transcrito (maior
especificidade);

Tags — nome referente aos cONAs contabilizados dos RNAms anteriormente detetados
pelos seus Caps na técnica do CAGE;

Cap — nome que designa a extremidade lider do RNAm retratada como Tag quando é
detetada por CAGE e sequenciada posteriormente;

CAGE - do inglés “Cap Analysis of Gene Expression” € uma técnica experimental
formulada por Takahashi et al, 2012 ¢ adotada pelo FANTOMS para a detecdo de
RNAmMs maduros pela extremidade cap dos mesmos que serdo posteriormente
sequenciados;

Score — pontuacdo matematica calculada por matrizes e atribuida a uma determinada
associacao derivada de uma ou varias evidéncias e metodologias do STRING;
Combined Score — traduzido por “Score combinado” é uma pontuacéo geral derivada de
um processo matematico cumulativo e penalizador dos diferentes scores de diferentes
canais de evidéncia e metodologicos da base de dados do STRING (ver um deles
ilustrado no ANEXO 27);

Kallisto — técnica bioinformatica formulada por Bray et al, 2016® e usufruida pela base
de dados HPA recorrendo a um T-DBG para a contabilizagdo dos K-mers em
transcriptos (ver ANEXOS 25 e 26);

K-mers - sequéncias que constituem um read, isto é, sdo os produtos de um read
segmentado que sdo usados no Kallisto com o T-DBG e contabilizados como transcritos
(ver ANEXO 25);


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22362160

COG Mode —modo que 0 STRING tem de juntar os ort6logos dos diferentes organismos
(ANEXO 27) agrupando os mesmos em um grupo (COGx) ao atribuir-lhes um grau de
equivaléncia funcional apenas se cada um partilhar a mesma ortologia, isto €, que foram
originadas da especiacdo de um gene ancestral em comum (homologos) e supor que 0s
mesmos realizam funcdes semelhantes tendo assim o mesmo grau de igualdade
(inter6logos) formando entdo um grupo que é comparado com outros grupos (COGy,
COGgz, ...);

Interdlogos - pares de ortélogos num organismo que interagem numa via celular e que
tém homdlogos que interagem da mesma forma num outro organismo diferente na mesma

via celular tendo entdo um grau de conservacgéo interativo;

Passos matematicos de cada métrica

RPKM: 1° - Contagem dos reads de cada gene em cada replicado, 2° - Somar os valores
do passo 1° em cada replicado, 3° - Dividir o valor total do passo 2° por um milhdo, 4° -
Obtetem-se o fator de escala por milh&o, 5° - Dividir o fator de escala pelos totais de reads
contados para cada replicado do passo 1°, 6° - Obtencéo do valor em RPM, 7° - Dividir
os valores do passo 6° pelo tamanho do gene em Kb, 8° - Obtencéao dos valores em RPKM.
FPKM: adota 0s mesmos passos matematicos do RPKM, porém contrasta-se do mesmo
por adotar 0 método de sequenciamento Paired end RNA-seq).

TPM: 1° - Contagem dos reads de cada gene em cada replicado, 2° - Dividir os valores
do passo 1° pelo tamanho do gene em Kb, 3° - Obtencéo dos valores em RPK, 4° - Somar
os valores do passo 3° em cada replicado, 5° - Dividir o valor total do passo 4° por um
milhdo, 6° - Obtencgéo do fator de escala por milh&o, 7° - Dividir os valores do passo 2°
pelo fator de escala do passo 6°, 8° - Obtencdo dos valores em TPM, (Josh Starmer,
2015102 34)  Quanto ao TagsPM, que esteve incutida no protocolo dos autores
Takahashi et al, 20125, (ANEXO 24), ndo foi mencionada por Starmer, e que portanto
especulou-se que também segui-se 0s mesmos passos matematicos onde, aparentemente,

ndo inclui o passo de normalizacao para o tamanho do gene (Killobase).
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1. RESUMO

Os mob sdo uma familia de genes que expressam proteinas regulatorias distribuidas em
quatro subfamilias: MOB1A/1B, MOB3A/3B/3C, MOB2 e MOB4, Tabela I., altamente
conservadas e especializadas no mundo eucariotico. Foram descritas na literatura como
parceiros de ligacdo de proteinas e de outras moléculas potencializando suas atividades
em vias celulares bastante estudadas e com foco no ciclo celular, mitotic exit, polaridade,
morfogénese, hippo e muitas outras. Afirmacdes estas que se devem ao acréscimo de
estudos centralizados na subfamilia MOB1A/IB que é a mais conhecida
comparativamente com as restantes que se estdo por estudar melhor como a
MOB3A/3B/3C. Soube-se que entre as mesmas houve altas percentagens de identidade
entre as suas sequéncias de a.a. 0 que nao permitiu realizar-se um estudo diferenciativo
da expresséo proteica. Contudo, salientaram-se mais diferencas das mesmas neste estudo,
ainda ndo abordado e em falta, referente a anélise destes sete mobs de humanos quanto a
abundancia transcricional relativa em valores percentuais de contextos teciduais
diferentes: normal e tumoral, e quanto ao nimero de interatuantes de cada subfamilia.
Transcricionalmente, os sete mobs variaram bastante. O MOB1A foi, por padréo, aquele
que esteve sempre presente na grande maioria dos tecidos sendo também, no geral, 0 mais
abundante. Porém, reportaram-se outros estados de dependéncia voltados para o0s
restantes mobs: MOB1B, MOB3A, MOB3B (que foi 0 menos abundante e candidato a
ser 0 mais estavel, porém, mesmo tendo maior expressao no Caudate, apresentou niveis
que ndo justificassem uma grande dependéncia ou sensibilidade noutros tecidos
estudados), MOB3C, MOB2 e MOB4 em tecidos como o Adrenal Gland, Cerebral Cortex,
Heart Muscle, Caudate, Hippocampus, Pancreas, Prostate cancer e muitos outros. Teve-
se 0 caso do MOB2 que foi 0 mais expresso e 0 que mais subiu em quase todos 0s casos
tumorais, porém, foi também o menos universal porque foi o Unico mob que teve uma
auséncia de expresséo nos tecidos Thymus, Pituitary Gland e Pancreas e que apresentou
niveis muito baixos nos restantes 33 tecidos. Nestas excec¢bes ao longo das bases de dados,
suspeitou-se de uma dependéncia especifica e especializada nestes tecidos, embora que
ndo se pode afirmar com toda a certeza devido a variabilidade do RNAm e de outras
variaveis em jogo. Do contexto normal para o tumoral, reportaram-se, no geral, descidas
percentuais que envolveram todos os mobs e dualidades de subidas e descidas. Houve o
caso do Pancreatic cancer que teve quase uma subida percentual de todos os mobs

excetuando o MOB3C que desceu, refletindo-se um caso de sensibilidade apesar da baixa
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expresséo dos sete mobs no pancreas do contexto normal. Neste caso e de outros tumores
n&o se soube determinar se haveria algum um tipo de compensacao para um determinado
mob com uma descida ou uma relagéo de causa ou consequéncia do estado tumoral. Com
0s interatuantes, registaram-se 218 no total de diversas categorias funcionais,
maioritariamente, na classe de protein binding, cinase/transferase, fosfatases, reguladores,
reguladores transcricionais e de subunidades regulatérias, scafold, gap protein,
chaperonas e hidrolases inseridos, com maior frequéncia, na categoria da supressdo
tumoral. O MOB1A foi o detentor de mais parceiros de ligacdo juntamente com o
MOBI1B, devido a alta identidade que partilham, suspeitando-se de uma dualidade
funcional e em segundo com o MOB2, também com a suspeita de ter também uma
dualidade funcional ou algum tipo de compensacao. Para o subtipo MOB3A/3B/3C viu-
se, assim como entre 0 MOB1A e 0 MOB1B, que partilharam mais elementos entre si do
que com outros subtipos, também se sugerindo que tivessem uma dualidade funcional ou
algum tipo de compensacédo ainda por se descobrir. Por fim, o0 MOB4 foi 0 Unico dos
mobs que tendo um maior nimero de interatuantes que o subtipo MOB3A/3B/3C
compartilhou menos dos mesmos com os restantes mobs e que, portanto, teve-se a questdo
de o mesmo poder realizar funcGes diferentes no mesmo organismo, porém, ndo se
ignoraram 0s numeros baixos de parceiros em comum tendo-se as mesmas sugestdes

mencionadas anteriormente.

Palavras chave: mob; HPA; expressdo transcricional relativa; STRING; score

combinado; tumorigénese.



2. ABSTRACT

Mob are a family of genes that express regulatory proteins distributed in four subfamilies:
MOB1A/1B, MOB3A/3B/3C, MOB2 and MOB4, Table I., highly conserved and
specialized in the eukaryotic world. They have been described in the literature as binding
partners for proteins and other molecules enhancing their activities in well studied cell
pathways with focus on cell cycle, mitotic exit, polarity, morphogenesis, hippo and many
others. These statements are due to the addition of more centralized studies in the
MOB1A/1B subfamily, which is better known compared to the remaining
underdeveloped studies such as MOB3A/3B/3C. It was known that there were high
percentages of identity between their a.a. sequences which did not allow a differential
study of protein expression. However, further differences were noted in this unaddressed
and missing study on the analysis of these seven human mobs for relative transcriptional
abundance in percentage values of different tissue contexts: normal and tumor, and
number of interactors for each subfamily. Transcriptionally, the seven mobs varied
widely. MOB1A was, by default, the one that was always present in the vast majority of
tissues and was also generally the most abundant. However, other states of dependence
related to the remaining mobs were reported: MOB1B, MOB3A, MOB3B (which was the
least abundant and candidate to be the most stable, but, even having a higher expression
in Caudate, presented levels that did not justify a large dependence or sensitivity in other
tissues studied), MOB3C, MOB2 and MOBA4 in tissues such as Adrenal Gland, Cerebral
Cortex, Heart Muscle, Caudate, Hippocampus, Pancreas, Prostate cancer and many others.
There was the case of MOB2 which was the most expressed and the highest in almost all
tumor cases, but it was also the least universal because it was the only mob that had an
absence of expression in the Thymus, Pituitary Gland and Pancreas tissues and showed
very low levels in the remaining 33 tissues. In these exceptions throughout the databases,
a specific and specialized dependence on these tissues has been suspected, although this
cannot be stated with certainty due to the variability of mMRNA and other variables at play.
From the normal context to the tumor, overall percentage declines were reported that
involved all mobs and dualities of ascents and descents. There was the case of Pancreatic
cancer which had almost a percentage rise of all mobs except for the downward MOB3C,
reflecting a case of sensitivity despite the low expression of the seven mobs in the normal
context of pancreas. In these case and other tumors, it was not known whether there would

be some kind of compensation for a particular mob with a descent or a cause or
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consequence relationship of the tumor state. With the interactors, there were 218 in total
from several functional categories, mainly in the class of protein binding,
kinase/transferase, phosphatases, regulators, transcriptional and regulatory subunit
regulators, scafold, gap protein, chaperones and hydrolases, with higher frequency in the
category of tumor suppression. MOB1A was the holder of more liaison partners with
MOB1B due to the high identity they share, suspecting a functional duality and secondly
to MOB?2 also suspected of having a functional duality or some sort of compensation. For
the MOB3A/3B/3C subtype, as well as between MOB1A and MOB1B, they shared more
elements with each other than with other subtypes, also suggesting that they may had a
functional duality or some kind of compensation yet to be discovered. Finally, MOB4
was the only one of the mobs that even with a greater number of interactors than the
MOB3A/3B/3C subtype, shared less interactors with the other mobs and therefore had
the issue that it could perform different functions in the same organism, however, the low
numbers of common partners were not ignored having the same suggestions mentioned

above.

Keywords: mob; HPA; relative transcriptional expression; STRING; combined score;

tumorigenesis.



3. INTRODUCAO

3.1. A familia mob

Os mob, conhecidos como “Mps (Monopolar spindle) One Binder 1 kinase activators”,
sdo, de acodo com a literatura, fosfoproteinas regulatérias e ativadoras de elementos
moleculares como as cinases do tipo AGC: DBf2/20, Sid2, LATS1/2 (warts, drosophila
melanogaster), NDR1/2 (STK38/L, Trc drosophila melanogaster), Cbk1, Orb6, SAX1
(sensory axon guidance-1, caenorhabditis elegans), COT1 (Serine/threonine-protein
kinase cot-1, neurospora crassa)® & 79.100) ¢ do tipo “mammalian sterile 20-like kinase
family”: MST1/2 (stk4/3)(8: 57.59.61.63) hastante estudadas e importantes em vias como o
ciclo celular, mitotic exit, polaridade, morfogénese, hippo e outras identificadas no
subtema 3.3. Cinases essas que, tendo uma dinamica funcional e génica muito diversa®?
68,79 precisam de ser fosforiladas no segmento de ativacio e no motivo hidrofébico para
orquestrar o ato fosforilativo dos seus substratos regulando a atividade e localizagédo
celular dos mesmos® 8 sendo entdo reguladores chave das vias anteriormente
mencionadas®) que quando desregulados podem nortear a doencas como o cancro®?,
Com estes estudos, notou-se que o0 ganho de atencéo para os mob esteve, indiretamente e
dependentemente, associado ao estado de atividade destes parceiros com que interagem
tendo os mob uma influéncia na integridade celular como um todo. Portanto, foi-se
crescendo esta atencdo desde a descoberta dos mesmos no final dos anos 90 pelos
pioneiros Luca e Winey, 19982 que quando estudavam a divisao celular e a manutencéo
da ploidia na saccharomyces cerevisiae procurando por novos interatuantes®
identificaram o Mob1p que interage com o Mpslp (Monopolar Spindle 1€ 2)), uma
cinase necessaria para a duplicagéo do SPB (spindle pole body) e regulacéo do checkpoint
mit6tico® onde a parceria da mesma com o Mobl1p demonstrou-se indispensavel para
ativacao, estabilizacao e orientagio da mesma para o local de ago®® 3, regulando a saida
de mitose (mitotic exit) e modular a citocinese nestes organismos®®, vendo-se também o
caso de certos mobs como 0 MOB2 de ndo poder substituir, funcionalmente, o MOB1,
estipulando-se que executam funcdes diferentes™™ 35 assim como para os restantes mobs
embora que haja falta de conhecimentos em subfamilias como o MOB3A/3B/3C®,
Reportou-se que também sdo proteinas bem conservadas ao longo da evolugio™ 3 ¢
especializadas no mundo eucaridtico® © 2%, adotando uma estrutura globular®, Figura

3., que comprime um tamanho que ronda os 210 e os 240 a.a. nas formas can6nicas®® 34
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(~25 kD nos humanos, GeneCards) embora que registaram-se isoformas que podem ter
outros tamanhos102: 19.-25),

Apesar da quase inexisténcia de estudos dos mob nas plantas pelo facto das mesmas
adotarem um estilo de vida mais simples®, houve poucos que mencionaram a sua
importancia em plantas modelo como a medicago sativa (alfafa)!® e a arabidopsis
thaliana®%) tanto durante o seu desenvolvimento embrionario como no seu knockdown
que norteou a defeitos na esporogénese, gametogénese, atrasos na apoptose, na
sinalizacdo do transporte e biossintese de auxina e no ciclo celular, isto €, apresentaram
dados consistentes e semelhantes com os de mamiferos no controlo proliferativo, porém
a sua func&o ainda continua obscura e merecem futuras atengges(’2 105 106),

Reportou-se também que durante o desenvolvimento embrionario do peixe zebra (danio
rerio), 0 mob (mats) demonstrou uma expressao transcricional difusa pelo embrido pelo
que os autores estipularam que esteja envolvido numa apoptose controlada de células
embrionarias(’®).

Mesmo com todos estes estudos e aqueles mais adiante mencionados, houveram poucos
referentes ao estudo comparativo da expressao dos sete mobs, contabilizando-se, no total,
2 estudos® 8% que apresentaram diferencas transcricionais quer quantitativamente® quer
qualitativamente®®. O caso da expressdo proteica dos mobs, foi ignorada porque
verificou-se que os mesmos partilharam entre eles altas percentagens de identidade,
Tabela I11., o que poderia levar a interpretaces ambiguas. Voltando a expressdo
transcricional, mencionam-se os estudos de Ye et al, 2009®) que reportaram uma
expressdo dos genes mob de humanos especializada em diferentes tecidos e durante o
desenvolvimento onde registaram membros teciduais (neonate/recém-nascido, fase
infantil, juvenil e embyoid body/corpo embrionario) com uma expressdo de zero TPM
envolvendo os mobs hMATS2, hMOB2A/B/C e hMOB3 (dados nédo apresentados) e,
semelhantemente com os dados deste projeto, registaram que 0 hMATS1 (MOB1A/1B)
tiveram uma maior media de expressdo questionando os autores a finalidade dos mob nos
tecidos como um todo®. Qualitativamente, apresenta-se a Figura 1. que ilustra o estudo
de Chow et al, 20093 quanto a expressdo transcricional dos sete genes mob em 20
tecidos diferentes de acordo com a qualidade do sinal do RT-PCR usando como controlo
a beta actina. Observaram também que houve uma expressdo seletiva dos sete genes mob
em determinados tecidos sugerindo o facto de que os mesmos possam exercer fungoes
diferentes®®. Repararam que houve uma auséncia de mobs em certos tecidos como o rim

e figado®), Figura 1., o que ndo condizeram com os resultados deste projeto onde
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detetou-se, quantitativamente, a presenca dos sete. Observaram uma especificidade
tecidual do MOB3B na traqueia supondo 0s mesmos que este mob possa estar a exercer
uma funcéo diferente. Registaram uma auséncia do MOB1A no rim, figado, pulméo,
traqueia, utero e no colon o que contradizeu os resultados deste projeto. O MOB3A foi
expresso no testis e no timus contrariamente a0 MOB3B que foi expresso no figado fetal,
glandual de tirdide e traqueia. Para 0 MOB3C, MOB2 e MOB4, exceptuando o rim e a
traqueia, tiveram uma boa qualidade no sinal de expressdo na grande maioria dos tecidos

e, por fim, o MOB2 detetado no rim, Figura 1.

4]
Tabela I. Chow et al, 2 2% @ 2
Tavares et al, 2009(63), SE =35 .22 & _ 58
2005 Table 1. BES _25.5, 5558.88853:s
8555888585885 2322>838238%
L<o@duuIXIiJaawnrErFFFRSO0O®
MOB3C MOBKL2C hMOB2C
MOB2 HCCA2 hMOB3
MOB4 MOBKL3 hMOB4 A e~ Em - -
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Figura 1. RT — PCR: Expresséo transcricional qualitativa dos sete genes mob em
20 tecidos diferentes e designados com outras abreviac6es. Figura retirada de:
Chow et al, 200963, Alterado.

Tendo-se adquirido estes resultados provindos de um menor nimero de estudos, ainda se
demonstravam elusivos, pouco comparados com outras bases de dados e pouco
atualizados quanto as diferencas dos sete genes mob na expressdo transcricional. Como
tal, pretendeu-se, com este trabalho, primeiramente, atualizar-se estes dados e
salientarem-se melhor estas diferencas em valores percentuais com o recurso a base de
dados HPA (Human Protein Atlas) que apresentou os valores de abundancia
transcricional relativa dos sete genes mob em quatro fontes de contextos diferentes: HPA
(normal), GTEx (normal), FANTOMS (normal) e TCGA (tumoral) e assim talvez poder-
se estabelecer uma correlagdo dos mesmos em processos como 0s de proliferagéo celular.
Um outro problema foi também a falta de trabalhos que respeitassem o ndmero de
parceiros moleculares a identificar para cada mob ou o nimero de partilhas existentes

entre os sete. Na literacia académica, soube-se apenas que 0S mesmos interagem com as
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cinases porque foram os parceiros mais estudados embora que possam haver muitos mais
com diferentes perfis funcionais e tumorigénicos (oncogene, supressdo tumoral,
apoptotico ou driver). Para servir este proposito, recorreu-se ao STRING v10.5, uma base
de dados dedicada a procura de evidéncias e de metodologias que suportem os networks
gerados para as sete proteinas query de estudo, classificando cada interacdo por um score
combinado de todas as evidéncias e metodologias aplicadas, Figura 22.

Para uma ilustracdo dos objetivos seguidos, consultar 4. OBJETIVOS DO ESTUDO.

3.1.1. Subfamilia MOB1A/1B

Este subtipo familiar, descrita comumentemente como mobl ou mats em drosophila
melanogaster, seria aquela que estd melhor caracterizada de entre as quatro subfamilias
mob®® no s nas vias em que estdo incluidas e no patamar em que atuam (com uma
funcéo ainda pouco conhecida), subtema 3.3., mas também estruturalmente, Figura 3. e
interativamente para com as cinases MST1/2 e LATS1/2, Figura 4.

Nesta subfamilia, as duas proteinas MOB1A e MOB1B foram as Unicas que partilharam
uma alta percentagem de identidade tanto entre as mesmas (~96%), Tabela I1., como
entre outros homdlogos (~79%), Tabela I11.

Apesar de adotarem um mesmo tamanho na forma canonica (216 a.a, ~25,1 KDa., Gene
Cards), registou-se que as mesmas estavam localizadas em cromossomas diferentes em
sentidos diferentes com um numero de isoformas néo equalitario:

MOB1A (Q9H8S9): 2p13.1 — reverse strand, 5 transcritos que variam entre 5 e 2 exdes
e que ndo produzem uma proteina funcional)02: 19,

MOB1B (Q7L9L4): 4913.3 - foward strand, 4 transcritos que variam entre 4 e 7 ex0es
onde dois ndo produzem proteinas e outros dois produzem duas proteinas de tamanhos
130 e 221 a.a. sem funcgéo conhecidal10-2: 20,

Ambas partilharam o mesmo numero de paralogos (7), poréem, diferente proporgédo de
ortdlogos: MOB1A, 78 e MOB1B, 135(102:19.,20)

Esta subfamilia mob foi também a primeira de todas a ser reportada como um supressor
tumoral na via hippo ou Salvador-Warts-Hippo pathway (SWH), Figura 8., tendo sido
identificada em 2005 pelos autores Lai et al, 2005G? durante um periodo de descoberta
cronoldgica dos elementos pertencentes a esta via®®, Figura 2. Demonstraram 0s
mesmos®? que o mobl de humanos pode, funcionalmente, substituir o seu homélogo

mats em drosoéfila salvando entdo os mutantes da letalidade e que a perda do mesmo
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norteou a um crescimento descontrolado em moscas de mosaicismo®?. Mais tarde, um
outro estudo™®, também em acordo com o anterior, avaliou 0 MOB1A/1B como um
supressor tumoral®® *® porque num dos estudos observaram que alelos intactos de
MOB1A ou MOB1B seriam essenciais para a embriogénese de ratinhos e que a perda de
um destes alelos selvagens nestes ratinhos geneticamente modificados para um
knockdown induzido por tamoxifeno, resultaria num desenvolvimento tumoral nos
mesmos ou numa letalidade embrionaria no caso de um knockdown dos dois mobs
(Nishio, Miki et al, 2012(8), Também um outro estudo, envolvendo um dos autores
anteriores, demonstrou que a deplecdo do MOB1A/1B em ratinhos com esta construgéo
génica para o tamoxifeno, os levou a sua morte ao fim de 10 a 12 dias reportando uma
hiperproliferacdo em células epiteliais intestinais, defeitos na linhagem especifica de
secrecdo e perda de células estaminais intestinais®). Com a deplecdo do MOB1A/1B,
também se reportaram defeitos na condrogénese (condrodisplasia) em ratinhos induzidos

também por tamoxifeno®®),

Hippo pathway
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Zhang et al.)
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Fat (Mahoney et al., 1991)

Dong et al.; Zhao et al.)

Mer and Ex as
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(Hamaratoglu et al.)

Fat as upstream regulator

Kibra & Crumbs
as upstream
regulators
(Baumgartner et al.;
Genevet etal.;
Yuetal,;

regulators (Willecke et al.; TEADs/Sd Grzeschik et al.
NF2 (Trofatter et al., 2003; Cho el al.; Silva et al.; mediate Ling et al.,,
Rouleau et al., 2003) Bennett and Harvey.) YAP/Yki Robinson et al.)
Hippo (Harvey etal.; YAP as an oncogene & TUREleH TEAD-YAP
Pantalacci et al.; amplification in cancer (Wuetal: structure
Udanetal.; Wu et al.) (Overholtzer et al,; Zhana et al.: (Chen etal;
Mer and Ex as Zender et al.) Goullgi et a'{) Leletal.)
Wts {Justice et al.; Xu et al.) growth suppressors TAZ WW453MST1/2
Ds(Clark et al.) (McCartney et al.) Sav i oty in vivo tumor
YAP (Sudol et al.) TAZ (Kanai et al.) (Tapon etal.) Mats (Laietal.) (Changm it suppressor role
YKi as a downstream Lei et al )" (Zhou et al., 2009;
YAP as a TEAD-YAP target (Huang et al.) : Leeetal:Luetal;
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Figura 2. Cronologia dos eventos de descoberta dos elementos da via hippo
incluindo a proteina mob (mats) pelos autores Lai et al, 2005©2). Figura retirada de
Chan et al, 201109, Alterado.

Com respeito a outras tematicas de estudo, compreendeu-se que o MOB1A e o MOB1B
possam ter uma ndo redundancia funcional especulando-se que tenham funcOes
especializadas, porém ainda ndo muito bem definidas® 2 ®. Um estudo do knockdown do
MOB1A/1B com siRNA em células hela reportou uma falha na abcissdo do midbody
(hiper-estabilizagdo dos microtibulos comprovado com o tratamento nocodazole), maior

motilidade celular e um maior tempo de separacdo dos centriolos, porém, curiosamente,
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uma sobreexpressdo do MOB1A/1B leva a falhas na separagcdo dos centrossomas,
estipulando que as mesmas possam ter, entre elas, uma dualidade funcional ou que agem
em cinases diferentes®. O Mobl foi também considerado como um marcador de
polaridade ao concentrar-se nos pélos posteriores da tetrahymena thermophila onde a sua
deplecdo causou também uma incorreta posicdo do eixo de divisdo, atrasos na citocinese
e na ciliogénese. Também foi demonstrado que o MOB1A/1B pode complexar-se com
TbhPK50 da t. brucei, uma cinase homoéloga a Orb6 da s. pombe. Knockdown da
MOB1A/1B neste organismo fez também desregular o posicionamento do plano de
clivagem e atrasos na citocinese®®. Quanto a expressdo de ambas nos diferentes tecidos
também evidenciaram uma ndo redundancia funcional sendo o MOB1A, geralmente,
mais expresso que 0 MOB1B®. Houve também os estudos de Song et al, 2018@9 que
proposeram a via PTEN-GSK3p-MOB1®9), Figura 11., sugerindo que o MOB1, sob o
efeito do knockdown do PTEN por silenciamento lentiviral, norteou ao crescimento de
terminacGes em células neuronais de ratinho ap6s o SCI (Spinal Cord Injury) e que estes
efeitos foram revertidos por desregulacdo do MOB1®®), Apesar destes resultados e a
descoberta da participagdo do MOB1 na via PTEN-GSK3p-MOB1, assumiram que ainda
se desconhecem outros processos a posteriori do MOB1 para a formacdo dos
prolongamentos neuronais®). Também se reportou o envolvimento do MOB1A/1B na
sinalizacdo com 0 NDR1/2-MOB2 sendo 0 MOB2 o inibidor do complexo NDR1/2-
MOB1A/1B embora que ainda seja-se muito especulativo®), Figura 8.

Estruturalmente, a subfamilia MOB1A/1B foi descrita como uma estrutura globular que
compacta 9 hélices alfa (7 hélices alfa: H1 no N-terminal e H9 no C-terminal), e 2 hélices
3,10 alfa: H3, H6) e de 1 folha beta estabilizada por um &tomo de zinco, que
possivelmente, mantém a estrutura do MOBL, suportado por 2 Histidinas (Hist161 e
Hist166) e 2 Cisteinas (Cys79 e Cys84)®. Para facilitar o processo de cristalizagéo,
estudos anteriores, Stavridi, Elena S. et al, 2003®), excluiram essa extremidade devido
a natureza flexivel da extremidade N-terminal do MOB1®®, porém, na Figura 3., I.,
acrescentou-se a mesma para fins de conhecimento. Suspeitou-se que 0s restantes mobs
também poderiam adotar esta estrutura ou similar® embora que ainda seja um tema de
estudo pouco explorado nesses mobs. Continuando, prop6s-se também que o MOB1
possa adotar uma estrutura autoinibida pela sua extremidade N-terminal®®, Figura 3.,
IV., envolvendo ~20 residuos do MOB1®® especulando os autores® que a fita Sn e a
hélice Switch (SW) do MOBL, Figura 3., 1V., poderem contribuir para a autoinibicdo do

mesmo por interacdo eletrostatica por pontes de sal (salt bidges) entre esses residuos e o
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dominio core do MOB1 impedindo a interacdo com o LATS1/2 formando uma folha beta
e uma cadeia S2%, Figura 3., IV. Estipularam os mesmos®® e outros autores® que as
interacdes entre 0 MOB1 e 0 LATS1/2 e NDR1/2 seriam plausivelmente por pontes de
hidrogénio e de Van der Waals.

Nestas interacdes, os autores® identificaram um conjunto de a.a. entre as hélices H2, H5
e H7 cobertos pela extremidade N-terminal do MOBL1 dedicados as interagdes com
cinases®. Esses a.a. foram, primeiramente, o D63 (Asp/acido aspartico) na hélice H2 do
MOB1 (substituido por um residuo treonina no MOB2)® que foi considerado o a.a. chave
para a interacdo com o residuo His646 (histidina) da hélice aA do dominio NTR/SMA do
LATS1/2 sendo um determinante para diferenciar-se a ligagao entre NDR1 (que tem, no
lugar da histidina, a Phe31)-MOB1 e LATS1/2-MOB1®. No MOB1, reportaram-se
também outros a.a.: E49/51 do loop H1 (ndo conservados no MOB2 sendo substituidos
por residuos do tipo lisina, glutamina, isoleucina e/ou valina®) e E55 da hélice H2
envolvidos nas interagbes com a superficie positivamente carregada do dominio
NTR/SMA com os residuos Arg656, Arg659 e Lys660 da hélice aA e Arg693 ¢ 696 da
hélice aB, respetivamente®. Ao passo que as lisinas 104 e 105 (K104, K105) do MOB,
Figura 3., |, estariam dedicadas a interagdo com 0 MST1/2 nas treoninas 353, 363 e 378
(Thr353, Thr363, Thr378)® e as T12 e T15 do MOB1 consideradas como residuos alvo
de fosforilacdo pelo MST1/2®). Por fim, reportaram também que a K153 e R154
(arginina)® das hélices H4 e H5®%, poderem fazer parte da regifo de interacdo com o

praja2® 7,
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(Trc/Warts)
binding

MST1/2

(Hippo}
binding
K104
Fosforilagao K105
pelo MST1/2 =
Thr12/Thr35 T12 | V
pT35-inding sﬂe\ H1

\\
N

pT12-binding
site -

Sn

MOB1 in the
autoinhibited state
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Figura 3. Estrutura tridimensional (I., 11.), superficie elestrostatica (Ill.) e
estado autoinibido do MOB1A/1B. (1V.). LEGENDA: Circulos — a.a. chave
identificados para as interagdes com o dominio NTR/SMA,; D - acido aspartico;
E — acido glutamico; W — triptofano; F — feninalanina, T — trionina, K — lisina;
Sw — Switch hélix (H1, H2, H7, H4-H5-Loop); Sn — Fita Sn; S2 — cadeia
(strand). Nota. A treonina 12 (T12) ndo estava ilustrada na estrutura, logo,
acrescentou-se a extenséo ao N-terminal. Figuras retiradas de: Kulaberoglu et
al 2017® (11.), Stavridi, Elena S. et al, 2003® (1., 111.), Kim et al, 20166
(1V.). Alterado.

Quanto ao modo de interacdo da subfamilia MOB1A/1B, foi proposto um modelo®?,
Figura 4., onde os autores sugeriram a hip6tese de 0 MST2 poder autoativar-se devido a
possibilidade das mesmas de homodimerizarem-se®. De seguida, o0 complexo MST2-
MST2, com a ativacdo do T-loop nas T180, consegue fosforilar varios residuos de
treoninas na regido proxima ao dominio SARAH do MST?2, isto é, formando “docking
sites” por um processo de dynamic scaffolding permitindo a intera¢do entre 0 MOBL1,
Figura 3., I., e dois espagos de ancoramento do MST2, denominados de p-treonina (pT)
binding site e sequéncia hidrofobica binding site (HS), Figura 4., passo 1. Especularam
que seria a pT378 do conjunto T349, T356 e T364 do local pT binding que interagia num
sulco positivamente carregado do MOB1 enquanto que o M379 se inseria num sulco
hidrofébico do MOBL1. Porém, houve autores que sugeriram que a interacdo MST1/2-
MOB1 ocorreria entre as lisinas 104 e 105 do MOB1®. Depois propuseram®, que estas
interacOes permitem uma alteracdo conformacional da estrutura autoinibitéria do MOBL,
Figura 3., 1V., norteando-se a uma maior exposi¢cdo da sua superficie de contacto
carregada negativamente, dando-lhe uma maior competéncia de interagir com o LATS1,
especificamente, na superficie de um dominio bihélico repartido por duas hélices
antiparalelas oA (que ficaria num sulco hidrofébico do MOB1 entre 0 H2 e 0 H7) e aB®?,
Figura 4., denominado NTR (N-terminal regulatory domain ou S100B/hMobl
association — SMA, bastante conservado e com residuos basicos®®)) carregado
positivamente®). Posteriormente, o complexo MST2-MST?2 fosforilaria o residuo T1079
do dominio HM (motivo hidrofébico/hidrophobic motif®?) do LATS1 bastante
conservado e proximo a extremidade C-terminal, Figura 4., passo 2. Esta fosforilagdo
apesar de ndo conformar muito a estrutura do LATS1 e ndo fazer com que o dominio HM
interaja com 0 MOBL em particular, faz-se necessaria para a uma ativacao total da cinase
porque o dominio HM alostericamente permite a autofosforilacdo do T-loop do LATS1/2

na S909 do mesmo®?, Sugeriram também que o MOB1 nesta fase pode agir como um
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elemento dindmico de scaffold para aproximar, transientemente, as cinases MST2 e
LATS1, promovendo a fosforilagido da T1079 no HM do LATS1 pelo MST2®9, Por fim,
com o complexo transiente MST2-LATS1-MOB1, o MOBL seria fosforilado pelo MST2,
especificamente, nas T12 e T35 localizadas na extremidade N-terminal do MOB1®9),
Figura 4., passo 3., que, consequentemente, libertaria o complexo LATS1-MOB1 onde
0 MOB1 manteria a sua conformacgdo aberta para alostericamente, promover a
fosforilacdo da S909 no dominio catalitico do LATS1®Y, Em suma os mesmos autores e
outros concluiram que a extremidade N-terminal do MOB1 pode agir-se como um
interruptor molecular mediado por fosforilagéo para dictar a ligacdo entre 0o MOB1 e 0
LATS1/2 na via hippo®® 7789,
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Figura 4. Cascata interativa proposta para a atividade e associacdo do MOB1 em duas
cinases conhecidas. LEGENDA: 1. 2. 3. — ordem das etapas de fosforilagdo do MST2
para 0 MOBL1 e LATSL; pT — binding site de treoninas fosforiladas; HS — sequéncia
hidrofébica do MST2. Figuras retiradas de: Bae e luo, 201869, Kim et al, 20169,
Alterado.

Quanto as doengas, reportou-se que 0 MOB1A/1B estariam desregulados e em baixa
expressdo no colorretal e cancros do pulmao (non-small cell lung cancers)® & 84 88)
podendo servir-se, no caso do pulméo, como um marcador de progndstico promissor em
estagios iniciais correlacionado-os com a metastase*®. Outros autores afirmaram que
embora que ndo se tenha reportado dele¢bes cromossomais no locus 2pl12., (2p13.1,

Tabela 1.), salientam que esta regido encontra-se entre os locais de dele¢ées de muitos
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casos tumorais, incluindo o linfoma de células B, Hodgkin, glioblastomas e leucemias®?).
Afirmaram os mesmos que também existe uma controvérsia no que toca ao significado
clinico da expressao de genes envolvidos no checkpoint mitético porque na tumorigenese,
pode-se envolver varios checkpoints do ciclo celular, tornando o seu estudo ambiguo®®),
Houve também estudos afirmando que a delecdo ou mutacdo génica desta subfamilia na
via hippo, também poderia estar associada ao melanoma® %% e cancro da mama embora
que se requeiram mais pesquisas™® 84, Por fim, outros autores estudaram a interacio do
MOB1A/1B com o0 praja2 onde 0S mesmos suposeram que quando o mesmo é guiado
para destruicdo por ubiquitinagdo, tem-se uma atenuacdo da via hippo que,

consequentemente, promove a progressdo do caso do glioblastoma multiforme®.

3.1.2. Subfamilia MOB3A/3B/3C

Neste subtipo familiar, ndo se encontrou nenhum artigo que lhe englobasse numa via
celular em particular, porém, soube-se de que entre os trés mobs houve uma alta
percentagem de identidade (82%-74%, Tabela I11.) e entre outros homologos (MOB3A
(Q96BX8) 70,5%, MOB3B (Q86TAL) 72,5% e MOB3C (Q701A8) 68,3%, Tabela Il.).
Adotam um tamanho similar (MOB3A: 217 a.a., MOB3B: 216 a.a., MOB3C: 216 a.a.
canonicamente (~25,5 KDa, Gene Cards) e sugeriu-se que estariam localizados em
cromossomas diferentes com sentidos iguais e de terem um ndmero de isoformas nédo
equalitario:

MOB3A: 19 p13.3 — reverse strand, 8 transcritos que variam de 4 a 2 exdes onde 1 ndo
produz uma proteina e os restantes 7 produzem proteinas com os seguintes tamanhos: 217,
54, 76, 63, 38, 62 e 16 aminoécidos, 132 ortélogos e 7 paralogos10-2:2L),

MOB3B: 9 p27.3 — reverse strand, 1 transcrito ndo codificante de proteina, 85 ortélogos
e 7 paralogos102:22),

MOB3C: 1 p33 (ou 1p34.1, Tabela I.) - reverse strand, 3 transcritos: 2 codificantes de
proteina (216, 268 aminoacidos) e 1 ndo codificante de proteina, 122 ortélogos, 7
paralogos10-2:23),

Com estas proteinas, também n&o se encontraram estudos que mencionassem elementos
interativos e nem fungdes conhecidas® 5% 59, porém, houve autores que estipularam que
as mesmas podem ndo se associar com 0 NDR1/2 e nem com o LATS1/25 %) embora
que se suspeite que interagem com 0 MST1/2 no caso de glioblastoma multiforme®®. por

se mencionar uma das doencas esta (ltima, de acordo com o estudo de Tang et al, 20146
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envolveu esta subfamilia reportando que estaria desregulada apresentando picos opostos
de expressdo entre as trés proteinas, isto é, enquanto que o MOB3A/3C estavam
sobrexpressos (suspeitando 0s autores que estavam restringindo o crosstalk entre caspases
e 0s MST1/2), o MOB3B estava subexpresso onde se preveu uma correlacgao significativa
entre taxa de sobrevivéncia e altos niveis de RNAmM de MOB3A/3C e 0 oposto no
MOB3B onde uma baixa expressdo correlacionou-se com uma baixa esperanca média de
vida®®. Contudo, os autores nio mencionaram se estes resultados seriam uma causa ou
uma consequéncia do estado tumoral. O MOB3B estava também associado a casos
clinico-patoldgicos de cancro da préstata (Kim et al, 2015®8)) onde novamente os seus
baixos niveis de RNAm estariam correlacionados com um estagio agressivo deste caso
tumoral, estipulando que 0 MOB3B possa ser um supressor tumoral que, possivelmente,

envolva a metilacdo do gene MOB3B nestes tumores(®®.

3.1.3. Subfamilia MOB2

Conhecida como HCCAZ, a subfamilia MOB?2 respeita apenas um membro com o maior
tamanho registado dentro das sete na forma canonica (237 a.a., ~26,9 KDa, Gene Cards)
estando localizado no cromossoma 11 p15.5, em sentido reverso (reverse strand)10-2: 24),
Contabilizaram-se 7 transcritos dos quais 2 produzem duas proteinas de tamanhos 268 e
234 amino&cidos e os restantes 5 que ndo produzem proteinas2:24), Totalizaram-se 134
ort6logos e 7 paralogos0-2 24) Estudos reportam que apenas cinases do tipo NDR, (no
0 LATS1/2)(5 6168, 79, 87. 88) & que interagem com esta proteina em particular e que
compete com o0 MOBL1 para a ligacdo com as mesmas onde 0 MOB2 pode bloquear a
ativacdlo do NDR1/2 ou estabilizar o mesmo®), porém, tal afirmacio é apenas
especulativa®® %% Figura 8. Estipula-se também de que esteja envolvida na sinalizagéo
do checkpoint de dano no DNA para o recrutamento do Rad50 e progresséo celular®V,
porém, salientaram que eram requeridos estudos futuros. Esta envolvida na via RAM,
Figura 9., e pode desempenhar um papel na morfogénese neuromuscular do olho de
dros6fila®) onde o MOB2 esteve confinado na base do omatideo (rhabdomere) para o
desenvolvimento de fotorecetores onde um knockdown por RNAI do mesmo norteou a
deslocalizacédo subcelular do recetor Crumbs e Moe refletindo-se um fenotipo severo de
irregularidades no omatideo®®.

