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RESUMO

Os processos de fissdo e fusdo mitocondrial sdo conhecidos como dinamica
mitocondrial e a ocorréncia de desequilibrios na atividade mitocondrial esta
relacionada a patogénese de diversas neoplasias malignas em humanos. No entanto,
a importancia da dindmica mitocondrial nos tumores malignos das glandulas salivares
permanece desconhecida. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o significado
progndstico deste processo no carcinoma adenoide cistico (CAC). Cinquenta e sete
casos fixados em formol e embebidos em parafina foram selecionados e dispostos em
uma matriz para microarranjo tecidual. Os cortes histologicos foram submetidos a
reacdes imunoistoquimicas para as proteinas AMT, DRP1, FIS1, MFN1, MFN2 e
OPA1. Os dados clinicos foram coletados dos prontuarios dos pacientes, incluindo
dados de sobrevida especificos e livres de doenca. Observou-se que 50,9% dos casos
foram fortemente positivos para AMT e DRP1, e 49,1%, 21,1%, 22,8% e 24,6%
fortemente positivos para FIS1, MFN1, MFN2 e OPA1, respectivamente. As reacdes
foram observadas nos componentes celulares epiteliais e mioepiteliais do tumor. A
maior expressao de MFN2 foi associada ao padréo microscopico sélido (p = 0,016). A
super expressao de DRP1 mostrou uma tendéncia a uma sobrevida reduzida (p =
0,054), enquanto OPA1 negativo/fraco mostrou uma tendéncia a um tempo livre de
doenca mais baixo (p = 0,051) na andlise univariada. Nenhum marcador mitocondrial
representou um determinante prognostico independente na andlise multivariada. Os
marcadores de dindmica mitocondrial ndo parecem ter significado prognéstico para
pacientes com CAC, mas essas proteinas podem desempenhar um papel importante
na sua patogénese.

Palavras-chave: carcinoma adenoide cistico; marcadores mitocondriais; metabolismo;
prognaostico; tumores de glandula salivar.



ABSTRACT

Analysis of mitochondrial dynamics markers in adenoid cystic carcinoma

Mitochondrial fission and fusion processes are known as mitochondrial dynamics and
the occurrence of imbalances in the mitochondrial activity is related to the
pathogenesis of many human cancers. However, the importance of mitochondrial
dynamics in malignant salivary gland tumours remains unknown. Therefore, we aimed
to investigate its prognostic significance in adenoid cystic carcinoma (AdCC). Fifty-
seven formalin-fixed paraffin-embedded cases were retrieved and disposed in tissue
microarray. Histological sections were submitted to immunohistochemical reactions
against AMT, DRP1, FIS1, MFN1, MFN2 and OPALl proteins. Clinical data were
retrieved from the patients’ medical files, including specific and disease-free survival
data. It was observed that 50.9% of the cases were strongly positive for AMT and
DRP1, and 49.1%, 21.1%, 22.8% and 24.6% strongly positive for FIS1, MFN1, MFN2
and OPA1, respectively. Reactions were observed in both epithelial and myoepithelial
components of the tumour. The higher expression of MFN2 was associated with solid
microscopic pattern (p = .016). DRP1 overexpression showed a trend towards a
shorter survival (p = .054), while negative/weak OPA1 showed a trend towards a lower
disease free survival (DFS) (p=.051) in the univariate analysis, but no mitochondrial
marker represented an independent prognostic determinant under multivariate
analysis. In conclusion, mitochondrial dynamics markers do not seem to carry a
prognostic significance for AACC patients, but these proteins may play an important
role in its pathogenesis.

Keywords: adenoid cystic carcinoma; mitochondrial markers; metabolism; prognosis;
salivary gland neoplasms.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carcinoma Adenoide Cistico

Tumores de glandula salivar sdo um grupo de neoplasias benignas e malignas
com comportamento clinico varidvel que representam aproximadamente 5% dos
tumores de cabeca e pescoco. As neoplasias malignas de glandula salivar tendem a
ocorrer em pacientes mais velhos, sendo raramente observadas em criancas e
adolescentes. A maioria dos tumores de glandulas salivares malignos € de origem
epitelial (carcinomas), sendo 0s mais comuns o carcinoma mucoepidermoide e o
carcinoma adenoide cistico (CAC) (FONSECA et al., 2012).

O CAC representa menos de 1% de todos os canceres de cabeca e pescoco,
e aproximadamente 10% das neoplasias de glandula salivar. A grande maioria dos
casos acomete adultos de meia idade, sendo 57 anos a idade média no momento do
diagnoéstico. Homens e mulheres sédo igualmente afetados (BELL et al., 2017).
Clinicamente, o CAC é caracterizado por um aumento de volume com crescimento
lento, podendo ou ndo apresentar sintomatologia dolorosa ou parestesia, e que se
desenvolve principalmente em glandulas salivares menores. Apesar do seu
desenvolvimento clinico aparentemente indolente, o CAC é localmente invasivo e
tende a desenvolver invasdo perineural e linfovascular, mesmo em lesdes
diagnosticadas em estagios iniciais, tendo como consequéncia altas taxas de
recorréncia e metastases a distancia tardias (COCA-PELAZ et al., 2015; FONSECA
et al., 2012; JU et al., 2016).

Microscopicamente, o tumor € constituido por células epiteliais e mioepiteliais.
As células neoplasicas apresentam trés padrbes histolégicos arquiteturais: 1)
cribiforme: é o padrdao mais comum, em que as células estdo organizadas em ilhas
neoplasicas com espacos em seu interior preenchidos por material basofilico amorfo
ou pelo proprio estroma eosinofilico; 2) tubular: composto por dupla camada de células
mioepiteliais e epiteliais formando estruturas ductais , e 3) solido: caracterizado por
lencois de células tumorais, sem formacdo de espacos pseudocisticos ou ductos, e,

usualmente, exibindo maior grau de pleomorfismo celular, comedonecrose e figuras
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de mitose atipicas (Figura 1). Em um Unico tumor podem ser encontrados os trés
subtipos histolégicos (BELL et al., 2017).

Figura 1 — Padr@es histoldgicos do CAC
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A) Cribriforme; B) Tubular e C) Sélido. Fonte: Propria autora, 2024.

A imunohistoquimica € uma ferramenta auxiliar no diagnéstico de CAC,
naqueles casos mais desafiadores, especialmente quando apenas pequenas
amostras teciduais obtidas de bidpsias incisionais estdo disponiveis para analise.
Células mioepiteliais sdo positivas para actina de musculo liso, p63, citoqueratinas de
alto peso molecular como CK14 e 34312, vimentina e calponina, enquanto as células
epiteliais sdo positivas para citoqueratinas de baixo peso molecular como CK7,
antigeno de membrana epitelial (EMA) e antigeno carcinoembriénico (CEA). A maioria
dos casos de CAC expressam C-KIT (CD117). A correlagdo entre a expressao destes
marcadores imunoistoquimicos com a gradacdo e padrdo histolégicos do tumor é
discutivel (COCA-PELAZ et al., 2015; DILLON et al., 2014).

O tratamento padrdo do CAC é a resseccdo cirdrgica com margens de
seguranca. A radioterapia pode ser utilizada como terapia adjuvante, no tratamento
de recidiva local e em tumores ndo ressecaveis. O carater altamente infiltrativo em
direcéo aos tecidos adjacentes, aumenta os riscos de recidiva local. O envolvimento
de linfonodos regionais ndo € comum, entretanto, metastases a distancia,
principalmente no pulmé&o, sao relatadas em mais de 50% dos casos. Fatores
associados a um pior prognostico usualmente incluem o subtipo histolégico
predominantemente soélido, presencga de invaséo linfovascular, ocorréncia de recidivas
e metastase a distancia. A taxa de sobrevida em 5 anos é de aproximadamente 90%,
porém este percentual diminui consideravelmente para 50%-70% em 10 anos (AMIT
et al., 2017; BJORNDAL et al., 2015; GARG et al., 2019; MARTINS-ANDRADE et al.,
2019).
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Atualmente, o estudo das bases moleculares de diversas doengas vem sendo
desenvolvida com o objetivo de estabelecer as alteracbes a nivel molecular que
ajudem a determinar o comportamento bioldégico destas neoplasias, e possibilite o
desenvolvimento de terapias sistémicas eficazes. O sequenciamento completo do
exoma do CAC demonstrou uma diversidade de mutagdes, envolvendo genes que
atuam em diferentes vias moleculares. A translocagéo genética t(6;9) que resulta em
fusdes envolvendo os oncogenes MYB ou MYBL1, e o fator de transcricdo NFIB, é
descrita como um evento especifico e recorrente no CAC no contexto de tumores de
glandula salivar (BELL et al., 2013; PERSSON et al., 2009; WYSOCKI et al., 2016).
Entretanto, existe uma grande variabilidade (16%-100%) na presenca dessas
alteracdes em casos de CAC, parcialmente explicada pelas diferencas metodolégicas
utilizadas por grupos de pesquisa distintos, mas também como um reflexo da natureza
biologica heterogénea da doenca. Além disso, a ocorréncia desta translocagéo
cromossbmica apresenta-se como potencial auxiliar para correlagdes clinicas e
progndsticas, eventualmente podendo servir como alvo para terapia direcionada ao
tumor. Entretanto, essas fusdes genéticas ndo demonstraram em estudos recentes
um significativo potencial prognéstico para os pacientes afetados (ALMEIDA-PINTO
et al., 2019; BRAYER et al., 2015; FONSECA et al., 2016).