Quanto a0 modo de interagdo com o Chkl e MOB2, os autores Gagl et al, 2015(119),

descreveram a estrutura cristalina Cbk1-MOB2 no organismo s. cerevisiae, estipulando
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que se assemelha muito com a interacdo entre 0 MOB1 e o LATS1/2 onde a associagdo
com a proteina MOB2, a priori fosforilada pelo MST1/2, permitir remodelar a estrutura
da Cbk1 pelo N-terminal da mesma (constituida por uma hélice o Mob e por uma regiéo
N-linker altamente conservada e rica em argininas) que interage com a superficie do
MOB?2 formada pelas hélices H2, H7 e pelo loop H4-H5, Figura 5. Consequentemente,
mencionam que esta interacdo melhora o mecanismo alostérico do motivo hidrofobico
(HM) da cinase fazendo a mesma expor o seu domino catalitico « C e assim conseguir
interagir com os seus substratos®'?. Portanto, no contexto da descoberta dos autores, 0s
mesmos sugeriram que as cinases NDR/LATS desenvolveram um dominio mecanistico
que requer a interacdo do mob, fazendo com que as mesmas comportem-se como
interruptores de vias celulares®'?. Quanto s doencas que envolvam o MOB2, salientam-
se os estudos de O"Neill et al, 20188 mostrando que uma insuficiéncia de MOB2 pode
interromper a migracdo neuronal no cortex em desenvolvimento refletindo-se uma
condicdo de heterotopia nodular periventricular (incapacidade de neurénios de ocuparem
regides no cdrtex) onde 0s mesmos acrescentam que possa haver um frameshift no gene
MOB2 com um codao stop ou uma mutacdo missense norteando a LOF (Loss of function)
considerando o gene suscetivel a efeitos deletérios. Estipularam que tem uma fungéo na
ciliogénese porque sugeriram que o MOB2 regula negativamente o NDR1/2 impedindo
gue o mesmo impeca 0 MEKK1-4 de impedir a fosforilacdo da filamina A para a mesma
poder reordenar o citoesqueleto®®. Reportou-se também que 0 MOB2 tenha um LOH em
mais de 50% em cancros da bexiga, cervical e carcinomas ovéricos, tendo um perfil de
supressor tumoral ao promover a via do checkpoint do dano de DNA®Y, contudo,
requerem-se mais investigagdes. Um outro®”, menciona que o knockout de MOB2 por
CRISPR/Cas9 norteou a uma migragdo e invasdo de células hepatocelulares cancerigenas
sugerindo os autores que 0 MOB2 tenha um papel regulatério positivo na ativacao da via
hippo ao destabilizar o NDR1/2-MOB1 e promover uma maior concentracdo de
LATS1/2-MOB1 fosforilado e impedir a translocacéo do YAP1/TAZ para o ntcleo®.
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3.1.4. Subfamilia MOB4

Por fim, menciona-se a subfamilia MOB4 (Q9Y3A3) conhecida como Phocein ou Mob3,
Tabela I., também pouco caracterizada funcionalmente? com um tamanho de 225 a.a.
na forma canédnica (~26KDa, Gene Cards) e com um locus no braco 2 g33.1, em sentido
foward(02:25),

Apresentou 7 transcritos que variam entre 5 e 8 exdes. Dentro dos mesmos 7, tiveram-se
6 que produziam isoformas com os tamanhos 204, 193, 193, 126, 51 e 45 a.a. € 1 ndo
codificante de proteina92:25)_ Totalizam-se 151 ort6logos e 7 paralogos(102:25),
Estudos indicaram que este subtipo de proteina mob estaria associado ao STRIPAK, um
complexo multifuncional que ancora 0 MOB4 no dominio WD triptofano e aspartato
(tryptophan—aspartate (WD)-repeat domain) na estriatina podendo estar envolvido na
modulagdo do citoesqueleto, no trafego vesicular® e no desenvolvimento sexual de
fungos filamentosos®®, Figura 12. Um outro estudo, Trammell et al, 2008(4),
mencionou que a deplecdo do MOB4 em ceélulas S de drosofila por RNAI norteou a uma
falha no foco dos microtubulos aos centrossomas observando-se uma difusdo dos mesmos
concluindo os autores que 0 MOB4 tem uma funcéo na orientagdo dos microtibulos. Ora
como o faz ainda se esta no desconhecimento®. Ainda no mesmo organismo modelo,

Schulte et al, 2010C% sugeriram que 0 MOB4 estando em maiores concentragdes em
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dendrites de células de Purkinje, poderia ter um papel proeminente na regulagdo do
transporte axonal de vesiculas e de microtdbulos (consistente com Trammell et al,
2008“9) e na regulacio de ramificacdes neuronais®, porque reportaram que o
knockdown de MOB4 resultou em um crescimento excessivo de terminacdes axonais®?,
isto &, um suposto contraste com os resultados da Figura 11. onde recorda-se a sugestéo
dos autores Song et al, 2018®% que o MOB1, sob o efeito do knockdown do PTEN,
norteou ao crescimento destas terminacfes em células neuronais de ratinho ap6s o SCI
(Spinal Cord Injury)®®. Portanto, nestes casos, ndo se soube evidenciar a hipdtese de
haver um crosstalk do MOB4 com o0 MOBL1.

Na Figura 8, direita., teve-se o esquema sugestivo dos autores Chen et al, 2018(8) em
casos de cancro pancreatico que envolveram o0 MOB4 e 0 MST4 na desregulacao da via
MST1-MOB1-LATS1/2 que sequestram o MST1 e o MOBI1, respetivamente e,
consequentemente, ter-se a translocacdo do YAPL1/TAZ para o nucleo, exercendo-se
entdo uma funcdo oncogénica. Conclusdo essa porque 0S mesmos autores mencionaram
que a alta expressao de mRNA do MST4 e do MOB4 correlacionaram-se com 0
crescimento e migracdo de células PANC-1 fazendo-as associar a um progndstico de
baixa sobrevivéncia®. Porém, os autores ndo souberam se esta desregulagio envolveria
para além do cancro pancreatico outros tipos tumorais sendo entdo temas de estudo para

se abordarem.

3.2. Filogenia da familia mob

Com os estudos de Lai et al, 20052 terem demonstrando que os mobs de humanos
poderem, funcionalmente, substituir os mobs de droséfila e de ter entdo salvado os
mutantes da letalidade fez questionar-se o estado de conservagéo e a evolucdo da familia
mob, supondo-se que 0s mesmos teriam de ter um significado bioldgico importante e
comum entre organismos. Como tal, quis-se rever o percurso evolutivo dos mobs com o
auxilio de varios autores como Ye et al, 2009®) que mencionaram a existéncia de um
namero consideravel de genes mob identificados em eucariontes que rondaram ~270, isto
é, ~38,6 vezes mais genes mob que os 7 originalmente propostos neste projeto em
humanos. Contudo, ndo incluiram a filogenia de todos eles excluindo os organismos
pouco relevantes como 0s procariontes, que, a priori, ndo exibiram a existéncia destas
proteinas sugerindo-se que 0os mob se inovaram muito mais nos organismos eucariontes

onde nem todos eles partilharam uma mesma propor¢do das mesmas. E as plantas que,
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sendo eucariontes, adotaram um estilo de vida mais simples e que se correlacionaram com
um menor numero de genes mob ainda ndo muito bem categorizados demonstrando-se
que evoluiram separadamente dos restantes organismos formando um grupo monofilético,
(Vitulo et al, 2007@9). E, como tal, concordaram que a evolugdo néo atingiu por igual
todos os organismos(® 2%, Portanto, supuseram® 2% que houve, desde cedo, uma expansio
progressiva dos mob no decorrer da unicelularidade a multicelularidade nos vertebrados
com detencdo de mais mobs, do que nos invertebrados, associando entdo os mob a uma
maior complexidade celular(®: 29,

Para tal se concluir, realizou-se um estudo filogenético onde os autores® selecionaram
16 organismos eucariontes (giardia lambia, entamobea, drosophila melanogaster (fly),
galinha (chicken), rd (frog/xenopus laevis), minhoca (worm), saccharomyces cerevisiae
(budding yeast Mob1/Mob2), human (humano), rat (ratazana), mouse (ratinho), zebrafish,
fugu, trypanosoma, slime mold, neurospora, nematode)® que apesar de terem ganho
caracteristicas diferenciadas ao longo da evolucdo contiveram pelo menos 1 membro da
familia mob®, porém, em diferentes nimeros: mamiferos (3 organismos): 7 mobs, peixes
(2 organismos): 6 mobs, anfibios (1 organismo): 6 mobs, aves (1 organismo): 5 mobs,
artrépodes (1 organismo): 4 mobs, protistas, fungos e os de vida mais simples (8
organismos): [1; 3] mobs, Figura 6. Também com a arvore obtida, os autores® preveram
uma evolucdo divergente progredida por varios eventos de duplicacdo (principalmente,
em trés pontos decisivos, circulos Figura 6.) e de especiacdo, que separaram 0s mobs em
quatro grupos familiares®, (Figura 6, Grupos I-1V). Primeiramente, os autores®
mencionaram o Grupo | que englobaria a subfamilia MOB1A/1B, subdividida em
MATS1 e MATS2, respetivamente, onde reportaram que 0s mobs dos vertebrados
divergiram-se, por especiacdo, dos invertebrados como a drodofila (fly) com apenas 1
Mob nesta categoria®. Ainda neste grupo, suspeitaram-se que houve um ancestral
MOB1B que originou o subtipo MATS1 (MOB1A), isto &, ter-se-ia ocorrido um evento
de duplicacdo apds a separacdo entre vertebrados e invertebrados®. Eventos esses
suportados por nos internos na arvore que apontaram para uma confiabilidade de 52% e
de 57%, Figura 6. Mencionam® que ndo encontraram nenhum gene MATS nos
nematodes sugerindo os mesmos que houve uma perda especifica nesta linhagem de
organismos. Caso quase igual ao da galinha (chicken) que foi a Gnica que teve apenas a
proteina MOB1B e ndo o MOB1A e o0 MOB3A (Figura 6., Grupo 11, A) interpretando
os mesmos® que houve uma perda e, talvez, uma especializacio do MOB1B nesta

linhagem das aves®, porém, ndo souberam afirmar ao certo se esta perda e, possivel,
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especializacdo incluiria todas as linhagens de aves. Junto ao Grupo I, observou-se o bolor
limoso (slime mold) com uma pseudogenizagdo, Figua 6, traco vertical, isto é, um
processo de variacdo na sequéncia genica relativamente a parental que possibilita a
inatividade do mesmo, porém, saber-se se ficou inativo ndo mencionaram®. De seguida,
tem-se 0 Grupo Il que é o menos conhecido em termos de interatividade e vias celulares
em que participam consistindo-se em trés subgrupos mob: MOB3A (A), MOB3B (B) e
MOB3C (C) que novamente se afastaram dos invertebrados como o trypanosoma,
minhoca (worm) e drosophila melanogaster (fly). Para além da perda do MOB3A na
galinha (chicken), mencionada anteriormente, houve também a auséncia do MOB3B na
linhagem de dois peixes: zebrafish, fugu e nos anfibios (frog), isto é, uma perda especifica
de linhagem para este gene mob e, talvez, uma maior especializacdo do MOB3A e do
MOB3C®).

Posteriormente, mencionam® o Grupo I11 que respeitou 0 MOB2 e que apresentou uma
divergéncia dos vertebrados ao clado dos invertebrados (fly e nematode). Destacaram-se
0s casos como o da ra (frog/xenopus laevis) e do fugu com uma duplicacdo génica
especifica de linhagem, sugerindo os autores®, novamente um caso de pseudogenizacéo
suportada pelo comprimento dos ramos da arvore assim como o caso do entamobea,
Figura 6. Grupo 11, tragos verticais. Por fim, o Grupo IV, que correspondeu ao MOB4
onde teve mais eventos de duplicacdo nos vertebrados do que nos invertebrados (worm,

drosophila melanogaster (fly), neurospora) e estando mais proximo do outgroup®.
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Figura 6. Filogenia dos mob em 16 organismos diferentes agrupando-0s em 4 grupos
evolutivos: Group | MATS1/2 — MOB1A/1B, respetivamente; Group Il (A/B/C) -
MOB3A/3B/3C, respetivamente; Group 111 - MOB2 e Group IV - MOBA4. Enraizada em
Giardia lambia, a mesma seguiu o principio de parciménia com o método de neighbor
joining (NJ)®. O comprimento dos ramos proporcionaram-se a quantidade de mudancgas
infringidas numa sequéncia de 144 a.a. de um dominio mob que ocupa ~80% do
comprimento da proteina®. Confiabilidade da arvore foi testada em 1000 reamostragens
por bootstrapping, apresentando os valores percentuais de suporte abaixo de cada no interno
superiores a 50©. LEGENDA: [MATS1] MOB1A, [MATS2] MOB1B, [A] MOB3A, [B]
MOB3B, [C] MOB3C, [III] MOB2, [IV] MOB4, circulos: principais eventos de
duplicacdo, traco vertical grosso: pseudogenizacéo. Figura retirada de Ye et al, 2009©®.

Alterado.
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3.3. Vias celulares que incluem os mob

Com os estudos contabilizaram-se 11 vias celulares que incluiram os mobs: MEN, SIN,
hippo, RAM, MOR, via da regulacdo da morfologia das hifas de fungos, migracao
de células T reguladoras, PTEN-GSK3p-MOB1, STRIPAK (transporte vesicular,
reproducao) e ciclo celular.

Primeiramente, mencionam-se as vias MEN (Mitotic Exit Network/saida de mitose) e
SIN (Septation Initiation Network/septacdo) que sdo complexos fosforilativos num ponto
de transicdo que permitem uma saida coordenada de uma célula filha em estado mitotico
para um retorno ao estado G, sendo entdo analogas e, obrigatoriamente, bem coordenadas
na divisao celular das leveduras de gemulacdo (saccharomyces cerevisiae) e de fissao (s.
pombe), respetivamente, partilhando um certo grau de ortologia® 24 2% 40) englobando a
participacdo do subtipo familiar MOB1A/1B (Mob1, Figura 7.) com uma parceria com
as cinases de serina/treonina Dbf2/20 e Sid2 que s&o homologas entre sitt® 24 29:40) ¢ que
embora, especulativamente, realizam interacbes com o Mobl similares, executam
funcBes aparentemente conduzidas de maneiras diferentes nas duas vias: saida de mitose
e septacdo, Figura 7. E que nestes casos, saber-se qual dos mobs em especifico que
interage mais com estas cinases permanece-se ainda uma incognita.

Com os estudos realizados, descreveu-se que estes dois processos atingem os picos de
atividade em anafase tardia decaindo-se até aos fins de telofase para procedéncia da
citocinese® 2429109 Também, outros autores discutiram a possibilidade de poder haver
uma atividade pouco detetavel destes processos em inicios de mitose ou mesmo em
interfase, especialmente, na via melhor caracterizada que é o MEN que em possivel
conjugacao com a via FEAR (Cdc5, Espl, Slk19 e Spo12)®, despoletam um certo nivel
de translocacdo da fosfatase Cdc14 para o citoplasma pela sua disassociagdo do complexo
RENT no ndcleo (Netl e Sir2) em menores concentragdes e poder desfosforilar inibidores
de CDKs ativando-os e destruindo ciclinas ao longo das fases anteriores a anafase'® 24
29,40,89) - Apesar desta suposta atividade vestigial dos mesmos, reportou-se que o inicio
destes processos seria mais decisivo com o balango de elementos como o Ltel/Etdl
(GEF)( 109 que estimulam a GTPase denominada Tem1 ou Spgl a libertar o GDP e ter
uma maior afinidade ao GTP quando em anafase, ativando-as juntamente com a ajuda do
Cdc5/Plol que inibem a atividade dos complexos moleculares inibidores como o Bub2-
Bfal (ativado por Kin4)/ Cdc16-Byr4 (GAPS) que estimulam as GTPases para um estado

de inativacdo (GDP) quando a célula se encontra em prometafase e a reordenar o fuso
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com a fosforilagdo do fator de posicionamento Kar9 pelo complexo Dbf2-MOB1 que se
encontra distribuido assimetricamente e que deve mediar a reorganizagdo dos
microtdbulos astrais entre as células mae e filha®, Figura 7. Portanto, aquando do
correto posicionamento do plano de divisdo gracas ao gradiente dos elementos
mencionados anteriormente®?, tem-se a ativagio da GTPase em anafase e,
consequentemente, o recrutamento dos elementos da cascata fosforilativa para o SPB de
cada polo, Figura 7. Posteriormente, cinases como a Cdc15/Cdc7 e Sid1-Cdc14 ativariam
0 complexo Dbf2-Mob1/Sid2-Mob1 que seria translocado para o nucleo e fosforilaria o
Netl do complexo RENT que sequestra a fosfatase Cdc146 24, Com esta fosforilacéo,
tem-se a libertacdo da fosfatase que iria para o citoplasma ativar inibidores CDKs e
promover a destruicdo de ciclinas permitindo a transicdo anafase-telofase e inicio da
citocinese®® 29, Nesta fase, 0 Dbf2-Mob1/Sid2-Mob1 também iria colocalizar-se com o
Hofl que tendo sido fosforilado a priori pelo Cdc5/Plol, seria novamente fosforilado
desta vez pelo Dbf2-Mobl libertando a proteina do anel de septina e permitir a sua
interacdo com o anel de acto-miosina®® &%, promovendo-se a contracéo e a ingressio da
membrana celular.

No caso do SIN, houve autores®® %) que sugeriram a probabilidade de ter-se os mesmos
eventos de fosforilacdo e de colocalizacdo dos homdlogos para a atividade do anel de
constricdo de actina e miosina e formacao do septo reportando que desencandea um efeito
ativador para a fosfatase Flp1p/Clplp que, assim como o Cdc14, promove o fim da mitose
na s. pombe®®, Figura 7. Saber-se como o Dbf2/Sid2-Mob1 seria recrutado nestes
processos como o do anel de acto-miosina ainda ndo é bem percebido, embora que os

autores estipulam que o complexo possa ser guiado por microtubulos astrais®.
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Figura 7. Vias MEN na s. cerevisiae (esquerda) e SIN na s. pombe (direita), que
incluem a proteina Mob1 acoplada a duas cinases homdlogas: Dbf2 e Sid2. Figuras
retiradas de: Hotz e Barral, 2014?4 (esquerda) e McCollum et al, 20016 (direita).
Alterado.

Seguidamente, reportou-se uma via conservada e importante em contextos oncoldgicos
que foi caracterizada em drosophila melanogaster® 7 que é a via hippo ou Salvador-
Warts-Hippo pathway (SWH), Figura 8., que inclui a parceria de trés subfamilias mob:
MOB1A/1B, retratada como Mats em drosophila melanogaster e identificada como um
supressor tumoral porque, como mencionado anteriormente, a perda desta subfamilia
norteou a um crescimento descontrolado em moscas de mosaicismo®? ®, MOB2 que,
especulativamente, impede a formacdo do complexo NDR1/2-MOB1 sendo considerado
um competidor do MOBL1 e um parceiro do NDR1/2 (STK38/L) que ndo se associa com
0 LATS1/2@ % ¢ a suspeita de participar na sinalizagio MRN-ATM (dano no DNA),
especificamente, no recrutamento do Rad50C> V. E, por fim, a MOB4 envolvida,
possivelmente, em casos de cancro pancreatico por destabilizar a fosforilagdo do MOB1
pelo MST1 assim como a interacdo com o LATS1/2 comportando-se como um
oncogene™). Ora tais estudos de carater especulativo merecem mais aprofundamentos®
55.78,91) assim como o desconhecimento do papel do subtipo MOB3 na via hippo tanto
nos humanos como em drosofila®.

A via hippo, de acordo com os autores, insere-se na supressdo tumoral controlando a
proliferacdo celular, a apoptose e a integridade tecidual®® 7. Depende de um compéndio
diversificado de sinais a upstream provindos, por exemplo, dos recetores de membrana
GPCRs®, Fat1-4, Crumbs, Notch e de outras variaveis extracelulares como a pressdo
mecanica, o contacto célula-célula, o estado da matriz extracelular, hormonas, etc 3% 92
. A integracdo destes sinais permite uma organizacdo intracelular entre complexos
como o NF2/Merlin-Kibra-Expanded (FRMD®6), Figura 8., que se encontram associados
a membrana®? e a participacdo de muitos outros elementos como os MAP4Ks e o
MST1/2-Sav1 recrutados pelos mesmos e que ativam o complexo LATS1/2-MOB1@0:3D),
Porém, em casos de desativacdo deste complexo, demonstrou-se que pode ser efetuado
por regulagdo do MOBL1 porque reportou-se que 0 mesmo pode interagir com a E3
ubiquitina-ligase (praja2), Figura 8., que promove a sua destruicdio e que,
consequentemente, tem-se a inatividade o LATS1/2 permitindo a progressao de casos de

glioblastoma multiforme®”,
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Como todos estes passos, tem-se a coordenagdo de uma cascata fosforilativa dedicada ao
sequestro do proto-oncogene YAP que é um regulador transcricional e um substrato do
complexo LATS1/2-MOB1 (1A ou 1B, no se soube)®® 3% 79 Figura 8. Quando
fosforilado por este complexo, o YAP segue uma de duas vias: retém-se no citoplasma
devido ao sequestro por proteinas 14-3-3©% 3L 67.97) gy compromete-se & sua destruicio
por ubiquitinagdo no citoplasma®® 3D, Figura 8. Caso haja uma falha ou uma inatividade
desta via, 0 YAP associa-se a0 TAZ formando o complexo YAP/TAZG% 31 7) que
transloca-se para o nucleo associando-se aos TEADs controlados pelo VGLL4, um
cofator transcricional dos mesmos®?, promovendo-se a expressdo de genes associados ao
crescimento tecidual e proliferativo (ciclinas), inibidores de apoptose (diapl) e muitos

outros©0: 3D,
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Figura 8. Via hippo em humanos resumida de dois modos por dois artigos. A direita
retrata-se, especulativamente, um modo de acdo da subfamilia MOB4 em casos de
cancro pancreéatico. Nota. Os nomes abaixo referem-se aos nomes dos homélogos em
drosophila melanogaster. Figuras retiradas de: Wang Yu et al, 20170 (esquerda);
Hergovich et al, 2012®) (meio); Lignitto et al, 20136" (esquerda); Chen et al,
2018(® (direita). Alterado.

Continuando, reportaram-se mais trés vias celulares que incluiram a ilustracdo de apenas
de uma subfamilia mob com apenas um elemento que é o MOB2 que fez parceria com

trés cinases: Cbkl, Orb6 e COT-1, respetivamente, nas vias RAM (regulation Ace2p
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morphogenesis da s. cerevisiae) e MOR (morphogenesis network da s. pombe), que se
focam na regulagdo da morfologia celular, polaridade, e transcricdo de genes
especificos®® 19 e | por fim, na via da regulacio da morfologia das hifas do fungo
neurospora crassa®, Figura 9.

A primeira via celular, RAM, reportada para 0 MOB2, esquerda, Figura 9., consiste na
fosforilagdo da cinase Cbk1 no dominio hidrofébico no residuo T743 pelo Kicl que esta
colocalizado gracas ao complexo de ancoragem Sog2, Hym1 e Tao3p (nédo representado)
para assim ser ativado pelo MOB2 formando-se o complexo Cbk1-MOB2®. Depois, 0
mesmo fosforila outros elementos ainda desconhecidos® norteando & morfologia,
crescimento polarizado e ao seu translocamento para o nucelo da célula filha fosforilando
varios residuos de serina de uma sequéncia de exportacdo nuclear presente no fator de
transcricdo Ace2p prevenindo o seu deslocamento para o citoplasma®®. Como tal,
aumenta-se a [Ace2p] no ndcleo da célula filha e ajuda na expresséo de genes associados
a formacao da parede celular e citocinese®® 100,

De seguida na via MOR, (que é a menos conhecida, porém, analoga ao RAM), reportaram
0s homdlogos: Nak1/Kicl, Orb6/Cbkl, Mor2/Sog2-Hym1-Tao3p e 0 Pmo25, o unico
sem um conhecido e que ativa 0 Nakl1, meio, Figura 9. Sem o mencionamento de um
fator de transcrigdo como o Ace21%) temos, semelhantemente a0 RAM, a formagdo do
complexo Orb6-MOB2 que fosforila elementos responsaveis pela manutencdo da
polaridade e reordenacéo da f-actina nos p6los de crescimento®?.

Por fim, temos uma outra via destinada ao crescimento das hifas do fungo neurospora
crassa tendo o COT-1 como a cinase NDR principal® com, novamente, o parceiro de
ligacdo MOB2. Reportaram® que esta cinase tem uma tendéncia transiente a formar
homodimeros inativos, direita, Figura 9., com a extensdo N-Terminal das mesmas que
é 0 mesmo dominio de interacio do MOB2®2), Na conformacio ativa, isto é, em cinases
ndo associadas as mesmas, apresentam uma atividade basal gracas a autofosforilagdo no
segmento de ativacio pelo MOB2 na S417 tornando-se num heterodimero competente®?),
direita, Figura 9. Por fim, os autores®? verificaram que com a fosforilagdo da Thr589
no motivo hidrofébico do COT-1 pela cinase POD6, completa-se a ativagio do COT-162
onde, finalmente, o complexo COT-1- MOB2 pode co-localizar-se ndo s6 em toda a
extensdo membranar da hifa mas também na sua extremidade apical que é
especificamente, restringida pelo MOB2 promovendo-se um crescimento polarizado da

mesma(®?.
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Figura 9. Trés vias celulares: RAM (esquerda), MOR (meio) e via da regulagéo da
morfologia das hifas do fungo neurospora crassa (direita) com as respetivas cinases
Cbk1, Orb6 e COT-1 associadas ao MOB2. Figuras retiradas de: Vitulo et al, 200729
(esquerda), Weiss et al. (2002)“?) (esquerda), Sabine Méarz, 2009(1%) (meio) e Maerz
et al, 20122 (direita). Alterado.

De seguida, ilustra-se a subfamilia MOB1A/1B, retratada como Mobl, a interagir com
GEFs do tipo DOCK6-8 envolvidas na migragdo de células T reguladoras®? sendo,
especificamente, responsaveis pela remodelacdo do citoesqueleto (actina) por
estimularem as GTPases Rac1 associadas a cdc42®Y, Figura 10.

Primeiramente, reportam que o MST1/2, um componente da via hippo e altamente
expresso em tecidos linfoides, fosforila a subfamilia MOB1A/1B®2 51 porém, qual dos
mobs em especifico ndo se soube. Posteriormente, esta fosforilacao faz com que se forme
o complexo DOCK8-Mob1 promovendo, a0 mesmo tempo, a ativacao e localizagdo do
mesmo na membrana celular com a finalidade de estimular a atividade da GTPase Racl
para um estado GTP e nortear-se a polimerizacdo da actina e reorganizagdo do
citoesqueleto para a migracao destas células imunes.

Apesar destas afirmacdes, 0s mesmos autores reportaram que a interagdo do Mobl1 com
os outros DOCKSs foi muito transiente® 81 sugerindo também a possibilidade de haver

mais interacdes Mob1 com outros GEFs tornando-se questdes que envolvem mais estudos.
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Figura 10. Imunidade adaptativa. Mobl na migracdo de células T reguladoras
envolvido entdo na remodelacdo do citoesqueleto (actina) ao associar-se aos DOCKG6-
8 que sdo GEFs para a GTPase Racl. Figuras retiradas de: Arvuch et al, 201261
(esquerda); Hong et al, 201862 (direita). Alterado.

Depois, destacou-se uma via modelo proposta por Song et al, 2018@5): PTEN-GSK3p-
MOB1, responsavel pelo crescimento de ramificagcbes neuronais em ratinhos apds a
inducdo de danos na corda espinhal (SCI - spinal cord injury, um tipo de dano que provoca
danos irreversiveis)®®, Figura 11., que, novamente, incluiria a subfamilia MOB1A/1B,
embora que ndo especificaram o tipo de mob envolvido.

Os autores®, concluiram que a via proposta controla o crescimento das ramificacoes
neuronais apos os danos na corda espinhal de ratinhos pelo MOB1 porque quando
suprimiram o PTEN por shRNA em células neuronais de ratinho apds SCI, deteram um
aumento de proteina MOB1 por westernblot que correlacionou-se com um aumento no
crescimento de terminagdes neuronais (axonios e dendrites)® sugerindo a possibilidade
de desenvolver terapias que aumentariam a taxa de reparo de neurénios comprometidos
ap6s SCI®®). Para tais conclusdes, propuseram uma via, Figura 11., que tem inicio com
0 PTEN, uma fosfatase de supressdo tumoral que impede a formagdo do PIP3 na
membrana celular impedindo o recrutamento e a fosforilacdo do Akt (PKB) e a atividade
de supressio do mesmo na cinase GSK3B (cinase serina/treonina envolvida no
desenvolvimento neuronal e glicogénese) que regula o MOB1 ao fosforila-lo na S146
conduzindo-o para ubiquitinacdo pela E3 ubiquitina ligase e destruicio proteossomal®®,

Sem o PTEN devido ao silenciamento lentiviral, tem-se o recrutamento do Akt que
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reprime a agdo da enzima GSK3p permitindo uma difusdo do MOBI1 que atua em
processos de recuperacdo neuronal pouco estabelecidos, Figura 11.

Apesar de ndo clarificarem a acdo do MOB1, afirmaram que tal descoberta abriu novas
asas a investigacdo no crescimento das terminacGes neuronais com a possibilidade do
MOBL1 ser um candidato terapéutico para o SCI e ser um novo substrato caracterizado
para a GSK3p®,

A PrEN Y ?
™ )
X m S146 9@-“’ l

1Y (0): 70 ===p ubiquitinacéo por Praja2
destruicdo do MOB1 ?

DR
X

Cell surface

Figura 11. Via PTEN-GSK3p-MOB1 proposta pelos autores que
controla o crescimento das ramificacGes neuronais apos danos na corda
espinhal de ratinhos (SCI). Nota. O P indica fosforilacdo. Figura
retirada de: Song et al, 2018®®). Alterado.

Penultimamente, ilustra-se a subfamilia MOB4, denominada Mob3, como um elemento
do STRIPAK. Um complexo envolvido em diferentes vias celulares com fungdes
desconhecidas em processos como os de diferenciagio celular®) e que é constituido por
estriatinas sem atividade catalitica funcionando como proteinas de ancoramento (STRN4,
SG2NA, Zinedina) que permitem reunir para além da fosfastase PP2A, diversos
elementos (Caveolinas, Cam, Ccm3, etc) dedicadas, por exemplo, ao importe de calcio,
modelacdo das juncOes ceulares, migracdo celular, controlo do MST1/2, endocitose e
outros“® 8. 8 Figura 12. No caso do MOB4, reportou-se que 0 mesmo possa Ser

controlado pelo PP2A®9 e que pode interagir com o dominio repetido em triptofano e

29



aspartato  (tryptophan—aspartate (WD)-repeat domain) da estriatina®)  onde,
possivelmente, ancora-se e desempenha func¢Ges na endocitose de vesiculas dependentes
de clatrina (Eps15), na associa¢do com a dinamina-1 (GTPase do trafego vesicular) e no
NDK (Nucleoside-Diphosphate Kinase)®!: 8 92),

Para os fungos filamentosos, s. macrospora e neurospora crassa, 0 MOB4 como um dos
elementos do complexo STRIPAK que interage apenas com PRO11 e ndo com a
subunidade do PP2A (PP2AA) e nem com PRO22®3, Figura 12., demonstrou-se critico
para os eventos de fus&o celular e no desenvolvimento sexual destes fungos®® porque os
autores®) mencionaram que os defeitos observados na fertilidade e na fusio celular com
os truncamentos infringidos nos dominios WD do PRO11 (homoélogo da estriatina)

impediram a interacdo do MOBA4.

Clathrin-dependent endocylosis

Ca®-channi cytoplasm

'/‘Q,? PRO22
Caveolae-dependent 5 o8 0, PP2AC
endocylosis @Qe S - 7
o A
- & :
e

——
PP2A g, Ccm3
W GCKIl
rel -
/ vesicular traffic

clathrin-dependent
endocytosis

cell fusion
sexual development

Cell
Junctions

Golgi assembly *____/__-
Call polarity
Cell migration

Figura 12. Complexo STRIPAK-MOB4 e seu envolvimento em diferentes vias
celulares em células de mamiferos (esquerda) e de fungos filamentosos (direita).
Figuras retiradas de: Hwang e Pallas, 2014®Y (esquerda), Bloemendal et al, 2012(83)
(direita). Alterado.

Por fim, mencionaram-se a participacdo das subfamilias MOB1A/1B e MOB2 no ciclo
celular de células de mamiferos, Figura 13., ilustrando-se a atuagdo das mesmas em
diferentes etapas como a fase S, alinhamento cromossomas mitéticos, checkpoints e saida
de mitose®* 299 Dito isso porque reveu-se que a localizagio destas subfamilias mob
estava associada aos tipos de cinases e complexos com que interagem e que co-
localizaram-se em estruturas celulares associadas a divisdo celular como os microtubulos,
centrossomas e em locais celulares como o midbody e apico-basais® %)

Uma das revisoes, sugeriu que o MOBL1 seria o parceiro do NDR1 quando o mesmo fosse

fosforilado no motivo hidrofobico, especificamente, no T444 pelo MST1 na fase S para,
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posteriormente, co-localizar-se com o Plk4 (Polo Kinase) nos centrossomas para o
processo de duplicagdo dos centriolos, Figura 13. Ora como foi o complexo NDR1-
MOB1 recrutado e qual foi 0 modo de ac¢cdo do mesmo neste processo ndo se soube ao
certo®?,

Ja na mitose, reportou-se a subfamilia MOB2 associada ao complexo Furry (proteina de
ancoramento que, sinergicamente, ativa 0 NDR1)-NDR1®®) numa fase de transicéo
(prometafase e metafase) co-localizando-se com os microtubulos tendo uma finalidade
no alinhamento dos cromossomas®®, Figura 13. No fim de mitose, reportou-se também
a interacdo da subfamilia MOB1 (1A ou 1B, ndo se soube) com o LATS1/2?% numa via
que, possivelmente, seja analoga ao MEN, isto é, altamente reminescente ao observado
em leveduras®, onde o MST2 seria, supostamente, ativado por uma GTPase ainda
desconhecida nas células de mamiferos e posteriormente, estimularia o complexo
LATS1/2-MOBL1 que promoveria a translocacdo de fosfatases humanas (hCdc14A/B)
para o citoplasma que terminariam o ciclo mit6tico promovendo a citocinese 9. Outros
estudos apontaram que o complexo LATS1/2-MOB1 também pode participar em outros
processos do ciclo celular como o do checkpoint mitético (fosforilacdo do Aurora B nos
cinetocoros)®®, checkpoint de tetrapoidia (M-Gi: via do p53)©® e muitos outros ainda
por se caracterizarem melhor® %), Terminanda a mitose, reportou-se que o0 mesmo
complexo poderia atenuar o ciclo celular facilitando a transicdo Gi-Go pela via hippo
impedindo a translocacdo do YAP/TAZ®?).
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Figura 13. llustracbes combinadas que figuram alguns dos mobs a atuarem em
diferentes fases do ciclo celular de células de mamiferos. Figuras retiradas de: Hotz
e Barral, 20143%; Yabuta e Nojima, 2013©3; Vitulo et al, 2007?9, Alterado.
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3.4. Divisado celular. Revisdo de conceitos

Revisto o papel especulativo de alguns mobs no ciclo celular, esse mesmo, no caso das
células animais, é unidirecional e coordenado no tempo e no espago por trés checkpoints:
ponto de restricdo Gi, G2 e metafasico, Figura 14. i., ii., iii., respetivamente, e
subdividido em 9 fases: Interfase (preparacdo do DNA): Gi, S, Gz; Mitose (divisdo do
nucleo): profase, prometafase, metafase, anafase e telofase; citocinese (divisdo do
citoplasma), Figura 14. Fases essas que requerem mudancas dramaticas na forma,
mecanica e polaridade da célula, (Ramkumar et al, 2016)(". Uma dessas mudancas
comeca pela ado¢do de uma morfologia simetricamente esférica da célula logo no
primeiro passo da mitose(). Forma essa que que é derivada de um processo denominado
de “mitotic rounding” ainda desconhecido em muitos sistemas vivos que é assegurado
com a entrada de agua por osmose (osmotic swelling)("). Também, ao mesmo tempo, tem-
se a remodelacdo dos fatores de adesdo ao substrato que facilitam os dois processos
anteriores pela atividade do complexo CDK1/ciclina B que fosforila diretamente varios
componentes de adesdo: integrinas, FAKs e paxilinas”.

Em interfase, tem-se dois pontos de restricdo, Figura 14., i. ponto de restricdo Gy, ii.
ponto de restricdo G, que verificam a compatibilidade das codi¢des morfoldgicas, e
intercelulares da célula ([ ] de moléculas mitéticas, etc) para a continuidade da divisao
celular com entrada em mitose®.

Agora em mitose, a arquitetura interna da célula continua a remodelar-se em profase e
prometafase, Figura 14. 1 — 111, com a desintegracdo do envelope nuclear, aumento
progressivo dos niveis de CDK1/ciclina B fazendo com que a célula adote rapidamente a
forma esférica mencionada anteriormente gracas ao feedback das proteinas mitdticas
Aurora A, B e PLK1, que culminam um pico de atividade de outras cinases(, e a
separacdo dos centrossomas que nucleam os microtubulos para que os do tipo astrais
possam capturar e alinhar os cromossomas mitoticos em metafase, Figura 14., 1V, onde
tem-se novamente um terceiro ponto de restricdo, Figura 14., iii., que desta vez analisa o
correto alinhamento dos mesmos”. No fim desta fase, as mudangas morfoldgicas
revertem-se aos poucos ficando cada vez mais notorias até ao fim de mitose devido a
queda gradual dos niveis de ciclina B disponiveis para a CDK1. Porém até 1a temos,
primeiramente, a anafase onde ocorre a clivagem da coesina pela separase ativada pelo
APC permitindo a migracdo dos cromatideos para os polos opostos”), Figura 14., V —

VI. Ja no fim da fase de alongamento, Figura 14., VII, as células se encontram em
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telofase onde ja se disponibiliza um espagco intercelular suficiente para o posicionamento
e atividade do anel contratil de actomiosina” que sinaliza o final da mitose juntamente
com o pico de reverténcia dos trés passos anteriormente mencionados restaurando-se a
morfologia celular interfasica (mitotic exit) com a ajuda do complexo ARP2/3 e,
finalmente, cisar-se o citoplasma gracas a interagdo dos complexos ESCRTIII e de
centralspindlin® (proteinas motoras KIF23 e RACGAP1) no corpo médio (midbody)®,
(Figura 14., citocinese, VII11) gerando-se entdo, no final, duas células filhas por ciclo

onde cada uma tem uma heranca genética quantitativamente justa entre elas®.
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Figura 14. Ciclo celular de células animais compartimentalizada em 9 fases:
Interfase (G1, S, G2) e Mitose [I - VII] subdividida em profase [I], prometafase
[I1 - 111], metafase [IV], anafase [V - VI], telofase [VI1] e, por fim, a citocinese
[VII1] que marca o fim da unidirecionalidade do ciclo que serd sempre controlado
por trés pontos de restri¢do (i.; ii.; iii.) indispensaveis ao mesmo. LEGENDA: (Go)
- gap 0; (G1) - Gap 1; (i) - ponto de restricdo Gy; (S) - fase S; (G2) - gap 2; (i) -
ponto de restricdo Go; (iii) - ponto de restricdo metafasico. Figura retirada de: 10.
BIBLIOGRAFIA, 10.2. Paginas web, ponto 26. Alterado.

Apesar da especulacdo do papel dos mobs no processo de diviséo celular j& abordado e
em outras vias mencionadas no subtema 3.3. houve, ao longo dos estudos, uma profunda
necessidade na escolha de uma nomenclatura para classificar os mobs. Como tal,

adotaram-se as nomenclaturas tabeladas no subtema 3.5.
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3.5. Nomenclaturas adotadas

Tendo-se uma ideia da decorréncia dos estudos que envolveram os mobs que se refletiram
numa falta de unanimidade na classificacio dos mesmos® e olhando-se para o bem dos
objetivos seguidos neste trabalho, teve-se a necessidade de adotar uma nomenclatura para
melhor diferenciar os sete propostos para este projeto. Para tal e gracas a orientagdo
guiada, recorreu-se a Tabela I. que ndo foi apenas um dos exemplos nomenclaturiais
sugeridos para 0s mob, mas também uma escolha preferida para a atribui¢do dos nomes

de cada mob.

Tabela 1. Tabela exemplar de nomenclaturas que identificam e distinguem as
proteinas mob em dois organismos diferentes: droséfila (Dmob) e humanos
(hMob).

Drosophila Dmob1 Dmob2 Dmob3 Dmob4
{(nés) CG3403 cG11711 CG4946 CcG13852
Drosophila Dmob212 Mob310 Mats
Human (nés) hMob1 hMob2 hMob3A hMob3B hMob3C hMob4A hMob4B
Human * MOB4 * | MOB2 *| mMOB3A *| MOB3B*| MOB3C*| MOB1B *| MOB1A *
(MOB family BB e (MOB kinase (MOB kinase (MOB kinase (MOB kinase (MOB kinase
member 4, EEiE iy 2] activator 3A) activator 3B) activator 3C) activator 1B) activator 1A)
phocein)
11p15.5
19p13.3 9p21.1 1p34.1 4q13.3 2p13.1
2gq33.1 Previous . . X ) .
Previous Previous Previous Previous Previous
Symbols:
hsMob2 Symbols: Symbols: Symbols: Symbols: Symbols:
Previous (AI580639) hsMob3A MOBKL2B, MOBKL2C, MOBKL1A, C2orfs,
Symbols: " MOBKL2A, MOB1D, MOB1E MOBAA MOBK1B,
PREI3, RIEERE MOBIC, FLI13204 MOBKL1B,
MOBKL3 MOB-LAK, FLI10788,
MOB3, moblak MOB1,
DKFZP564M FLI11595,
112, CGI-95, Mob4B, Mats1
2c4D,
PHOCN

Nota. O asterisco referencia a nomenclatura escolhida para este trabalho. O termo
entre parénteses (nds) refere-se aos nomes que o autor da tabela pretendeu adotar
e dar disting&o nos seus trabalhos. Tabela criada por: A. Tavares et al, 2015.

Apos a escolha dos nomes que as classificaram, mais seguramente seguiram-se 0s dois

objetivos fulcrais propostos e figurados no capitulo 4.
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4. OBJETIVOS DO ESTUDO

Para além de revisar-se conteudos dos mob na filogenia, estrutura, percentagens de
identidade e vias celulares em que participam, fulcralmente, pretendeu-se comparar dados
bioinformaticos que distinguiram os sete mobs de humanos mediante de uma abordagem
investigativa em duas bases de dados que enquadraram novos resultados da expressao
transcricional dos mesmos (HPA), e do nimero de interatuantes com que interagem
favoravelmente (STRING v10.5), Figura 15.