1.2 Dinamica mitocondrial

O termo mitocdndria foi proposto por Benda em 1898, e desde o século XIX, se
acreditava que as mitocondrias eram organelas independentes e responsaveis por
funcdes metabolicas e genéticas dentro das células. Em 1914, Margaret Lewis and
Warren Lewis, descreveram o comportamento das mitocondrias ao observarem, em
cultura de células, que essas organelas apresentavam alteracdes de posicdo e
formato, formavam extensas redes e se fragmentavam, de maneira continua, dentro
do citoplasma. Uma revisao realizada por Cowdry em 1918, demonstrou a presenca
das mitocondrias em diferentes tipos de células e organismos, sua morfologia e
distribuicdo, que mais tarde caracterizariam os processos de fissdo e fusédo, além das
diferentes func¢des das mitocondrias nos tecidos (O'ROURKE, 2010). Com a evolucdo
dos estudos sobre as funcbes mitocondriais, j& em 1975, Henry Hoberman,

guestionou o papel dos genes mitocondriais na carcinogenese, indicando que estas
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organelas se modificavam em abundéancia, tamanho e forma, comparando células
normais e células tumorais (HOBERMAN, 1975).

Nos dias de hoje, além dos estudos moleculares, a investigacdo da expressao
de proteinas de dindmica mitocondrial, através da imunoistoquimica, é apontada como
um importante indicador de atividade tumoral, em diversas neoplasias do corpo
humano, considerando que as mitocondrias sdo organelas dinamicas e estdo sob
constante processo de fuséo e fissdo, controlados por proteinas mitocondriais; e que
esses processos desempenham papel importante em diversos mecanismos
biolégicos como a proliferacdo, diferenciagdo, migracdo e invasao celular
(KASHATUS, 2018; EL-HATAB et al., 2018). Além disso, a dindmica mitocondrial
permite a troca de material genético entre as organelas, o isolamento de organelas
danificadas, replicagéo, transporte e a formacgéo de exensas redes mitocondriais no
citoplasma. Portanto, o equilibrio entre esses processos € responsavel por manter
morfologia, distribuicdo e funcdo adequadas da mitocéndria dentro de uma célula.
(ARCHER, 2013; QUINTANA-CABRERA;SCORRANO, 2023).

As principais proteinas descritas no processo de fissdo (Figura 2) sdao DRP1,
FIS1, MFF e Mid49/59. Inicialmente, no processo de fissdo, filamentos de actina e
miosina atraem o reticulo endoplasmatico para realizar uma constricdo ha membrana
mitocontrial, no local em que deverd ocorrer a fragmentacdo. Posteriormente as
proteinas FIS1, MFF e Mid49/59 iniciam o recrutamento da proteina DRP1 para o local
de fissdo na membrana externa da mitocéndria. E formada uma estrutura em hélice
de dimeros e oligbmeros de DRP1, que sofre constricdo e promove a separacdo da

membrana e consequentemente a formacao de dois fragmentos.
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Figura 2 — Imagem ilustrativa do precesso de fiss&o
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Fonte: QUINTANA-CABRERA;SCORRANO, 2023.

Ja a fusdo mitocondrial (Figura 3) € mediada pelas proteinas MFN1, MFN2 e OPAL.
As mitofusinas 1 e 2 promovem a fusdo da membrana mitocondrial externa, enquanto
OPAL é responsavel pela fusdo da membrana interna e manutencao da morfologia
das cristas (EL-HATAB et al., 2018; KASHATUS, 2018).

Figura 2 — Imagem ilustrativa do precesso de fuséo
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Fonte: QUINTANA-CABRERA&SCORRANO, 2023.
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O desequilibrio dessa dinamica entre fuséo e fisséo ja foi descrito em diversos
tipos de cancer em seres humanos, como 0 melanoma, cancer de mama, pulméo e
tireoide, etc., e pode estar envolvido tanto em processos de proliferacdo e
sobrevivéncia celular, quanto em resisténcia das células tumorais a quimioterapia. A
dindmica mitocondrial pode estar envolvida em processos de fisiologicos da célula
tumoral, como metabolismo, stemness, proliferacdo, morte celular, migracdo e
invasdo para outros tecidos (CHEN et al, 2023; DARVIN;NAIR, 2023;
RODRIGUES;FERRAZ, 2020; ROY et al., 2024). O estudo das proteinas envolvidas
na dindmica mitocondrial esta em evidéncia, considerando sua possivel associacao
com a atividade tumoral, podendo ser consideradas potenciais biomarcadores
prognostico e alvos de protocolos de quimioterapia. Bonfitto et al., 2010,
demonstraram um aumento no nimero de mitocondrias em casos de CAC, atraves da
andlise imunoistoquimica do antigeno mitocondrial, comparando o padrao de
marcacao do anticorpo em areas convencionais de CAC, e areas com transformacgéo
de alto grau. Os autores evidenciaram uma marcacdo forte em areas de
desdiferenciacdo,o0 que pode estar associado a agressividade tumoral. A busca de
novos marcadores moleculares que possam auxiliar no diagnéstico diferencial,
diagndstico precoce da doenca e melhor entendimento da patogénese do CAC ainda
€ necessaria, consuderando a sua biologia complexa e heterogénea. Justificando,
assim, a investigacao destes marcadores de dinAmica mitocondrial e sua correlacdo

com parametros clinicopatoldgicos e de sobrevida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdao de marcadores de dinamica mitocondrial no carcinoma

adenoide cistico.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Identificar o padrdo de expressao das proteinas de dinamica mitocondrial
no carcinoma adenoide cistico;

Verificar se ha diferenca na expressdo de proteinas de dinamica
mitocondrial comparando subtipos histolégicos do carcinoma adenoide
cistico;

Correlacionar os resultados da expressao imunoistoquimica das proteinas
de dinamica mitocondrial com as caracteristicas clinicopatolégicas do
tumor;

Avaliar a expressao das proteinas de dinAmica mitocondrial como possivel

marcador prognostico, através da correlacdo com dados de sobrevida.



21

3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi conduzido com a aprovacéo do Comité de Etica da Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil (processo n° 65798717.3.0000.5149)
(ANEXO A). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os padrdes
éticos do comité responsavel pela experimentacdo humana (institucional e nacional)

e com a Declaracao de Helsinki de 1975, revisada em 2008.

3.2 Selecdo da amostra

Casos diagnosticados como carcinoma adenoide cistico (CAC) de glandulas
salivares menores foram recuperados dos arquivos do servigco de patologia Getulio
Sales Diagnésticos (Natal/Brasil) entre 2010 e 2015. Foram obtidos os cortes
histopatolégicos, originais, corados em hematoxilina e eosina (H&E), quaisquer
coloracdes especiais disponiveis, como PAS e/ou mucicarmina, bem como os tecidos
fixados em formol e embebidos em parafina de todos os casos, para revisdo
histopatolégica, por dois patologistas orais, utilizando as diretrizes atuais da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para a classificacao de tumores das glandulas
salivares. Parametros histolégicos como invasdo perineural e vascular, status das
margens cirurgicas e subtipo microscopico foram avaliados. Dados clinicos dos casos
foram obtidos dos prontuéarios patolégicos e/ou médicos dos pacientes e incluiram
sexo, idade, localizagdo do tumor, estadiamento clinico e status do paciente na ultima
consulta de acompanhamento. A sobrevida especifica foi calculada como o tempo
entre o tratamento e a morte do paciente devido a neoplasia ou sua Ultima consulta,
enquanto a sobrevida livre de doenca foi obtida pelo tempo entre o tratamento e a
recidiva do tumor, a ultima consulta do paciente ou a morte do paciente devido ao

tumor.
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3.3 Construgéo de microarranjo tecidual