Objetivos Bases de dados Caélculos

HPA

Abundancia transcricional relativa L
Normal Tumoral \/ariabilidade percentual *

HPA GTEx FANTOM5 TCGA

NuUmero de interatuantes STRING v10.5 Score combinado das associa¢des

Figura 15. Os dois objetivos fulcrais deste trabalho que fizeram recorrer as respetivas
bases de dados juntamente com as metodologias de célculo aplicadas em cada caso.
Nota. O asteristico indica um calculo formulado pelo autor do trabalho (ver 6.
MATERIAL E METODOS, 6.2.).

Por consequéncia dos objetivos deste projeto aprimorou-se, para 0s sete mobs de
humanos, os resultados diferenciativos das duas bases de dados, abordando-se uma série

de hipoteses mencionadas no capitulo 5.

5. HIPOTESES ABORDADAS PARA O HPA E STRING v10.5

As hipdteses mencionadas nesta seccdo destinaram-se aos estudos realizados nas duas
bases de dados HPA e STRING v10.5 quanto a expresséo transcricional dos sete genes
mob nos diferentes tecidos do corpo humano em dois contextos (normal e tumoral) e ao
namero e tipo de parceiros interativos com que interagem, respetivamente.

Primeiramente, antes de ter-se abordado os valores transcicionais da base de dados do
HPA, na mesma, também se disponibilizaram 0s niveis de expressdo proteica dos sete
mobs humanos na seccdo da patologia. Mas antes de os ter recorrido, compararam-se as
percentagens de identidade no mesmo organismo modelo (Homo sapiens) onde a tomada
de decisdo estaria dividida em duas hipéteses, isto &, ter-se-iam altos valores de identidade

e/ou baixos. Ora tendo-se manifestado neste trabalho valores de identidade altos no
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mesmo subtipo familiar, tomou-se a decisdo de descartar os valores de expressédo proteica
e optarem-se pelos valores transcricionais dos sete mobs de humanos devido ao estado de
ambiguidade, (Figura 16., T2) porém, mesmo ter-se tido em alguns casos comparativos
valores baixos de identidade, nos fazendo entdo reconsiderar, ndo foram subestimados
porque em uma comparagdo de uma sequéncia mob com uma de outra de um outro
subtipo em que se verificou um valor de identidade baixo, uma delas poderia apresentar
uma identidade alta para uma outra sequéncia mob e que assim sendo incutir-se-ia muitas
mais davidas.

Por consequéncia deste estudo, também se estudaram as percentagens de identidade dos
sete mobs de humanos em 20 organismos modelo diferentes, Figura 16., T1. Ap6s o
tratamento dos dados ter-se-ia entdo duas hipdteses quanto a identidade das sete
sequéncias mob humanas ao longo dos organismos modelo onde uma maior identidade
concluir-se-ia, especulativamente, de uma evolucdo convergente onde todas as
sequéncias teriam sido expostas a uma igual forca evolutiva e consequentemente
realizarem uma mesma funcdo e assim ndo haver uma especializacdo especifica em
nenhum dos organismos ou vestigial se as diferencas fossem ligeiras. Porém, em casos
contrarios, ter-se-ia especulado de uma evolucdo divergente com a grande probabilidade
de realizarem funcdes diferentes sendo entdo especializados para os organismos de estudo,
Figura 16., T1.

BLASTp (LM), (ar) +
BLOSSUM 62
Tl comparar ...

( Entre # organismos

| T2
@0 mesmo (Homo Sapiens)

hMOBIA
hMOBIB
hMOB3A
hMOB3B

hMOB3C Evolugao divergente?
hMOB2 ¥ % identidade # funges?
hMOB4 Especializacio?

Usar dados da
expressdo
transcricional

Evolugido convergente?
4 % identidade = fungdes?

Especializac¢io?

comparar ...

4 % identidade Descartar dados da expressao proteica

Figura 17.
¥ %o identidade Usar dados da expressdo proteica? )
T1 T2
Tabela I1. Tabela I11.

Figura 16. Resumo esquemaético das op¢des abordadas para o ato comparativo das
sequéncias de a.a. dos sete mobs no mesmo e em diferentes organismos juntamente
com a legenda de uma letra que identifica as tabelas interpretadas para cada caso.
LEGENDA: LM - LANDMARK; nr — nédo redundante.
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A tomada de decis&o de ignorar-se os valores de expressdo proteica, norteou ao estudo da
expressdo transcricional dos sete mobs de humanos na mesma base de dados onde os
niveis transcricionais dos sete mobs apresentaram-se em trés bases de dados do contexto
normal: HPA, GTEx e FANTOMb5 com unidades de medidas diferentes (TPM, RPKM e
TagsPM, respetivamente). Portanto, houve a hipdtese de testar a fidelidade da expresséo
transcicional dos diferentes tecidos de cada base de dados para entdo salientar-se as
diferencas de expressdo dos mob nos diferentes tecidos entre cada uma das trés fontes,
Figura 17., T, agrupando os tecidos em grupos de alta, média e baixa expressao. Se
grande maioria dos tecidos das trés bases de dados estivessem dentro destes grupos,
concluir-se-ia que houve uma expressao fiel onde o peso das varidveis nao foi muito
significativo. Caso contrario, isto é, tecidos das trés bases de dados em diferentes grupos
de expressao (discrepantes), concluir-se-ia que a expressdo seria infiel e questionar-se-ia
0 peso das variaveis em jogo, porém, saber qual delas é que teria uma influéncia maior
ficaria-se por saber, Figura 17., T.

Apdbs compararem-se as fidelidades de expressdo de cada base de dados, teve-se a opcao
de comparar a expressao transcicional dos sete genes mob de humanos dos diferentes
tecidos na mesma base de dados, incluindo os dados da expressdo transcicional do
contexto tumoral (TCGA), Figura 17. *, calculando-se as variabilidades percentuais do
contexto geral e, especificamente, de 21 comparacdes duais em cada tecido onde as
hipbteses de termos uma maior ou uma menor expressao transcicional de um mob num
determinado tecido concluir-se-ia, especulativamente, de um grau maior ou menor de
dependéncia tecidual respetivamente, apesar das supostas variaveis e de outras questdes
incutidas, Figura 17.

Ja a opcdo de comparar-se entre duas bases de dados, isto é, uma do contexto normal
(HPA, GTEx, FANTOMDb5) com a do contexto tumoral (TCGA) em valores percentuais
gerais e especificos (tecidos presentes em cada base de dados e correspondidos com o0s
tecidos tumorais), Figura 17. **, ter-se-ia a hipdtese de termos uma ideia dos aumentos
ou descidas de cada caso normal para o tumoral onde, especulativamente, dizer-se-ia que
teria havido uma alta ou uma baixa sensibilidade tecidual dependentemente da
percentagem de diferenca de subida ou de descida de cada mob. O facto destas diferencas
percentuais terem-se derivado de uma causa ou consequéncia do estado tumoral ficar-se-

ia por debater incluindo as outras varidveis mencionadas na Figura 17.
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HPA

agrupar. ..

T ( Ala )

Expressio fiel

Expresséo infiel

Meétricas?
Variabilidade RNAm?
N° amostras p/tecido?

Fidelidade da expressdo
. comparar .
transcricional no

HPA, GTEx e FANTOMS

comparar ...

*
Mesma base de dados Geral + Expressdo }——{ = dependéncia tecidual’.)
(HPA, GTEx, FANTOMS, TCGA) 2 mobs p/ tecido
| **

Entre bases de dados Geral 4 oou + sensibilidade?

(Normal vs TCGA) Tecidos normais vs tumorais Causa/consequéncia?
T * **
Tabela IV. Geral Especffico Geral Especffico
Tabela V. HPA: Figura 24. Figura 25. Figura 32. Figura 33.
Tabela VI. GTEX: Figura 26. Figura 27. Figura 32. Figura 34.
Tabela VII. FANTOMS:  Figura 28. Figura 29. Figura 35. Figura 36.
Tabela VIII. TCGA: Figura 30. Figura 31.
Tabela IX.
Tabela X.

Figura 17. Resumo esquematico das op¢des abordadas para a base de dados do
HPA juntamente com a legenda de uma letra e de cada asterisco que identificam as
figuras e tabelas interpretadas para cada caso.

No estudo dos interatuantes dos sete mobs de humanos, abordaram-se as hipoteses
esquematizadas na Figura 18.

Na base de dados do STRING v10.5 teve-se a oportunidade de tratar-se dos dados e
organizar-se a Tabela XV. que permitiu hipotetizar-se duas situagdes, Figura 18., T, em
que o score combinado de todas as evidéncias e metodologias de uma determinada
associagdo com um mob em particular poder partilhar um valor de score superior ou igual
a 0.5 de favorabilidade ou inferior a este. Portanto, para aqueles com um score superior
ou igual ao valor de 0.5, concluir-se-ia que entre as proteinas haveria uma associa¢do
legitima e importante nas vias celulares em que o interatuante se insere, classificada entdo
como significativa. Caso contrario, questionar-se-ia desta associa¢ao que merceria futuras
consideracdes de cada evidéncia e metodologia calculada na base de dados.

Também com a Tabela XV. permitiram-se as comparagdes entre 0s sete mobs de
humanos quanto ao nimero de moléculas com que interagem, Figura 18., *, e a0 numero
de partilhas com a mesma moeécula, Figura 18., **, ***

A hipétese de que um mob humano tivesse um maior nimero de interatuantes, Figura

18. *, implicaria que fosse multifuncional nas vias em que 0s mesmos actuassem podendo
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entdo partilhar os mesmos de um outro mob, questionando-se entdo o facto de poder haver
uma dualidade funcional no mesmo interatuante, Figura 18. ***. Sendo mesmo
multifuncional também pode diferenciar-se dos restantes mobs ao ter associacfes
significativas com outros interatuantes que ndo sejam em comum com outros mobs,
especulando-se que esse mob em particular possa adotar funcdes diferentes, Figura 18.
***.

Seguidamente, para 0s mobs em que se registaram um menor namero de interatuantes,
Figura 18. *, sugeriam-se que os mesmos fossem menos multifuncionais apesar de poder
haver-se uma falta de conhecimentos para estes mobs em particular, Figura 18. **, Porém,
estes mesmos apesar de poucos, podem partilhar os mesmos interatuantes com outros
mobs, Figura 18. ***, |evantando-se a questdo da dualidade funcional mencionada
anteriormente. Outra hipotese sugerida seria que estes mobs poderiam também partilhar
diferentes interatuantes dos restantes mobs, Figura 18. ***, questionando-se as funcdes

dos mesmos nestes interatuantes em particular.

( STRING v10.5

( Score X >0.5 Associacdo legitima e
| importante
Associagdo legitilnaHumras considerac;c‘)esD

** *kk

+ Multifuncional Mesmos interatuantes Dualidade funcional?
*x *Khk

# tipos de interatuanteH Fungdes # ? )

T * ** **k*

Tabela XV. Figura 37. Figura 38. Figura 39.

/

—

—

( Score X <0.5

comparar .

( t N parceiros
|
( ¥ N° parceiros

- Multifuncional

I

Figura 18. Resumo esquematico das opc¢des abordadas para a base de dados do
STRING v10.5 juntamente com a legenda de uma letra e de cada asterisco que
identificam as figuras e tabelas interpretadas para cada caso.
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6. MATERIAL E METODOS

Para a obtencdao dos valores percentuais de identidade com os seus respetivos e-values de
diferentes e do mesmo organismo modelo (Homo sapiens), recorreu-se ao programa
BLASTp alignment com uma matriz BLOSSUMG62 em que as sequéncias de a.a. dos mob
dos diferentes organismos modelo foram provenientes de duas bases de dados
denominadas de LANDMARK (LM) e ndo redundante (nr). Posteriormente, realizaram-
se 0s tratamentos e as analises destes dados bioinformaticos com o programa acessorio
Excel do Microsoft Office Professional Plus 2016.

Obtiveram-se os valores transcricionais dos sete genes mob assim como 0s scores
combinados de todas as associacfes de duas bases de dados: HPA e STRING v10.5,
respetivamente. Por fim, os mesmos tratamentos e analises dos valores bioinformaticos

realizaram-se com 0 mesmo programa anteriormente mencionado.

6.1. Percentagens de identidade dos sete mobs de humanos nos diferentes

organismos

Primeiramente, para a comparacdo das sete sequéncias mob humanas entre diferentes
organismos, selecionaram-se 20 organismos modelo (5 mamiferos: mus muscullus — pan
troglodytes, 2 peixes: danio rerio e takifugu rubripes, 1 ave: gallus gallus, 1 anfibio:
xenopus laevis, 1 reptil: carolina anole, 2 plantas: arabidopsis thaliana e zea mays, 1
insecto: drosophila melanogaster, 2 leveduras: s. pombe e s. cerevisiae, 1 fungo: candida
albicans, 3 protistas: giardia lamblia, trypanossoma brucei e dictyostelium discoideum
AX4 e 1 nematode: caenorhabditis elegans). Dentro destes, 8 (mus musculus; danio rerio;
arabidopsis thaliana; drosophila melanogaster; schizosaccharomyces pombe;
saccharomyces cerevisiae S288C; dictyostelium discoideum AX4; caenorhabditis
elegans) foram provenientes da base de dados LANDMARK. E os restantes 12 (rattus
norvegicus; heterocephalus glaber; pan paniscus; pan troglodytes; takifugu rubripes;
gallus gallus; xenopus laevis; carolina anole; zea mays; candida albicans; giardia
lamblia ATCC 50803; trypanosoma brucei) numa base de dados ndo redundante, Tabela
1.

6.2. HPA. Analise transcricional relativa dos sete genes mob
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Para descartar os valores de expressao proteica da base de dados do HPA, compararam-
se as sete proteinas mob humanas de diferentes subtipos familiares selecionando aquelas
com as seguintes referéncias: MOB1A (Q9H8S9); MOB1B (Q7L9L4); MOB3A
(Q96BX8); MOB3B (Q86TALl); MOB3C (Q70lA8); MOB2 (Q701A6); MOB4
(Q9Y3A3) totalizando-se um total de 21 comparag6es possiveis, Tabela I11.

Ja realizadas as comparag@es, posteriormente, revisaram-se os valores transcricionais dos
mobs de cada tecido nas trés bases de dados pelo menos 2x por semana para detetarem-
se atualizacdes dos mesmos nas trés fontes (ver 8. DISCUSSAO E CONCLUSOES para
melhor detalhe das atualizagdes ocorridas). Posteriormente, para confirmar-se a
fidelidade das expressdes teciduais, elaboraram-se sete tabelas para cada mob humano
(Tabela IV. — X.) e comparam-se as autenticidades das expressdes teciduais de cada mob
entre as trés bases de dados (HPA, GTEx e FANTOMDb) agrupando os tecidos em trés
grupos de expressdo por ordem decrescente (verde - hight/alta: maximo de 5 tecidos;
amarelo - medium/média: entre 21 e 27 tecidos; vermelho - low/baixa: méximo de 5
tecidos) onde a cor verde indicou os tecidos do mesmo grupo de alta expressao presentes,
no minimo, em duas bases de dados. O amarelo os tecidos do mesmo grupo de média
expressao presentes, no minimo, em duas bases de dados. O vermelho os tecidos do
mesmo grupo de baixa expressdo presentes, no minimo, em duas bases de dados.
Penultimamente, a cor rosa que destacaram o0s tecidos discrepantes nos grupos de
expressao, no minimo, em duas bases de dados. Por fim, o branco que foram os tecidos
exclusivos de uma base de dados em particular e que ndo permitiram a sua comparagéo
nas restantes duas. Ap0s este procedimento, registaram-se estes valores transcricionais de
cada mob provindos de diferentes proporces de amostras recolhidas para cada tecido de
cada base de dados ja traduzidos em unidades TPM, RPKM, TagsPM e FPKM, Figura
19.

Bases de dados N° de tecidos Estado das amostras  N° a/t Unidades
HPA 37 frescas [1;13] TPM
GTEX 31 post mortem [6; 607] RPKM
FANTOMS 36 frescas [1; 2] TagsPM
TCGA 17 frescas [102;1075] FPKM

Figura 19. As quatro bases de dados presentes no HPA pesquisadas para os sete genes
mob de humanos com os respetivos totais de tecidos recorridos, o estado das amostras
recolhidas, os intervalos de amostras requeridos para cada tecido e métricas aplicadas.
LEGENDA: N° a/t — nimero de amostras por tecido.
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De seguida, calcularam-se as meédias e desvios padrbes gerais das expressdes
transcricionais de todos os tecidos de cada base de dados para cada um dos sete mobs de
humanos, Figuras 24., 26., 28. para entdo verificar-se quais destas sete proteinas que 0s
tecidos dependem mais e compararem-se as diferencas percentuais de 21 pares de
proteinas mob possiveis do contexto geral com o célculo da variabilidade percentual entre
dois niveis de expressdo partindo daquele com um maior nimero de transcritos com a

seguinte equacdo:

M—-m
M

x 100 (%)

onde:

M: maior valor transcricional registado para um mob no mesmo tecido.

m: menor valor transcricional registado para um mob no mesmo tecido.

Nota. Diferencas percentuais de 0% indicaram uma igual representatividade entre dois

niveis de expressédo transcricional de dois mobs.

Calculou-se também a variabilidade percentual da expressdo transcricional dos 21 pares
possiveis no contexto de cada tecido (especifico) com o recurso a equacdo anterior,
Figuras 25., 27., 29.

Com a base de dados do TCGA aplicou-se também o raciocinio e a equacao anterior tanto
para o contexto geral, Figura 30., como para 0 contexto em especifico dos 17 casos
tumorais, Figura 31.

Para a comparacdo do contexto normal com o tumoral (HPA/GTEX/FANTOMS vs
TCGA), selecionaram-se os tecidos presentes de cada contexto normal que pertencem e
que sdo correspondidos com os 17 casos tumorais. Portanto, dos 37 tecidos do HPA,
selecionaram-se no total 20 tecidos para equiparar com 0s 17 casos tumorais.
Seguidamente, dos 31 tecidos do GTEX, selecionaram-se no total 22 tecidos para
equiparar com os mesmos. E por fim, dos 36 tecidos do FANTOMD5, selecionaram-se no
total 20 tecidos para equiparar com apenas 15 casos tumorais excluindo o cancro do
estdmago (Stomach) e melanoma (Melanoma) devido a auséncia dos dados do estdmago
e da pele nesta base de dados em particular, Figuras 20., 21. Em grande maioria dos casos
teve-se pelo menos um tecido correspondido, porém, houve quatro casos tumorais
(Cancro da Tiroide (Thyroid Cancer), Glioma (Glioma), Cancro Coloretal

(Coloretal Cancer) e Cancro Cabeca e Pescoco (Head and Neck Cancer) que se teve
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de calcular as médias de 2 e de 6 tecidos selecionados da expressdo normal para entdo
poder-se equipar com cada um dos quatro tumores onde:

Cancro da Tiroide (Thyroid Cancer) = [Glandula Tiroide (Thyroid Gland)*/ **/ *** 4
Glandula Paratiroide (Parathyroid Gland)*] /N;

Glioma (Glioma) = [Glandula Pituitaria (Pituitary Gland)**' *** + Hipocampus
(Hipocampus)**' *** + Hipotalamo (Hipothalamus)** + Cerebelo (Cerebellum)**/ ***
+ (Caudate)**' *** + Cortex Cerebral (Cerebral Cortex)* ** = Cérebero (Brain)***] /N;
Cancro Coloretal (Coloretal Cancer) = [Colon (Colon)*' **/*** + Reto (Rectum)*] /N;
Cancro Cabeca e Pesco¢o (Head and Neck Cancer) = [Glandula Salivar (Salivary

Gland)* **/ *** + Amigdalas (Tonsil)* ***] /N.

O valor de N, corresponde ao numero total de elementos que podem variar de acordo com
a presenca dos tecidos de cada base de dados do contexto normal.

Os nameros de asteriscos indicam a presenca dos tecidos nas bases de dados HPA (*),
GTEX (**) e FANTOMS5 (***) e considerou-se que o cérebero (Brain) corresponde-se
aos dados do cortex cerebral (Cerebral Cortex), logo, Cerebral Cortex (HPA, GTEX) =
Brain (FANTOMS).

HPA (37) GTEx(31) FANTOMS (36) TCGA (17)
6 Glioma
Thyroid
Lung

Liver
Pancreatic
Head and Neck
Stomach
Coloretal
Urothelial
Renal
Prostate
Testis
Breast
Cervical
Ovarian
Endometrial
Melanoma

P R RPRPRRPRPRPRRPRPRNRPNRERRERNLR
PR RPRRPRPRPRRPRPRREPRRRRR
OR P RPRRPRPRLRREPRPRRLONERRERIEOUG

N
o
N
N
N
o

Figura 20. Namero de tecidos selecionados de cada base de dados do contexto normal
para comparar com cada caso tumoral. Notas. Nameros entre parénteses indicam o total
de tecidos de cada base de dados. Abaixo estdo os totais dos tecidos selecionados de
cada fonte. Os valores da pele e estbmago estavam ausentes no FANTOMS (ver Figura
21.).
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HPA GTEX FANTOMS

Brain Lymph Node Skin*
Thymus Thymus Stomach*
Retina Appendix Bone Marrow
Pituitary Gland Tonsil Fallopian Tube
Vagina Smooth Muscle Parathyroid Gland
Hippocampus Bone marrow Duodenum
Caudate Retina Adrenal Gland
Hypothalamus Gallbladder Cerebral Cortex
Cerebellum Placenta Hypothalamus

Rectum Rectum

Parathyroid Gland

Duodenum

Seminal Vesicle

Epididymis

Brain

Figura 21. Listagem dos tecidos ausentes de cada base de dados do contexto normal.
Notas. O tecido do Cérebro (Brain) suspeitou-se que apenas inclui os dados do Cortex
Cerebral (Cerebral Coértex). Os asteriscos (*) indicam os tecidos que para além de
ausentes, eram necessitados para os célculos das variabilidades percentuais.

Posteriormente, partiu-se do contexto geral e novamente calcularam-se as médias e 0s
desvios padrdes dos tecidos selecionados dos dois contextos normais: HPA e GTEX para
compararem-se com as meédias e desvios padrdes dos 17 casos tumorais do TCGA
anteriormente calculadas para a Figura 30., Figura 32. e novamente calcular-se a
variabilidade percentual geral entre uma das bases de dados do contexto normal com o
contexto geral do TCGA e, especificamente, destacar os aumentos e descidas do contexto
normal (HPA, GTEX) para o tumoral (TCGA), Figuras 33., 34.

Como consequéncia da auséncia dos dados da pele e do estbmago na base de dados do
FANTOMS, teve-se de calcular, a parte, as médias e os desvios padrBes gerais de 15
tecidos do contexto tumoral (excluindo o Stomach e Melanoma) para entdo de seguida
calcularem-se as médias e os desvios padrbes dos tecidos selecionados do FANTOMS
para entdo possibilitar-se o calculo da variabilidade percentual geral entre os mesmos com
os 15 casos tumorais, Figura 35. e novamente especificarem-se 0s aumentos e descidas
do contexto normal (FANTOMDS) para o tumoral (TCGA), Figura 36.

6.3. STRING v10.5 e tabulacéo dos interatuantes dos sete mobs

Para o registo dos parceiros interativos dos sete mobs de humanos, recorreu-se a base de
dados do STRING v10.5 onde retratou-se cada uma como query e pesquisou-se uma por
uma no organismo modelo Homo sapiens no campo de sele¢éo do site da base de dados,

Figura 22. Seguidamente, submeteram-se estes requesitos que foram aceites com um
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clique em “Search”. Posteriormente, apresentaram-se ndo s6 os varios scores de cada
estudo para cada associa¢do, mas também um score cumulativo (combined score), isto
€, uma pontuacdo que combinou todos os outros anteriormente calculados de cada uma
das 8 evidéncias e das 16 metodologias presentes na base de dados do STRING v10.5,

Figura 22.

Query Organismo modelo  Referéncias (10. BIBLIOGRAFIA,; 10.2 Paginas web)

MOB1A  Homo sapiens https://version-10-5.string-db.org/cgi/network.pI?networkld=P3QnVUISNJ3X
MOB1B Homo sapiens https//version-10-5.string-db.org/cginetwork.pI?networkld=isAppHby4mQP
MOB3A  Homo sapiens https://version-10-5.string-db.org/cgi/network.pl?networkld=KxJgtfCwPgks
MOB3B  Homo sapiens https//version-10-5.string-db.org/cgi/network.pl?networkld=gksF2765px3A
MOB3C  Homo sapiens https://version-10-5.string-db.org/cgi/network.pl?networkld=AzIUBIdnMaFn
MOB2 Homo sapiens https://version-10-5.string-db.org/cgi/network.pl?networkld=xbFXTYKUESy6
MOB4 Homo sapiens https://version-10-5.string-db.org/cgi/network.pl?networkld=NWKEsUQJCJjo
Evidéncias (8): Textmining; Experiments; Databases; Co-Expression; Neighborhood; Gene Fusion;
Co-Occurrence; Homology.

Metodologias (16): Two Hybrid; Proximity-Dependent Biotin Identification; Affinity Chromatography Technology
; Anti Tag Coimmunoprecipitation; Pull Down Assay; Enzymatic Study; Protein Kinase Assay; Imaging Technique
Assay; Genetic Interference; Confocal Microscopy; BiolD Assay; Anti Bait Coimmunoprecipitation; Tandem Affinity
Purification; In Vivo Assay; In Vitro Assay; BioChemical Assay.

Figura 22. Resumo geral da pesquisa no STRING v10.5 para as sete proteinas mob de
humanos referenciadas. Cada uma foi pesquisada no organismo modelo Homo sapiens
obtendo-se os scores individuais e combinados das associagdes de 8 evidéncias e de 16
metodologias.

A conclusédo de todas as pesquisas, permitiram obter um total de 218 interatuantes com
scores combinados significativos (X > 0.5) e com scores combinados pouco significativos
(X <0.5) de cada mob e de cada comparacgéo entre dois mobs, Figura 18. e Tabela XV.,
onde as legitimidades dos valores destes scores combinados das associacdes de cada par
assim como os tipos de elementos com que as proteinas mob interagiram terem sido
verificados pelo menos 1x por semana. E apds a confirmacdo dos interatuantes,
aproximaram-se o0s scores combinados de cada par associativo na ordem das décimas para
uma melhor simplificagéo.

O conhecimento da categoria funcional de cada interatuante e das vias celulares em que
participam obtiveram-se das bases de dados do GeneCards, do Uniprot e do NCBi.

A categorizacao de um interatuante numa categoria tumoral (oncogene, supressor tumoral,
driver e apoptotico) fora pesquisada e avaliada por quatro bases de dados: Tumor
Supressor Gene Database (TSGene)02: 15); Tumor Associated Gene (TAG)10.2 16
ONGENE (Liu et al, 2016)(102:17) ¢ o CancerMine (Jake Lever et al, 2018)10-2:18),
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Por fim, com a Tabela XV. possibilitaram-se os calculos da soma total de interatuantes
de cada proteina mob humana, Figura 37., do nimero total de interatuantes em comum
aos sete mobs, Figura 38., e do total de interatuantes em comum derivados dos 21 pares

comparativos possiveis, Figura 39.

(X>0.5) (X<0.5) Totais

MOB1A 64 25 89
MOB1B 60 9 69
MOB3A 5 44 49
MOB3B 2 28 30
MOB3C 4 44 48
MOB2 39 16 55
MOB4 50 4 54
Alos em comum

1A/1B 56 11 67
1A/3A 3 10 13
1A/3B 2 7 9
1A/3C 2 12 14
1A/2 25 15 40
1A/4 9 3 12
1B/3A 3 10 13
1B/3B 2 7 9
1B/3C 2 11 13
1B/2 25 9 34
1B/4 9 3 12
3A/3B 2 14 16
3A/3C 3 15 18
3A/2 4 8 12
3A/4 2 5 7
3B/3C 2 15 17
3B/2 2 8 10
3B/4 1 6 7
3C/2 3 9 12
3C/4 1 8 9
2/ 4 8 3 11

Figura 23. Contagens totais dos alvos significativos (X > 0.5) e pouco significativos (X
< 0.5) de cada mob e daqueles em comum as 21 comparacdes possiveis de acordo com
a Tabela XV.

7. RESULTADOS
7.1. Proteinas mob. Percentagens de identidade das sequéncias de a.a.
Descrevem-se nestes dois subtemas (7.1.1., 7.1.2.) os resultados de identidade percentual
dos sete mobs de humanos nos diferentes organismos modelo e no mesmo (Homo
sapiens).

7.1.1. Em diferentes organismos

Em média, os valores intervalaram-se entre 80% e 60% de identidade estipulando-se que

h& um certo nivel de conservacdo e de conhecimento em todos os 20 organismos uni e
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multicelulares selecionados embora que, especificamente, tivesse havido casos que
adotaram valores baixos de identidade de até 21 % no minimo (MOB4, Candida albicans).
As sequéncias dos sete mobs de humanos igualaram-se, obviamente, mais aos de
mamiferos, porém, observaram-se percentagens de identidade entre 87% e 98%,
suspeitando-se da ocorréncia de uma evolugdo muito especializada para esses
determinados organismos, enquanto que naqueles que apresentaram menores
percentagens de identidade estariam, possivelmente, associados a funcdes diferentes dos
de humanos.

O mob humano mais aparente dos 20 organismos modelo selecionados foi o subtipo
MOB1A/1B (~79,2% e ~79,05%, respetivamente) partilhando uma média muito
aproximada entre eles devido a alta semelhanca que ambos tém e possivelmente ser pelo
facto de estarem bem caracterizados, isto €, conhecerem-se 0s homdélogos deste subtipo,
a estrutura tridimensional e as vias em que estdo incluidos. Em segundo, temos
surpreendentemente 0 MOB3A/3B/3C (~70,5%, ~72,5% e ~68,3%, respetivamente)
porque sdo 0s menos conhecidos dentro dos sete e que, portanto, talvez possam ter tido
uma evolucao semelhante ao do subtipo MOB1A/1B apesar de um grau de identidade a
rodar os 50% com o MOB1A/1B (ver Tabela I11.). Em terceiro temos 0 MOB4 (~66,9%)
que indica um certo nivel de conhecimento e apresentar certas percentagens a rondar 0s
20% sugerindo-se que a mesma exerca funcbes diferentes em outros organismos. Por
ultimo temos o MOB2 que foi aquele que, em média, teve uma menor percentagem de
identidade (~62,3%) indicando, assim como o0 MOBA4, a possibilidade de exercer fun¢des
diferentes ou respeitar uma falta de conhecimentos do mesmo, Tabela I1.

Neste caso de estudo, Tabela I1., conclui-se que as percentagens de identidade das sete
proteinas mob ao longo dos 20 organismos modelo escolhidos, seguem uma ordem

decrescente do tipo:

MOB1A/1B (79,2%, 79,05%)> MOB3B/3A/3C (70,5%, 72,5%, 68,3%)> MOB4
(66,9%)> MOB2 (62,3%)
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Tabela I1. Valores percentuais de identidade (%) e respetivos e-values das proteinas
Mob de 20 organismos modelo diferentes obtidos quando comparados com 0s mob de
humanos referenciados.

Organksmos modelo (20): MOBIA MOB1B MOB3A MOB3B MOB3C MOB2 MOB4
QIHBS9 Q7LIL4 Q96BX8 QB86TAL Q70IA8 QT70IA6 Q9Y3A3

Mus musculus (taxid:10090)* 100%  2e-165 100%  2e-165 94%  3e-159 98% 5e-163  97%  1le-161 91%  4e-167 100%  2e-173
Rattus norvegicus (laxid:lOllS)nr 100%  1e-165 100%  3e-165  94% 2e-159 98% le-164 97% 5e-153 91%  5e-168 100%  3e-174
Heterocephalus glaber (taxid:10181)" 100% 1e-165 100% 2e-165 91%  2e-155  100% 6e-166  96%  7e-159  87% le-151  100% 3e-174
Pan paniscus (ta)(ld:9597)nr 100%  3e-161  100%  1e-165  100%  3e-167 100%  3e-166 100%  4e-165 98%  3e-176 100%  2e-174
Pan troglodytes (ta)(it‘]:9598)nr 100%  2e-165 100%  4e-165  100%  8e-167 100%  9e-166 100%  8e-165 100% 5e-177 100%  5e-174
Danio rerio (taxid:7955)* 95% 1e-157  97% 2e-161  84% 2e-141 85% le-142 80% 2e-135 69%  8e-121 93%  3e-165
Takifugu rubripes (ta><id:31033)rIr 99% 4e-164  94% 1le-157  86%  7e-147 85% %e-143  80%  5e-138 76%  1e-133 96%  3e-168
Gallus gallus (taxld29031)nr 99% 2e-164  95% 2e-159  91% Te-151 93% 8e-159 70% 5e-124 83%  2e-147 99%  8e-173
Xenopus laevis (taxid:8355)m 98% 2e-163  97% le-161  88% 3e-148 90% 1e-152 82% 3e-141 77%  3e-143 97%  8e-171
Carolina anole (t,a\><id:28377)nr 95% 2e-159  100%  1e-165 83%  4e-138 95% 8e-161  84%  4e-146 81%  8e-148 99%  2e-173
Arabidopsis thaliana ([axid;3702)* 67% 8e-112  68% 2e-111  54% 3e-81 51% 3e-79 50% 4e-78 41% 2e-47 24% 8e-09
Zea mays (taxid:4577)m 67% 2e-111  69% 3e-111  55% 5e-84 53% 1e-80 52% 3e-84 40% 2e-47 23% 3e-08
Drosophila melanogaster (taxid:7227)* 86% 2e-143  88% le-145  66% 2e-109 68% 2e-110 66% 1e-107 48% 9e-63 80%  2e-136
Schizosaccharomyces pombe (taxid:4896)* 57% 6e-91  55% 2e-88  46% 8e-71 47% Se-71 44% 3e-69 39%  3e-48 42% 0,31
Saccharomyces cerevisiae S288C (taxid:559292)* 50% 4e-65  50% le-63  39% le-48 40% le-46 39% le-44 35%  8e-38 24% 2e-09
Candida albicans (taxid:5476)nr 50% 1le-68  48% 3e-66  36% 4e-53 41% 2e-56 34% le-51 38%  2e-38 21% 1e-09
Giardia lamblia ATCC 50803 (Ia><id:184922)rlr 44% 4e-52  44% 3e-51 44% 3e-52 43% 2e-47 38% le-52 40%  9e-30 24% 3e-08
Trypanosoma brucei (taxld:5691)nr 52% Te-81 50% 5e-79 47% le-75 49% 2e-75 46% Te-71 34% 1e-32 24% 3e-06
Dictyostelium discoideum AX4 (taxid:352472)* 5% 2e-122 75% 2e-120  50% 3e-82 52% 2e-83 50% 2e-83 43% 1e-53 23% 2e-08
Caenorhabditis elegans (taxid:6239)* 50% 3e-76 51% 3e-76 63% 5e-102 67% 4e-105 62% 3e-100 36% 1e-34 70%  5e-113

LEGENDA: Negrito - Percentagem de identidade; (*) — organismos modelo
pesquisados na base de dados LANDMARK; (nr) — organismos modelo pesquisados
de uma base de dados ndo redundante.

7.1.2. Entre humanos

Ja entre humanos temos o destaque de percentagens de identidade bastantes altas e
significativas ao comparar-se com os do mesmo subtipo (MOB1A vs MOB1B ~96%;
MOB3A vs MOB3B ~82%; MOB3A vs MOB3C ~74%; MOB3B vs MOB3C ~72%)
sugerindo-se que estes dois subgrupos possam ter partilhado uma evolucdo semelhante
entre os seus membros e, consequentemente, poderem exercer um mesmo cargo funcional
em cada subtipo. O mesmo raciocinio também se aplicaria a aqueles com menores
identidades, porém, vice-versa.

Estes dados percentuais também levaram a crer que 0s valores da expressdo proteica para
estes subtipos na base de dados do HPA possam ser, com fortes certezas, bastante
ambiguos e, portanto, ignorados e cambiados pelos valores da expressao transcicional de
cada mob humano nos diferentes tecidos também presentes no HPA.

Porém, houve casos entre diferentes subgrupos em que a identidade assumiu valores

abaixo de ~55% inclusive até ~ aos 19%, Tabela I11., o que fez-se reconsiderar o uso dos
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valores de expressdo proteica, porém, neste trabalho ndo foram subestimados e,

consequentemente, ndo utilizados.

Tabela Il1. Percentagens de identidade (%) e seus e-values de 21 comparagfes
polipeptidicas entre proteinas mob humanas referenciadas.

MOB1B MOB3A  MOB3B MOB3C MOB2 MOB4
(Q7L9L4) (Q96BX8) (Q86TAL) (Q70IA8)  (Q70IA6) (QI9Y3A3)
| i |
1
(g;)Hig'g‘) I 96% 1  53% 54% 52% 42% 25%
| 2e-164 | 4e-91 3e-91 5e-91 1e-55 9e-13
E-value 1
('(\;;?_gi) 55% 55% 50% 41% 25%
— 6e-93 2e-91 2e-88 3e-56 4e-13
E-value
T 1
(39%@3?8) - 82% 4% 1 3% 19%
- - I 3e-141 8e-133 | le-42 3e-10
E-value I I
e : 1
1 1
(('\2"8%_?2?) ! 2% | 37% 22%
— — — 1 1e-130 I  4e-40 5e-13
E-value I |
e ——— d
(g%?ig) 36% 20%
— — — — 7e-44 7e-11
E-value
MOB2
21%
(Q701AB) _ _ o _ _ 6006
E-value
LEGENDA: | -comparagOes entre o mesmo subtipo familiar; ( -) - comparacGes

repetidas ou entre 0s mesmos mobs.
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7.2. Fidelidade da expressao transcricional entre o HPA, GTEx e FANTOMb5

Dos sete genes mob, aquele que manteve uma expressao tecidual mais auténtica com mais
tecidos nas trés bases de dados foi o MOB3B com um total de 32 tecidos com expressao
auténtica nas trés bases de dados (Hight: 4; Medium: 25; Low: 3) com um menor nimero
de tecidos com expressdo mais varidvel (Discrepantes: 6), Tabela VII. O gene mob com
menos autenticidade de expressao tecidual foi o MOB4 com um total de 18 tecidos com
expressao auténtica (Hight: 1; Medium: 15; Low: 2) com um grande namero de tecidos
com uma expressdo mais variavel (Discrepantes: 20), Tabela X. Os restantes genes mob
tiveram os seguintes valores: MOB1A: Hight: 4; Medium: 21; Low: 2 (n = 27);
Discrepantes: 11, Tabela 1V.; MOBI1B: Hight: 2; Medium: 22; Low: 2 (n = 26);
Discrepantes: 12, Tabela V.; MOB3A: Hight: 4; Medium: 21; Low: 2 (n = 27);
Discrepantes: 11, Tabela VI.; MOB3C: Hight: 0; Medium: 19; Low: 1 (n = 20);
Discrepantes: 18, Tabela VIII.; MOB2: Hight: 3; Medium: 19; Low: 2 (n = 24);
Discrepantes: 14, Tabela IX.

Com as Tabelas IV. — X., observou-se que houve um total de sete tecidos exclusivos de
uma base de dados em particular e que ndo permitiram comparar as suas auntenticidades
de acordo com as expressdes transcricionais dos mobs: HPA: Bone marrow; Rectum;
Parathyroid Gland; Duodenum; GTEx: Hypothalamus; FANTOMb5: Thymus; Retina.
Portanto, excluindo estes sete tecidos, concluiu-se que as sete tabelas previram uma
ordem decrescente de autenticidade tecidual do tipo:

MOB3B> [MOB1A = MOB3A]> MOB1B> MOB2> MOB3C> MOB4

50



Tabela IV. Fidelidade dos niveis de expressdo transcricional do MOB1A nas trés bases

de dados.

MOB1A
Grupo de expressao
Hight

Medium

Low

HPA

Lymph node
Appendix
Tonsil

Spleen

Smooth Muscle
Endometrium
Lung

Bone marrow
Gallblader
Thyroid Gland
Cervix Utrine
Fallopina Tube
Urinary Bladder
Placenta
Kidney
Prostate
Rectum

Skin

Small Intestine
Esophagus
Parathyroid Gland
Duodenum
Adipose Tissue
Seminal Vesicle
Colon

Ovary

Breast

Testis

Adrenal Gland
Stomach
Epididymis
Cerebral Cortex
Heart Muscle
Liver

Salivary Gland
Skeletal Muscle
Pancreas

GTEX

Spleen
Endometrium
Small Intestine
Fallopina Tube
Cervix Uterine
Lung

Urinary Bladder
Vagina
Esophagus
Adipose Tissue
Colon

Ovary

Skin

Breast
Prostate
Thyroid Gland
Kidney
Salivary Gland
Stomach
Adrenal Gland
Testis

Heart Muscle
Cerebellum
Pituitary Gland
Caudate
Hypothalamus

Liver

Pancreas
Hippocampus
Cerebal cortex
Skeletal Muscle

FANTOMb5
Thymus
Appendix
Lymph node
Spleen

Tonsil

Small Intestine
Kidney

Lung

Cervix Uterine
Adipose Tissue
Thyroid Gland
Ovary

Smooth Muscle
Breast

Urinary Bladder
Testis
Esophagus
Colon
Pituitary Gland
Endometrium
Prostate
Vagina
Epididymis
Seminal Vesicle
Gallbladder
Placenta

Heart Muscle
Retina
Hippocampus
Liver

Caudate

Cerebellum
Brain

Pancreas
Skeletal Muscle
Salivary Gland

LEGENDA: verde: tecidos do mesmo grupo de alta expressao e que estdo presentes,
no minimo, em duas bases de dados; amarelo: tecidos do mesmo grupo de média
expressao e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados; vermelho:
tecidos do mesmo grupo de baixa expressao e que estdo presentes, no minimo, em
duas bases de dados; rosa: tecidos que demonstraram discrepancias nos grupos de
expressao, no minimo, em duas bases de dados; branco: tecidos que s6 estdo
presentes em uma das bases de dados.
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Tabela V. Fidelidade dos niveis de expressédo transcricional do MOB1B nas trés bases

de dados.
MOB1B
Grupo de expressdo HPA GTEXx FANTOMS5
Hight Kidney Lung Thymus
Parathyroid Gland Kidney Hippocampus
Thyroid Gland Hippocampus Appendix
Cerebral Cortex Ovary Pituitary Gland
Bone Marrow Thyroid Gland Kidney
Medium Prostate Endometrium Endometrium
Lung Cervix Uterine Lung
Fallopina Tube Urinary Bladder Caudate
Lymph Node Prostate Cerebellum
Endometrium Fallopian Tube Brain
Appendix Salivary Gland Thyroid Gland
Placenta Breast Smooth Muscle
Spleen Skin Cervix Uterine
Cervix Uterine Vagina Tonsil
Smooth Muscle Cerebral Cortex Ovary
Testis Colon Retina
Galiblader Spleen Urinary Bladder
Skin Adipose Tissue Testis
Breast Cerebellum Seminal Vesicle
Adrenal Gland Adrenal Gland Epididymis
Ovary Pituitary Gland Adipose Tissue
Tonsil Small Intestine Spleen
Esophagus Stomach Salivary Gland
Adipose Tissue Hypothalamus Gallbladder
Seminal Vesicle Caudate Lymph Node
Stomach Esophagus Prostate
Urinary Bladder Vagina
Rectum Breast
Epididymis Colon
Small Intestine Esophagus
Colon Skeletal Muscle
Heart Muscle
Low Duodenum Testis Heart Muscle
Salivary Gland Heart Muscle Liver
Liver Skeletal Muscle Small Intestine
Skeletal Muscle Pancreas Placenta
Pancreas Liver Pancreas

LEGENDA: verde: tecidos do mesmo grupo de alta expressao e que estdo presentes, no
minimo, em duas bases de dados; amarelo: tecidos do mesmo grupo de média expresséo
e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados; vermelho: tecidos do mesmo
grupo de baixa expressdo e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados;
rosa: tecidos que demonstraram discrepancias nos grupos de expressao, no minimo, em
duas bases de dados; branco: tecidos que so estdo presentes em uma das bases de dados.
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Tabela VI. Fidelidade dos niveis de expressao transcricional do MOB3A nas trés bases

de dados.