Laminas microscopicas coradas com hematoxilina e eosina foram avaliadas e
duas areas diferentes dos tumores foram selecionadas para obter uma amostra
representativa, em duplicata, para o bloco de microarranjo tecidual. As areas
selecionadas eram compostas em sua maior parte por células tumorais, evitando
extensas areas de estroma, necrose e infiltrado inflamatdério. Circulos de 2,0 mm de
diametro foram dispostos em dois blocos de parafina em matriz 6 x 10 prontos para
uso (Sakura Co). Dois circulos de rim normal e glandula tireoide foram inseridos no
canto superior esquerdo de cada bloco receptor para orientacdo (FONSECA et al.,
2014).

3.4 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi realizada em cortes de 3 um de blocos de microarranjo
tecidual, em laminas salinizadas. Os cortes foram desparafinizados e expostos a
recuperacao antigénica induzida por calor por 15 minutos com tampéao Tris-EDTA (pH
9,0). A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com H202 a 20%, seguida
pela incubacdo com o0s anticorpos primarios overnight: Anti-mitocondrial antigen
(AMT, clone 113-1, diluicdo 1:100, BioGenex, Fermont, CA, EUA); Proteina
relacionada a dinamina 1 (DRP1, clone 6z-82, diluicdo 1:300, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, EUA); Proteina de fissdo mitocondrial 1 (FIS1, clone B-5,
diluicdo 1:50, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA); Mitofusina-1 (MFN1, clone
D-10, diluicdo 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) e Mitofusina-2
(MFEN2, policlonal, diluigdo 1:50, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA), e
Proteina de atrofia Optica (OPA1, clone EPR11057(B), diluicdo 1:500, ABCAM,
Cambridge, Reino Unido). As reagdes imunohistoquimicas foram reveladas com 3,3'-
diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich, St Louis, MO) e contra-coradas com
hematoxilina Carazzi. Figado (AMT e OPAL1), oncocitoma (FIS1 e DRP1) e tumor de
Warthin (MFN1 e MFN2) foram utilizados como controles positivos.
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Anticorpo primario Clone/Fabricante Diluicédo
Anti-mitochondiral clone 113-1, BioGenex, _
antigen Fermont, CA, EUA 1:100
clone 6Z-82,
Anti-DRP1 Santa Cruz Biotechnology, 1:300
Dallas, TX, EUA
clone B-5,
Anti-FIS1 Santa Cruz Biotechnology, 1:50
Dallas, TX, EUA
clone D-10,
Anti-MFN1 Santa Cruz Biotechnology, 1:100
Dallas, TX, EUA
Policlonal,
Anti-MFN2 Santa Cruz Biotechnology, 1:50
Dallas, TX, EUA
_ clone EPR11057(B), ABCAM,
Anti-OPAl 1:500
Cambridge, Reino Unido

Fonte: Propria autora, 2024.

Para cada caso foram analizadas as areas totais dos dois cilindros, em um

aumento de 400X, ao microscopio optico. Uma analise descritiva detalhada do padréo

de coloracdo de cada marcador foi realizada por dois patologistas previamente

calibrados, de maneira idividual, e, posteriormente, em conjunto, para analise dos

casos divergentes. Cada caso foi classificado de acordo com a expressao de cada

marcador como ausente (0%), fraca (positividade em 1-15% das células tumorais),

moderada (positividade em 16-50% das células tumorais) e intensa (positividade em
51-100% das células tumorais) (MEYERHOLZ;BECKER, 2018). Posteriormente, as

laminas foram digitalizadas no scaner Aperio Scanscope CS.



24

3.5 Analise estatistica

A andlise descritiva foi inicialmente realizada para todos os dados
clinicopatologicos e imunohistoquimicos, com variaveis categoricas apresentadas
como numero absoluto e percentual, enquanto as variaveis continuas foram
apresentadas como média, desvio padrdo e intervalo. Para fins estatisticos, os casos
foram dicotomizados de acordo com o0s resultados imunoistoquimicos em
negativo/fraco e moderado/intenso, e os padrées de marcacédo foram correlacionadas
com os parametros clinicopatolégicos usando o teste qui-quadrado ou o teste exato
de Fisher.