MOB3A
Grupo de expressao
Hight

Medium

Low

HPA

Lymph Node
Appendix
Spleen

Tonsil

Smooth Muscle
Bone Marrow
Lung

Adipose Tissue
Seminal Vesicle
Fallopina Tube
Endometrium
Urinary Bladder
Gallbladder
Prostate

Cervix Uterine
Placenta

Skin
Esophagus
Ovary

Colon
Cerebral Cortex
Small Intestine
Parathyroid Gland
Rectum
Thyroid Gland
Stomach
Adrenal Gland
Testis
Duodenum
Breast
Epididymis
Kidney
Salivary Gland
Heart Muscle
Skeletal Muscle
Liver

Pancreas

GTEX

Spleen
Fallopina Tube
Endometrium
Small Intestine
Colon

Cervix Uterine
Prostate

Lung

Urinary Bladder
Vagina
Adipose Tissue
Breast

Ovary

Skin
Esophagus
Stomach
Thyroid Gland
Kidney
Salivary Gland
Adrenal Gland
Testis
Cerebellum
Pituitary Gland
Hypothalamus
Pancreas
Caudate

Cerebral Cortex
Heart Muscle
Hippocampus
Skeletal Muscle
Liver

FANTOMS
Tonsil

Thymus
Appendix
Spleen

Lymph Node
Cervix Uterine
Endometrium
Adipose Tissue
Retina

Urinary Bladder
Prostate

Small Intestine
Ovary

Salivary Gland
Placenta

Lung
Gallbladder
Thyroid Gland
Esophagus
Cerebellum
Colon
Caudate
Vagina

Testis
Hippocampus
Kidney
Smooth Muscle
Pituitary Gland
Epididymis
Seminal Vesicle
Heart Muscle

Breast

Brain

Skeletal Muscle
Liver

Pancreas

LEGENDA: verde: tecidos do mesmo grupo de alta expressao e que estdo presentes,
no minimo, em duas bases de dados; amarelo: tecidos do mesmo grupo de média
expressao e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados; vermelho:
tecidos do mesmo grupo de baixa expressdo e que estdo presentes, no minimo, em
duas bases de dados; rosa: tecidos que demonstraram discrepancias nos grupos de
expressao, no minimo, em duas bases de dados; branco: tecidos que sé estdo presentes
em uma das bases de dados.
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Tabela VII. Fidelidade dos niveis de expressdo transcricional do MOB3B nas trés

bases de dados.

MOB3B
Grupo de expresséao HPA GTEX FANTOMS5
Hight Ovary Ovary Caudate
Cerebral Cortex Caudate Small Intestine
Duodenum Small Intestine Endometrium
Small Intestine Cervix Uterine Ovary
Endometrium Endometrium Placenta
Medium Rectum Breast Colon
Fallopian Tube Fallopina Tube Cervix Uterine
Colon Hippocampus Brain
Spleen Colon Thyroid Gland
Lung Spleen Retina
Cervix Uterine Thyroid Gland Cerebellum
Smooth Muscle Skin Hippocampus
Thyroid Gland Vagina Skeletal Muscle
Kidney Lung Gallbladder
Gallbladder Adipose Tissue Appendix
Breast Hypothalamus Spleen
Skin Stomach Testis
Placenta Cerebellum Breast
Epididymis Urinary Bladder Pancreas
Adipose tissue Salivary Gland Tonsil
Testis Testis Lung
Appendix Cerebral Cortex Adipose Tissue
Stomach Kidney Kidney
Tonsil Skeletal Muscle Seminal Vesicle
Lymph Node Prostate Epididymis
Seminal Vesicle Esophagus Vagina
Esophagus Lymph Node
Urinary Bladder Urinary Bladder
Prostate Prostate
Adrenal Gland Smooth Muscle
Salivary Gland Esophagus
Skeletal Muscle
Low Parathyroid Gland Pancreas Pituitary Gland
Liver Adrenal Gland Salivary Gland
Pancreas Pituitary Gland Thymus
Heart Muscle Heart Muscle Heart Muscle
Bone Marrow Liver Liver

LEGENDA: verde: tecidos do mesmo grupo de alta expresséo e que estdo presentes, no
minimo, em duas bases de dados; amarelo: tecidos do mesmo grupo de média expressao
e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados; vermelho: tecidos do mesmo
grupo de baixa expressdo e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados;
rosa: tecidos que demonstraram discrepancias nos grupos de expressdo, no minimo, em
duas bases de dados; branco: tecidos que s6 estdo presentes em uma das bases de dados.
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Tabela VIII. Fidelidade dos niveis de expressdo transcricional do MOB3C nas trés

bases de dados.

MOB3C
Grupo de expresséo
Hight

Medium

Low

HPA

Adipose Tissue
Placenta

Lung

Seminal VVesicle
Parathyroid Gland
Spleen
Gallbladder
Prostate

Cervix Uterine
Fallopian Tube
Ovary

Smooth Muscle
Endometrium
Breast

Urinary Bladder
Epididymis
Adrenal Gland
Appendix
Thyroid Gland
Esophagus
Lymph Node
Rectum

Small Intestine
Duodenum
Colon
Stomach
Kidney

Tonsil

Skin

Testis

Pancreas
Skeletal Muscle
Cerebral Cortex
Heart Muscle
Salivary Gland
Liver

Bone Marrow

GTEX
Pancreas
Spleen
Prostate

Lung

Ovary
Adipose Tissue
Pituitary Gland
Vagina
Thyroid Gland
Cerebellum
Urinary Bladder
Fallopian Tube
Breast
Esophagus
Colon

Small Intestine
Cervix Uterine
Stomach
Salivary Gland
Skeletal Muscle
Endometrium
Kidney
Adrenal Gland
Heart Muscle
Testis

SKin

Caudate
Hypothalamus
Liver
Hyppocampus
Cerebral Cortex

FANTOMS5
Pancreas
Cerebellum
Small Intestine
Adipose Tissue
Pituitary Gland
Vagina

Skeletal Muscle
Tonsil
Epididymis
Lung

Caudate

Colon

Thyroid Gland
Hippocampus
Salivary Gland
Retina

Prostate
Placenta
Cervix Uterine
Spleen
Gallbladder
Endometrium
Appendix
Ovary

Urinary Bladder
Esophagus
Breast

Seminal Vesicle
Smooth Muscle
Kidney

Brain

Testis

Heart Muscle
Lymph Node
Liver
Thymus

LEGENDA: verde: tecidos do mesmo grupo de alta expresséo e que estdo presentes, no
minimo, em duas bases de dados; amarelo: tecidos do mesmo grupo de média expressdo
e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados; vermelho: tecidos do mesmo
grupo de baixa expressdo e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados;
rosa: tecidos que demonstraram discrepancias nos grupos de expressdo, no minimo, em
duas bases de dados; branco: tecidos que sé estao presentes em uma das bases de dados.
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Tabela IX. Fidelidade dos niveis de expressdo transcricional do MOB2 nas trés bases

de dados.

MOB?2
Grupo de expressao
Hight

Medium

Low

HPA

Smooth Muscle
Seminal Vesicle
Skin

Esophagus
Fallopian Tube
Parathyroid Gland
Prostate
Endometrium
Urinary Bladder
Epididymis
Gallblader
Thyroid Gland
Rectum

Cervix Uterine
Colon

Placenta

Lung

Ovary

Spleen
Adipose Tissue
Cerebral Cortex
Breast

Lymph Node
Heart Muscle
Small Intestine
Testis

Adrenal Gland
Tonsil
Appendix
Kidney
Duodenum
Stomach
Salivary Gland
Skeletal Muscle
Bone Marrow
Liver

Pancreas

GTEX

Colon

Skin

Urinary Bladder
Fallopian Tube
Vagina

Cervix Uterine
Prostate
Endometrium
Breast

Adipose Tissue
Lung

Small Intestine
Spleen
Esophagus
Stomach
Cerebellum
Ovary

Thyroid Gland
Salivary Gland
Skeletal Muscle
Testis

Cerebral Cortex
Pituitary Gland
Heart Muscle
Kidney
Adrenal Gland

Pancreas
Hypothalamus
Caudate
Hippocampus
Liver

FANTOMS5
Smooth Muscle
Urinary Bladder
Gallbladder
Prostate
Appendix
Seminal Vesicle
Vagina

Cervix Uterine
Colon
Esophagus
Salivary Gland
Endometrium
Breast
Epididymis
Small Intestine
Ovary

Lymph Node
Skeletal Muscle
Adipose Tissue
Retina

Testis

Lung

Tonsil

Heart Muscle
Thyroid Gland
Kidney

Spleen
Hippocampus
Liver
Cerebellum
Placenta

Caudate

Brain

Pituitary Gland
Thymus
Pancreas

LEGENDA: verde: tecidos do mesmo grupo de alta expresséo e que estdo presentes,
no minimo, em duas bases de dados; amarelo: tecidos do mesmo grupo de média
expressao e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados; vermelho: tecidos
do mesmo grupo de baixa expressao e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de
dados; rosa: tecidos que demonstraram discrepancias nos grupos de expressao, no
minimo, em duas bases de dados; branco: tecidos que s estdo presentes em uma das

bases de dados.
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Tabela X. Fidelidade dos niveis de expressao transcricional do MOB4 nas trés bases de

dados.
MOB4
Grupo de expressao
Hight
Medium
Low

HPA

Adrenal Gland
Esophagus
Smooth Muscle
Placenta
Prostate
Endometrium
Bone Marrow
Parathyroid Gland
Thyroid Gland
Cerebral Cortex
Breast
Gallbladder
Cervix Uterine
Urinary Bladder
Seminal Vesicle
Fallopina Tube
Epididymis
Lung

Ovary

Rectum

Lymph Node
Heart Muscle
Spleen

Tonsil

Skin

Adipose Tissue
Colon
Appendix
Kidney

Small Intestine
Testis
Duodenum
Stomach
Skeletal Muscle
Liver

Salivary Gland
Pancreas

GTEXx

Adrenal Gland
Esophagus
Fallopian Tube
Endometrium
Vagina

Urinary Bladder
Cervix Uterine
Colon

Breast

Skeletal Muscle
Adipose Tissue
Salivary Gland
Cerebral Cortex
Prostate

Skin

Ovary

Thyroid Gland
Hypothalamus
Cerebellum
Small Intestine
Spleen

Lung

Heart Muscle
Stomach
Pituitary Gland
Hippocampus

Caudate
Testis
Kidney
Pancreas
Liver

FANTOMS5
Pituitary Gland
Cerebellum
Brain
Hippocampus
Small Intestine
Endometrium
Placenta

Tonsil

Caudate

Cervix Uterine
Skeletal Muscle
Esophagus
Thyroid Gland
Smooth Muscle
Heart Muscle
Thymus
Salivary Gland
Urinary Bladder
Testis
Epididymis
Appendix
Prostate

Retina

Kidney

Ovary
Adippose Tissue
Spleen

Colon
Gallbladder
Lung

Seminal Vesicle

Lymph Node
Liver
Pancreas
Breast
Vagina

LEGENDA: verde: tecidos do mesmo grupo de alta expressao e que estdo presentes, no
minimo, em duas bases de dados; amarelo: tecidos do mesmo grupo de média expressao
e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados; vermelho: tecidos do mesmo
grupo de baixa expressdo e que estdo presentes, no minimo, em duas bases de dados;
rosa: tecidos que demonstraram discrepancias nos grupos de expressao, no minimo, em
duas bases de dados; branco: tecidos que s0 estdo presentes em uma das bases de dados.
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7.3. Expressao transcricional relativa

Nesta seccdo, descrevem-se os valores da expressdo transcricional dos sete mobs de
humanos nas trés bases de dados do contexto normal (HPA, GTEx, FANTOMS5) e do
contexto tumoral (TCGA) em termos gerais e especificos com o célculo das diferencas
percentuais assim como as descidas e subidas de cada contexto normal para o contexto

tumoral com a aplicabilidade do mesmo calculo.

7.3.1. Base de dados HPA

60 60

=

P 40 — 40

o

o

z 30 — 30
0 — 20
10 — I [ 10
0 0

MOB1A MOB1B MOB3A MOB3B MOB3C MOB2 MOB4
Genes Mob

Figura 24. Médias e desvios padrdes gerais da expressao transcricional dos sete genes
mob de humanos nos 37 tecidos de um contexto normal (HPA). Nota. Aquele com o
maior desvio padrdo foi 0 MOB1A e aquele com o menor de todos foi o MOB3C.
LEGENDA: azul - MOB1A,; laranja — MOBL1B; cinzento claro — MOB3A; amarelo —
MOB3B; rosa — MOB3C; verde — MOBZ2; cinzento escuro — MOBA4.

Com a Figura 24., descreve-se, no geral, uma alta variabilidade transcricional dos sete
genes mob, principalmente para com 0 MOBL1A que teve 0 maior desvio padrdo e a maior
média transcricional sugerindo entdo que houve uma grande demanda deste mob em
particular para a grande maioria dos tecidos e pouca para com o MOB3B.

O MOB1A também apresentou um intervalo de desvio padréao significativo para com 0s
mobs 1B, 3B e 3C onde este tltimo foi aquele com o menor desvio padrdo. Como tal,
sugeriu-se que estes quatro mobs sdo demandados de maneiras diferentes nos diferentes
tecidos. Contrariamente, temos 0os mobs 3A (que néo foi significativo para com nenhum

dos mobs devido a uma sobreposicao do seu desvio padrdo com os restantes), 0 2 (que se
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demonstrou significativo para com os mobs 1B, 3B e 3C) e 0 4 (que se demonstrou

significativo também para com os mobs 1B, 3B e com o0 3C apesar de pouco).

As comparagdes que apresentaram sobreposicOes entre desvios padrbes sugeriram-se que

tivessem demandas transcricionais, plausivelmente, mais igualitarias dependentemente

do tipo de comparacao entre mobs e do tecido em questéo.

Portanto, com a Figura 24., previu-se uma ordem de expressao geral para o HPA do tipo:

MOB1A> MOB2> MOB4> MOB3A> MOB3C> MOB1B> MOB3B

onde no geral, comparando os dois:

1A/1B (HPA)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~77,4%
1A/3A (HPA)

O MOBL1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~47,5%
1A/3B (HPA)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~83,1%
1A/3C (HPA)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~73,1%
1A/ 2 (HPA)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~27%
1A/ 4 (HPA)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~36,7%
1B/3A (HPA)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~56,9%
1B/3B (HPA)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~25,2%
1B/3C (HPA)

O MOB3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~15,9%
1B/ 2 (HPA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~69%
1B/ 4 (HPA)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~64,3%
3A/3B (HPA)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~67,8%
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3A/3C (HPA)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferencga percentual de ~48,8%
3A/ 2 (HPA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~28%
3A/ 4 (HPA)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~17%
3B/3C (HPA)

O MOBS3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~37,1%
3B/ 2 (HPA)

O MOB?2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~76,8%
3B/ 4 (HPA)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~73,3%
3C/ 2 (HPA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~63,2%
3C/ 4 (HPA)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~57,5%
2/ 4 (HPA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~13,2%

Ja especificamente, apenas 4 tecidos (Gallblader, Cervix Uterine, Urinary Bladder e
Stomach, Figura 25.) é que seguiram a ordem de expressao geral acima estipulada e para
os restantes 33 tecidos verificaram-se 18 flutuacdes que envolveram todos os Mob
dependentemente do tipo de comparacédo, (ver ANEXO 18).

Ao longo dos tecidos, houve 3 de 21 comparagdes: 1A/1B, 1A/3A e 1A/3B que
respeitaram a mesma ordem de expressao geral.

O tecido que teve uma diferenca percentual mais discrepante foi na comparacéo 1A/3B:
Bone Marrow (99,3%) em contraste com aquela que teve um tecido com uma diferenga
percentual menos discrepante que foi a 1A/ 4: Esophagus (0,4%0).

Apesar da alta expressdo do MOBL1A, os desvios padrdes também demonstraram que, no
geral, certos mobs podem supera-lo (MOB2 e o MOB4) comprovando-se com a Figura
25. e que, especificamente, ter havido uma maior expressao de mobs menos expressos em
certos tecidos (MOB3C - Pancreas, Skeletal Muscle).
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Figura 25. Expressdo transcricional de cada gene mob nos 37 tecidos em especifico
da base de dados do HPA. LEGENDA: azul - MOB1A; laranja — MOB1B; cinzento
claro— MOB3A; amarelo — MOB3B; rosa— MOB3C; verde — MOB2; cinzento escuro
— MOBA4.

Abaixo apresentam-se os calculos das diferencas percentuais de 21 comparagdes
possiveis de todos os tecidos da Figura 25. onde, especificamente:

1A/1B (HPA)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
73,7 % nos 37 tecidos. O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o0 Duodenum
(89 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Cerebral Cortex (14,1 %).
1A/3A (HPA)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
48,2 % nos 37 tecidos. O tecido que teve uma maior diferencga percentual foi o Kidney
(83,5 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Salivary Gland (11,6 %).
1A/3B (HPA)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente

80,9 % nos 37 tecidos. O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Bone
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Marrow (99,3 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Cerebral Cortex
(7,5 %).

1A/3C (HPA)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
70,3 % em 35 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 43,2 % em 2 tecidos (Pancreas, Skeletal Muscle). O tecido que teve
uma maior diferenca percentual foi o Bone Marrow (93,8 %) e aquele que teve uma menor
diferenca percentual foi o Salivary Gland (30,2 %).

1A/ 2 (HPA)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
40,1 % em 24 tecidos. O MOB2 foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual de
aproximadamente 30,4 % em 13 tecidos (Smooth Muscle, Seminal Vesicle, Skin,
Esophagus, Fallopian Tube, Parathyroid Gland, Prostate, Epididymis, Cerebral Cortex,
Heart Muscle, Salivary Gland, Skeletal Muscle, Pancreas). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Bone Marrow (75,1 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Fallopian Tube (2,2 %).

1A/ 4 (HPA)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
39,1 % em 31 tecidos. O MOB4 foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual de
aproximadamente 38,1 % em apenas 5 tecidos (Adrenal Gland, Esophagus, Cerebral
Cortex, Heart Muscle, Skeletal Muscle). Houve um tecido que teve uma diferenca
percentual de 0 % porque ndo houve diferengas na expressao de ambos (Pancreas). O
tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Lymph Node (76,2 %) e aquele que
teve uma menor diferenca percentual foi o Esophagus (0,4 %).

1B/3A (HPA)

O MOB3A foi o mais abundante com uma diferencga percentual de aproximadamente
53,5 % em 33 tecidos. O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 25,8 % em apenas 4 tecidos (Cerebral Cortex, Parathyroid Gland,
Thyroid Gland, Kidney). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Lymph
Node (84,2 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Cerebral Cortex
(4,9 %).

1B/3B (HPA)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente

49,8 % em 29 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
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de aproximadamente 42,2 % em apenas 8 tecidos (Ovary, Cerebral Cortex, Duodenum,
Small Intestine, Endometrium, Rectum, Colon, Epididymis). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Bone Marrow (97,8 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Epididymis (1,6 %).

1B/3C (HPA)

O MOB3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
37,7 % em 27 tecidos. O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 32,7 % em 10 tecidos (Parathyroid Gland, Appendix, Thyroid Gland,
Lymph Node, Tonsil, Kidney, Skin, Testis, Cerebral Cortex, Bone Marrow). O tecido que
teve uma maior diferenca percentual foi o Bone Marrow (80,7 %) e aquele que teve uma
menor diferenca percentual foi o Tonsil (3,1 %).

1B/ 2 (HPA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
69,9 % em 35 tecidos. O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 21,4 % em apenas 2 tecidos (Kidney, Bone Marrow). O tecido que
teve uma maior diferenca percentual foi o Skeletal Muscle (86,9 %) e aquele que teve
uma menor diferenga percentual foi o Kidney (21,2 %).

1B/ 4 (HPA)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
63,9 % em 36 tecidos. O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 10,4 % em apenas 1 tecido (Kidney). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Adrenal Gland (87,7 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Kidney (10,4 %).

3A/3B (HPA)

O MOB3A foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
68,8 % em 33 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 19,2 % em 4 tecidos (Ovary, Cerebral Cortex, Duodenum, Small
Intestine). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Bone Marrow (98,8 %)
e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Small Intestine (1,2 %).

3A/3C (HPA)

O MOB3A foi o mais abundante com uma diferencga percentual de aproximadamente
45,5 % em 30 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 25,98 % em 7 tecidos (Parathyroid Gland, Breast, Epididymis,

Kidney, Pancreas, Skeletal Muscle, Liver). O tecido que teve uma maior diferenca
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percentual foi o Bone Marrow (89,7 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual
foi o Heart Muscle (2,9 %).

3A/ 2 (HPA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
47,1 % em 32 tecidos. O MOB3A foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 59,6 % em apenas 5 tecidos (Spleen, Lymph Node, Appendix,
Tonsil, Bone Marrow). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Skeletal
Muscle (75,3 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Adipose Tissue
(10,9 %).

3A/ 4 (HPA)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
36,1 % em 31 tecidos. O MOB3A foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 46,9 % em 6 tecidos (Lung, Lymph Node, Tonsil, Spleen, Adipose
tissue, Appendix). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Adrenal Gland
(82 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Fallopian Tube (2,4 %).
3B/3C (HPA)

O MOB3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
58,9 % em 30 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 34,2 % em 7 tecidos (Ovary, Endometrium, Rectum, Small Intestine,
Duodenum, Colon, Cerebral Cortex). O tecido que teve uma maior diferenca percentual
foi o Parathyroid Gland (96,1 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o
Endometrium (7,6 %).

3B/ 2 (HPA)

O MOB2 foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
77,2 % em 36 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 3,9 % em apenas um tecido (Duodenum). O tecido que teve uma
maior diferenca percentual foi o Parathyroid Gland (98,7 %) e aquele que teve uma menor
diferenca percentual foi o Ovary (3,6 %).

3B/ 4 (HPA)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
74,9 % em 35 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 8,1 % em apenas 2 tecidos (Ovary, Duodenum). O tecido que teve
uma maior diferenca percentual foi o Bone Marrow (99 %) e aquele que teve uma menor

diferenca percentual foi o Duodenum (3,9 %).
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3C/ 2 (HPA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
60,6 % em 36 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 7 % em apenas 1 tecido (Pancreas). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Skin (85,2 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Pancreas (7 %).

3C/ 4 (HPA)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
53,8 % em 36 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 52,1 % em apenas 1 tecido (Pancreas). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Bone Marrow (91,5 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Adipose Tissue (14,1 %).

2/ 4 (HPA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
25,3 % em 27 tecidos. O MOB4 foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual de
aproximadamente 25 % em 8 tecidos (Adrenal Gland, Placenta, Bone Marrow, Cerebral
Cortex, Breast, Tonsil, Kidney, Liver). Houve 2 tecidos em que a diferenca foi de 0%

porque ndo houve diferencas na expressao de ambos (Thyroid Gland, Duodenum).

Com estes resultados, dificilmente nos indicam se s@o uma consequéncia do estado

tecidular ou do método de recolha das amostras.
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7.3.2. Base de dados GTEx
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Figura 26. Médias e desvios padrdes gerais da expressdo transcricional dos sete
genes mob de humanos nos 31 tecidos de um contexto dito “normal” de amostras pos
mortem (GTEX). Nota. Aquele com o maior desvio padrdo foi o MOB3A e aquele
com o menor de todos foi 0 MOB1B. LEGENDA: azul — MOB1A; laranja —
MOBL1B; cinzento claro — MOB3A; amarelo — MOB3B; rosa — MOB3C; verde —
MOB?2; cinzento escuro — MOBA4.

Com a Figura 26., descreve-se, no geral, também uma alta variabilidade transcricional
dos sete genes mob onde desta vez foi 0 MOB2 que teve a maior média de expressao
transcricional de todos os mobs sugerindo-se entdo que houve uma grande demanda deste
mob em particular para a grande maioria dos tecidos e novamente pouca para com 0
MOB3B neste contexto dito “normal”.

O MOB2 também apresentou um intervalo de desvio padréo significativo para com um
maior numero de mobs: 1B (que teve o menor desvio padréo), 3B, 3C e com o0 4 apesar
de pouco). O MOB1A também se apresentou significativo para com 0s mesmo trés mobs
e pouco com o 4. Como tal, sugeriu-se novamente gque estes mobs sdo demandados de
maneiras diferentes nos diferentes tecidos. Contrariamente, temos 0os mobs 3A que foi
aquele com o maior desvio padrdo e que novamente ndo foi significativo para com
nenhum dos mobs assim como 0 MOBA4.

As comparacGes que novamente apresentaram sobreposicOes entre desvios padrbes
sugeriram-se que tivessem demandas transcricionais, plausivelmente, mais igualitarias
dependentemente do tipo de comparacao entre mobs e do tecido em questéo.

Devido a alta expressdo transcicional do MOB2, especula-se que 0 mesmo possa estar

mais associado a um estado celular exclusivo como o de morte celular ja que o GTEX
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recorre a amostras p6s-mortem, porém, se é para fins apoptdticos ou anti-apoptéticos seja-
se ainda debativel.
Portanto, com a Figura 26., previu-se uma ordem de expressdo geral para o GTEx do

tipo:

MOB2> MOB1A> MOB3A> MOB4> MOB3C> MOB1B> MOB3B

onde no geral:

1A/1B (GTEX)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~65,9%
1A/3A (GTEX)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~0,7%
1A/3B (GTEX)

O MOBL1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~73,3%
1A/3C (GTEX)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~59,9%
1A/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~18,9%
1A/ 4 (GTEX)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~43,2%
1B/3A (GTEX)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~65,6%
1B/3B (GTEX)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~21,8%
1B/3C (GTEX)

O MOBS3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~14,9%
1B/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~72,3%
1B/ 4 (GTEX)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~39,9%
3A/3B (GTEX)

O MOB3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~73,1%
3A/3C (GTEX)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~59,6%
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3A/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~19,5%
3A/ 4 (GTEX)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~42,7%
3B/3C (GTEX)

O MOBS3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~33,5%
3B/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~78,4%
3B/ 4 (GTEX)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~53,1%
3C/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~67,5%
3C/ 4 (GTEX)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~29,5%
2/ 4 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~53,9%

Ja especificamente, apenas 7 tecidos (Urinary Bladder, Vagina, Adipose tissue,
Thyroid Gland, Salivary Gland, Stomach e Testis, Figura 27.) € que seguiram a ordem
de expressdo geral acima estipulada e para os restantes 24 tecidos verificaram-se 20
flutuacGes que envolveram todos os mob dependentemente do tipo de comparagéo, (ver
ANEXO 19).

Ao longo dos tecidos, houve apenas 1 comparagdo de 21: 1B/ 2 que seguiu a mesma
ordem de expressao do caso geral.

Num total de 21 comparacdes, aquela que teve um tecido com uma diferenca percentual
mais discrepante foi a comparacdo 3B/4: Adrenal Gland (95,4%) em contraste com
aquela que teve um tecido com uma diferenca percentual menos discrepante que foi a 1A/
2: Esophagus (0,6%0).

Apesar da alta expressdo do MOB2, os desvios padrdes também demonstraram que, no
geral, certos mobs podem supera-lo (MOB1A, MOB3A e 0 MOB4) comprovando-se com
a Figura 27. e que, especificamente, ter havido uma maior expressdo de mobs menos

expressos em certos tecidos (MOB3C — Pancreas, por exemplo).
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Figura 27. Expressdo transcricional de cada gene mob nos 31 tecidos em especifico
da base de dados do GTEx. LEGENDA: azul - MOB1A; laranja— MOB1B; cinzento
claro— MOB3A; amarelo — MOB3B; rosa— MOB3C; verde — MOBZ2; cinzento escuro
— MOBA4.

Abaixo apresentam-se os calculos das diferencas percentuais de 21 comparagdes
possiveis de todos os tecidos da Figura 27. onde, especificamente:

1A/1B (GTEX)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
63,4 % em 29 tecidos, O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 11,8 % em apenas 2 tecidos (Hipocampus, Cerebral Cortex). O
tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Spleen (83,9 %) e aquele que teve
uma menor diferenca percentual foi o Cerebral Cortex (2,1 %).

1A/3A (GTEX)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
15,5 % em 20 tecidos. O MOB3A foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 13,7 % em 11 tecidos (Spleen, Fallopian Tube, Endometrium, Colon,

Prostate, Cervix Uterine, Cerebellum, Pituitary Gland, Pancreas, Cerebral Cortex,
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Skeletal Muscle). O tecido que teve uma maior diferenga percentual foi o Liver (41,8 %)
e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Cervix Uterine (1,2 %).

1A/3B (GTEX)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
72,2 % em 30 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 13 % em apenas 1 tecido (Caudate). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Liver (94,5 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Caudate (13 %).

1A/3C (GTEX)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
61,3 % em 28 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 20,2 % em apenas 3 tecidos (Pancreas, Pituitary Gland, Skeletal
Muscle). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Skin (81 %) e aquele
que teve uma menor diferenga percentual foi o Cerebellum (4,6 %).

1A/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
29,3 % em 28 tecidos. O MOB1A foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 14,5 % em 8 tecidos (Lung, Small Intestine, Spleen, Esophagus,
Ovary, Kidney, Adrenal Gland, Liver). O tecido que teve uma maior diferenca percentual
foi o Skeletal Muscle (68,8 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o
Esophagus (0,6 %).

1A/ 4 (GTEX)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
47,3 % em 25 tecidos. O MOB4 foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual de
aproximadamente 24,1 % em 6 tecidos (Adrenal Gland, Skeletal Muscle, Cerebral Cortex,
Hypothalamus, Cerebellum, Hippocampus). O tecido que teve uma maior diferenca
percentual foi o Kidney (70,4 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o
Cerebellum (5,8 %).

1B/3A (GTEX)

O MOB3A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
56,8 % em 30 tecidos. O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 25 % em apenas 1 tecido (Hippocampus). O tecido que teve uma
maior diferenca percentual foi o Spleen (90,5 %) e aquele que teve uma menor diferenca

percentual foi o Cerebral Cortex (11,3 %).
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1B/3B (GTEX)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
41,5 % em 24 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 30,1 % em 5 tecidos (Ovary, Caudate, Small Intestine, Cervix
Uterine, Breast). Houve 2 tecidos com uma diferenca percentual de 0% porque ndo houve
diferencas na expressdo de ambos (Endometrium, Colon). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Heart Muscle (84,4 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Breast (2,1 %).

1B/3C (GTEX)

O MOB3C foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
26,4 % em 24 tecidos. O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 42,4 % em 7 tecidos (Endometrium, Kidney, Skin, Caudate,
Hypothalamus, Cerebral Cortex, Hippocampus). O tecido que teve uma maior diferenca
percentual foi o Pancreas (74,5 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi
o Lung (1,4 %).

1B/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
67,4 % nos 31 tecidos. O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Colon
(86,8 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Hippocampus (4,5 %).
1B/ 4 (GTEX)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
42,6 % em 28 tecidos. O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 22,4 % em apenas 3 tecidos (Lung, Hippocampus, Kidney). O tecido
que teve uma maior diferenca percentual foi o Adrenal Gland (77,6 %) e aquele que teve
uma menor diferenca percentual foi o Lung (6,8 %).

3A/3B (GTEX)

O MOB3A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
73,5 % em 29 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 14,8 % em 2 tecidos (Ovary, Caudate). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Adrenal Gland (91,6 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Ovary (6,3 %).

3A/3C (GTEX)

O MOB3A foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente

55,9 % em 29 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
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de aproximadamente 23,1 % em 2 tecidos (Pancreas, Skeletal Muscle). O tecido que teve
uma maior diferenca percentual foi o Spleen (80,9 %) e aquele que teve uma menor
diferenca percentual foi o Skeletal Muscle (8,3 %).

3A/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
29,5 % em 27 tecidos. O MOB3A foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 19,6 % em apenas 4 tecidos (Endometrium, Lung, Small Intestine,
Spleen). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Skeletal Muscle (68,1 %)
e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Endometrium (0,9 %).

3A/ 4 (GTEX)

O MOB3A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
44,6 % em 24 tecidos. O MOB4 foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual de
aproximadamente 28,8 % em 6 tecidos (Adrenal Gland, Skeletal Muscle, Cerebral Cortex,
Hypothalamus, Heart Muscle, Hippocampus). Houve um tecido que teve uma diferenca
percentual de 0 % porque o nivel de expressdo de ambos nédo variou (Caudate). O tecido
que teve uma maior diferenca percentual foi o0 Small Intestine (65,1 %) e aquele que teve
uma menor diferenga percentual foi o Cerebellum (8 %).

3B/3C (GTEX)

O MOB3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
53,1 % em 24 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 33,5 % em 7 tecidos (Ovary, Small Intestine, Skin, Caudate,
Hypothalamus, Cerebral Cortex, Hippocampus). O tecido que teve uma maior diferenca
percentual foi o Pituitary Gland (89,4 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Cervix Uterine (1,9 %).

3B/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente 78 %
em 30 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual de
aproximadamente 1,4 % em apenas 1 tecido (Caudate). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Heart Muscle (95,1 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Caudate (1,4 %).

3B/ 4 (GTEX)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
58,4 % em 29 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual

de aproximadamente 37,3 % em apenas 2 tecidos (Ovary, Caudate). O tecido que teve
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uma maior diferenga percentual foi o Adrenal Gland (95,4 %) e aquele que teve uma
menor diferenca percentual foi o Small Intestine (11,8 %).

3C/ 2 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
66,4 % em 30 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 17,2 % em apenas 1 tecido (Pancreas). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Skin (90 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual
foi o Pancreas (17,2 %).

3C/ 4 (GTEX)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
35,4 % em 26 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 21,5 % em apenas 5 tecidos (Prostate, Spleen, Lung, Pituitary Gland,
Pancreas). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Adrenal Gland
(76,4 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Ovary (1,4 %).

2/ 4 (GTEX)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
53,2 % em 29 tecidos. O MOB4 foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual de
aproximadamente 43,7 % em apenas 1 tecido (Adrenal Gland). O tecido que teve uma
igual abundancia, isto é, de 0 % de diferenca percentual foi o Hypothalamus. O tecido
que teve uma maior diferenca percentual foi o Skin (75,6 %) e aquele que teve uma menor

diferenca percentual foi o Hippocampus (17,9 %).

Com estes resultados, dificilmente nos indicam se sdo uma consequéncia do estado

tecidular ou do método de recolha das amostras.
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7.3.3. Base de dados FANTOMb5
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Figura 28. Médias e desvios padrdes gerais da expressdo transcricional dos sete genes
mob de humanos nos 36 tecidos de um contexto normal (FANTOMS5). Nota. Aquele
com o maior desvio padrao foi o MOB1A e aquele com o0 menor de todos foi o MOB3C.
LEGENDA: azul - MOB1A; laranja — MOB1B; cinzento claro —- MOB3A, amarelo —
MOB3B; rosa — MOB3C; verde — MOB2; cinzento escuro — MOBA4.

Com a Figura 28., descreveu-se novamente que desta vez em poucas amostras por tecido,
no geral, houve uma expressdo transcricional escalonada também com uma certa
variabilidade transcricional dos sete genes mob, principalmente para com o MOB1A que
teve o maior desvio padréo e a maior média transcricional sugerindo-se entdo que houve
uma grande demanda deste mob em particular para a grande maioria dos tecidos e pouca
para com 0 MOB2.

O MOB1A também apresentou um intervalo de desvio padréo significativo para com os
mobs 3B, 3C (que teve o menor desvio padrdo de todos), 2 e para com 0 4 apesar de
pouco.

O MOB1B demonstrou-se significativo para com os mobs 3C e 2.

O MOB2 demonstrou-se significativo para com os mobs 1B e 3A.

O MOB4 demonstrou-se significativo para com os mobs 3B (apesar de pouco), 3C e 2.
Como tal, sugeriu-se que estes mobs nestas comparagdes seriam demandados de maneiras
diferentes nos diferentes tecidos.

As restantes comparacgdes que apresentaram pouca significancia nos intervalos de desvio
padrdo sugeriram-se que tivessem demandas transcricionais, plausivelmente, mais

igualitarias dependentemente do tipo comparativo e do tecido em questao.
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Portanto, com a Figura 28., previu-se uma ordem de expressao geral para 0 FANTOM5

do tipo:

MOB1A> MOB4> MOB1B> MOB3A> MOB3B> MOB3C> MOB2

onde no geral:

1A/1B (FANTOMS5)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~62,6%
1A/3A (FANTOMS)

O MOBL1A foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~68,2%
1A/3B (FANTOMS5)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~81,1%
1A/3C (FANTOMS)

O MOBL1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~91,1%
1A/ 2 (FANTOMDb)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~95,1%
1A/ 4 (FANTOMS)

O MOBL1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~54,7%
1B/3A (FANTOMS5)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~14,9%
1B/3B (FANTOMS5)

O MOB1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~49,4%
1B/3C (FANTOMS5)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~76,2%
1B/ 2 (FANTOMS5)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~86,8%
1B/ 4 (FANTOMS5)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~17,5%
3A/3B (FANTOMDb)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~40,5%
3A/3C (FANTOMS)

O MOB3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~72,1%
3A/ 2 (FANTOMS)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~84,5%
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3A/ 4 (FANTOMS)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~29,7%
3B/3C (FANTOMDb)

O MOB3B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~53,1%
3B/ 2 (FANTOMS)

O MOB3B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~73,9%
3B/ 4 (FANTOMDb)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~58,2%
3C/ 2 (FANTOMS)

O MOBS3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~44,4%
3C/ 4 (FANTOMS5)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~80,4%
2/ 4 (FANTOMS)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~89,1%

Ja especificamente, apenas 2 tecidos (Thyroid Gland e Testis, Figura 29.) é que
seguiram a ordem de expressdo geral acima estipulada e para os restantes 34 tecidos
verificaram-se 15 flutuacGes que envolveram todos os mob dependentemente do tipo de
comparacao, (ver ANEXO 20).

Ao longo dos tecidos, houve 6 comparagdes: 1A/3A, 1A/3C, 1A/2, 1B/ 2,3C/ 4 e 2/ 4
que seguiram a mesma ordem de expressao do caso geral.

Num total de 21 comparac@es, aquelas que tiveram tecidos com uma diferenca percentual
mais discrepante foram as seguintes: 1A/2, 1B/ 2, 3A/ 2, 3B/2, 3C/ 2 e 2/ 4 envolvendo
os tecidos Pituitary Gland, Thymus e Pancreas (100%) em contraste com aquela que
teve um tecido com uma diferenga percentual menos discrepante que foi a 3C/ 2:
Esophagus (1,2%0).

Reparou-se também que para um numero de amostras a variar de 1 a 2 por tecido, houve
uma individualidade variacional de cada tecido para cada expressao transcricional mob,
onde, por exemplo e particularmente, os niveis do gene MOB2 em trés tecidos (Pituitary
Gland, Thymus, Pancreas) terem chegado ao valor de 0 TagPM, questionando-se o facto
da sua necessidade numa celula.

Os desvios padrGes também demonstraram que, no geral, certos mobs podem superar o
MOB1A (MOB1B, MOB3A e o0 MOB4) comprovando-se com a Figura 29. e que,

76



especificamente, ter havido uma maior expressdao de mobs menos expressos em certos
tecidos (MOB3B — Caudate, por exemplo).
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Figura 29. Expressao transcricional de cada gene mob nos 36 tecidos em especifico
da base de dados do FANTOMS5. LEGENDA: azul — MOB1A; laranja — MOBL1B;
cinzento claro — MOB3A; amarelo — MOB3B; rosa — MOB3C; verde — MOB2;
cinzento escuro — MOBA4.

Abaixo apresentam-se os célculos das diferencas percentuais de 21 comparagdes

possiveis de todos os tecidos da Figura 29. onde, especificamente:

1A/1B (FANTOMS)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
62,3% em 33 tecidos. O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 9,2 % em apenas 3 tecidos (Hipocampus, Caudate, Brain). O tecido
que teve uma maior diferenga percentual foi o Small Intestine (87,3 %) e aquele que teve
uma menor diferenga percentual foi o Caudate (5,7 %).

1A/3A (FANTOMS)
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O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
67,1 % nos 36 tecidos. O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Breast
(86,9 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Salivary Gland (18 %).
1A/3B (FANTOMS5)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
78,6 % em 35 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 41% em apenas 1 tecido (Caudate). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Thymus (98,1 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Brain (28,9 %).

1A/3C (FANTOMS)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
87,8 % nos 36 tecidos. O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Thymus
(98,9 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Pancreas (46,5 %).

1A/ 2 (FANTOMS)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
94,5 % nos 36 tecidos. Os que tiveram uma maior diferenca percentual foram os tecidos
Pituitary Gland, o Thymus e o Pancreas (100 %) e aquele que teve uma menor diferenga
percentual foi o0 Smooth Muscle (75,4 %).

1A/ 4 (FANTOMDb)

O MOBI1A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
59,9 % em 29 tecidos. O MOB4 foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual de
aproximadamente 30,3 % em 7 tecidos (Pituitary Gland, Cerebellum, Brain,
Hippocampus, Caudate, Skeletal Muscle, Salivary Gland). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Lymph Node (85,7 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Salivary Gland (15,1 %).

1B/3A (FANTOMS)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferencga percentual de aproximadamente
42,9 % em 20 tecidos. O MOB3A foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 24,1 % em 16 tecidos (Tonsil, Appendix, Spleen, Lymph Node,
Cervix Uterine, Adipose Tissue, Retina, Urinary Bladder, Prostate, Small Intestine,
Salivary Gland, Placenta, Gallbladder, Esophagus, Colon, Vagina). O tecido que teve
uma maior diferenca percentual foi o Brain (69,9 %) e aquele que teve uma menor
diferenca percentual foi o Urinary Bladder (1,5 %).

1B/3B (FANTOMDb)
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O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
55,6 % em 31 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 36,3 % em apenas 5 tecidos (Caudate, Small Intestine, Ovary,
Placenta, Colon). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Thymus
(97,3 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Ovary (4,8 %).

1B/3C (FANTOMS)

O MOB1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
72 % em 35 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual de
aproximadamente 21,8 % em apenas 1 tecido (Pancreas). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Thymus (98,5 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Pancreas (21,8 %).

1B/ 2 (FANTOMS5)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
83,4 % nos 36 tecidos. Os que tiveram uma maior diferenca percentual foram os tecidos
Pituitary Gland, Thymus, Pancreas (100 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Urinary Bladder (19,9 %).

1B/ 4 (FANTOMS)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
31,2 % em 30 tecidos. O MOB1B foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 40,5 % em apenas 6 tecidos (Thymus, Appendix, Prostate, Kidney,
Lung, Vagina). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Thymus (73,9 %)
e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Breast (2,8 %).

3A/3B (FANTOMDb)

O MOB3A foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
55,8 % em 26 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 31% em 10 tecidos (Caudate, Small Intestine, Endometrium, Ovary,
Placenta, Colon, Brain, Skeletal Muscle, Breast, Pancreas). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Thymus (94,7 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Thyroid Gland (3,8 %).

3A/3C (FANTOMS)

O MOB3A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
68,6 % em 34 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 35,3 % em apenas 2 tecidos (Pancreas, Skeletal Muscle). O tecido
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que teve uma maior diferenca percentual foi o Thymus (97,1 %) e aquele que teve uma
menor diferenca percentual foi o Skeletal Muscle (9,5 %).

3A/ 2 (FANTOMS)

O MOB3A foi o mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
84,5 % em 35 tecidos. O MOB2 foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual de
aproximadamente 15% em apenas 1 tecido (Smooth Muscle). Os que tiveram uma maior
diferenca percentual foram os tecidos Pituitary Gland, Thymus, Pancreas (100 %) e
aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o0 Smooth Muscle (15 %).

3A/ 4 (FANTOMS)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
43,7 % em 30 tecidos. O MOB3A foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual
de aproximadamente 40,8 % em apenas 6 tecidos (Tonsil, Thymus, Appendix, Spleen,
Lymph Node, Vagina). O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Brain
(81,2 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Adipose Tissue (1,3 %).
3B/3C (FANTOMDb)

O MOB3B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
52,9 % em 27 tecidos. O MOB3C foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual
de aproximadamente 21,8 % em 9 tecidos (Pancreas, Pituitary Gland, Vagina, Epididymis,
Salivary Gland, Prostate, Esophagus, Heart Muscle, Liver). O tecido que teve uma maior
diferenca percentual foi o Caudate (85,5 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Esophagus (3,7 %).

3B/ 2 (FANTOMS)

O MOB3B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
79,6 % em 31 tecidos. O MOB2 foi 0 menos abundante com uma diferenca percentual de
aproximadamente 38,8 % em apenas 5 tecidos (Smooth Muscle, Urinary Bladder,
Prostate, Salivary Gland, Esophagus). Houve um tecido com uma diferenca percentual de
0 % porque ndo houve variacao dos niveis de transcritos de ambas as proteinas (Seminal
Vesicle). Os que tiveram uma maior diferenca percentual foram os tecidos Pituitary Gland,
Thymus, Pancreas (100 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o
Esophagus (2,5 %).

3B/ 4 (FANTOMS)

O MOB4 foi o mais abundante com uma diferenga percentual de aproximadamente
59,7 % em 35 tecidos. O MOB3B foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual

de aproximadamente 19,6% em apenas 1 tecido (Caudate). O tecido que teve uma maior
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diferenga percentual foi o Pituitary Gland (93,1 %) e aquele que teve uma menor diferenca
percentual foi o Ovary (5,8 %).

3C/ 2 (FANTOMS5)

O MOB3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
67,7 % em 30 tecidos. O MOB2 foi 0 menos abundante com uma diferenga percentual de
aproximadamente 42,3 % em apenas 6 tecidos (Smooth Muscle, Urinary Bladder,
Gallblader, Prostate, Appendix, Seminal Vesicle). Os que tiveram uma maior diferenca
percentual foram os tecidos Pituitary Gland, Thymus, Pancreas (100 %) e aquele que teve
uma menor diferenga percentual foi o Esophagus (1,2 %).

3C/ 4 (FANTOMS)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
78,3 % nos 36 tecidos. O tecido que teve uma maior diferenca percentual foi o Thymus
(94,3 %) e aquele que teve uma menor diferenca percentual foi o Pancreas (17,9 %).

2/ 4 (FANTOMS)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de aproximadamente
87,2 % nos 36 tecidos. Os que tiveram uma maior diferenca percentual foram os tecidos
Pituitary Gland, Thymus, Pancreas (100 %) e aquele que teve uma menor diferenga
percentual foi o Urynary Bladder (40,6 %).

Com estes resultados, dificilmente nos indicam se s@o uma consequéncia do estado

tecidular ou do método de recolha das amostras.
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7.3.4. Base de dados TCGA

Meédia FPKM

——

-

1 e

MOBI1A MOBI1B MOB3A MOB3B MOB3C MOB2 MOB4

Genes Mob

Figura 30. Médias e desvios padrdes gerais da expressao transcricional dos sete genes
mob de humanos nos 17 tecidos do contexto tumoral (TCGA). Nota. Aquele com o
maior desvio padrdo foi o MOB1A e aquele com o menor de todos foi 0 MOB3C.
LEGENDA: azul - MOBL1A,; laranja — MOB1B; cinzento claro — MOB3A; amarelo —
MOB3B; rosa — MOB3C; verde — MOBZ2; cinzento escuro — MOBA4.

Com a Figura 30., descreveu-se no geral que no contexto tumoral de 17 casos, houve
também uma certa variabilidade transcricional dos sete genes mob onde teve-se uma
maior expressdo transcricional para com o MOB1A que teve o maior desvio padrdo
sugerindo-se que houvesse uma grande demanda deste mob em particular para a grande
maioria dos tecidos tumorias e pouca para com o0 MOB3B.

O MOB1A também apresentou um intervalo de desvio padrdo significativo para com
mais mobs 1B, 3A, 3B, 3C (que teve o menor desvio padrédo de todos), 2 e com 0 4.

O MOB1B demonstrou-se significativo para com os mobs 3A, 2 e 4.

O MOB2 demonstrou-se significativo para com os mobs 3A, 3B e 3C.

O MOBS3A demonstrou-se significativo para com os mobs 3B, 3C e 4.

O MOB4 demonstrou-se significativo para com os mobs 3B e 3C.

Como tal, sugeriu-se que estes mobs nestas comparagdes seriam demandados de maneiras
diferentes nos diferentes tecidos.

As restantes comparagdes que apresentaram pouca significancia nos intervalos de desvio
padrdo (MOB1B vs MOB3B vs MOB3C) sugeriram-se novamente, assim como 0s do
contexto normal, que tivessem demandas transcricionais, plausivelmente, mais

igualitarias dependentemente do tipo de tecido tumoral em questéo.
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Portanto, com a Figura 30., previu-se uma ordem de expresséo geral para 0 TCGA do

tipo:

MOB1A> MOB3A> MOB2> MOB4> MOB1B> MOB3C> MOB3B

onde no geral:

1A/1B (TCGA)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~83,3%
1A/3A (TCGA)

O MOBL1A foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~42,6%
1A/3B (TCGA)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~86%
1A/3C (TCGA)

O MOBL1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~83,7%
1A/ 2 (TCGA)

O MOBI1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~70,3%
1A/ 4 (TCGA)

O MOBL1A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~71,3%
1B/3A (TCGA)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~70,9%
1B/3B (TCGA)

O MOB1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~16,4%
1B/3C (TCGA)

O MOBI1B foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~2,3%
1B/ 2 (TCGA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~43,7%
1B/ 4 (TCGA)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenga percentual de ~41,7%
3A/3B (TCGA)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~75,6%
3A/3C (TCGA)

O MOB3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~71,5%
3A/2 (TCGA)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~48,2%
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3A/ 4 (TCGA)

O MOBS3A foi 0 mais abundante com uma diferencga percentual de ~50,1%
3B/3C (TCGA)

O MOBS3C foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~14,5%
3B/ 2 (TCGA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~52,9%
3B/ 4 (TCGA)

O MOBA4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~51,2%
3C/ 2 (TCGA)

O MOB?2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~45%
3C/ 4 (TCGA)

O MOB4 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~43%

2/ 4 (TCGA)

O MOB2 foi 0 mais abundante com uma diferenca percentual de ~3,5%

Jé especificamente, apenas 1 tecido tumoral (Thyroid Cancer, Figura 31.) é que seguiu
a mesma ordem de expresséo geral acima estipulada e para os restantes 16 casos tumorais
verificaram-se 11 flutuacGes que envolveram todos os mob dependentemente do tipo de
comparacao, (ver ANEXO 21).

O tecido tumoral que teve uma média de discrepancias mais acentuada foi o Breast
(60,2 %) em contraste com o Renal (45,2%), Tabela XI.

Ao longo dos tecidos, houve 10 comparacdes: 1A/1B; 1A/3B; 1A/3C; 1A/ 2; 1A/4;
1B/3A; 3A/3B; 3A/ 4; 3C/ 2 e 3C/ 4 que seguiram a mesma ordem de expressao do caso
geral.

Num total de 21 comparagdes, aquela que teve um tecido tumoral com uma diferenca
percentual mais discrepante foi a 3A/ 3B (95,4%) no tecido Prostate em contraste com
aquela que teve um tecido com uma diferenca percentual menos discrepante que foi a 1A/
3A (1,9%) no Prostate, Tabela XI.

Houve também 5 comparacdes de 21 que apresentaram uma diferenca percentual de 0%
(3A/ 2 - Liver; 1B/ 3C - Pancreatic; 2/ 4 - Coloretal; 1B/ 2 - Testis; 3B/ 3C —
Endometrial), Tabela XI., suspeitando-se de que houvesse uma necessidade de igual
atencdo e atendida em proporcdo de transcritos, porém, nestes casos e de outros
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anteriormente mencionados e figurados saber-se se estes niveis sdo o reflexo de uma

causa ou consequéncia dos estados tumorais ainda permanecer-se uma incognita.
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Figura 31. Médias e desvios padrbes da expressao transcricional de cada gene mob nos
17 tecidos em especifico da base de dados do TCGA. LEGENDA: azul — MOB1A,
laranja — MOBL1B; cinzento claro — MOB3A; amarelo — MOB3B; rosa — MOB3C;
verde — MOBZ2; cinzento escuro — MOB4.
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Abaixo apresentam-se os calculos das diferencas percentuais de 21 comparacOes
possiveis de cada caso tumoral da Figura 31. tabelados na Tabela XI.

Tabela XI. Diferentes representatividades percentuais dos genes mob em 21
comparagles possiveis para cada um dos 17 tecidos tumorais da base de dados do
TCGA repartida em trés secgoes.

Tumores Glioma Thyroid Lung Liver Pancreatic Head
Comparaca and Neck

1A/1B 1A 793% 1A 77% 1A 87,4% 1A 862% 1A 764% 1A 90,2%
1A/3A 1A 16,8% 1A 408% 1A 852% 1A 447% 1A 32% 1A 29,1 %
1A/3B 1A 755% 1A 90,3% 1A 92,3% 1A 84% 1A 823% 1A 822%
1A/3C 1A 80,4% 1A 781% 1A 839% 1A 829% 1A 764% 1A 785%
1A/2 1A 70,7% 1A 592% 1A 80,3% 1A 447% 1A 57,1% 1A 695%
1A/4 1A 52,7% 1A 694% 1A 745% 1A 628% 1A 704% 1A 753 %
1B/3A 3A 752% 3A 61,2% 3A 73,3% 3A 75% 3A 652% 3A 86,2%
1B/3B 3B 156% 1B 57,8% 1B 38,5% 3B 13,3% 1B 25% 3B 44,9%
1B/3C iB 53% 1B 4,4% 3C 22% 3C 18,8 % 0% 3C 54,2%
1B/2 2 29,6 % 2 43,8% 2 36,1% 2 75% 2 44,8 % 2 67,9 %
1B/4 4 56,3% 4 25% 4 50,6 % 4 62,9% 4 20% 4 60,3 %
3A/3B 3A 70,6% 3A 836% 3A 836% 3A 71,2% 3A 73,9% 3A 749%
3A/3C 3A 76,5% 3A 629% 3A 658% 3A 69,2% 3A 652% 3A 69,7%
3A/2 3A 64,7% 3A 31% 3A 582% 0% 3A 36,9% 3A 56,9%
3A/4 3A 43,1% 3A 483 % 3A 459% 3A 32,7% 3A 56,5% 3A 651%
3B/3C 3B 20% 3C 558% 3C 52% 3C 6,3 % 3C 25% 3C 16,9 %
3B/2 2 16,7% 2 76,3% 2 60,7 % 2 71,2% 2 58,6 % 2 41,7 %
3B/4 4 48,7 % 4 68,3 % 4 69,6 % 4 57,1% 4 40 % 4 27,9 %
3C/2 2 333% 2 46,3% 2 18% 2 69,2 % 2 44,8 % 2 29,8 %
3C/4 4 58,6 % 4 28,3% 4 36, 7% 4 54,3% 4 20% 4 13,2 %
2vs 4 4 37,9% 2 25% 4 22,8% 2 32,7% 2 31% 2 19 %
MEDIA DP 48,9% 53,9% 58,9%0 53,1% 47,7% 54,9%

CONTINUAGAO

Tumores Stomach Coloretal Urothelial Renal Prostate Testis
Comparaca

1A/1B 1A M0D% 1A 90,4% 1A 879% 1A 66,2% 1A 63,3% 1A 74 %
1A/3A 1A 46,7% 1A 639% 1A 553% 1A 28,1% 3A 1,9% 1A 49,3 %
1A/3B 1A 826% 1A 823 % 1A 91,8% 1A 73,7% 1A 953% 1A 91,6%
1A/3C 1A 90,3% 1A 859% 1A 791% 1A 81,6% 1A 793% 1A 91,2%
1A/2 1A 832% 1A 699% 1A 723% 1A 71,9% 1A 333% 1A 74 %
1A/4 1A 732% 1A 699% 1A 77,3% 1A 76,3% 1A 46 % 1A 70 %
1B/3A 3A 81,3% 3A 73,3% 3A 73% 3A 53% 3A 64,1% 3A 48,7%
1B/3B 3B 428% 3B 455% 1B 324% 1B 22,1% 1B 87,3% 1B 67,8%
1B/3C 1B 3,2%3C 31,4% 3C 424% 1B 455% 1B 43,6% 1B 66,1%
1B/2 2 40,7 % 2 68 % 2 56,4% 1B 16,9% 2 45 % 0%
1B/4 4 62,8 % 4 68 % 4 469% 1B 299% 4 32,1% 4 13,2 %
3A/3B 3A 67,3% 3A 51,1% 3A 81,7% 3A 634% 3A 954% 3A 835%
3A/3C 3A 819% 3A 61,1% 3A 532% 3A 744% 3A 797% 3A 826%
3A/2 3A 684% 3A 16,7% 3A 38,1% 3A 609% 3A 346% 3A 48,7%
3A/4 3A  49,7% 3A 16,7% 3A 492% 3A 67,1% 3A 47,1% 3A 409%
3B/3C 3B 44,6% 3B 20,5% 3C 61% 3B 30% 3C 77,4% 3C 5%
3B/2 3B 36% 2 413% 2 70,5% 2 6,3% 2 9B % 2 67,8 %
3B/4 3B 349% 4 413% 4 64,1% 3B 10% 4 914% 4 72,1 %
3C/2 2 426 % 2 533% 2 244% 2 34,4 % 2 69 % 2 66,1 %
3C/4 4 63,9% 4 533% 4 7,8% 4 222% 4 61,7% 4 70,8 %
2vs4 4 37,2 % 0% 2 17,9% 2 15,6 % 2 19% 4 13,2 %
MEDIA DP 56,7% 52,6%0 56,3% 45,2% 59,9% 56,9%0
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FIM

Tumores Breast Cervical Ovarian Endometrial Melanoma
Comparaca

1A/1B 1A 81,9% 1A 90,7% 1A 92,2% 1A 851% 1A 69,5 %
1A/3A 1A  47,7% 1A 51,2% 1A 67 9% 1A 38,2% 1A 2,8 %
1A/3B 1A 93,2% 1A 86,2% 1A 86,1% 1A 888% 1A 80,1%
1A/3C 1A 879% 1A 779% 1A 893% 1A 888% 1A 823%
1A/2 1A 76,3% 1A 71,6% 1A 88,2% 1A 651% 1A 46,8%
1A/4 1A 70,3% 1A 747% 1A 76,7% 1A 784% 1A 66,7%
1B/3A 3A 65,5% 3A 809% 3A 764% 3A 758% 3A 68,6%
1B/3B 1B 62,5% 3B 325% 3B 44,2% 1B 25% 1B 34,9 %
1B/3C 1B 33,3% 3C 578% 3C 27,5% 3C 25% 1B 41,9%
1B/2 2 23,8% 2 67,1% 2 34,1% 2 57,1% 2 42,7 %
1B/4 4 39,2% 4 63% 4 66,7 % 4 30,8% 4 8,5 %
3A/3B 3A 87,1% 3A 71,6% 3A 57,7% 3A 81,9% 3A 79,6 %
3A/3C 3A 769% 3A 546% 3C 67,5% 3A 81,9% 3A 818%
3A/2 3A 54,7% 3A 41,8% 3A 64,2% 3A 43,6% 3A 453 %
3A/4 3A 432% 3A 482% 3A 29.3% 3A 651% 3A 657 %
3B/3C 3C 438% 3C 37,5% 3B 231% 0% 3B 10,7 %
3B/2 2 71,4% 2 51,2% 3B 154% 2 67,9% 2 62,7 %
3B/4 4 77,2% 4 45,2 % 4 40,2 % 4 92,6 % 4 40,4 %
3C/2 2 49,2 % 2 21,9% 2 9,1% 2 67,9% 2 66,7 %
3C/4 4 59,5% 4 12,3% 4 54 % 4 48,1 % 4 46,8 %
2vs 4 4 20,3% 2 10,9 % 4 49,4 % 2 38,1% 2 37,3 %
MEDIA DP 60,2%0 54,7%0 55,2%0 59,3%0 51,5%%0

LEGENDA: Negrito — Gene mob com a maior abundéncia transcricional
dentro de uma comparacdo juntamente com o seu valor de diferenca
percentual calculado com respeito ao mob com um maior valor. Média DP —
média das diferencgas percentuais de cada tecido tumoral. Nota. Valores de
0 % indicam uma igual abundancia.

De seguida, apresentam-se as descidas e subidas dos niveis de expressdao dos mobs nos
tecidos em especifico das bases de dados do HPA, GTEx e do FANTOMS para cada caso
tumoral (TCGA) figurados com as Figuras 32. — 36. e com as Tabelas XI1. - XIV. que

compilam os valores percentuais de cada caso.
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Figura 32. Médias e desvios padrdes gerais da expressao transcricional dos sete genes
mob de humanos nos 20 e 22 tecidos selecionados especificamente dos contextos
normais HPA e GTEX respetivamente para equiparar com os valores das médias e
desvios padrbes dos 17 tecidos tumorais do TCGA. Nota. Aquele com o maior desvio
padréo foi o MOB1A (HPA) e aquele com o0 menor de todos foi 0 MOB3C (TCGA).
LEGENDA: azul — HPA; laranja — TCGA; cinzento claro — GTEX.

Com a Figura 32., verificou-se no geral que no contexto tumoral de 17 casos, houve
também uma certa variabilidade transcricional dos sete genes mob onde teve-se uma
maior expressdo transcricional para com o MOB1A que foi aquele que teve o maior
desvio padréo de todos sugerindo-se de que houvesse uma grande demanda deste mob
em particular para a grande maioria dos tecidos tumorias e pouca para com o MOB3B.
Na comparacdo HPA vs TCGA houve uma descida geral dos niveis de expressdo
transcricional dos sete genes mob com os 20 tecidos em especifico onde as descidas mais
significativas envolveram o MOB1B, MOB3C, MOB2 e 0 MOB4 expeculando-se de uma
maior sensibilidade dos tecidos para com estes mobs em particular. As menos
significativas 0 MOBL1A (apesar de pouco), MOB3A e o MOB3B devido a sobreposi¢éo
dos seus desvios padrées com o do caso tumoral interpretando-se entdo de que houvesse
um balanco de pouca a baixa sensibilidade para com estes mobs nos tecidos, dando a crer-
se que tém uma maior estabilidade num contexto adverso comparativamente com 0s
outros mobs.

Com o caso GTEx vs TCGA, registaram-se contrastes, isto €, niveis de expressao
tumorais mais altos do que os do contexto pds-mortem, particularmente com 0s genes

MOB1A (que teve uma subida significativa), MOB3A e o MOB4 contrariamente aos
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casos do MOB1B, MOB3B, MOB3C e 0 MOB2 (que teve a descida mais significativa),
Figura 32.

Para os trés mobs primeiramente mencionados no GTEx vs TCGA, suspeita-se de que
houve uma necessidade celular muito caracteristica para com 0s mesmos em casos
tumorais comparativamente com o contexto post mortem onde este mesmo que tentesse
refletir condi¢cbes de um caso normal, permitiu-nos cautelar para a distin¢gdo do pos-
mortem com 0s casos de amostras frescas (HPA).

Houve também flutuacdes em certos mobs que se tentaram igualar ao caso tumoral:
MOB1B, MOB3A, MOB3B, MOB3C e MOB4, demonstrando-se de que foram
demandados em proporcdes semelhantes com desvios padrdes pouco significativos ao
sobreporem-se em dois contextos diferentes podendo-se estipular com fracas certezas de
que possam ter uma correlacdo funcional em dois contextos diferentes apesar de nao se
saber quais 0s mecanismos bioldgicos envolvidos e se de facto serdo os mesmos que estdo
interligados nestes dois contextos diferentes que s&o excluidos do estado dito normal.
Portanto, com a Figura 32., previram-se descidas e subidas da expressdo geral para o
TCGA do tipo:

HPA: | MOB1A | MOB1B | MOB3A | MOB3B | MOB3C | MOB2 | MOB4
GTEx: 1 MOBIA | MOB1B 1 MOB3A | MOB3B | MOB3C | MOB2 1MOB4

onde:
(1) - Subida percentual geral;

( ] ) - Descida percentual geral,

e que percentualmente obtiveram-se 0s seguintes valores:

1A (HPA/ GTEx vs TCGA)

HPA: O MOB1A desceu com uma diferenca percentual de ~43%
GTEx: O MOB1A subiu com uma diferenca percentual de ~42,2%
1B (HPA/ GTEx vs TCGA)

HPA: O MOB1B desceu com uma diferenca percentual de ~64,6%
GTEx: O MOB1B desceu com uma diferenca percentual de ~15,7%
3A (HPA/ GTEx vs TCGA)

HPA: O MOB3A desceu com uma diferenca percentual de ~28%
GTEx: O MOB3A subiu com uma diferenca percentual de ~5,6%
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3B (HPA/ GTEx vs TCGA)

HPA: O MOB3B desceu com uma diferenca percentual de ~62,7%
GTEx: O MOB3B desceu com uma diferenca percentual de ~11,9%
3C (HPA/ GTEXx vs TCGA)

HPA: O MOB3C desceu com uma diferenca percentual de ~67,2%
GTEx: O MOB3C desceu com uma diferenca percentual de ~27,6%
2 (HPA/ GTEx vs TCGA)

HPA: O MOB2 desceu com uma diferenca percentual de ~78,2%
GTEx: O MOB2 desceu com uma diferenga percentual de ~59,3%
4 (HPA/ GTEx vs TCGA)

HPA: O MOB4 desceu com uma diferenca percentual de ~74,7%
GTEx: O MOB4 subiu com uma diferenca percentual de ~1,9%

Ja especificamente, houve um total de 11 casos tumorais: Glioma, Thyroid, Lung,
Coloretal, Urothelial, Prostate, Testis, Cervical, Ovarian, Endometrial e Melanoma
(Figura 33., Tabela XII.), que seguiram o padrdo de descida e subida geral acima
estipulado para o HPA vs TCGA onde os restantes 6 tumores verificaram-se diferencas
percentuais nos seguintes casos: Liver, Pancreatic, Head and Neck, Stomach, Renal e
Breast, que ndo s6 desceram mas que também subiram: Liver: MOB3A (32,7%),
MOB3B (53,3%); Pancreatic: todos subiram exceto o MOB3C (descida: 32,4%); Head
ad Neck: MOB3B (36,7%); Stomach: MOB1A (0,3%), MOB3A (15,8%), MOB3B
(7,1%); Renal: MOB3A (48,8%); Breast: MOB3A (10,1%).

O tecido tumoral que teve mais descidas das diferencas percentuais foi o Endometrial
Cancer (73,4%) e aquele que teve mais subidas das diferengas percentuais foi
surpreendentemente o Pancreatic Cancer (62,3%) com a excecéo para 0 MOB3C que
desceu 32,4 % nesse mesmo tecido.

Nos 17 tecidos tumorais, registou-se que dentro dos 7 genes mob, houve apenas 1 que
desceu em todos os tecidos: MOB3C (64,1%). E os restantes 6 que ndo s6 desceram:
MOB1A (45,2 %), MOB1B (64,8%), MOB3A (39%), MOB3B (66%), MOB2 (76,2%),
MOB4 (73,1%), mas que também subiram para os seguintes tecidos: MOB1A (41,8%)
— Stomach, Pancreatic. MOB1B (62,5%) — Pancreatic. MOB3A (37,4 %) - Liver,
Pancreatic, Stomach, Renal, Breast. MOB3B (44,4%) — Liver, Pancreatic, Head and
Neck, Stomach. MOB2 (24,1%) — Pancreatic. MOB4 (43,3%) — Pancreatic. O gene

90



mob que teve uma descida mais acentuada foi 0 MOB2 (76,2%). J4 0 MOB3A (39%)
foi aquele que desceu menos e que subiu com uma diferenca percentual de 37,4% em um
maior numero de tecidos tumorais. O MOB1B (62,5%) foi aquele que subiu mais,
contudo, foi apenas num tecido: Pancreatic.

Com estes resultados, dificilmente nos indicam se sdo uma causa ou consequéncia do

estado tumoral em questéo.
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Figura 33. Expressao transcricional de cada gene mob nos 20 tecidos em especifico
da base de dados do HPA para os 17 tecidos tumorais do TCGA. LEGENDA: azul —
MOBI1A; laranja — MOBL1B; cinzento claro — MOB3A; amarelo — MOB3B; rosa —
MOB3C; verde — MOB2; cinzento escuro — MOBA4.
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Abaixo apresentam-se os célculos das diferengas percentuais dos sete mobs de cada caso

normal para o tumoral da Figura 33. tabelados na Tabela XII.

Tabela XII. Variabilidade percentual de subida e descida dos valores maiores com
respeito a comparacao do contexto normal (HPA) dos tecidos em especifico para cada
um dos 17 tecidos do contexto tumoral (TCGA).

Tumores Glioma Thyroid Lung Liver  Pancreatic Head Stomach  Coloretal
MOB'’s and Neck
MOBI1A 1136% |61,1% |469% [40,5% 1833% |436% 103% [|444%
MOB1B 1792% |773% |729% [60,6% 1625% |597% |589% |625%
MOB3A 112,1% 1295% |53,1% 132,7% 1797% [428% 1158% [49,7%
MOB3B 1772% 161,1% |76% 1533% 180,6% 1367% 17,1% ]669%
MOB3C 1478% |71,7% |746% [692% |324% |239% |687% |67,1%
MOB?2 1829% [83,1% |828% [48% 1241% |57,1% |68% 180%
MOB4 1753% 8% |72,1% [663% 1433% |584% |488% |70,7%

Tumores Urothelial  Renal  Prostate  Testis Breast  Cervical Ovarian  Endometrial Melanoma
MOB’s
MOB1A 1484% |551% 1692% [389% 1328% [491% [56%  1591% 169,7%
MOB1B 1564% |68% 1623% |478% |543% 1763% 1695% |723% 159%
MOB3A 1553% 1488% 1409% [19% 110,1% 1397% [391% |472% 139,6%
MOB3B 1425% 125% |767% [689% |76%  |588% |838% |829% 162,7%
MOB3C 1553% 1558% |82,1% [74%  1766% |628% |762% |81,5% 1702 %
MOB2 1823% |663% |80,4% |76%  |783% [781% |86,7% |828% 186,8%
MOB4 1797% 175%  |8L,7% 163,6% |774% [782% |69% 1 88,1 % 1 80,8 %

LEGENDA: ( 1) Subida percentual especifica; ( | ) Descida percentual especifica.

No contexto GTEx vs TCGA, resume-se que, especificamente, ndo houve nenhum caso
tumoral que segui-se o padrdo de descida e subida geral estipulado anteriormente (Figura
32., Tabela XII1.) tendo os 17 tumores na base de dados do GTEX mais variacdes de
subidas e descidas comparativamente com as outras bases de dados do contexto normal
(HPA e FANTOMS - ANEXO 22), onde todos os tecidos tumorais tiveram pelo menos
uma diferenca percentual de descida e de subida para um determinado gene mob, isto é,
registaram-se que todos tanto apresentaram descidas: MOB1A: 10,8%; MOB1B: 28,7%;
MOB3A: 22,8%; MOB3B: 38,9%; MOB3C: 35,1%; MOB2: 59,7 % (que desceu mais);
MOB4: 19,9%. Como subidas: MOB1A: 45,6%; MOB1B: 29,6%; MOB3A: 36,4%;
MOBS3B: 47% (que subiu mais); MOB3C: 8,1%; MOB2: 17,2% (Pancreatic); MOBA4:
24,7% postulando-se entdo diferentes sensibilidades tumorais para com cada mob onde
uma maior diferenca percentual, condizeu-se a uma maior sensibilidade para com este

mob em particular.

93



Também se observou uma inalteracdo de valores de expressdo transcicional entre estes
dois contextos, isto €, uma diferenca percentual de 0% indicando uma igual
representatividade em 2 tecidos envolvendo 2 genes mob: Liver: MOB2 e Prostate:
MOBI1A, Tabela XIII. estipulando-se que apresentassem uma igual sensibilidade e
possivelmente uma correlagdo funcional numa determinada via celular em quest&o.

O tecido tumoral que teve descidas percentuais mais acentuadas foi o Prostate Cancer
(47,4%) e aquele com descidas menos acentuadas foi o Renal (19,3%) apenas incluindo
0s genes MOB1B e MOB2, porém, aquele com uma descida menos acentuada que
englobou mais a totalidade dos 7 genes Mob foi o Urothelial (29,1%).

O tecido que teve subidas percentuais mais acentuadas foi o Pancreatic Cancer (51,8%)
nos 6 genes mob excluindo o MOB3C com uma descida de 44,8 %.

Aquele que teve diferencas percentuais menos acentuadas na subida foi o Melanoma
(MOB3A: 2,9%).

O MOBI1A foi aquele que desceu menos estando apenas evidente em 1 tecido
(Melanoma: 10,8%), porém, com uma maior diferenca percentual de subida envolvendo
todos os tecidos tumorais (45,6%). Em contraste, teve-se 0 MOB3C que foi 0 gene em
que se registou a menor diferenca percentual de subida (8,1%), em 4 tecidos: Glioma,
Head and Neck; Renal; Cervical.

Com estes resultados, dificilmente nos indicam se sdo uma causa ou consequéncia do

estado tumoral ou do post mortem.
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Figura 34. Expressao transcricional de cada gene mob nos 22 tecidos em especifico
da base de dados do GTEXx para os 17 tecidos tumorais do TCGA. LEGENDA: azul
— MOBIA,; laranja — MOB1B; cinzento claro — MOB3A; amarelo — MOB3B; rosa —
MOB3C; verde — MOB?2; cinzento escuro — MOBA4.

95



Abaixo apresentam-se os célculos das diferengas percentuais dos sete mobs de cada caso

normal para o tumoral da Figura 34. tabelados na Tabela XI11.

Tabela XIII. Variabilidade percentual de subida e descida dos valores maiores com
respeito a comparacao do contexto pds-mortem (GTEX) dos tecidos em especifico para
cada um dos 17 tecidos do contexto tumoral (TCGA).

Tumores Glioma Thyroid Lung Liver Pancreatic Head Stomach  Coloretal
MOB'’s and Neck
MOBI1A 169,6% 1255% 1409% 141,5% 1754% 1575% 1623% 1341%
MOB1B 113,6% |25% 146,6% | 27,8% 1542% |413% |11,1% |42,9%
MOB3A 166,5% 134% |179% 1385% 1609% 1503% 1309% |51,6%
MOB3B 1256% |48,6% [1294% 180% 1583% 151% 146,4% 14,5%
MOB3C 106% |30,6% [324% |238% |44.8% 113,6% | 40,4% | 39,7%
MOB2 143,6% | 46,7% | 64,5% 0% 117,2% 140 % 1663% | 76,5%
MOB4 127,6% 1143% 1139% 117,1% 145% 1128% 1302% |74%

Tumores Urothelial Renal  Prostate  Testis Breast  Cervical Ovarian  Endometrial Melanoma
MOB’s
MOBIA 1355% 1377% 0% 1524% 1409% 1367% 1574% 1162% 110,8%
MOB1B 130,6% 113% 1109% 1492% 142% |449% 1508% |30,8% 165%
MOB3A 1284% 1402% |173% 1339% |14% 1238% 189%  |332% 129%
MOB3B 1148% 1633% [61,1% | 174% |61,7% |245% 1639% |481% 120%
MOB3C 151% 124% 1562% |375% 1[458% 1156% |42% 141,3% 116,7%
MOB2 1685% 1373% |548% |572% 1656% 163,1% |709% |61,9% 175%
MOB4 1273% 1222% 199% 1368% 113% L141% 1195% |464% 1356 %

LEGENDA: ( 7 ) Subida percentual especifica; ( | ) Descida percentual especifica.
Nota. Uma diferenca percentual de 0% indica uma inexisténcia de uma subida ou de uma
descida do contexto pds-mortem para o contexto tumoral.

Para o0 caso FANTOMS vs TCGA, Figura 35., teve-se, no geral, uma certa variabilidade
transcricional dos sete genes mob onde registaram-se descidas significativas dos niveis
de transcritos dos mesmos para o contexto tumoral em seis casos de sete (MOB1A, 1B,
3A (moderada), 3B, 3C (moderada), MOB4) e, unicamente, 0 MOB2 teve uma subida
com uma significancia moderada a alta, estipulando-se de que foi uma caracteristica
muito particular do contexto normal para os 15 tecidos do contexto tumoral quando
verificados numa situacdo de 1 a 2 amostras por tecido (FANTOMDS) versus 102 a 1075
amostras por tecido (TCGA), Figura 19., questionando-se ndo s a utilidade dos restantes
mobs mas, particularmente, a do MOB2 que aparenta-se ter uma funcao especial para um
certo numero baixo de amostras de um determinado tecido, Figura 36.

Conclui-se também que, comparativamente com o HPA que recorreu a mais amostras por
tecido, Figura 19., o nimero de amostras recolhidas para cada tecido seja uma variavel
importante a ter-se em consideracdo, Figura 17. onde conduziu-nos para a possibilidade
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de uma heterogeneidade amostral em que cada amostra teve uma necessidade especifica

para cada mob mesmo sendo provindas de um mesmo tecido.
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Figura 35. Médias e desvios padrbes gerais da expressdo transcricional dos sete genes
mob de humanos nos 20 tecidos selecionados especificamente do contexto normal do
FANTOMS para equiparar com os valores das médias e desvios padrbes dos 15 tecidos
tumorais (excluséo do Stomach e Melanoma) do TCGA. Nota. Aquele com o maior
desvio padrédo foi o MOB1A (FANTOMDb) e aquele com o menor de todos foi o MOB3C
(TCGA). LEGENDA: azul - FANTOMS; laranja — TCGA.

Portanto, com a Figura 35., previram-se descidas e subidas da expressdo geral para o
TCGA do tipo:

FANTOMS5: | MOB1A | MOB1B | MOB3A | MOB3B | MOB3C 1 MOB2
| MOB4

onde:

(1) - Subida percentual geral;

( 1) - Descida percentual geral;

e que percentualmente obtiveram-se 0s seguintes valores:
1A (FANTOMS5 vs TCGA)

O MOBI1A desceu com uma diferenca percentual de ~76,3%
1B (FANTOMS vs TCGA)

O MOB1B desceu com uma diferenca percentual de ~80%
3A (FANTOMb5 vs TCGA)
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O MOBS3A desceu com uma diferenca percentual de ~54%
3B (FANTOMS5 vs TCGA)

O MOB3B desceu com uma diferenca percentual de ~84,2%
3C (FANTOMS5 vs TCGA)

O MOBS3C desceu com uma diferenca percentual de ~57,5%
2 (FANTOM5 vs TCGA)

O MOB2 subiu com uma diferenca percentual de ~45,9%

4 (FANTOM5 vs TCGA)

O MOB4 desceu com uma diferenca percentual de ~84,5%

Ja especificamente, houve 10 tecidos tumorais (Glioma, Thyroid, Lung, Liver, Head
and Neck, Renal, Testis, Breast, Ovarian e Endometrial, Figura 36., Tabela XIV.)
que seguiram 0 mesmo padrdo de descida e subida geral acima estipulada para cada mob
e para os restantes 5 tecidos em dois mobs em particular (Pancreatic: MOB3A,
Coloretal: MOB2, Urothelial: MOB2, Prostate: MOB2, Cervical: MOB2)
verificaram-se subidas nestes dois comparativamente com o padréo geral, Tabela XIV.
Dos 5 tecidos mencionados anteriormente, 4 destes apenas desceram, ndo havendo
diferencas percentuais de subidas (Coloretal, que em média teve a descida menos
predominante (60,1%0), Urothelial que em média teve a descida mais acentuada (69,4%b),
Prostate (66,8%) e Cervical (64,5%)). Porém, dos 15 tecidos tumorais, foi o
Endometrial (80,7%) que teve a descida percentual mais proeminente, contudo, teve a
subida percentual menos acentuada dos restantes tecidos onde foi unicamente o MOB2
que teve essa diferenca percentual (7,1%b).

Quanto as subidas percentuais foi o Glioma que teve, em média, a subida mais
proeminente (96,7%) dando esse destaque unicamente ao MOB2, apesar do mesmo ter
tido uma diferenca percentual mais acentuada no Pancreatic (100%0), Tabela XIV.

O MOB2 foi, maioritariamente, 0 que marcou mais diferengas percentuais de subidas,
especialmente em 11 tecidos: Glioma, Thyroid, Lung, Liver, Pancreatic, Head and
Neck, Renal, Testis, Breast, Ovarian, Endometrial, com a excluséo de 4 tecidos
(Coloretal, Urothelial, Prostate, Cervical) porque, em média, 0 mesmo desceu (27,4%)
COmMO 0S outros 6 genes.

O MOB3A (39,1%) teve uma subida percentual apenas no tecido Pancreatic juntamente
com 0 MOB2 (100%), Tabela XI1V.
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Resumindo, para cada gene mob nos 15 tecidos, registou-se, em média, uma descida dos
mesmos em todos os tecidos (MOBLA: 74,9%; MOBI1B: 87,7% (que desceu mais);
MOB3A: 51,2%; MOB3B: 78,1%; MOB3C: 54%; MOB2: 27,4% (que desceu
menos); MOB4: 83,12%) e uma subida apenas do MOB2 (65,35% nos 11 tecidos) e do
MOB3A (39,1% no Pancreatic).

Esta subida aentuada do MOB2 na grande maioria dos tecidos indicou-nos a possibilidade
de que talvez possa haver algum tipo de compensacdo com respeito a menor expressao
dos outros 6 genes mob embora que se seja ainda questionavel.

Com estes resultados, dificilmente nos indicam se sdo uma causa ou consequéncia do

estado tumoral em questéo.
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Figura 36. Expresséo transcricional de cada gene mob nos 20 tecidos em especifico
da base de dados do FANTOMS5 para os 15 tecidos tumorais do TCGA. LEGENDA:
azul — MOB1A,; laranja — MOB1B; cinzento claro — MOB3A; amarelo — MOB3B;

rosa— MOB3C; verde — MOB2; cinzento escuro — MOBA4.
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Abaixo apresentam-se os célculos das diferengas percentuais dos sete mobs de cada caso

normal para o tumoral da Figura 36. tabelados na Tabela XIV.

Tabela XIV. Variabilidade percentual de subida e descida dos valores maiores com
respeito a comparacdo do contexto normal (FANTOMDb) dos tecidos em especifico
para cada um dos 15 tecidos do contexto tumoral (TCGA).

Tumores Glioma Thyroid Lung Liver Pancreatic Head Coloretal  Urothelial

MOB'’s and Neck

MOBI1A 1632% 183% [758% [86,1% [498% |763% |749% |743%
MOB1B 1926% |889% [928% [935% |71,6% [91,6% [89,7% |89,7%
MOB3A 1328% 1593% [51,7% [441% 1391% |72,1% |1663% |625%
MOB3B 1855% 193,1% [829% |31,8% [76% 1503% 1859% |753%
MOB3C 1685% |587% [545% |448% [778% |456% |663% |28%
MOB2 196,7% 1875% 1787% 1942% 1100% 146,4% [ 17,6% | 70,6%
MOB4 1887% |878% [763% [87,7% [772% [86,9% |799% |857%

Tumores Renal Prostate  Testis Breast Cervical Ovarian Endometrial
MOB'’s

MOBIA 184,1% |829% [791% |759% |764% |664% |745%
MOB1B 1881% |777% |814% [799% 1929% |91,8% |93.8%
MOB3A 1302% 1541% [529% 135% 165%  |614% |609%
MOB3B 1542% 1921% 189.9% [88,5% [86,2% |861% |93,3%
MOB3C 1323% 1684% [535% |573% |34%  |51,8% |693%
MOB2 187,5% | 11,5% 1746% 1302% 199% 1159% 17.1%
MOB4 1867% 1809% |84,1% 167.9% 1869% |78% |92.1%

LEGENDA: ( 1) Subida percentual especifica; ( | ) Descida percentual especifica.

7.4. Interatuantes dos sete mobs

Com a base de dados do STRING v10.5, registou-se um total de 218 interatuantes tanto
significativos (X > 0.5: MOB1A: 64, MOB1B: 60; MOB3A: 5; MOB3B: 2; MOB3C: 4;
MOB2: 39; MOB4: 50) sendo assim associacdes legitimas, Figura 18., como pouco
significativos (X < 0.5: MOB1A: 25; MOB1B: 9; MOB3A: 44; MOB3B: 28; MOB3C:
44; MOB2: 16; MOB4: 4), Figura 23. com scores de favorabilidade interativa
aproximados a unidade das décimas para os diferentes interatuantes dos mob de humanos
com participacdo em varias vias celulares do metabolismo, imunidade, transporte
vesicular, ciclo celular e muitos outros. Também se verificou que pertencem a diversas
categorias funcionais, maioritariamente na classe de protein binding, cinase/transferase,
fosfatases, reguladores, reguladores transcricionais e de subunidades regulatérias,

ancoramento (scafold), gap protein, chaperonas e hidrolases, Tabela XV.
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Dos 218 interatuantes, houve 107 sem uma classificacdo tumoral atribuida e os restantes
111 que se totalizam dos 33 interatuantes que tém mais de uma classificagdo atribuida e
dos 78 interatuantes com apenas uma atribuicao.

Também com as contagens, registaram-se um total de 67 na supressao tumoral, 47
oncogénicos, 21 apoptéticos e 12 drivers para os sete mobs de humanos verificando-se,
ao mesmo tempo, que o0s parceiros podem adotar ou ter a suspeita (?, Tabela XV.) de
exercer funcbes que estdo vinculadas a mais categorias tumorais tendo-se tido uma
subestimativa (que esclarece um caso de interatuantes que nao tiveram uma classificacdo
atribuida dentro das 4 categorias tumorais) ou sobrestimativa (0s mesmos interatuantes
que foram ao mesmo tempo oncogeénicos, supressores tumorais, drivers ou apoptoticos)
dos somatdrios realizados anteriormente e figurados nas Figuras 37. e 39. E que,
consequentemente, duvidou-se do verdadeiro significado funcional dos sete mobs de
humanos como supressores tumorais, isto €, a finalidade da interacdo mob quando viram-
se 0s casos interativos com outros de diferentes categorias tumorais (oncogenes,
apoptoticos, drivers), especialmente com 0s oncogenes onde ndo se conseguiu discernir
duas possibilidades, isto é, o caso de haver mesmo uma repressao da atividade do mesmo
pela proteina mob em questdo ou ter-se um efeito de potencializacdo do oncogene num
estado celular jA comprometido. Portanto, para estes tipos de casos e semelhantes, espera-

se que tenham uma maior atencdo num estudo futuro.

Tabela XV. Numero de interatuantes contados para 0s sete mobs de humanos apoiados
por um score combinado calculado pelo STRING v10.5 de todas as evidéncias e
metodologias aplicadas.

102



(¢) senuq

1s
1s
(¢) ONO
(¢) oNO
@) 1s
JNO

Jang

(¢) oNO
() 1s
1SONO
1S
V'S
V'S
V'S
(¢) oNO
(¢) oNO
V1S
1s
1S
(¢) ONO
(@) 1s
ONO
1s
V'S
V'S
1s
1s

[elown .
robaR)

3PEPIIX0IOND /DOLIN /27DAD OBIBARY /,7PO-L Saunwi| senja0 ogdeiBiy
THOY 0 anb SeIA SeLusalu Se juaLaAISSOd
SO[NGMICIDNIA OJUBLLIS3ID) /019anbsSOND) euoinaN oedeziielod /1N

0BSAPY @ JBNdD ORSRIBI /SeUIBl0ld suodsuel] /ase ] 198MS

0)91anbsouD /1gM7 M09 opdealiosy /esoidody

AMdIAV /134

AdIAV /181

Y3 MdVS /89T-v [4493/493

g edde-4N /YNC /8917 /4493493 /YN

un-0 BIA /e190-491 /MNC

Jen[3D 01D /1L BIA /L Seni90 401838y BIA /MNC /MY HNdVYIN
(9dd 0® sepeI00SSE SeIA) SOPEILIQISQ) SOJRASNS J82ayu0aay

(9dd 0® SepEIDOSSE SeIA) SOPEILIQISQ) SOJRASNS J82ayu0aay
SeUI3}0ld OWSI|0qeIB|A 609 Ok apodsues |

Seu1ajo1d owsiiogela|Nl 6109 ou obajel | fejeu] apepiunwi /1enjRY 0jID
ANC/AdVIN

JTenjaD ogdeibi /asordody o1gjenbson? /MdvIN

seupoind e Bsodsay /z70A0 8sed L9 /,¥AD L SengO ogdeibiy
1e|njaD) BIOUANABIGOS/epILUeIa)) S1efisay /euaiioBUYST owslogeIdiN
1-AT1LH-0E93)Ul [YAION AUM

(¢)egd oedeinbay /(3SONIA BPIES ‘SEwossoua)) ogderedas ‘asauIaon D) Jenja) 0ja1d
99pD 0BdOWRY /MAD Jod eperpaw 0edeHoSO /1BINRD 0jID/YNQ oleday
Swdfesodody//ena) oja1/sely eA/oddiH

asojdodyy/0018)014 ofajel ] Ay /oddiH

asojdodyy/0a18)014 obajel ] Ay /oddiH

0d9 0pdezi[euIS /1eNj30 8pepLBodAUModdIH

YOdO Ogdezeuls /1einjad apepueiodupoddiH

asaugbodipy /T4 LL/T-ZXMN /oddiH

DOLW y2IoN /BoysbpaH / um joddiH

DOLIN yo10N / BoyabipaH / UM oddiH

18Injad 031D /Z/THEAVIN /013anbson D

Iepnjad oederousiapq /ojeienbsond 1,;80 aluspuadap opdezieuis
apepLieiod /8491 MY /oddiH

SOX04 /013janbson)

eifigoiny /asojdody /o3genbsond

yoloN /BoyaBpaH Aum /oddiH

0dlughoupue 10898, op oedenfiai-09 joddiH

£5d 10N / Boyabpai / WM foddiH

aluenjelaul op (s8).enja) (s)eiA

10108 8BUBYOXT BuILENS)
[euls Jojonpsuel |
1008+ 8BURYOXT BuILENS)

0OgdezIAWIPOWOH 8 dseul)

0BILZIBWIPOWOH 3 8seJajsuel |

Buipuig uisio.d
Buipuig uii0.d

aselgjsuel | /aseul)
aselgjsuel | /aseulD
aselgjsuel|
aselgjsuel|
eLoyenGay apepiungns
eLoyeNGay apepiungns
asereyso
asereyso
35E1B)S0-
aseul)
Jlopeinfiay
aseJgjsuel | /aseul)
Buipuig wsroid
asereyso
asereyso
aseur)
lopeinpo 8 Jopeidepy
lopeinpo 8 Jopeidepy
Buipug uisiold
Buipuig uiiold
[euoioediosuel | Jopenbisy
saseurD) Jopenday
saseul) Jopenbay

aselgjsuel | /aseul)
aseJgjsuel | /aseul)
[euoioediosuel | Jopenbisy

0BILZIBWIPOWOH 3 8seJajsuel |

aselgjsuiel | /aseulD)
JoyenBiay pjayeas
aseJjsuel | /aseul)
aselgjsuel | /aseulD

[euoioun4 eiobaje)

im,o ne ”:w.o vz _:ho

x__>___S,_:N”:w.o Q,N_:ho

N ”:m,o N _:o.o

1 .>:i~”:w.o x_”iiwio,o @”:v,o ?iw.o :\iw.o x_,>$,ﬂ:o.o x_,>s,N_:o,o

11X 11X AL ?Niw.o XI 5:&5&0 Qu:v,o ?iv.o ?iw.o XIA Q,Nim_o XA Q,N:R,o

S@iw,o X1 >aio_o Ev,o

__x?ﬁ:m,o S@iw,o X >aio_o >Q,N”:o,o

__>”_>”>@im,o Sm.o Em,o

__>”_>”>@im,o Sm.o Em,o

XIAWZ ”:v,o XIA(r:T iv.o XIA (T ”:v,o

XI'AWT ”:o,o XIA(r:T io.o XIA(rT ”:o,o

_:iu@,o

1] @o.o ne ”:w,o

A (v ﬁo.o N (v ”va,o

x,>_,_:1um,o @,N”:o.o

XA AL (7 Niho XIEAAL (2 im.o XA (72 iho

Al(viZ im,o XI'A (2 ”:n,o (v W:v,o (2 ;vv,o (v w:m,o XIA(piT ”:Eo XIA(piT ”:ho

Q,N”:N_o Q,N_:ho

w0 @80 80

@m,o Q,m”:m,o

XA (2 :m,o @W:N,o Sm_o XUIAAI (2 _sw,o XA (P2 ”:m,o

x_,_>,>_:ﬁ:ho x_”_>w>:q,N_sw,o x_w_>,>:q,ﬂ:w,o

Al :,N_:ho A @,N”:ho

660 (660

660 660

(e im.o @”:m,o

60 B0

@20 60 60

>_aim,ﬂ:m.o

>:Z”mﬁ:m,o

(v w:m,o e ”:m,o (v u:v,o (4 im.o (4 iv.o e im.o AN(viz ”:m,o

:Nim,o @W:m,o :i:md :i:md Q,N”:m»o X AAL @,Nim»o

Q,m”:m_o s,m_:m,o

Al ”_:is@,o XUAM (72 :ho Qim,o :i:Nd ?im.o __>u>_,__$”m,ﬂ:m,o Al Q_m,ﬂ:m»o

?ﬁ:ho XUA (7 ,N”:ho Qim,c VAL (PiE 2 _:m,o N(viez ”:m,o

(v ”:v,o EN.o Nz im.o N(viez ”:m,o

Anni?0 062080 Awz 90 Awid0| AwizmlO| animnneeznB0 1eiz:nb0

>:1N”:m,o _:iﬂ:m,o iiﬂ:w,o >@,N”:®.o iﬁﬁsho AN _?_mﬁsm.o ___@”m,N_:m,o
EVEABO 9v10.0 8vI0L0  TV1980  8XE9960 16720 6S8H60
740N Cd0N O€dON 990N VEDOW dT1a0N VI40N

8X00d
EHOY
X004
SCALS

71SIN
76€9v0
6£8v0
EMEAVIN
AEdVIN
EMPdVIN
8YEdVIN
PYAINNY
ZSAANNY
€49ddd
29ddd
€zdsna
YOALS
THOY
TSWOS
[al\e!
V#1000
ar10ad
7455wy
IVHMA
AVHMA
Z1LOWY
T1LOWY
TILMM
(658H60) VTHOWN
(¥161.0) 9T90N
8EMLS
TIBEMLS
TdVA
PILS
LS
TAVS
SV
TS1V1
sajuenjelau|

s, 90N

103



1S'ONO
1S

1S
1S

(¢) Jonug
INO
(¢) oNO
(¢) 1s 18nia

(@) 1s
1s
(@) 1s
@) 1s
V1S
(@) 1s
(@) 1s
1S'ONO
J8nua
(&) oNO
(@) 1s

[esown.
euobare)

Z)V2413 0p apepIe € aquu| fednp B1aPed ap N Wod apepiiaiesail|

(¢) reinja) opderouaianq /(¢)esordody /(¢)reniad ogdesayioid

71N19/7YZO1S Webeaiosy /ojsjanbson) /seuisiold ap 8 0diyaopus obigyel L

(Sewossonuad sop a 0AMOUIA 0SN- WaBEIUO|A) Jeinj3D 0jAID
VNG 0u 1114 op 0gdiqul /TOHOLW
0}9[anbsop /asaUIo0ND

JTenja ogdelBiy /oedezieuls /Seuelguia 8.us 0Ipos auodsue ogdenbay

LZBo9p Sluawsiuspuadap euiinpowes Wwod oedela|
0j0fiz op ogdejueidwiaid 8 0p200 oedeIniel /(¢)IeuriquaN ofiajel |
033jaNnbsoud /(MU /(¢)oddiH

seondeuis seinjsen oBayel | /seualold Wabeloiay /(MdINY/MMINED) ebejony

SaIBIN|32 S30SUSIX3 Sep apepIe|od /(c1ganbson)renja asaushopo
TYd 8A0WOId /JRWOSS0.USY apepLiBaju)enia o1

JeneD oedeIBI /1IN OgdisuelL />y /oddiH

10198} Yimolh axji| 493-euriedaH eI joedeiap|old /1einaD oedelbi
10108} Yimolf akaoredaH eI/ /NOY BUISOAI) 8P 8SeUID @ OPBIJOSSE BIA

SeUal0Id owsijoqels ABjoS) oe ajodsuel] /(9dd O SOPRIDOSSEY SBIA)

SELLIOSSOWOID) OMUBLLIRYUINY /OORONW 0N /(9dd OB SOPBIJ0SSY SBIA)
(9dd O® SEPBID0SSE SEIA) SOPEILICSQ) SOIRNISGNS Ja0ByU008Y

X4 Jod openie 10130310)04 Op euoyenBal BA

JeN[RD O MV /MY3

NNV /1N 0210

JeN[RD OO MV /MY3

SyAQVo /(lewossolod ogeddal ep 0j0AU0D)IBN[BD 0jAID
as0jdody/ /SOINGICIAIA 0UBLLIISBID /g SEINIO J01B08Y BIA /SVH
Seuja101d 0Bayei | /OWSIIOGEIBIA /1BINj30 0jaID) /Y

(¢) asoydods /Sy

[BWOSS0.0UBD) OJOID /1BINI3D 0D

Tenad 0o

uonaunfyBi L /oejenbsond

2O Op Buja1d 3 ajuapuadap oedeLIOSYISIA 18N 0jA1D
(W2dd Oe operoosse) My /343

(¢)soo oedewioy noja oedusinueN /Mvd

seandeurs sejnaisan asauabolg feuonaN eifojaUo /18njaD 0ja1D
LINT opdisues] fasaugboiBuyy yoloN /B0yaBpaH /UM

(¢) o91anbsou? ou Buipjoyeos euial0id

4780 Solawne e ris0dsay /zy0aD oedeinbay

aluenjesajul op (sa)renjad (S)eIA

Buipuig aseury| pue VNY
UI8)0ld aueiqualusuel |
Buipuig 101daday
Buipuig uisioid
aSelgjsuel | /aseur)

111 8se18WAI0d VYN Jopernbiay

(¢) 8sed 19 8pepny
Buipuig uisiold
Bupuig uisiold

Buipuig aseury uisiold

saseur) Jopeinbiay
aselajsuel |

(¢) reuoioeydiiosuey | Jopeinbiay

Buipuig uisiold

leuoioerdiiosuel | Jopenbiey

asepndadopuz
(¢)asepndadopug
9SeIR)S04 BpepIUNGNS
9SeIR)S04 BpepIUNGNS
elojeIBay spepunans

leuoioerdiiosuel | Jopeniey

35e18)S04
ERaERE]
ERaERE]
aseJaysuel] 8 aseur)
Bupuig uislold
lopeinpolA 8 Jopeidepy
Bupuig uisiold
aselajsuel | /aseur)
aselajsuel | /aseur)
Bupuig uisiold
ERaERE]
3seyEys04
EaERE]
Buipuig uisiold
3seyRys04
[euls Jojonpsuel |

10984 afuryOXT BulueNS)

[euoioun4 eliofared

30
X i 1280
X X (v 12 _:w,o
el @90
?”:n.o
Az im,o
X XIAL (Y 12 dm_o
XA (72 im,o
m Sv,o
(4 ,cu,o

EVEABD
vE0N

XINAA (72 iv,o

XA (72 iho
09’0

XA (72 iho

v10.0
290N

?0

@20 @r'o
Emd

@m0 090
@20

8vI0/0 V198D  8Xd9sd
J£H0W

960N VEAOW

@30
@30
@50 @30
1@C0

@E0
AIX aito

X XIAL (712 dm_o

HXCXEAL (72 u:m,o

HIX XA :,Nim»o 11X * ?Nim,o
@30 @0

__:ﬁuw,o

X I _:Nvod AIX X _Qo,o
XAl _:NVQD _:Nvo,o
NI @Qo ALl @o,o

@90 1@90

X @o.o IX @m,o
,_:,N_:ho ?”N”:ho

1 :,N_:ho ?”N”:ho
x_”___,_:,m_:ho _,_?”N”:ho
x_,__>”_>:,N_:w»o Al ?”N”:Qo
_:N_:ho _:N”:ho

Al @ﬁo»o

x:,ﬁ:od x?ﬁ:ﬁo

XIIAA (72 _:o,o

XIIAA (72 _:o,o

@20

XA (72 _:ho
Az _:ho

XA (72 iho

Al ?éo»o

ne io,o

A (z io,o

Az io,o
16120
g190N

XIIATA (72 ”:o,o
X1 ;iiﬂ:wd

1 ”:ho
XA AL ?”Niho

X ?”Niho

XA (72 iho
Nz io,o

1 io,o
:Nio,o

Az io.o
6S8H60
VT40N

TdidMdd
TINLY3S
843NVHd
TdgH3

1d

T4V

€Ld3S

dVIS

ENULS
(eveABD) YO
(9v10L0) 280N
oo

A4

Add

TavaL

TQAN

TISW

T49ddd

249ddd
BZAUMNY

EEAUNNY

02dzddd
azyzddd
V2uzddd
€Xad
G4SSvd
HYHMA
£4SSvd
(e}
Ao
LOWY
ENMAD
4z42ddd
100dLd
€440
#TNdLd
ZHOY
9%00d
sajueNIRIa|
S, 40N

104



(¢) 1S 'ONO

(¢) ONO

(@) 1s
(¢) 1S ONO

(¢) 1S 'ONO

(&) Janug
AT
(¢) ONO Heug
(¢) LS “uenug

1s
(@) 1s
(@) 1s'v

felown).
euobale)

[eLIpU00NIAl | OX8|dwod Wabejuo}y /580.199]8 8p eIopeHOdsUE) Blape]
1enaIS3A alodsuel | /renjad apepiiqol /asoidody /343 /01janbsoun)
0J3WopaL ou fey O-eM. B BSBIUIS /4EN|3D 0jAD

IgnjaD 0SNG A-Blfe ) BUIBJ0I @ O BUIAJ0I] OBSEZI[RUIS /Y
[eUOINaU OGN} OJUBLLINOAUBSQ /HenjaD) Oedeiajljold

oj91anbsonD /reinaisan obiayel

Jenad 0o

VNQ o1eday /aseugboinaN /renja 0j1)

Y3AN-OL /ogdeunbign

eibejony /reinaisaA, 08ajeiL /(da 10} 41O buryaxs s139) Gy BA
Tena) oedelfip / 8204 oesepy /olglanbson)

TGNIAL 08 Sepe1oosse SeiA seu ediofed ajual|anssod

Tdey /1ened 0}

IenjaD opdeiousIaNq feunnewol) oeduanuel /renjs) oj1D

211 /T-491 10}3931 OP OIBWINOAUSSSQ /111 3 | OCIL OgJajau] SEIA
(oedeanday ‘oednpes) ‘oeduasuel]) Lieg-uialsdg op BIUNIA Bp BIA
TATOE.L Ok Sepeloosse SeiA Seu ediofed SJUBLIBAISSOd

(8ag.Lg oe sepeiaosse sjuawjanssod sein) (¢)oedeuninbign

13 /7R 010

AIH 0p BIA ANy Buidids

(sasesjonuopua Wod oedelaul ‘Z1Agd1g/yX1S)V¥NQ oJeday
S0MI0POd 0BIRIBIN /M dVIN/MHT IO / BoysbpaH /um joddiH
THEVIN 0p SBIA seu ediied slaW|anssod eanouw ogdenbiay
(soapiyewo1d sop ogdeledas) Jenja) 0j1D

1IN oedisuel ] /reinje0 oedelBiy o ogdesapjold /oddiH

JeuBIoWIaL SPEPICeIST /SOPId)T OWSIOTEISIN

TH euolsiH ogdeiajsod

LN ogdisuelL /renjad ogdelbiy 8 oedesaplold /My joddiH

SOPIIT OWSIOgEIBI /S0N00dipe ogdeIouBIa

ojgjenbsond HOLW

(sojo1uaa ogdeaydnp)seinad 0ja1D

[eUOIN3N OB3eEIoURINQ /1EINj8d 01D

ey Op 10)aJ3 8 Jenaisa obajel ]

UILISIN @ BIGHY W09 0x9jdwiod zed /(¢)oiejanbson ) joddiH

eondeuls 8pepIoNSeld /dvd 8 S /(S0[01auR0 Ogdealdnp)Ieina) o1
(repnj32B.1X8 X1YEW BP TSGHL Ok BIS0dsal) ajgjanbson)

WNQ ouep oe elsodsay /asoydody ABjo9) wabeluol /renja) 0ja1D
oedosuel] ep oedeinbay

ajuenjesaiul op (sa)enjad (s)an

euosadeyn
Buipuig ased 19
Buipuig YNG
Buipuig d19 auuens
Buipuig uisiold
Ipuig d19
mc_v_.__m_ uisjold
m:__u:_m uiglold
plojeas
101084 mmcm;oxm suluen
Bupuig uisiold
©IOPEINPOIA 3 m_houm_:mom
uiglold dvo
Buipuig ua101d /NG €0
aseJajsues ] /aseurd
Buipuig vNY wE0
(¢) Jopenbay

(4 ém.o
(¢)e3 euizug
asepndadopu3 €0

aselajsuel ] 9 aserryso- @E0
Ployeas
[euoioeldiiosuel | Jopeinbiay

OSeAGYSLBAL/BSEUID XA A A (@ u:m,o

asepndad
[euoioe)diIosuel | Jopenfiay
asedi|ajs0
aselgjsuel | /aseur)
[euoloeydiiosuel | Jopeiniay
asedi|ojsajosi]
aselgjsuel | /aseul
aseurD

aselaysUel| /aseurD

Buipuig uisiold
xojdwoD Buipuig uisiold
aselgjsuiel | aseurD)
Jejnjaoe.u| Jopeipain
aselgjsuel | faseulD
[euoioe)diiosuel | Jopeinbiay

9v10.0
290N

EVEAGD

feuoiounS euobare) 790N 2edON

8v10.0

@e0 @e0
@e0 @e0

@0 @0

@e0 @E0
Em,o Sm_o

Tv1980  8Xd960
9edON  VESONW

99ZTNINL
O0HY
€370d
ZIVND
DESNVA
VSV
dNOd
THdOW
\ialgle]
€aNN3a
INIL
2aninL
TvdIS
1Y
[ANE
22dd
L94aM
zaalaM
yaNSd
LI9NY
divx1s
®E0 BTMEdVIN
®E0 11ds3
®E0 €avaL
®E0 9v1dNd
®E0 LTMAd
®E0 yavaL
@0 LV1dNd
PO 0 ogL
0 Yd
@0 w70 HITd
@0 0 T11dgH3
@30 W7o TANYA
®30 ®S0 id
Aﬁ:v,o sdv.o INDIN
@S0 S0 eMd
@S0 TZNYOSZ
¥16120 6S8H60 sajuenjelau|
g180N VIS0 s, 90N

105



BOI[B}30USCIRLLIGH BAIaLIeg Bp ORAUBIUEBI
¢) asa1000jewiaH 0gJeNbay /efeu] apepiunLu| ANy Buionds /1einiag oj1
BLIPUOJONW BU SaSeIaIUS d1 Y ap oedeindod oedenbey / -2 ap eiopedodsuen eiaped

Siel gnw SEIN|9I LD 3SeIS03WoH \m_mﬁoSd\

(¢) ogdeunnbign

Saseul) omu_‘_um:mh._. Saloje4 omum\,_?\v S8IB3IONN SOUAAT /7L omumN__m:_m Y3
(3puwreyydi 8saluIS) seulaiold owsI|ogeIaN

e130/eydje-Ni| 0p SYAIN/I-O1 Jod eperpau 0g3npuj /eleu] eAnIUY Spepiunuy
Ienjad oesapy a ogdelBiNAB0S) oe suodsuel ] uonounl ybi] feunoy ep ogdesionN
LYNY onTeusaye Buids

G9ZTINIIALL OP SeIA Se OeIJ0SSE BJUaL[BNISSOd

4220 9 salapuadap Salgn[adk.L S0SSR00Id

apepiunw| /Jejo[aanu 0edeziuebiQ fedlsjold 8selUIS /MdVIA /101daday axlHIoL
90824NZ OP SBIA S& OPBIO0SSE BlUaL|3NISSOd

OWs-boysbpan

SN} SOP LIOIEW Spue.6 eu BPEALOOUS BUIPLINOIPILIP 8P SSaJUIS  esifele)
U7 0P SBIA Se OPBIJOSSE SJUBL|aNISSOd
dnauy ogdenbay /sonamoial ogdezijgeis3
SoapITeLLLIRdSa W SojngI0JoIW Soe 0B3edI

Vv (¢) ONO (e5d1/e50) asoidody /e

leuoioeidiiosues ogdenhiay
[euoioeydiiosues oedenfisy
SIBLIPUOIONIAl SN 3P SOJEASANS W Seulpun-opnasd Wa SeuipLin 0BSIsAU0D

ojganbsond ogdejapolual fesoidody agiul /sey /134 /MdVIN

€130 3 Blje-N| SeiA Sep YA / 1-91 Jod eperpaw ogdnpul /11S-fer

QV'N 0P 3 SERUIPILILId-SBULINg OWS| OGN

(1op ap odeinpow 3 ogdesuas seiA) s101dadlaoN SOe OpeIdoSSY

[0S OU 3 08]INU OU YN OILSLLIBSSA0I /S3Uah OJUBWEIUBIS

9 seuiajold e ope|dody 101833y BIA /9By 0BIRNIY

16109 opdewiaL0aY /epepLel0d e 0gdeIBIA jou Ogdenny

W/NY op oedepeifap ep ajuapuadap ogdeuapesq

soangidode sod109 asouaobied /apepLieod 18904 0BsepY /M3

(osny Wwabigyuow ‘SojNgI0JoIL SPEPIIgRISS ‘SEWOSSOWOID OJUAULRYUIE) g[8 0ja)
v 1S(¢) ONO /650 op eiA/esoidody /einjad 01D
@1s Ogdeuninbign

(&) ONO 1

() Jonug

(¢) oNO 0ol0u8Y X J01898Y BIA [A-491
SONGMOIOIN WOD JenaISan 3pepIo|Al /S0jaLelio 0gdusInUE /Jenja) 0ja)
INO Je3ONN BUILET © BUTRLICI0J813Y BPY [4OLULI-Mv-YiEld OBdenbay /8niad 0jalo
[esown
euodajed ajuenjesaul op (sa):enpa0 (s)aA

(¢) voneaypoi uisjoid
oSeu)
(¢) apepunang
(¢) Bupug YNG
(¢) esmoipiH
aSelajsuel | /aSeu1)
aselasuenioN
Jopeinbiay
Buipuig uisioid
aselajsuel | /aseul)
(¢) euosadeyd
Buipuig uisiold
ENTEN]
opAuiosuel] Jojeq
Jossalday
asejaUIS
(¢)uomreoyipop wi01d
Buipuig uislold
Buipuig uisiold
[euoioeidiiosuel | Jopenbay
[euoioeidiiosuel | Jopenhisy
asejaIS

Jojdepy playeos
Buipuig J0ydaoay
358(0IpIH
9 Seu1a0ld e epedode spepinly
eugienbay apeplungns
uglold 439
Joperdepy
ENSIEISTNIET
Buipuig ased19
101einGay pjayeas
Joveinpoj Bupuig
€3 w2y
Jossaidaio) Buipuig NG
Bupug d1v
(¢)Burpuig wi01d
EVEABD wv10.0
[euoioun4 euobared YO0 ¢d0N

@e0
?:N»o
@20
@e0
?:Nd
@e0
(0
?_:N»o
(0
?_:Nd
@20
@E0
@E0
@20
@20
Ay
@20
@C0 @0
@20
@20
@20
@20
Em,o
__xam,o
?:v»o
1y wum_o | Ew,o
__:va»o
@0
@e0
®»C0
:”sN,o
®»C0
@20 @C0
@e0
@C0
_@N_o
®C0
®C0
8vI0L0  TVL98D  8XE960
JOtdON  de€90N  VEDOW

161.0
a1doN

6S8H60
VIGON

VXN
€IMa0

SONSN

Tdvdd

VSANINY

XA

SHda

SOYIN

INWYHM

10

02ZNANL

ZANdD

£EXHA

V08Z4NZ

¥QHOLd

Jesna

980441

2dvM0

(1810@00) ¥TTHOTO
YEGHINZ
62¢4NZ
yasndd
LNV
ZUSHND
MN4I
ZOSIN
ERERN
€dln
X3ud
VSNV
5advd
Zowd
dNIONI
TONI
ET4NY
4191
VTYLOV
yTHYd
Ssajuenjedaqu|
s, 0N

106



(¢)oNo

(&) ONO Hanig
(¢)oNO
(¢) oNO

ONO

V1S
ONO

(¢) ONO'(¢) LS
V() 1S
V1S

(¢)oNO
1s
(¢)oNo

(¢) 1S°(6) ONO

()18

V1S (¢) ONO

(&) oNO
Jelown].
eobae)

(TT7127109) 9s0i0dy/sojauebiQ ap ogdusinue| 8 auodsuel ] /1gnjad 0jaD
o191anbson?) oedeiBi /1enja)) @BojoON - dIYLS Oxadwo)

OFeul UNUIl BLUISIS /(8190 / Bfe-N1) BIOUgIIA SIA
(oonordode-nue)sasedseD BIA

AIH BPIA 010 /(0B3eZ1IRII0)JOTA BIA

(Wzdd Oe operoosse) oyejanbson?) /reueiquaLusuel) spodsuel |

YN Jod opeIpaw €44 L op ogdenty

16109 odezi[ea0] fogdeIBIN /o1e[enbsOUD /1ENBD BIBOJOHOIN - dIYLS OX8jdw0)
280 aluapuadap eunpoweD eA

2HA9IAHAN [7enj30 ogdeiBIN ABj0S Wabeop /i3 fesoidody

4280 BoNlIpUaq /0ugB0.1s3 10)808Y :083eZIEUIS

asaugboIna /reinjad oederouaiau AU /asaugboifuy eibejoiny jasoidody
J1e|nja) 0JUAWLIISAIY) lUOIdBISUEL] 0j0.NU0D AUYNY Buidyds

[EAA WYNY 0BdNpeIL AUYNY Buiads

BUIOUB)SOIBUY/-BUILBY BLUBISIS

3019l @ BSeJawiofa L oedusINUEBN /(9SQ) WYNQ oseday

Y3 HoLw

SOINGICIOIN © SEPRIJ0SSY Seulslold 0edeinGay /Y3 HOLW

Iejnjaoenx3 ssans oe elsodsay /e1sg-49L /MNC

PAD YOL-MN(/ ¥4493/493

2aT091 0 anb SeIA SeLUSAW BYUS) BJUBWIBNISSOd

seinajsan Jod opeipaw apodsuel |/ sdvoave/ogL

ey SeulBlold OpdRNlY

SeavYIV L2avdvavy

SBNIISaN OBsN4 N0ja 0g3BNGaY /MNC-dV'S /MdVIN THANL

BUITBWO0ID0I818H OBIBLLIOS /1enjaD 0ja1D

JeINj30 01D /eI0UdS) SPepIIgeIsT /NG 0ued eisodsay - LNI 0xajdwo)
ojg[anbsond /oy sased1 9 Jod 8 G/d ¥ N Joidaoas Jod epeipaw ogdezieus
(eseuqysuen-+asefiy) euninbign Jod eperpaw 8si08101d /QVINS

Se|N[32/50pIoa} B0JI8)T 0BAUNS ‘OBBIOUBINQ ‘OIUBLUIISAID ‘BIUPAINBICOS 000D
Ie|n[8D) B1ouaNINBIQOS ep oedenfisy

JeInjaD ogdeIBI /eUISOILIOIOR 3P SeiqY. Sep opdusINUe

asoydody feydieyddd Jod oedeinai ens & sopidi owsjogelsin

OTU] 3UNW| BWSISIS /1013153 'SOPI0D) SOPIdY ‘SopIdIT OWSIOgEIBIN

WYNY onreussyy Buiods

BULIaPRD-3 opdeInGay /jewossosi ofiajel ] /apepliel0d /JeLossopus ogdeinie|y
eLIoYeweyul eIS0dsay /(S101dada) axj|-][0L) EYeU] pepIUNL] /3S0IN|S) OWSI|OEIBIAl

ajuenyesgul op (s8)JBne0 (S)eIA

Buipuig uisioid Jolop
rlopesBaju| apepungns
Buipuig usiold
pIjeds
Buipuig uisjold
Bupuig waioid
10peINpo 8 Jopeidepy
elopeifsiu] apeplungns
plojeas
Buipuig usiold
Bupuig wajoid
3Se|0IPIH
asedlfoH
euoenbisy spepungns
Buipuig pioy a1onN
asepndadojeisy
ases| NN
aSe1RJS0
95e1RJS04
aseJqjsuel ] /aseur)
aselajsuel ] /aseur)
uglold dvo
uglold dvo
uglold dvo
uglold dvo
oselajsuel ] /aseul
lossaidalo)
Eovm‘_me_ apepiungns

10PBNPOIA 8 S3SYd LS Jopenbisy

€3 ewizug
BUIO0ND) SPEPINIY
uIglod 8sed19
aSelajsuedy
lopenfay
(¢) Bupug
JopeinpolA 8 Buipuig YNy
uoioesau| uislold
ESE 1]

[euoioun euobare)

X Al aw,o
XAl (72 W:m,o
HIX Al (72 ”:w,o
1y ”:m,o
vz im,o
1y w:w_o
N2 “:m,o
vz ”:w,o
vz im,o

HIXHIXCAL :wwim,o

11X X :Z”:m,o

AXCAIX @m,o
1] Ew,o
n @v,o
XUAN (7T ”:w,o
@h0
b0
HIX A :Z”:w,o X1 @”uw,o
X IXCAI (712 ”:w,o X1y ”va,o
XI'N(Z w:w,o
XUA(viZ “:v,o
XUAN (72 ”:m_o
XA vz im,o
XIA(riZ ”:m,o
XI'NGWZ ”:m,o
XA (v'2 ”:m,o
(v ,:N.o
@0
20
20
_Qm,o
@20
(v ,sN,o
@20
20
@20
@20
@20
EVEABD 9v10.0
790N ¢dON O¢doON

8vIoLd  TVL98D

990N

TTINAQ
¢didLs
TS
TAHMINY
¢d0Tyd494
TINCAANLLD
€dIEIVHL
TdId1LS
YNYLS
01addad
NYLS
¢OdaN
(A El
HO9VIA
€ANVOS
3oV
0Savy
80¢ddd
VJiddd
SArdVIN
THVdVIN
g¢arodl
¢drodl
Td1Id49
0earodl
OAvdvIN
1ad
ESLNI
Tdvav
¢dMM
ENLND
9dvINIO
0¢vVN
¢S09
TV¢NLg
IS
6ESVdIA
Todl
sajuenyelau|
S.d0N

XEA Sm_o

XIA Sm,o

6S8H60
VIGO0

716120
a190N

8Xg960
VEGON

107



G0 < X 2109s 9p

[8AIU WIN Wo9 sajanbe ‘g 01s1 ‘SOAITRIILIUBIS SIew sajuenielajul SO SOPRUOIILB|aS 0klsa ( ——— ) ojnbuelal ON "BION "DO.LIA — SO|ngnoJdIjA ap JopeziuebiQ 0ua) ‘1 INT —
Jewinbuasa|-01j1311d3 ogdisuel] :S04INQ *(¢) — OPRIJ0SSY NO eladsng {y —asoidody f1aALIq - JaAlQ fDNO —auaboouQ (1S — [elown ] Jossaidng :sredown] seriobale)d
"IAX — Aessy [edlwayDolg ‘AX — Aessy OJUA Ul IAIX — ABSSY OAIA U] ‘11X — uoneoilindg ANuny wapue] ‘11X — uonendioaidounwwio) eg nuy ‘IX — Aessy
ailolg X — Adoasoudl [ea0JU0D X — ddualaglaiu] 118U 1IN — Aessy anbiuyda Buibew] {J1A — Aessy aseuly] uidlodd ‘IA — Apnis anewAzu3 A — Aessy umod
[Ind ‘Al — uonendidaidounwwio) el nuy ‘11 - ABojouysa Aydeiborewosyd AUy 11 — UuoneIFUap| unolg uspuads@-Allwixoid | - pUgAH om] :seibojopolsn
"(8) ABojowoH () 82ualnaQ-0) ‘(9) uoisng auss) (G) pooysoqybiaN () uoissaidx3-09 ‘(g) saseqeleq :(g) siuawnadx3 (1) Bululwixa] :SeISUPIAT WANIOI1

(&) oNO
@) 1s
15(¢) ONO

(&) ONO amig

@) 1s

(&) oNO
1S
1s

@) 1Ls

(&) oNO

(¢)oNO
(&) oNO

(@)v'1s
(&) oNO

(e)Ls
V1S (¢) ONO
[elown
BloBae)

BULIEID) 0D SBINISaA OBdeINie /41HD-80GeH3P @ Y1 40w ofigjel] /4493
©OO0PUS WIRBBI2193Y /(¢)odeumnbign

(suodsuen)sopiof sopioe owsiogelsN

seujajoid owsijogeIa| /eipugac|Al ered seujslold apodu

VNQ 0seday /esoidody /13 /4njsd 0j1D

€/ Jod openfal TNMd ojad oaugBoipuy 101803y BA AUYNY Buiods
0j9[anbsou D /1einfaD BIBOGHOIN UM /Seulalold oSiogeIa|N /ogdeunnbign
1OHIN 85SeD 091UgBUe OjuaWeSS3d01d /oBdeunnbign

OJeu| BUNW| BLIBISIS /SOUBIIS OWSI0GRIBIA
(¢)oongui wodxo3y) ogdenbay /(¢)odnguAl 0sny ogdeadng

(Wzdd e sepeioossy SeIA) /Y /U3 /1enied 010
senaIsaA obajel] /| 85se[d JHIN Wiabelaioay

BUIINGN} 3 BURI. OPUINjUI d1 Y/ 9P aluspuadap seuiaioid Buipjo4
BUIINGN} 3 BUII. OPUINjUl d 1Y 9P aluspuadap Seurajoud Buipjo4
BUIINGN} 3 BURI. OPUINjUl d 1Y 9P aluspuadap seuiajoid Buipjo4
BUIINGIN} 3 BUII. OPUINjUl d 1Y 9P aluspuadap Seuiajoud Buipjo4
OpAUSINUEL 3 BINLIPUBP asaugboina /0391anbsond

BUIINGN} 3 BUII. OPUINjUl d 1Y 9P aluspuadap Seurajoud Buipjo4
DIV /S0800dipe Jenja0 ogdeiouaiad

(¢)asordody /543 /1en9D 0jA1D /1EndD) BIBojaHON

BUIINGN} 3 BUI. OPUINjUl d 1Y 9p aluspuadap Seuiajoud Buipjo4
I 41V 3p duapuadap seussiold Buipjo-
BUIINGN} 3 BUII. OPUINjUl d 1Y 9P aluspuadap Seuiajoud Buipjo4
SIBUA SEIA /1BINj3D Oj1D

asodody /eanugssowos) ogdeBaibas /Y43 /1enja) 0j1D

BUINGN} & BUIJOE OpUI

ajuenjesaul op (sa)ieniad (s)uA

Bupuig uojuisold
(¢) Jopenbay
Bupuig pioy Aeq
[elipuodcy A euosadeyd
asejoIpiH
ETOEIESE TN
ase|oIpIH
oselajsuel |
(¢) Buipuig uiztoid

358|0IPIH
saseulD Jopeinfiay
saseul) Jopeinfisy
asereyso
Buipuig wajoid ased19
euosadeyd
euosadeyd
euosadeyd
euosadeyd
Bupuig uisloid
euosadeyd
Jlopeydepy
plojeas
euosadeyd
euosadeyd
euosadeyd
ERAENE|
ployeas

Jeuoioun eoBaze)

AXCI(vT u:m,

X AL (v ,NR,o
XAl (v ﬁﬁo
HIX AL (7 WNR,o
Al ?uﬁo

HIXCUX Al @A:Eo

XAl (712 ”:N_o
me: L0
XAl (712 “:»,o
X AL (72 in,o
X AL (v ﬁ»,o
X Al (v ﬁn,o
mire W:»,o

WX XA (712 u:w,o )

EVEABO
ydON

9vI0L0
¢dON

avIoLd  TVL98d |
J¢ON  GEGON

§1Sd3
ix @70 TOSSL
£dav4

ETNINILL

90INSd

1948

TANVEZ

0£0X84

ZINST

VESTINYH

VoV

(8v10,0) OEGON

(8x9960) VEGON

pHzddd

oeavd

6129

1129

€120

49100

ZdaNLLD

8100

ZA4aM

g142ddd

TdoL

V9100

7129

gTINdd

VTdZddd

6S8H60 SejuenyeIa|
VIdONW s, 0N

16120
9190

8X8960
VEEOW

108



7.4.1. Numero total de interatuantes de cada mob

Com os dados da Tabela XV., formulou-se a Figura 37. que figurou uma distribuicéo
hierarquica dos 218 interatuantes pelos sete mobs de humanos ndo discriminando o grau
de favorabilidade associado a cada parceria, isto é, incluindo os muito e pouco
significativos.

Em primeiro destaque teve-se o MOB1A com um total maximo de 89 parceiros
interativos, Figura 37., sugerindo-se que tenha o maior grau de promiscuidade e de
multifuncionalidade, Figura 18, em um maior numero de vias celulares
comparativamente com os restantes mobs onde o MOB3B foi aquele com 0 menor
numero de parceiros registados (30) implicando-se de que tenha um perfil interativo mais
restrito, porém, ndo se implicou que 0 mesmo tivesse um baixo grau de atividade porque
tal dependeria do tipo de via celular e do grau de comprometimento do tecido em questao.
Todos os mob de humanos tiveram uma maior frequéncia interativa para com supressores
tumorais, Figura 37., onde novamente salientou-se a tendéncia dos mesmos e de outros
que para além de interagirem com as proteinas mob, adotarem outras categorias tumorais
(oncogénicos, drivers; apoptéticos). Com tudo isto, o grafico da Figura 37. prevé uma

ordem decrescente de elementos associados a cada mob da seguinte forma:

MOB1A > MOB1B > MOB2 > MOB4 > MOB3A > MOB3C > MOB3B

90 30
89
80 — 80

70 — 7
069
60 — 60
54

50 —| 55 50

49 48
40 — 40

30 — 30
30

Numero total de interatuantes
s

MOBI1A

MOB1B

MOB3A

MOB3B

MOB3C

MOB2

MOB4

ONC
ST
Drivers
A

17
39
5
12

12
32
5
12

7

th bd ~1 W

8
14
2
7

12
29
1
10

15
18
3
8

Figura 37. Dados da Tabela XV. Soma total de interatuantes muito e pouco
significativos de cada mob avaliados em 4 categorias tumorais. LEGENDA: ONC —
Oncogene; ST — Supressor Tumoral, Drivers, A — Apoptose.

109



A atribuicdo de uma possivel correlagdo funcional entre dois ou mais mobs ou para saber-
se um pouco mais em termos quantitativos do ndmero total de alvos que foram
compartilhados entre os sete mobs estudados apenas visualizando a Figura 37. e a Tabela
XV. foi muito indireta e que, portanto, tiveram de ser complementadas pelas Figuras 38.
e 39.

7.4.2. NUmero de interatuantes em comum aos sete mobs

Sendo os sete mobs humanos da mesma familia, porém, de subtipos diferentes, teve-se o
interesse de analisar-se quantitativamente o numero total de interatuantes que foram
compartilhados entre 0s mesmos.

Cumulativamente, obtiveram-se os totais de parceiros compartilhados de todos os mob
de 21 combinagBes comparativas possiveis, Figura 38., destacando-se novamente o
MOBI1A que para além de ter uma favorabilidade interativa com muitos elementos
proteicos em vias relevantes, é aquele que também partilhou mais elementos em comum
com outras proteinas mob, comprovando-se a sua promiscuidade e multifuncionalidade
com grande dinamismo interativo tendo-se entdo mais dualidades funcionais para com
outros mobs, Figura 18. Também, comprovou-se de que 0o mesmo teve uma forte
correlacdo funcional com o MOBI1B ja que foi esse mesmo que teve um valor de
interatuantes em comum proximo ao do MOB1A, Figura 38. e que derivou mais da
partilha de elementos entre ambos do que com outros mobs, (LA/1B, Figura 39.).

O MOB2 também teve um numero de parceiros em comum bastante considerativo
derivado maioritariamente das comparacdes 1A/2 e 1B/2, Figura 39. suspeitando-se de
alguma dualidade funcional com o subtipo MOB1A/1B embora que néo se soube ao certo,
Figura 18.

Com o subtipo familiar MOB3A/3B/3C, também se sugeriu de que houvesse uma
correlagdo funcional vestigial no mesmo subtipo por partilharem uma proporgdo de
interatuantes em comum quase igual (3A/3B, 3A/3C, 3B/3C, Figura 39.), porém, baixos
guando comparados com outros mobs.

O MOB4 mesmo sendo a proteina com mais elementos interativos do que o MOB3A,
MOB3B e 0 MOB3C, Figura 37., foi aquela dos sete que partilhou menos parceiros em
comum, Figura 38., onde sugeriu-se que talvez exercga funcGes diferentes dos restantes
mobs, Figura 18.
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Resumidamente, o gréafico da Figura 38. previu uma ordem decrescente do numero de

elementos compartilhados entre cada mob da seguinte forma:

MOB1A > MOB1B > MOB2 > MOB3C > MOB3A > MOB3B > MOB4

180 180
E 160 160
=
g 155
(3] 140 — 148 140
=
[V
w120 — 120
2 119
=
f 100 — 100
=
L 80 — 80
= 79 hY
() 58 _
- 60 — 68 60
S a0 — 40
g

20 — | i — 20
g
=
“ o 0

MOB1A MOB1B MOB3A MOB3B MOB3C MOB2 MOB4

Figura 38. Dados da Figura 39. Soma total de interatuantes muito e pouco
significativos que foram comums nas 21 comparagdes entre dois mobs.

Para as conclusdes ilustradas na Figura 38., a mesma teve-se de providenciar-se das

contagens e somatorios derivados da Figura 39.

7.4.3. Numero de interatuantes partilhados entre os sete mobs

Para as conclusdes da Figura 38., realizaram-se, a priori, as contagens ilustradas na
Figura 23. e figuradas na Figura 39. onde os somatdrios dos alvos em comum de cada
par comparativo entre dois mobs, permitiram-se correlacionar com as interpretacoes
mencionadas anteriormente para cada mob.

Como salientado anteriormente o resultado de ter-se tido um total de interatuantes gerais
do MOBI1A muito aproximado com a proporcdo geral contada para o MOBI1B e,
consequentemente, interpretar-se de que derivaram mais da comparacao entre 0S mesmos,
Figura 38., demonstrou-se correspondido sendo entdo o total mais proeminente de todas
as 21 comparages possiveis, 1A/1B, Figura 39., estipulando-se de que 0s mesmos sao
bastante correlativos funcionalmente, Figura 18., com um total voltado, maioritariamente,
para 0s supressores tumorais o que ndo foi muito diferente das restantes comparacoes.
Entre estas duas proteinas, a proporcdo de alvos em outras comparac¢des foi também

semelhante entre elas rondando-se, no maximo, entre os 9 e os 14 elementos em 8
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comparacOes realizadas (1A/3A, 1A/3B, 1A/3C, 1A/4, 1B/3A, 1B/3B, 1B/3C, 1B/4),
excluindo dois casos, 1A/2 (40) e 1B/2 (34), Figura 39. onde os mesmos partilharam
com o MOB2 um numero de parceiros considerdvel com uma maioria na supressao
tumoral, discutindo-se a possibilidade de haver uma dualidade funcional que possa
intersectar-se com o MOB1A/1B, Figura 39., porém, ndo se ignoram 0s nimeros de
interatuantes entre os mobs 3A, 3B, 3C e 4 a rondar os 10 e 0s 12 elementos no maximo
em outras comparacGes em que possam evidenciar algum tipo de compensacdo ainda
desconhecido.

O subtipo familiar MOB3A/3B/3C partilnaram, assim como o subtipo familiar
MOB1A/1B, totais aproximados entre si rondado os 68 e os 83 elementos, Figura 38.,
comprovados pela deriva mais dos mesmos elementos entre si que variaram de 16 a 18
elementos por comparacdo (3A/3B, 3A/3C, 3B/3C, Figura 39.) do que com outros
subtipos familiares (entre 7 e 14 elementos). Adicionalmente, com a Tabela XV.
registou-se que o nimero de interatuantes em comum aos trés mobs ao mesmo tempo
(3A/3B/3C) totalizaram-se em 15, havendo assim um peso funcional correlativo
aparentemente vestigial comparativamente com a proporc¢éo vista para o caso do 1A/1B.
Por fim, teve-se 0 MOB4 que apesar de ter tido um total de parceiros que superou 0s
totais gerais contados para o subtipo familiar 3A/3B/3C, Figura 37., apresentou uma
partilha de elementos interativos em comum baixa, Figura 38., comprovada pelas
comparagbes que compartilharam menos elementos rondando entre os 7 e o0s 12
elementos no maximo (1A/4, 1B/4, 3A/4, 3B/4, 3C/4, 2 vs 4, Figura 39.) concluindo-se
de que o mesmo deva exercer funcées diferentes, Figura 18.
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Figura 39. Dados da Tabela XV. Numero total de interatuantes muito e pouco
significativos em comum de cada comparacdo em especifico. LEGENDA: ONC —
Oncogene; ST — Supressor Tumoral, Drivers, A — Apoptose.
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8. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Com este projeto estudaram-se, fulcralmente, as diferencas dos sete mobs de humanos na
expressao transcricional dos mesmos nos diferentes tecidos do corpo humano e o nimero
de interatuantes totais que foram compartilhados entre as subfamilias mob. Dados esses
que foram gerados, respetivamente, por fontes bioinforméaticas como o HPA e 0 STRING
v10.5 e compilados com outros conhecimentos provindos de estudos ja realizados nas
tematicas da sinalizacdo celular, filogenia, estrutura e percentagens de identidade.
Sumariza-se que a familia mob constitui um grupo de proteinas regulatérias que exercem
uma parceria com muitos elementos tendo uma fungdo que embora ndo muito bem
entendida, especulou-se que contribui para a estabilidade da funcéo do elemento com que
interagem e de muitos outros de diferentes categorias funcionais, Tabela XV.
llustrou-se que adotam, possivelmente, uma estrutura globular para os casos da
subfamilia. MOB1A/1B e MOB2. Porém, ndo se soube para as restantes subfamilias
embora gue se sugira que também a tenham.

Mencionou-se que evoluiram divergentemente por um mecanismo de duplicacdo®, com
um alto estado de conservacdo e especializacdo em organismos multicelulares,
partilhando percentagens de identidade razoavelmente altas no mesmo organismo modelo
[(Homo sapiens), servindo-se como justificativa para ignorar e ndo subestimando 0s
dados da expressdo proteica], Tabela Il1., e em diferentes organismos, Tabela Il., onde
os mob de humanos foram, em média, bem aparentados [~80% - 60%] especulando-se de
uma conservacao importante com a possibilidade de partilharem fun¢des em comum em
certos organismos, porém, com ligeiras diferencas de identidade que se refletiram como
especializacBes em organismos mais sofisticados e no mesmo grupo taxondémico
(mamiferos, Tabela I1.). Também, observaram-se um outro tipo de especializagdes que
sugerem uma divergéncia devido a valores de identidade a rondar os 20% suspeitando-se
da possibilidade da exercdo de fungdes diferentes em certos organismos. Salienta-se
também que ter-se tido resultados de identidade de todas as proteinas mob em cada
organismo face as 7 sequéncias em humanos, ndo implicar que 0s organismos tivessem o
mesmo numero de proteinas mob de humanos. Apenas concluiu-se 0 qudo aparentes
foram as proteinas mob dos 20 organismos modelo face as sequéncias do meu estudo. E,
caso ndo tivesse observado um resultado de identidade num dos organismos implicaria
gue essa proteina mob num organismo em particular ndo estaria sequenciada e

caracterizada em nenhuma das bases de dados presentes no BLASTp alignment.
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Desde os anos da descoberta dos mobs e atengdes acrescidas para 0S mesmos ndo apenas
na oncologia adotaram-se, até aos dias de hoje, diferentes nomenclaturas com uma grande
falta de unanimidade por parte dos autores, continuando-se a dificultar as designacdes e
aumentando os desentendimentos triviais que se esperou que fossem rapidamente
resolvidos.

Na tematica da sinalizacdo, estudou-se que participam em pelo menos 11 vias celulares:
MEN, SIN, hippo, RAM, MOR, via da regulacdo da morfologia das hifas de fungos,
migracao de células T reguladoras, PTEN-GSK3p-MOB1, STRIPAK (transporte
vesicular, reproducéo) e ciclo celular, embora que, provavelmente, estejam em muitas
outras, Tabela XV. Teve-se também a tentacdo de se especular para todas as cinases, no
geral, que os mobs podem adotar a mesma forma e ordem sequencial de interacdo para
com as mesmas assim como ilustrado na Figura 4.

Quanto aos resultados dos dois estudos deste projeto, estes apontaram para diferencas que
distinguiram as quatro subfamilias que incluem sete mobs de humanos na expressdo
transcricional do contexto de normalidade nos diferentes tecidos contrastando com os
dados tumorais onde se hesitou em apostar numa casualidade ou numa consequéncia que,
intuitivamente, pensou-se que derivou da autenticidade de um estado tumoral, assim
como no caso da importancia dada ao valor do score combinado atribuido a cada

associacdo de elementos com uma categoria tumoral multifacetada. Iremos por partes.

8.1. Quanto a expressdo transcricional relativa dos sete mobs

Qualitativamente, a expressdo transcricional dos mobs foi estudada por Chow et al,
200963, onde revelaram uma auséncia de transcritos de certos mobs em alguns tecidos
como por exemplo no rim, figado, pulméo e no coélon, Figura 1., (ndo foi possivel
comparar-se alguns tecidos como o fetal liver, fetal brain, trachea e spinal cord porque
ndo estavam presentes na base de dados do HPA, GTEx e FANTOMDb), o que nao
condizeram com os dados obtidos para 0 RNAm das trés bases de dados onde detetaram-
se, quantitativamente, a presenca dos sete nesses tecidos, Figuras 25., 27., 29. Porém,
houve um caso semelhante que foi atribuido a0 MOB2 no FANTOMS que se demonstrou
ausente neste caso em trés tecidos (Pituitary Gland, Thymus, Pancreas), Figura 29.,
sugerindo-se de que houve uma heterogeneidade amostral, isto &, as amostras foram
independentes entre si mesmo que tenham sido provindas do mesmo tecido ndo

permitindo-se distinguir o peso das variaveis em jogo ilustradas na Figura 17.
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Para complementar estes resultados foram também os estudos de Ye et al, 2009®), onde
ndo so atestaram a filogenia que esta apresentada neste trabalho, Figura 6., mas também
a expressao quantitativa em outros tipos de tecidos. No geral, verificou-se um ponto em
comum entre o estudo dos autores e os dados deste trabalho que foi uma maior expressdo
transcricional de h(MATS1 (MOB1A) em relacdo aos outros mobs nos tecidos sugerindo-
se que existe uma preferéncia seletiva na expressao transcricional de todos 0os mobs em
determinados tecidos ndo s6 em fases neonatais (dados ndo apresentados), mas também
naqueles em fases adultas, contrastando-se, a0 mesmo tempo, com os resultados deste
projeto ao registarem, por exemplo, zero niveis de expressdo no intestino e testis para o
caso do hMATS2 (MOB1B) enquanto que neste trabalho registou-se a sua expressao nas
trés bases de dados: HPA, GTEx, FANTOMDS, Figuras 25., 27., 29., respetivamente.

Como tal, o objetivo de diferenciar os sete mobs de humanos transcricionalmente ndo sé
neste trabalho, mas também de outros autores demonstrou-se relativo mesmo com pontos
em comum. Portanto, precisavam de ser averiguados. Ora esse traco de relatividade foi
também observado sutilmente quando se revisaram os valores transcricionais dos mesmos
em cada tecido nas trés bases de dados onde confirmou-se alteracGes inoportunas na
mesma fonte que se refletiram em permutacgdes posicionais, isto &, situacdes onde tecidos
que distaram-se muito pouco e que tiveram 0 mesmo valor de expressao, trocarem de
posicdes de expressao na ordem decrescente (exemplo: A > Al, atualizado para a ordem:
Al > A, (A & Al). Este caso foi com o grafico do HPA, MOB1B (ANEXO 5), onde o
tecido mamario (Breast) que estava a priori da pele (Skin) e com iguais valores de
expressao (10,5 TPM), foi superado pela pele por razGes desconhecidas com o valor TPM
inalterado. Portanto suspeitou-se que a fonte tivesse realizado uma aproximacao entre as
centésimas e milésimas ja que os valores apresentados da unidade e das dezenas de ambos
eram iguais tornando-se impercetivel as ligeiras mudangas que nortearam a uma
permutacdo. Portanto, alerta-se para esta inconveniéncia onde configurar-se o HPA e este
mesmo ordenar os graficos por ordem de expresséo ou até mesmo por ordem alfabética,
as expressoes podem nao seguir estes requerimentos para aqueles com um igual valor de
expressdo. Mesmo com estas relatividades no tratamento dos dados e com a natureza
tipica da variabilidade do RNAm, conseguiu-se deduzir que todos os mobs, no geral,
variaram bastante. Universalmente, observou-se que o MOB1A n&o foi apenas o mais
expresso dos restantes mobs tanto no contexto normal como tumoral, mas também como
aguele que esteve sempre presente em todos os casos teciduais, Figuras 25., 27., 29., 31.,

sugerindo-se de que haja uma maior preferéncia e uma maior dependéncia padrédo do
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mesmo por parte dos tecidos. Porém, houve excegdes. No HPA, teve-se 0 MOB4 com
uma maior abundancia no Adrenal Gland, Cerebral Cortex e no Heart Muscle. O MOB2
com maior abundancia num total de 13 tecidos: Skin, Smooth Muscle, Fallopian Tube,
Prostate, Seminal Vesicle, Parathyroid Gland, Esophagus, Epididymis, Cerebral Cortex,
Heart muscle, Salivary Gland, e Skeletal Muscle. E, por fim, o MOB3C com mais
abundancia transcricional no Skeletal Muscle e no Pancreas, Figura 25. A base de dados
GTEXx foi aquela que apresentou 0 MOB2 como o mais expresso que 0 MOB1A (~29,3%)
no maximo de 28 tecidos. O MOB4 com mais abundéancia no Adrenal Gland, Cerebral
Cortex e Hippocampus. MOB3B (que foi, no geral, o menos abundante e candidato a ser
0 mais estavel) no Caudate e 0 MOB3A e 3C no Pancreas, Figura 27. No FANTOMS5, o
MOB1B com mais abundancia no Hippocampus, Caudate e Brain. O MOB3B no Caudate.
E, 0 MOB4 mais expresso no Hippocampus, Caudate, Brain, Pituitary Gland, Cerebellum,
Skeletal Muscle e Salivary Gland, Figura 29. Por fim, no TCGA, o MOB3A com mais
abundancia no tecido tumoral Prostate (~1,9%), Figura 31. Nestas exce¢des ao longo das
bases de dados, suspeitou-se huma dependéncia especifica e especializada nestes tecidos,
embora que ndo se pode afirmar com toda a certeza, tendo-se 0 MOB1A sempre presente
transcricionalmente.

A observacdo de um mob menos universal foi melhor na base de dados do FANTOMS5,
Figura 29., porque a mesma usufruiu-se de menos amostras por tecido e,
consequentemente, interpretou-se melhor o peso da varidvel do nimero de amostras
teciduais que influenciaram os valores transcricionais de cada mob concluindo-se que as
amostras entre si foram independentes (heterogeneidade amostral) em comparagdo nédo
s6 na mesma base de dados mas também com as restantes (HPA, GTEX). Portanto dentro
desta tematica, especulou-se que fosse 0 MOB2 0 menos universal e 0 menos expresso
em um menor numero de tecidos porque foi o Gnico mob gque apresentou uma auséncia
transcricional no Thymus, Pituitary Gland e Pancreas e niveis muito baixos nos restantes
33 tecidos, Figura 29. Nas restantes bases de dados 0 mesmo esteve sempre expresso,
porém, teve-se a atencdo de que a expressdo transcricional ndo necessariamente
equivaleria a expressao proteica.

Nos 17 casos tumorais registou-se a expressdo do MOB1A que, novamente, dominou a
expressao transcricional dos restantes mobs, Figura 31. Porém, houve a excec¢do
mencionada anteriormente para o caso do MOB3A que o superou no tecido tumoral
Prostate (~1,9%), Figura 31., suspeitando-se novamente de uma sensibilidade padrdo

para 0 MOBL1A em todos os tecidos tumorais e uma especializada no tecido Prostate
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envolvendo o MOB3A, embora que néo se soube se estes dados foram uma causa ou uma
consequéncia do estado tumoral. Em niveis de expressao mais baixos, teve-se 0 MOB3B
que mesmo sendo de uma subfamilia mob pouco conhecida, apresentou niveis que nédo
justificassem uma grande dependéncia ou sensibilidade tanto para os tecidos do contexto
normal como para os 17 tumores, Figura 31. Também ndo se soube estipular se houve
realmente uma atividade compensatdria para 0 mesmo e entre aqueles com diferencgas
percentuais de 0%: 3A/ 2 - Liver; 1B/ 3C - Pancreatic; 2/ 4 - Coloretal; 1B/ 2 - Testis;
3B/ 3C — Endometrial), Tabela XI.

Seguindo-se para os casos comparativos do tipo: HPA/GTEX/FANTOMS vs TCGA,
Figuras 33., 34., 36., teve-se, no geral, descidas do caso HPA para TCGA, ANEXO 22.
Porém, houveram excec¢des onde se observaram subidas percentuais nos tecidos tumorias
Liver, Pancreatic, Head and Neck, Stomach, Renal e Breast, Tabela XII. O pancreas
mesmo ter sido o tecido com a menor expressao dos sete mobs no contexto normal,
apresentou mais subidas percentuais para o caso tumoral Pancreatic envolvendo quase
todos 0s mobs excetuando o MOB3C que, no contexto normal, era 0 mais expresso,
Figura 33. No caso GTEx vs TCGA, registou-se, no geral, uma maior dualidade no
namero de subidas e descidas para os sete mobs, ANEXO 22., e dois casos de igual
abundancia transcricional Liver (MOB2) e Prostate (MOB1A). Novamente, foi o tecido
Pancreatic que teve subidas percentuais mais acentuadas, excluindo novamente o
MOB3C que desceu, Tabela XIII. E, por fim, o caso FANTOMS5 vs TCGA, que
apresentou descidas para a maioria dos mobs, contudo, houve a exce¢do do MOB2 que
foi aquele que, no geral, teve mais subidas percentuais, porém, também apresentou
descidas no Coloretal, Urothelial, Prostate e Cervical. Sumariando todos estes casos, néo
se soube determinar se haveria algum um tipo de compensacédo para um determinado mob
com uma descida ou uma relacdo de causa ou consequéncia do estado tumoral.

Juntando estes dados transcricionais e do que se sabe dos mobs para a correlagdo com a
proliferacéo celular, soube-se que como um todo estéo correlacionados, porém, se apenas
referindo-se ao tema de estudo da abundancia transcricional seria bastante dubio porque
devido as questdes mencionadas anteriormente que surgiram durante este estudo em
particular, dificilmente, conseguiria-se criar um elo que estabelece-se os niveis de RNAm
dos sete mobs com os processos de divisdo celular porque os niveis de RNAmM nem
sempre se equiparam aos niveis da expressdo proteica. Como exemplo, houve o estudo
de Song et al, 2018®® que para além da ilustracdo da Figura 11., mencionaram que

mesmo com o knockdown do PTEN ter permitido 0 aumento da expresséo proteica de
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MOBL1, ndo houve efeitos nos niveis de RNAmM do mesmo. Portanto, em casos como estes,
sugere-se que é sempre necessario acoplar os dados de RNAm com outros experimentos
que o comprovem em diversas tematicas para além da proliferacao celular.

Para os tecidos que seguiram a mesma ordem da expressao geral estipulada para as quatro
fontes (HPA: Gallblader, Cervix Uterine, Urinary Bladder e Stomach, Figura 25., GTEX:
Urinary Bladder, Vagina, Adipose tissue, Thyroid Gland, Salivary Gland, Stomach e
Testis, Figura 27., FANTOMDbS: Thyroid Gland e Testis, Figura 29.,TCGA: Thyroid
Cancer, Figura 31.) e para aqueles salientados nos casos contextual normal versus
tumoral (HPA vs TCGA: Glioma, Thyroid, Lung, Coloretal, Urothelial, Prostate, Testis,
Cervical, Ovarian, Endometrial e Melanoma, Figura 33., GTEx vs TCGA: nenhum,
Figura 34., FANTOMDb5 vs TCGA: Glioma, Thyroid, Lung, Liver, Head and Neck, Renal,
Testis, Breast, Ovarian e Endometrial, Figura 36.), sugeriu-se que tiveram o potencial de
serem, em média, 0s de maior peso estatistico e estaveis por padrdo comparativamente
com os restantes tecidos, que apresentaram flutuagdes entre as 21 comparacdes, e, dentro
dos parametros contextuais, porém, nao se pdde afirmar-se ao certo por causa da
instabilidade do RNAmM que com outros estudos posteriores pode indicar outros tecidos.
A dependéncia celular e a sensibilidade tumoral para um determinado mob apesar de ter
demonstrado, no geral, uma certa evidéncia de tal na expresséo transcricional dos mesmos,
dao a ideia de ser provisorios e imprevisiveis onde apenas supde-se e ndo se assume.
Casos de tecidos como, por exemplo, 0 pancreas que mesmo em baixa expressdo no
contexto normal, ter apresentado uma subida dos sete mobs no caso tumoral (pancreatic
cancer, HPA e GTEx vs TCGA). O gene MOB2 que apresentou, nos contextos tumorais
FANTOMS5 vs TCGA, no geral, uma subida em quase todos o0s 17 casos e, no GTEX, ter
tido a maior expresséo transcricional geral em grande maioria dos tecidos mesmo ter-se
suposto que fosse novamente o MOB1A. Continuando com o GTEX que recorre a
amostras post mortem e pondo em standby a variabilidade do RNAm, os dados da alta
expressao do MOB2 em grande maioria dos tecidos terem realmente refletido uma
consequéncia deste estado tecidual, podendo-se estipular que possa ser um gene que
produza transcritos com caracteristicas peculiares conferindo-lhes uma maior prioridade,
estabilidade e entdo associado a um PMI? Tal questdo é debativel. Zhu et al, 2017¢7
postularam de que existe um grande background genético onde, indiretamente, sugeriram
que para além da inclusdo dos genes mobs, particularmente do MOB2, outros mais que
poderiam influenciar o estado post mortem. Ora tais mecanismos ainda se encontram

inexplicaveis incluindo aquele da degradacdo do RNAm que néo foi considerado uma via
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totalmente normal e nem randdémica que muito provavelemte dependa ndo s6 do tipo de
tecido em questd0”) mas também de outros fatores ja conhecidos que comprometem a
qualidade do RNAm. Ora esses foram referidos por Stan et al, 2006() que mencionaram
que as coletas de tecidos humanos sdo colhidas naturalisticamente e sujeitas a duas
condicdes intituladas de pré e post mortem que foram, desde sempre, afetadas ndo sé por
um atraso devido & imposi¢do de burocracias éticas e legais que alargam o tempo de 6bito
do individuo comprometendo a qualidade dos tecidos no momento da recolha e,
consequentemente, os resultados da expressdo génica, mas também por outros fatores
como hipoxia, coma, pH, histérico de saude do individuo, polimorfismo do mesmo e
hiperpirexia no tempo da morte que tém sido temas de estudo como marcadores de
qualidade nos tecidos®®. Em suma, apostou-se que os resultados deste projeto apontaram
para uma expressao transcricional contextual unica de cada gene mob, particularmente do
MOB2, ao logo dos tecidos do que uma projec¢éo dos fatores mencionados anteriormente
que degradam o estado post mortem.

As quatro bases de dados, HPA, GTEX, FANTOMSbS e TCGA, tiveram o proposito de
apresentar dados da expressdo transcricional atualizados de amostras frescas (HPA,
FANTOMS5, TCGA) e post mortem (GTEX) usufruindo-se de quatro unidades designadas
por TPM, RPKM, TagsPM e FPKM, Figura 19., que se distinguem por trocas nos passos
matematicos de normalizacdo, Josh Starmer, 2015192 3% prometendo-se, entre elas,
uma melhor optimizacao contabilistica dos transcritos (ver ABREVIATURAS, SIGLAS
E DEFINICOES, Designagdes). Porém, apesar destas otimizacdes, teve-se a curiosidade
de saber se estas unidades das trés bases de dados do contexto normal (HPA, GTEX,
FANTOMDS) expressariam entre elas 0 mesmo padréo de expressao transcricional dos sete
mobs nos diferentes tecidos para facilitar ndo s6 a escolha como também sugerir-se aquela
com os melhores arredondamentos. Apesar de ter-se ficado sem resposta a esta questao
pelo facto de outras variaveis ilustradas na Figura 17., conseguiu-se ter uma ideia da
autenticidade das posicOes dos tecidos nas suas categorias de maior, média e baixa
expressdo, Tabelas IV. — X., concluindo-se que o MOB3B foi 0 mob com uma expressao
transcricional mais auténtica entre as trés bases de dados do contexto normal e 0 MOB4
0 mais discrepante. Ora voltando-se ao tema da questdo ndo respondida e saber-se do
impacto das unidades em termos de linguagem matematica versus bioldgica encontra-se
debativel até aos dias de hoje e, portanto, estiveram ilustradas como uma varidvel na
Figura 17. Autores como Lior Pachter, 201392 35 discutiram o risco de muitos

trabalhos publicados de RNA-seq terem recorrido a estas unidades assim como neste
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projeto devido as trocas dos passos matematicos mencionados anteriormente e a
inexisténcia de controlos para os algoritmos que executam estes passos. Portanto, uma
solucdo para minimizar-se um pouco estes riscos, as bases de dados e experiéncias de
RNA-seq poderiam pelo menos chegar a uma unanimidade na escolha de apenas uma
unidade para os dados, permitindo-se uma uniformidade métrica na comparacdo do
contexto normal com o tumoral apesar de ndo se eliminar outras variaveis intrinsecas de
uma escolhida como o da concreta proveniéncia de determinados reads. Contudo, cabe-
se mais aos matematicos da biologia computacional melhorar as existentes ou formular
novas funcdes.

O numero de amostras por tecido foi também uma variavel a se considerar quando se
comparou a expressdo dos mobs dentro de um tecido da mesma base de dados. Uma
solucdo para possivelmente melhor compreender-se o peso da mesma, poder-se-ia ter
selecionado 0 mesmo nimero de amostras em todos os tecidos, calcular-se as médias do
nimero de amostras selecionadas para cada tecido, calcular-se as médias gerais da
expressao de cada mob nos diferentes tecidos e, finalmente, calcular-se as diferencas
percentuais de cada comparacdo mesmo havendo o sendo da variabilidade do RNAm.
Embora a descricdo dos resultados, resume-se que houve sempre ddvidas na dependéncia,
sensibilidade celular, nas variaveis mencionadas anteriormente e nas escolhas seletivas
de determinados mobs em tecidos particulares onde a variabilidade do RNAmM
demonstrou-se ser o principal “Gatekeeper” das interpretagcdes com bastante relatividade
e com uma certa pouca utilidade entre as quatro bases de dados que infelizmente nédo
poderam ser corroboradas com os dados da expressao proteica.

8.2. Quanto aos interatuantes dos sete mobs

Com o STRING v10.5, realcaram-se os networks dos sete mobs de humanos compilando
todos os dados representados por scores de cada um dos 8 canais de evidéncias
[(Textmining: o qudo frequente uma determinada proteina ou gene € citada(o) em varios
artigos; de Experimentos: afinidade, two-hybrid, pull-down (o qudo frequente duas
proteinas estdo juntas versus o quao frequente sdo detetadas sozinhas no experimento),
Mering et al, 20052, de Co expresséo: expressdo similar dos parceiros no mesmo ou
em organismos diferentes irdo receber um score de associacdo alto; de Coocorréncia
filogenética: presenca do gene query e dos genes alvo em Varios organismos; de

Neighborhood: distancia intergénica entre os genes query e o alvo; de Gene Fusion:
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proximidade entre 0 meu gene query e o gene alvo com a probabilidade de produzir um
polipéptido combinado; de Homologia: semelhanca entre duas sequéncias polipeptidicas;
e de outras bases de dados (Databases): KEGG; eggNOG; SwissProt, etc)]???) e de cada
um das 16 metodologias, Figura 22., resumindo-os cumulativamente num score
combinado. Ora essa pontuacao final pode ter proveniéncia de um dos célculos aplicados
pelo STRING em que um deles se encontram esquematizados no ANEXO 27, (Mering
et al, 2005(?, Franceschini et al, 2013(Y).

Devido a questdes mencionadas por Szklarczyk et al. (2016)?® de que os networks se
configuram constantemente com atualizagdes da base de dados e sobrecarga de
informagdes interligadas e provindas de muitos estudos realizados, a revisédo dos dados
tornou-se semanal, isto €, uma vez por semana. Dado-se o tempo necessario para que tais
alteracdes fossem realizadas, observaram-se os pares que foram classificados como
significativos (mais favoraveis) e pouco significativos (menos favoraveis) como forma
de distinguir as legitimidades factuais e importantes daquelas que merecem consideragoes,
Figura 18. e, a0 mesmo tempo, interpretar-se que os mobs para além de terem uma maior
apeténcia interativa para aqueles, tipicamente, na classe de protein binding,
cinase/transferase, fosfatases, reguladores, reguladores transcricionais e de subunidades
regulatorias, ancoramento (scafold), gap protein, chaperonas e hidrolases,
maioritariamente, na categoria da supressao tumoral, viu-se também que o MOB1A foi,
no geral, 0 gene com a maior proporcao de parceiros associativos sendo entdo o mais
multifuncional e requesitado em mais vias celulares partilhando grande maioria dos
mesmos com 0 MOB1B e em segundo com 0 MOB2, suspeitando-se de uma dualidade
funcional ou algum tipo de compensacdo. Também saber se de facto o MOB1A tem estas
caracteristicas por ser o mais conhecido de todos os mobs ainda se encontra debativel
porque existem outros da familia que merecem também atencdo e cuidados.
Observou-se também a possibilidade de uma associacdo entre mobs como o0 MOB1A -
MOBI1B onde com o metodo de Anti Tag Coimmunoprecipitation postularam que
formariam um complexo, Tabela XV., porém, saber-se ao certo de como interagiram as
estruturas tridimensionalmente e quais foram os dominios envolvidos ndo se mencionou
e muito menos se especificou, portanto, necessitar-se-a de mais estudos.

Para o subtipo MOB3A/3B/3C viu-se, assim como entre 0o MOB1A e o MOBLB, que
partilharam mais elementos entre si do que com outros subtipos também se sugerindo que

tivessem uma dualidade funcional ou algum tipo de compensacéo ainda por se descobrir.
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Por fim, o0 MOB4 foi 0 Unico dos mobs, que apesar de ter apresentado mais elementos
associativos que o subtipo MOB3A/3B/3C, compartilnou menos parceiros interativos
com 0s mobs em geral e que, portanto, discute-se a questdo de o mesmo poder realizar
funcGes diferentes no mesmo organismo, porém, nao se ignoraram os nimeros baixos de

alvos em comum, suspeitando-se também de alguma compensacéo.

8.3. Limitacgdes dos estudos

Com o0s objetivos propostos, houve, obviamente, limitagdes praticas a se considerar
quanto a natureza das bases de dados, ao tempo, as variaveis em jogo e as incertezas
interpretativas dos valores obtidos. Primeiramente, olhar-se apenas para as percentagens
de identidade ndo nos permitiu saber, quantitativamente e em concreto, o valor da
diferenca percentual de viragem que nos indicasse se estavamos perante uma
especializacdo numa determinada comparacdo na mesma ou em diferentes grupos
taxondmicos. Seguidamente, na expressao transcricional, ndo se teve acesso as contagens
realizadas dos reads/fragments/tags contabilizados e dos arredondamentos para as quatro
métricas usadas. Continuando, os dados do RNAm obtidos ndo poderam ser corroborados
com os valores de expressao proteica dos sete genes mob de humanos devido ao alto grau
de identidade das sequéncias de a.a. entre 0s mesmos tendo-se a necessidade de encontrar-
se a.a. mais representativos nos dominios de cada proteina mob para melhor distingui-los
por anticorpos. No mesmo tema, o facto de ndo saber-se destacar uma dependéncia ou
uma sensibilidade tecidual em concreto nos contextos normais e tumorais devido a
natureza da variabilidade do RNAm assim como a autenticidade da expressao
transcricional dos sete mobs nas trés bases de dados ndo nos indicar, em concreto, a
variavel em jogo com maior peso, Figura 17., embora que se especulou que foram todas
que interferiram nos resultados.

No STRING v10.5, para além da especulacdo de pares formados entre 0s mesmos mobs e
0 da importancia dada ao valor do score combinado atribuido a cada associacdo de
elementos que aparenta ter-se uma relatividade matematica, teve-se também o problema
de existirem elementos interativos que adotaram diversas categorias tumorais (oncogenes,
drivers, apoptoticos) duvidando-se do significado funcional dos mob como supressores
tumorais, isto €, a finalidade da interagdo mob quando viram-se 0s casos como um todo,
especialmente com 0s oncogenes onde ndo se discerniu duas possibilidades: haver-se

mesmo uma repressao da atividade do mesmo pela proteina mob em questao ou ter-se um
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efeito de potencializagdo do oncogene num estado celular ja comprometido. Apela-se
entdo a uma andlise detalhada destas parcerias listadas na Tabela XV. Por fim, o tempo
para atualizar-se os dados das duas fontes (HPA e STRING v10.5) néo ter sido suficiente
para estar-se a par de novos resultados, porém, compreendeu-se e justificou-se para o
tempo do projeto, logo, para 0s que seguirem os objetivos deste trabalho, necessitam-se
de mais dados atualizados porque também se especulou que as bases de dados véo-se

aprimorando a um bom ritmo ao longo do tempo.

9. PERSPETIVAS FUTURAS

Os objetivos triviais e relembrados, no capitulo 8. DISCUSSAO E CONCLUSOES,
claramente iriam englobar a ideia de procurar mais diferencas a delinear entre os sete
mobs por outras fontes e experimentos que requerem sempre um tempo de investigacao.
Como tal teve-se, desde o inicio, questdes pendentes que foram do conhecimento e
unanimes na equipa de trabalho que compareci. Primeiramente, uma delas seria,
obviamente, a procura de mais artigos e de outras fontes didaticas que respeitariam 0s
sete mobs deste estudo pelo PubMed ou por outro motor de pesquisa académico.
Seguidamente e proferida pelos meus superiores, as diferencas na morfologia celular e
tempos de resposta das mesmas de diferentes linhagens celulares (por exemplo: células
Hela vs estirpes transformadas de células ganglionares da retina) quando se manipulam
0s mobs como forma de poder-se corroborar com 0s niveis transcricionais e/ou proteicos
dos mesmos nestas células modelo e na procura de especificidades funcionais.
Terceiramente, a mais desejada, as diferengas em nimero e em igualdade dos fatores
transcricionais perto da regido promotora de cada mob pela técnica do Chip-Seq.
Aplicabilidade de uma outra técnica que é a CRISPr/Cas9 para com outros genes mob
para se reportarem outras diferencas fenotipicas distinguiveis de MOB1A e de MOB1B.
Monitorizacdo dos diferentes trafegos celulares por GFP de outras proteinas mob. A
procura de dominios proteicos mais representativos de cada Mob para melhor distingui-
los na expresséo proteica. E, pesquisar-se doencas de carater hereditario que incluem as
proteinas mob (mendelianas ou poligénicas) na base de dados OMIM. Agora as questdes
consequentes deste estudo, seguem-se no ato de fazer-se uma atualizacdo da expresséo
transcricional e dos parceiros interativos dos mobs no mesmo organismo pesquisando-se

melhor a possibilidade do STRING apresentar associa¢des de dimeros homo e hétero
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entre os sete mobs pesquisados, Tabela XV., assim como identificarem-se novos alvos
associativos em outros organismos modelo e melhorar-se a categorizacdo das proteinas
mob na tumorigénese quando na interatividade com outros alvos. Verificarem-se 0s
Kaplan-Meyers dos sete mobs de humanos no HPA para atestar a taxa de sobrevivéncia
nos dois sexos nos 17 contextos tumorais ai apresentados. E encerrando, este subcapitulo,
com o ato de comparar-se a identidade dos mobs dos organismos modelo entre 0 mesmo
grupo taxonomico eucarionte (Artropodes, Plantae, Fungi, Protista) como forma de

identificar-se uma evolugédo convergente ou divergente dentro desse mesmo grupo.
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11. ANEXOS

ANEXO 1. HPA. Posicdo dos tecidos em ordem decrescente de expressdo e agrupados
em grupos de alta, média e baixa expressao para 0s 7 genes mob.

HPA
Grupos de Expresséo Posicao do tecido MOB1A MOB1B MOB3A MOB3B MOB3C MOB2 MOB4
Hight 1° Lymph node Kidney Lymph Node Ovary Adipose Tissue Smooth Muscle Adrenal Gland
2° Appendix Parathyroid Gland Appendix Cerebral Cortex Placenta Seminal Vesicle Esophagus
3 Tonsil Tyroid Gland Spleen Duodenum Lung Skin Smooth Muscle
40 Spleen Cerebral Cortex Tonsil Small intestine Seminal Vesicle Esophagus Placenta
5° Smooth Muscle Bone Marrow Smooth Muscle i Parathyroid Gland Fallopian Tube Prostate
Medium 6° Endometrium Prostate Bone Marrow Rectum Spleen Parathyroid Gland Endometrium
7 Lung Lung Lung Fallopian Tube Galbladder Prostate Bone Marrow
8° Bone marrow Fallopina Tube Adipose Tissue Colon Prostate Endometrium Parathyroid Gland
9 Gallblader Lymph Node Seminal Vesicle Spleen Cervix Uterine Urinary Bladder Thyroid Gland
10° Thyroid Gland Endometrium Fallopina Tube Lung Fallopian Tube Epididymis Cerebral Cortex
11° Cervix Utrine Appendix Endometrium Cervix Uterine Ovary Galblader Breast
12° Fallopina Tube Placenta Urinary Bladder Smooth Muscle Smooth Muscle Thyroid Gland Gallbladder
13° Urinary Bladder Spleen Galbladder Thyroid Gland Endometrium Rectum Cervix Uterine
14° Placenta Cervix Uterine Prostate Kidney Breast Cervix Uterine Urinary Bladder
15° Kidney Smooth Muscle Cervix Uterine Galbladder Urinary Bladder Colon Seminal Vesicle
16° Prostate Testis Placenta Breast Epididymis Placenta Fallopina Tube
17° Rectum Gallblader Skin Skin Adrenal Gland Lung Epididymis
18° Skin Skin Esophagus Placenta Appendix Ovary Lung
190 Small intestine Breast Ovary Epididymis Thyroid Gland Spleen Ovary
200 Esophagus Adrenal Gland Colon Adipose tissue Esophagus Adipose Tissue Rectum
21° Parathyroid Gland Ovary Cerebral Cortex Testis Lymph Node Cerebral Cortex Lymph Node
22° Duodenum Tonsil Small Intestine Appendix Rectum Breast Heart Muscle
23° Adipose Tissue Esophagus Parathyroid Gland Stomach Small Intestine Lymph Node Spleen
24° Seminal Vesicle Adipose Tissue Rectum Tonsil Duodenum Heart Muscle Tonsil
25° Colon Seminal Vesicle Thyroid Gland Lymph Node Colon Small Intestine Skin
26° Ovary Stomach Stomach Seminal Vesicle Stomach Testis Adipose Tissue
27 Breast Urinary Bladder Adrenal Gland Esophagus Kidney Adrenal Gland Colon
28° Testis Rectum Testis Urinary Bladder Tonsil Tonsil Appendix
290 Adrenal Gland Epididymis Duodenum Prostate Skin Appendix Kidney
30° Stomach Small intestine Breast Adrenal Gland Testis Kidney Small Intestine
31° Epididymis Colon Epididymis Salivary Gland Pancreas Duodenum Testis
32° Cerebral Cortex Heart Muscle Kidney Skeletal Muscle Skeletal Muscle Stomach Duodenum
Low 33° Heart Muscle Duodenum Salivary Gland Parathyroid Gland Cerebral Cortex Salivary Gland Stomach
34° Liver Salivary Gland Heart Muscle Liver Heart Muscle Skeletal Muscle Skeletal Muscle
35° Salivary Gland Liver Skeletal Muscle Pancreas Salivary Gland Bone Marrow Liver
36° Skeletal Muscle Skeletal Muscle Liver Heart Muscle Liver Liver Salivary Gland
37 Pancreas Pancreas Pancreas Bone Marrow Bone Marrow Parcreas Pancreas

ANEXO 2. GTEX. Posicéo dos tecidos em ordem decrescente de expressao e agrupados
em grupos de alta, média e baixa expressao para 0s 7 genes mob.

GTEX
Grupos de Expressdo  Posicéo do tecido MOB1A MOB1B MOB3A MOB3B MOB3C MOB2 MOB4
Hight 1° Spleen Lung Spleen Ovary Pancreas Colon Adrenal Gland
20 Endometrium Kidney Fallopina Tube Caudate Spleen Skin Esophagus
30 Small Intestine Hippocampus Endometrium Small Intestine Prostate Urinary Bladder Fallopian Tube
40 Fallopina Tube ~ Ovary Small Intestine Cervix Uterine Lung Fallopian Tube Endometrium
5° Cervix Uterine  Thyroid Gland Colon Endometrium Ovary Vagina Vagina
Medium 6° Lung Endometrium Cervix Uterine Breast Adipose Tissue Cervix Uterine Urinary Bladder
7° Urinary Bladder ~ Cervix Uterine Prostate Fallopina Tube Pituitary Gland Prostate Cervix Uterine
8° Vagina Urinary Bladder ~ Lung Hippocampus Vagina Endometrium Colon
90 Esophagus Prostate Urinary Bladder ~ Colon Thyroid Gland Breast Breast
10° Adipose Tissue  Fallopian Tube Vagina Spleen Cerebellum Adipose Tissue Skeletal Muscle
11° Colon Salivary Gland Adipose Tissue  Thyroid Gland Urinary Bladder Lung Adipose Tissue
120 Ovary Breast Breast Skin Fallopian Tube Small Intestine Salivary Gland
13° Skin Skin Ovary Vagina Breast Spleen Cerebral Cortex
14° Breast Vagina Skin Lung Esophagus Esophagus Prostate
150 Prostate Cerebral Cortex  Esophagus Adipose Tissue Colon Stomach Skin
16° Thyroid Gland Colon Stomach Hypothalamus Small Intestine Cerebellum Ovary
17° Kidney Spleen Thyroid Gland Stomach Cervix Uterine Ovary Thyroid Gland
18° Salivary Gland ~ Adipose Tissue  Kidney Cerebellum Stomach Thyroid Gland Hypothalamus
19° Stomach Cerebellum Salivary Gland Urinary Bladder Salivary Gland Salivary Gland Cerebellum
20° Adrenal Gland  Adrenal Gland Adrenal Gland Salivary Gland Skeletal Muscle Skeletal Muscle Small Intestine
21° Testis Pituitary Gland Testis Testis Endometrium Testis Spleen
220 Heart Muscle Small Intestine Cerebellum Cerebral Cortex  Kidney Cerebral Cortex Lung
23° Cerebellum Stomach Pituitary Gland Kidney Adrenal Gland Pituitary Gland Heart Muscle
24° Pituitary Gland ~ Hypothalamus Hypothalamus Skeletal Muscle Heart Muscle Heart Muscle Stomach
250 Caudate Caudate Pancreas Prostate Testis Kidney Pituitary Gland
26° Hypothalamus Esophagus Caudate Esophagus Skin Adrenal Gland Hippocampus
Low 21° Liver Testis Cerebral Cortex ~ Pancreas Caudate Pancreas Caudate
28° Pancreas Heart Muscle Heart Muscle Adrenal Gland Hypothalamus Hypothalamus Testis
29° Hippocampus Skeletal Muscle  Hippocampus Pituitary Gland Liver Caudate Kidney
30° Cerbal cortex Pancreas Skeletal Muscle  Heart Muscle Hyppocampus Hippocampus Pancreas
31° Skeletal Muscle  Liver Liver Liver Cerebral Cortex Liver Liver
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ANEXO 3. FANTOMS. Posicdo dos tecidos em ordem decrescente de expressdo
agrupados em grupos de alta, média e baixa expressdo para 0s 7 genes mob.

FANTOMS5
Grupos de Expressdo  Posicéo do tecido MOB1A MOB1B MOB3A MOB3B MOB3C MOB2 MOB4
Hight 1° Thymus Thymus Tonsil Caudate Pancreas Smooth Muscle Pituitary Gland
2° Appendix Hippocampus Thymus Small Intestine Cerebellum Urinary Bladder Cerebellum
3 Lymph node Appendix Appendix Endometrium Small Intestine Gallbladder Brain
40 Spleen Pituitary Gland Spleen Ovary Adipose Tissue Prostate Hippocampus
50 Tonsil Kidney Lymph Node Placenta Pituitary Gland Appendix Small Intestine
Medium 6° Small Intestine Endometrium Cervix Uterine Colon Vagina Seminal Vesicle Endometrium
7 Kidney Lung Endometrium Cervix Uterine Skeletal Muscle Vagina Placenta
8° Lung Caudate Adipose Tissue Brain Tonsil Cervix Uterine Tonsil
9 Cervix Uterine Cerebellum Retina Thyroid Gland Epididymis Colon Caudate
10° Adipose Tissue Brain Urinary Bladder Retina Lung Esophagus Cervix Uterine
11° Thyroid Gland Thyroid Gland Prostate Cerebellum Caudate Salivary Gland Skeletal Muscle
12° Ovary Smooth Muscle  Small Intestine Hippocampus Colon Endometrium Esophagus
13° Smooth Muscle Cervix Uterine Ovary Skeletal Muscle Thyroid Gland Breast Thyroid Gland
14° Breast Tonsil Salivary Gland Gallbladder Hippocampus Epididymis Smooth Muscle
15° Urinary Bladder ~ Ovary Placenta Appendix Salivary Gland Small Intestine Heart Muscle
16° Testis Retina Lung Spleen Retina Ovary Thymus
17° Esophagus Urinary Bladder  Gallbladder Testis Prostate Lymph Node Salivary Gland
18° Colon Testis Thyroid Gland Breast Placenta Skeletal Muscle Urinary Bladder
19° Pituitary Gland Seminal Vesicle Esophagus Pancreas Cervix Uterine Adipose Tissue Testis
20° Endometrium Epididymis Cerebellum Tonsil Spleen Retina Epididymis
21° Prostate Adipose Tissue Colon Lung Gallbladder Testis Appendix
22° Vagina Spleen Caudate Adipose Tissue Endometrium Lung Prostate
23° Epididymis Salivary Gland Vagina Kidney Appendix Tonsil Retina
24° Seminal Vesicle Gallbladder Testis Seminal Vesicle Ovary Heart Muscle Kidney
25° Gallbladder Lymph Node Hippocampus Epididymis Urinary Bladder Thyroid Gland Ovary
26° Placenta Prostate Kidney Vagina Esophagus Kidney Adippose Tissue
217° Heart Muscle Vagina Smooth Muscle Lymph Node Breast Spleen Spleen
28° Retina Breast Pituitary Gland Urinary Bladder Seminal Vesicle Hippocampus Colon
29° Hippocampus Colon Epididymis Prostate Smooth Muscle Liver Gallbladder
30° Liver Esophagus Seminal Vesicle Smooth Muscle Kidney Cerebellum Lung
31° Caudate Skeletal Muscle  Heart Muscle Esophagus Brain Placenta Seminal Vesicle
Low 320 Cerebellum Heart Muscle Breast Pituitary Gland Testis Caudate Lymph Node
33° Brain Liver Brain Salivary Gland Heart Muscle Brain Liver
34° Pancreas Small Intestine Skeletal Muscle Thymus Lymph Node Pituitary Gland Pancreas
35° Skeletal Muscle Placenta Liver Heart Muscle Liver Thymus Breast
36° Salivary Gland Pancreas Pancreas Liver Thymus Pancreas Vagina

ANEXO 4. MOB1A. Dados do HPA, GTEx e do FANTOMSb, respetivamente.
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ANEXO 5. MOB1B. Dados do HPA, GTEx e do FANTOMS, respetivamente.
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ANEXO 6. MOB3A. Dados do HPA, GTEx e do FANTOMS, respetivamente.
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ANEXO 7. MOB3B. Dados do HPA, GTEx e do FANTOMS, respetivamente.
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ANEXO 9. MOB2. Dados do HPA, GTEx e do FANTOMS, respetivamente.
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ANEXO 10. MOB4. Dados do HPA, GTEx e do FANTOMS, respetivamente.
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ANEXO 11. MOB1A. Dados do TCGA para 0s 17 tumores.
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ANEXO 13. MOB3A. Dados do TCGA para 0s 17 tumores
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ANEXO 14. MOB3B. Dados do TCGA para 0s 17 tumores.
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ANEXO 16. MOB2. Dados do TCGA para 0s 17 tumores.
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ANEXO 17. MOB4. Dados do TCGA para 0s 17 tumores.
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ANEXO 18. Resumo geral das flutuacBes previstas das expressdes em especifico do
contexto normal da base de dados do HPA. Com a Figura 25., detetaram-se flutuacdes
na ordem de expressao dos sete genes mob envolvendo no maximo 18 comparagdes que
figuram acima por chavetas onde: 2/4: O 4 supera 0 2 com uma diferenca percentual de
25 % em 8 tecidos: Adrenal Gland, Placenta, Bone Marrow, Cerebral Cortex, Breast,
Tonsil, Kidney, Liver. Houve 2 tecidos com igual representatividade: Thyroid Gland,
Duodenum ( 0 %); 3A/3C: O 3C supera o0 3A com uma diferenca percentual de 25,98 %
em 7 tecidos: Parathyroid Gland, Breast, Epididymis, Kidney, Pancreas, Skeletal Muscle,
Liver; 1B/3B: O 3B supera 0 1B com uma diferenca percentual de 42,2 % em 8 tecidos:
Ovary, Cerebral Cortex, Duodenum, Small Intestine, Endometrium, Rectum, Colon,
Epididymis; 1A/2: O 2 supera 0 1A com uma diferenga percentual de 30,4 % em 13
tecidos: Smooth Muscle, Seminal Vesicle, Skin, Esophagus, Fallopian Tube, Parathyroid
Gland, Prostate, Epididymis, Cerebral Cortex, Heart Muscle, Salivary Gland, Skeletal
Muscle, Pancreas; 4/3A: O 3A supera 0 4 com uma diferenca percentual de 46,9 % em 6
tecidos: Lung, Lymph Node, Tonsil, Spleen, Adipose tissue, Appendix; 3C/1B: O 1B
supera 0 3C com uma diferenca percentual de 32,7 % em 10 tecidos: Parathyroid Gland,
Appendix, Thyroid Gland, Lymph Node, Tonsil, Kidney, Skin, Testis, Cerebral Cortex,
Bone Marrow; 1A/4: O 4 supera o0 1A com uma diferenca percentual de 38,1 % em 5
tecidos: Adrenal Gland, Esophagus, Cerebral Cortex, Heart Muscle, Skeletal Muscle.
Houve 1 tecido que teve igual representatividade: Pancreas (0 %); 3A/1B: O 1B supera o
3A com uma diferenca percentual de 25,8 % em 4 tecidos: Cerebral Cortex, Parathyroid
Gland, Thyroid Gland, Kidney; 1A/3C: O 3C supera o 1A com uma diferenca percentual
de 43,2 % em 2 tecidos: Pancreas, Skeletal Muscle; 4/3C: O 3C supera 0 4 com uma
diferenca percentual de 52,1 % em 1 tecido: Pancreas; 2/3B: O 3B supera 0 2 com uma
diferenga percentual de 3,9 % em 1 tecido: Duodenum; 4/3B: O 3B supera 0 4 com uma
diferenca percentual de 8,1 % em 2 tecidos: Ovary, Duodenum; 2/3C: O 3C supera o 2
com uma diferenca percentual de 7 % em 1 tecido: Pancreas; 2/3A: O 3A supera o 2 com
uma diferenca percentual de 59,6 % em 5 tecidos: Spleen, Lymph Node, Appendix, Tonsil,
Bone Marrow; 2/1B: O 1B supera 0 2 com uma diferenga percentual de 21,4 % em 2
tecidos: Kidney, Bone Marrow; 4/1B: O 1B supera 0 4 com uma diferenca percentual de
10,4 % em 1 tecido: Kidney; 3A/3B: O 3B supera 0 3A com uma diferenca percentual de
19,2 % em 4 tecidos: Ovary, Cerebral Cortex, Duodenum, Small Intestine; 3C/3B: O 3B
supera 0 3C com uma diferenca percentual de 34,2 % em 7 tecidos: Ovary, Endometrium,
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Rectum, Small Intestine, Duodenum, Colon, Cerebral Cortex. Nota. Os tecidos
Gallbladder, Cervix Uterine, Urinary Bladder, Stomach nédo estiveram envolvidos nestas
flutuacdes e que assim foram os Unicos 4 tecidos que respeitaram a ordem de expressao
geral dos sete genes mab.

Normal HPA (fresco)

Geral 1A >2 >4 >3A >3C >1B >3B

Esp Lt —1 —— | EGENDA: Esp - Especificamente; A/T -

[ B T [I— .
| I | Amostras por Tecido

N° A/T [1; 13]

ANEXO 19. Resumo geral das flutuacbes previstas das expressdes em especifico de
acordo com as comparacdes da base de dados do GTEx. Com a Figura 27., detetaram-se
flutuacGes envolvidas em 20 de 21 comparacGes onde: 2/1A: O 1A supera 0 2 com uma
diferenca percentual de 14,5 % em 8 tecidos: Lung, Small Intestine, Spleen, Esophagus,
Ovary, Kidney, Adrenal Gland, Liver; 3A/4: O 4 supera o 3A com uma diferenca
percentual de 28,8 % em 6 tecidos: Adrenal Gland, Skeletal Muscle, Cerebral Cortex,
Hypothalamus, Heart Muscle, Hippocampus. Houve 1 tecido com igual
representatividade: Caudate ( 0 %); 3C/1B: O 1B supera 0 3C com uma diferenca
percentual de 42,4 % em 7 tecidos: Endometrium, Kidney, Skin, Caudate, Hypothalamus,
Cerebral Cortex, Hippocampus; 1A/3A: O 3A supera o0 1A com uma diferenca percentual
de 13,7 % em 11 tecidos: Spleen, Fallopian Tube, Endometrium, Colon, Prostate, Cervix
Uterine, Cerebellum, Pituitary Gland, Pancreas, Cerebral Cortex, Skeletal Muscle; 4/3C:
O 3C supera 0 4 com uma diferenca percentual de 21,5 % em apenas 5 tecidos: Prostate,
Spleen, Lung, Pituitary Gland, Pancreas; 1B/3B: O 3B supera 0 1B com uma diferenca
percentual de 30,1 % em 5 tecidos: Ovary, Caudate, Small Intestine, Cervix Utering,
Breast. Houve 2 tecidos com igual representatividade: Endometrium, Colon; 2/3A: O 3A
supera 0 2 com uma diferenca percentual de 19,6 % em 4 tecidos: Endometrium, Lung,
Small Intestine, Spleen; 4/1B: O 1B supera 0 4 com uma diferenca percentual de 22,4 %
em 3 tecidos: Lung, Hippocampus, Kidney; 1A/4: O 4 supera 0 1A com uma diferenca
percentual de 24,1 % em 6 tecidos: Adrenal Gland, Skeletal Muscle, Cerebral Cortex,
Hypothalamus, Cerebellum, Hippocampus; 3A/3B: O 3B supera 0 3A com uma diferenga
percentual de 14,8 % em 2 tecidos: Ovary, Caudate; 3A/3C: O 3C supera 0 3A com uma
diferenga percentual de 23,1 % em 2 tecidos: Pancreas, Skeletal Muscle; 3C/3B: O 3B
supera 0 3C com uma diferenca percentual de 33,5 % em 7 tecidos: Ovary, Small Intestine,
Skin, Caudate, Hypothalamus, Cerebral Cortex, Hippocampus; 3A/1B: O 1B supera 0 3A
com uma diferenca percentual de 25 % em 1 tecido: Hippocampus; 1A/3C: O 3C supera
0 1A com uma diferenca percentual de 20,2 % em 3 tecidos: Pancreas, Pituitary Gland,
Skeletal Muscle; 1A/1B: O 1B supera o 1A com uma diferenca percentual de 11,8 % em
2 tecidos: Hipocampus, Cerebral Cortex; 2/4: O 4 supera 0 2 com uma diferenca
percentual de 43,7 % em 1 tecido: Adrenal Gland. Houve 1 tecido com igual
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representatividade: Hypothalamus; 1A/3B: O 3B supera 0 1A com uma diferenca
percentual de 13 % em 1 tecido: Caudate; 4/3B: O 3B supera 0 4 com uma diferenca
percentual de 37,3 % em 2 tecidos: Ovary, Caudate; 2/3C: O 3C supera 0 2 com uma
diferenca percentual de 17,2 % em 1 tecido: Pancreas; 2/3B: O 3B supera 0 2 com uma
diferenca percentual de 1,4 % em 1 tecido: Caudate. Nota. Os tecidos Urinary Bladder,
Vagina, Adipose Tissue, Thyroid Gland, Salivary Gland, Stomach, Testis ndo estiveram
envolvidos nestas flutuacdes e que assim foram os Unicos que respeitaram a ordem de
expressao geral dos sete genes mob.

Normal GTEX (p6s-mortem)

Geral 2 1A -3 -4 -2 -1p-3n LEGENDAI Esp — Especificamente; A/T -

Esp e il e Ml ey Amostras por Tecido

N° A/T [11; 607]

ANEXO 20. Resumo geral das flutuacdes previstas das expressdes em especifico de
acordo com as comparacOes da base de dados do FANTOMS. Com a Figura 29.,
detetaram-se 15 flutuagOes onde: 1A/4: O 4 supera 0 1A com uma diferenga percentual
de 30,3 % em 7 tecidos: Pituitary Gland, Cerebellum, Brain, Hippocampus, Caudate,
Skeletal Muscle, Salivary Gland; 1B/3A: O 3A supera o 1B com uma diferenca
percentual de 24,1 % em 16 tecidos: Tonsil, Appendix, Spleen, Lymph Node, Cervix
Uterine, Adipose Tissue, Retina, Urinary Bladder, Prostate, Small Intestine, Salivary
Gland, Placenta, Gallbladder, Esophagus, Colon, Vagina; 3B/3C: O 3C supera 0 3B com
uma diferencga percentual de 21,8 % em 9 tecidos: Pancreas, Pituitary Gland, Vagina,
Epididymis, Salivary Gland, Prostate, Esophagus, Heart Muscle, Liver; 4/1B: O 1B
supera 0 4 com uma diferenca percentual de 40,5 % em 6 tecidos: Thymus, Appendix,
Prostate, Kidney, Lung, Vagina; 3A/3B: O 3B supera 0 3A com uma diferenca percentual
de 31% em 10 tecidos: Caudate, Small Intestine, Endometrium, Ovary, Placenta, Colon,
Brain, Skeletal Muscle, Breast, Pancreas; 3C/2: O 2 supera o 3C com uma diferenca
percentual de 42,3 % em 6 tecidos: Smooth Muscle, Urinary Bladder, Gallblader, Prostate,
Appendix, Seminal Vesicle; 4/3A: O 3A supera 0 4 com uma diferenca percentual de
40,8 % em 6 tecidos: Tonsil, Thymus, Appendix, Spleen, Lymph Node, Vagina; 1B/3B:
O 3B supera 0 1B com uma diferenca percentual de aproximadamente 36,3 % em 5
tecidos: Caudate, Small Intestine, Ovary, Placenta, Colon; 1A/1B: O 1B supera o 1A com
uma diferenca percentual de 9,2 % em 3 tecidos: Hipocampus, Caudate, Brain; 3B/2: O
2 supera o0 3B com uma diferenca percentual de 38,8 % em 5 tecidos: Smooth Muscle,
Urinary Bladder, Prostate, Salivary Gland, Esophagus. Houve 1 tecido com uma
diferenca percentual de 0 %: Seminal Vesicle; 3A/2: O 2 supera 0 3A com uma diferenca
percentual de 15% em 1 tecido: Smooth Muscle; 3A/3C: O 3C supera 0 3A com uma
diferenca percentual de 35,3 % em 2 tecidos: Pancreas, Skeletal Muscle; 4/3B: O 3B
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supera 0 4 com uma diferenca percentual de 19,6% em 1 tecido: Caudate; 1B/3C: O 3C
supera 0 1B com uma diferenca percentual de 21,8 % em 1 tecido: Pancreas; 1A/3B: O
3B supera 0 1A com uma diferenca percentual de 41% em 1 tecido: Caudate. Nota. Os
tecidos Thyroid Gland e Testis ndo estiveram envolvidos nestas flutuacdes e que sendo
assim foram os Unicos que respeitaram a ordem de expressao geral dos sete genes mob.

Normal FANTOMS (fresco)

Geral 14> 4>1B>3A>3853C »» ~ LEGENDA: Esp — Especificamente; A/T -

L L L1 Amostras por Tecido
Esp L L1 L P

NO AT [1; 2]

ANEXO 21. Resumo geral das flutuagGes previstas das expressdes em especifico para
determinados tecidos tumorais. De acordo com a Figura 31., detetaram-se flutuacdes em
11 comparagdes de 21 onde: 1A/3A: O 3A supera 0 1A apenas em 1 de 17 casos tumorais:
Prostate. 3A/2: O 2 iguala-se ao 3A num caso: Liver. 2/4: O 4 iguala-se ao 2 num caso:
Coloretal, e supera 0 mesmo em 6 de 17 casos tumorais: Glioma, Lung, Stomach, Testis,
Breast, Ovarian. 1B/3C: O 3C iguala-se ao 1B num caso: Pancreatic, e supera 0 mesmo
em 8 de 17 casos tumorais: Lung, Liver, Head and Neck, Stomach, Urothelial, Cervical,
Ovarian, Endometrial. 1B/3B: O 3B supera 0 1B em 7 de 17 casos tumorais: Glioma,
Liver, Head and Neck, Stomach, Coloretal, Cervical, Ovarian. 2/1B: O 1B iguala-se ao 2
em 1 caso: Testis, e supera 0 2 em 1 de 17 casos tumorais: Renal. 3A/3C: O 3C supera o
3A em 1 de 17 casos tumorais: Ovarian. 3C/3B: O 3B iguala-se ao 3C em 1 de 17 casos
tumorais: Endometrial, e supera 0 3C em 6 de 17 casos tumorais: Glioma, Stomach,
Coloretal, Renal, Ovarian, Melanoma. 2/3B: O 3B supera 0 2 em 2 de 17 casos tumorais:
Stomach, Ovarian. 4/3B: O 3B supera 0 4 em 2 de 17 casos tumorais: Stomach, Renal.
4/1B: O 1B supera 0 4 em 1 de 17 casos

Turmoral TCGA tumorais: Renal. Nota. O tecido tumoral
Thyroid foi o0 Unico que nado esteve envolvido
Geral: 1A >3A >2|i‘|1 >1B>3C>3B  nestas flutuacBes e que seguiu a mesma
Esp: L — ordem de expressédo geral para os sete genes
LI I mob.
L |

| | LEGENDA: Esp — Especificamente; A/T -
L1 Amostras por Tecido

Ne A/T [102; 1075]

154



ANEXO 22. llustracdo geral e conclusiva das Figuras 32. e 35. com respeito as subidas
e descidas dos tecidos em especifico do contexto normal (HPA, GTEx, FANTOMDb) para
o contexto tumoral (TCGA). O GTEX foi a base de dados que apresentou mais dualidades
de respostas de subida e descida para cada expressdo dos 7 genes do que com as restantes
duas bases de dados ao comparar com o TCGA. Conclui-se também que
comparativamente com as trés bases de dados, houve certos genes mob nos diferentes
contextos (fresco, pds-mortem, tumoral) em diferentes propor¢Ges amostrais por tecido
que apresentaram dualidades de resposta (subida, descida) muito frequentes: MOB1A,
MOB3A, MOB4 ao passo que o MOB1B, MOB3B e MOB3C desceram nas trés bases de
dados. Os genes MOB1A, MOB3A, MOB2 e MOB4 foram os que tiveram uma resposta
de subida em apenas uma base de dados (GTEX) e assim discordantes com as restantes
duas. Ainda ndo é ao certo afirmar se estas flutuacbes sdo causais ou consequentes do
contexto celular em questéo, apesar do outcome sugerir demandas teciduais diferentes em
diferentes estados celulares.

MOB's  HPA GTEx__FANTOMS | EGENDA: ( 1 ) Subida geral; ( | )

1A 7 ! Descida geral.
1B

3A
3B
3C

— — — — — — —
— — — — > —
— —> — — — —

ANEXO 23. Alinhamento hipotético dos reads a um genoma ou a um transcritoma de
referéncia. Na fase de sequenciamento poderdo gerar-se fragmentos de cDNA que séo
sequenciados em uma das extremidades tendo uma qualidade de alinhamento para um
exdo (*), porém, a unidade FPKM apenas contabiliza os fragmentos com dois reads (**)
que tém maior especificidade e ndo os anteriores evitando que haja uma contagem
duplicada. H& também a possibilidade de uma terceira variante, isto €, um fragmento com
dois reads de cada gene (***) que provavelmente seja contabilizada.

*k - - 2 Fragmentos com 2 reads —
1

i ] *k N — Contabilizados (**)

(") - Terceira variante que
provavelmente exista e que seja
contabilizada

*
*
*

Genoma de referéncia
I E l E ' 5

T ——
—- * —_— % :I— 2 Fragmentos com 2 reads - Nao contabilizados

LEGENDA: | — Intrdo; E — Exao
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ANEXO 24. Esquema do CAGE adotado pelo FANTOMS para a preparacdo da
biblioteca de cDNA e posterior sequencia¢do com o Illumina. i. Transcri¢do reversa de
MRNAs poliadenilados e de RNAs ndo poliadenilados por uma transcriptase reversa
geneticamente modificada com o primer RT-N15-EcoP com uma sequéncia de
reconhecimento para a enzima de restricio EcoP15l (amarelo) e com uma
complementaridade aleatdria que minimiza a possibilidade de obter sinteses truncadas e
que sdo descartadas (ver seccdo ANEXOS, para analisar o processo aplicado para a
exclusdo de transcritos non-coding (ncRNAs). ii. Oxidacdo e Biotinilacdo das
extremidades 5e 3", digestdo de sequéncias sSSMRNA que ndo se complementaram ao
cDNA recentemente sintetizado (tesouras), Captura das extremidades cap com biotina
com as esferas magnéticas de estreptavidina. iii. Desnaturacdo: libertacdo da cadeia de
cDNA recentemente capturada e hidrdlise das cadeias simples do mRNA. Ligacdo dos
adaptadores ds5"com um codigo de referéncia/bar code (vermelho) e com uma sequéncia
de reconhecimento da enzima de restricdo EcoP15l (amarelo). iv. Desnaturagdo:
libertagcdo dos adaptadores ficando ss5- cDNA. Annealing com o Primer SOL para a
sintese de uma segunda cadeia de cDNA. v. Sintese de uma segunda cadeia de cDNA e
posterior clivagem de vinte e sete (27) nucle6tidos do dscDNA a jusante da sequéncia de
reconhecimento nas extremidades 5°cap e 3, formando as “sticky ends” para a ligagdo
do adaptador 3"(roxo).vi. Ligacdo do adaptador 3"ja com o primer da sequéncia reversa
para o lllumina (roxo) na extremidade 3"do dscDNA. vii. Amplificacdo dos tags por PCR
com os primers das cadeias foward (verde) e reverse (roxo). viii. Sequenciamento dos
tags pelo lllumina. LEGENDA: C: extremidade 5 cap; B: Biotina; SMB: do inglés
“Streptavidin-coated magnetic beads”. Figura retirada de: Takahashi et al, 2012,

Cap
mRNA and nc RNAs
SI*@H—J v ; ﬂ
e NNNNNNNCN[] |+5 2™ SOL primer

RT-N15 EcoP primer

- llow: EcoP151 ; ,
1. Reverse Transcription (yeliow:; EcoP13l) 5"'+3 i ’
3-[ /i IT 5

5 3 Second strand synthesis
A Complate cONA -5 V. ﬂ H
' Complete cl I_l 1—‘
L
5 >3 5'-»@ 3
ez ok b
; | [ k5
5' Truncated cDNA «5

ﬂ Cleavage with EcoP15| H

1. Vie s e
] ] O w3
SMB(E/C) LU CLEE ﬁv R e i ™ eru
|=em—————/
5' Complete cDNA’ 11 .
PCR forward primer
SMEE/Cx llllgﬂl | VI geR pregpderer,
§' Truncated cDNA’ :3: I:I:I:D:g‘
Biotinylation, RNasel 3 «[O+5
an Descartado PCR reverse primer
. ﬂ capture of complete cDNAs u PCR amplification
II I . i NN® - 3' H Sequencing primer
3-..}:H; T —5 VI, se==+s
§' linker 5 -3
. an " . [
L 5' linker ligation ll Sequencing

ANEXO 25. Sequéncia hipotética de um read foward ou reverse traduzido em cDNA
(vermelho) onde esse mesmo é repartido em 11 sequéncias de k-mers com 7 bases
azotadas cada um (7mers) para fins de procura de compatibilidade com os exfes do
transcritoma de referéncia (c*) que esta explicito no ANEXO 26. LEGENDA: k-mer: k
- numero de bases azotadas de um segmento mer. Imagem retirada de: Michael Chimenti,
2016(10.2: 32).
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sequence ATGGAAGTCGCGGAATC

ATGGAAG =
7mers TGGGA/'D&GT
Qﬁgiggc S Pseudo-alinhar com o
AGTICGCG transcriptoma de referéncia (c*
G%C;%%%%A ~ ANEXO 26.)
C AA
GCGGAAT
CGGAATC _J

ANEXO 26. Esquema do método de Kallisto que consiste na construcdo de um grafico
De Bruijn transcriptomico (T-DBG) para um dado read que sera repartido em k-mers para
0 mapeamento dos mesmos num transcritoma de referéncia. (a*) llustracéo geral do input
que consiste no read com um espagamento intronico e o conjunto de transcritos com
regides exonicas que servirdo de referéncia. (b) Construcdo do T-DBG de acordo com 0s
trés transcritos simbolizados por cores diferentes e dos grupos de compatibilidade (nds)
que irdo incluir cada k-mer. (c) Apos o ato de repartir o read, cada k-mer formado é
mapeado e agrupado em cada n6 de compatibilidade do T-DBG, (neste caso, nos nds 1,
2, 3, 4 e 5). Hipoteticamente, houve k-mers do read que nao foram mapeados com o
transcrito verde, logo, o programa seguiu a rota dos transcritos a azul e rosa onde estéo
0s nos 4 e 5. (d) Caso hajam nés com 0 mesmo grau de compatibilidade (2 e 3) para um
transcrito e que ja foi adquirido anteriormente num outro né (1), o método ignora a
informacao repetida e “salta” de n6 em no6 até encontrar uma compatibilidade com um
transcrito diferente no T-DBG aumentando assim a rapidez do método que se rege numa
hash table. (e) Produto das interse¢cbes dos nos. Como houve certos k-mers que
demonstraram uma compatibilidade redundante para o transcrito verde, 0 processo
conclui que o read provavelmente deriva dos transcritos azul e rosa (**). Nota.
Posteriormente, a contabilizacdo recorre a contagem das classes de equivaléncia do read
em unidades TPM. LEGENDA: T-DBG do inglés “Transcriptome De Bruijn Graph;
Circulos brancos — nds de compatibilidade sem os k-mers; Circulos pretos — nds de
compatibilidade jA com os k-mers mapeados; setas a tracejado — “salto” de grupo em
grupo se houver repeticdo de compatibilidades. Imagem retirada de: Michael Chimenti,
2016(10.2: 32).

read

=TTy — O
transcripts \
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ANEXO 27. Imagem introdutdria a trés métodos heuristicos que o STRING pode recorrer
para atestar ao calculo combinatério de um score final. No ponto 1. Homologia, temos
uma ponderacéo das associagdes podendo haver um fracionamento comparativo. Aquele
par de proteinas com uma maior similaridade de a.a. tem o maior peso do score final. O
ponto Il. Ortologia agrupa as proteinas em grupos ortélogos dando-lhes o0 mesmo grau de
igualdade (COG mode) de acordo com a informacéo importada da base de dados do COG.
O registo de um par com 0 maior score de equivaléncia, assume que 0s restantes pares
partilhardo esse mesmo score final. Por fim, temos o ponto I1l. Taxonomia que consiste
em dois passos: compilar e ponderar as associagOes de similaridade, da mais forte para a
mais fraca, entre proteinas de dois grupos ortdlogos de acordo com a proximidade
taxondmica dos organismos modelo em uma Unica associagdo com o recurso a base de
dados do eggNOG. Depois, essa mesma associacdo é transferida de volta aos pares de
proteinas para o célculo do score final ja com as penaliza¢des (representado por cones de
cores) mencionadas no texto e pelo maior nimero de proteinas correspondentes a cada
espécie.(lzrr)lagens retiradas de: (esquerda) Mering et al, 2005@?, (direita) Franceschini et
al, 201340,
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ANEXO 28. Descricéo tabelada dos 17 tipos de tecidos tumorais transcritas do TCGA
com uma correspondéncia em nimero de amostras recolhidas de cada caso e que na qual
esta incluida na base de dados do HPA, sec¢do Assays and Annotation.

Breast cancer Breast Invasive Carcinoma (BRCA) 1074
Cenvical cancer Cenical Squamaous Cell Carcinoma and il
Endocetvical Adenacarcinama (CESC)
Colorectal cancer Colon Adenocarcinoma (COAD) 438
Rectum Adenocarcinoma (READ) 150
Endometrial cancer  Uterine Corpus Endometrial Carcinoma (UCEC) 541
Glioma Glioblastoma Multiforme (GBM) 153
Head and neck cancer Head and Meck Squamaous Cell Carcinoma 449
{HH5C)
Liver cancer Liver Hepatocellular Carcinoma (LIHC) 365
Lung cancer Lung Adenocarcinoma {LUAD) 500
Lung Sguamous Cell Carcinoma (LUSC) 494
Melanoma Skin Cuteneous Melanoma (SKCM) 102
Crvarian cancer Ovary Berous Gystadenocarcinoma (OW) 373
Pancreatic cancer Pancreatic Adenocarcinoma (PAAD) 176
Prostate cancer Prostate Adenocarcinoma (PRAD) 494
Renal cancer Kidney Chromaphabe (KICH) 4
Kidney Renal Clear Cell Carcinoma (KIRC) 528
Kidney Renal Papillary Cell Carcinoma (KIRF) 285
Stormach cancer Stomach Adenocarcinoma (STAD) 354
Testis cancer Testicular Germ Cell Tumar (TGCT) 134
Thyraid cancer Thyraid Carcinoma (THCA) 501
Urathelial cancer Bladder Urothelial Carcinoma (BLCA) 406

ANEXO 29. Descricao tabelada dos 31 tecidos da base de dados GTEx com uma
correspondéncia em namero de amostras recolhidas de cada caso e que esta incluida na
base de dados do HPA na seccdo Assays and Annotation.

Tissue GTEx tissue Humber of samples Tissue GTEx tissue Humber of samples
Adipose tissue  Adipose - Subcutaneous 350 ) )
Adipose - Visceral (Omenturn) 227 P\tunary gland P\tunary 103
Adrenal gland  Adrenal Gland 145 | | Prostate Prostate 108
Breast Breast - Mammary Tissue 214 | | Salivary gland  Minor Salivary Gland 57
Caudate Era!n - Caudata (hasal_gang“a) ne Skeletal muscle Muscle - Skeletal 430
Cerebellum Brain - Cerebellar Hemisphere 105
Bt = Ceralelium 125 | | Skin Skin - Not Sun Exposed (Suprapubic) 250
Cerebral cortex  Brain - Cortex 114 Skin - Sun EXpUSEd (LUWEF Ieg) 357
Bty = (el Certizes (5-E) 108 | | Serall intestine  Small Intesting - Terminal lleurn 88
Cervix, uterine Cervix - Ectocervix B
Cervix - Endoceryix & Spleen Spleen 104
Colon Caolon - Sigmaid 149 | | Stormach Stormach 183
Caolon - Transverse 196 Testis Testis 172
Endometrium Uterus - Endometrium 14 . R
Esophagus Esophagus - MMucosa 286 Thymld gland Thymld Ee
Fallopian tube Fallopian Tube g | | Urinary bladder  Bladder 1
Heart muscle Heart - Atrial Appendage 194 Yagina Wagina 95
Heart - Left Wentricle 218
Hippocampus Brain - Hippocampus 94
Hypothalamus Brain - Hypothalamus =151
Kidney Kidney - Caortex 32
Liver Liver 119
Lung Lung 320
Owvary Owary aF
Pancreas Pancreas 171
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ANEXO 30. Descricéo tabelada dos 37 tecidos do FANTOMS com os IDs das amostras
que esta enunciada no TCGA e que na qual esta incluida na base de dados do HPA na
seccdo Assays and Annotation.

FANTOMS
id
Adipose Adipose tissue 65,6576 years, mixed FF:10010-101C1 Lymph node Lymph node 30 years, male EF10077-10245
tissue Ovary Ovary 47,75,84 years, female FFA0020-10102
Appendix Appendix 28 years, male FF:10188-10309 Pancreas Pancreas 52 years, male FF:10043-101G4
B B 77.79,81 years, mixed FF0012-10103 | | Fiitarygland  Pituitary gland 76 years, fernale FF:10162-10348
Placenta Placenta fermale FF:10021-101D3
Breast Breast T7 years, female FF:10080-102A8
Prostate Prostate 73,79,83 years, male FF:10023-101D4
Caudate Caudate nucleus 76 years, female FF:10164-10382 Retina Retina 24-B5 years, mixed FF10030-101E3
Cerebellum  Cerebellum 22-88 years, mixed FF:10083-10262 | | Salivary gland  Salivary gland 16-60 years, mixed FF:10093-102C3
Cerebellum 76 years, female FF-1016B-10304 Semllna\ Seminal vesicle 24 years, male FF:10201-103F3
vesicle
Claty il e RIS WL, T FEADDTSTIIES | gy pra) Skeletal mustle 55,79,79 years, mixed FF:10023-10105
Colon Colon 62,83,84 years, mixed FF:10014-101C5 muscle
Endometrium  Uterus 23-63 years, female FFAD100-10201 Shetalmuscle - soleus mate FrabEazInars
muscle
Epididymis Epididymis 24 years, male FEA0T97-103E8 | | gay Small intestine 15,40,85 years, mixed FF10024-101D6
Esophagus Esophagus 68,74,75 years, mixed FF10015-101C6 | | intestine
Gallaladder Gl bladder 57 years, male FR10198-10388 | | Smooh Smeooth mustle AV IR, R Frinnasames
Heart muscle  Heart 70,73,74 years, mixed FFADOE-101CT | | gpieen Spleen 30,50,70 years, male FF10025-101D7
Leftventricle T3years, female FF:10078-102A6 Testis Testis 34,53,86 years, male FF10026-101D8
Hippotampus  Hippocampus 76 years, female FF:A0153-10219 e VB G, FRER P DDk = U2
Th Th 0.5,0.5,0.83 Id infant ., FFA0027-101D8
Hippocampus G0 years, female FFA0168-10387 YIS YIS Gl years old nmntyears
Kidney Kidney B0,62,63 years, female FEADMT7-T01CE | | Thyroid gland  Thyroid 67 B8.78 years, mixed FF:10028-101E1
Livar Livar B4,68,70 yaars, mixad FF:10018-101C4 | | Tonsil Tonsil 22-81 years, mixed FF:10047-1016G2
Lung Lung 46,55,94 years, mixed ETERT T B Bladdar OGRS FrinnTate
Lung - right lower lobe 29 years, male FFADOTE-102A3 | |vagina ‘agina 68 years, fernale EF10204-103F6
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