As curvas de Sobrevida Especifica e Livre de Doenca foram construidas de acordo
com o método de Kaplan-Meier, e o teste univariado de log-rank foi aplicado para
investigar possiveis diferencas nas curvas de sobrevivéncia de cada variavel. A
andlise de riscos proporcionais de Cox foi utilizada para investigar a presenca de
determinantes prognésticos independentes, e todas as variaveis que alcancaram
significancia estatistica na andalise univariada foram incluidas no modelo multivariado.
Os testes estatisticos foram realizados usando o software SPSS, versdo 26.0 (SPSS,

Chicago, IL), com um nivel de confianga de 95% (p < 0,05).
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Abstract

Background: Mitochondrial fission and fusion processes are known as mitochondrial
dynamics and the occurrence of imbalances in the mitochondrial activity is related to the
pathogenesis of many human cancers. However, the importance of mitochondrial dynamics in
malignant salivary gland tumours remains unknown. Therefore, we aimed to investigate its
prognostic significance in adenoid cystic carcinoma (AdCC). Methods: Fifty-seven formalin-
fixed paraffin-embedded cases were retrieved and disposed in tissue microarray. Histological
sections were submitted to immunohistochemical reactions against AMT, DRP1, FIS1, MFN1,
MFN2 and OPAI proteins. Clinical data were retrieved from the patients’ medical files,
including specific and disease-free survival data. Results: It was observed that 50.9% of the
cases were strongly positive for AMT and DRP1, and 49.1%, 21.1%, 22.8% and 24.6% strongly
positive for FIS1, MFN1, MFN2 and OPAL, respectively. Reactions were observed in both
epithelial and myoepithelial components of the tumour. The higher expression of MFN2 was
associated with solid microscopic pattern (p = .016). DRP1 overexpression showed a trend
towards a shorter overall survival (p = .054), while negative/weak OPA1 showed a trend
towards a lower DFS (p=.051) in the univariate analysis, but no mitochondrial marker
represented an independent prognostic determinant under multivariate analysis. Conclusion:
In conclusion, mitochondrial dynamics markers do not seem to carry a prognostic significance

for AdCC patients, but these proteins may play an important role in its pathogenesis.

Keywords: adenoid cystic carcinoma, mitochondrial markers, metabolism, prognosis, salivary

gland neoplasms.
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Introduction

Adenoid cystic carcinoma (AdCC) corresponds to approximately 10% of all salivary
gland malignancies. It arises mostly from minor salivary glands of the palate and the parotid
glands, and mainly affects adults in their fifth to sixth decades of life2. AdCC is locally
invasive and tends to develop perineural and lymphovascular invasion, even in early-stage
lesions'#. The presence of microscopic features and the solid histological subtype, as well as
the occurrence of positive surgical margins lead to a significantly higher recurrence rate and
late distant metastasis, usually to the lungs (50%). Overall survival rates are reported to be
almost 90% after 5 years of follow-up, but it falls to approximately 50% to 70% after 10 years>®.

Molecular basis of AdCC has been proved to be highly complex and RNA sequencing
assays demonstrated the presence of a diverse number of mutations, involving different
molecular pathways and the translocation of chromosomes 6 and 9 that leads to the fusion of
the proto-oncogenes MYB/MYBL1 with the transcription factor NF1B gene was shown to be
of pathogenic importance for this tumour and highly specific for AdCC in the context of
salivary gland neoplasms’8. However, there is a huge variability in the incidence of this
molecular event (16%-100%), which limits its diagnostic use and its prognostic potential®!%*,
Therefore, the search for new prognostic markers remains desirable and a better understanding
of the molecular signature of this cancer needs to be further investigated.

Mitochondria are dynamic organelles under a constant process of fusion and fission that
are controlled by a complex interaction of mitochondrial proteins. These processes play an
important role in several biological events such as cell metabolism, proliferation,
differentiation, migration and invasion'?3, The expression of mitochondrial dynamic proteins
has been considered an important indicator of tumour activity in several human neoplasms and
seems to carry an important prognostic potential in melanoma, breast, prostate and lung

cancers!#1>1617.18 = The importance of these mitochondrial biomarkers for salivary gland
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neoplasms remains to be explored and very few data are currently available in literature, but an
increased number of mitochondria was shown in AdCC, which may be associated with tumour
aggressiveness®®. Therefore, the aim of the present study is to evaluate the expression pattern
of mitochondrial dynamic markers and to determine their possible prognostic potential for

patients affected by salivary gland AdCC.
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Material and Methods

Ethical aspects

This study was conducted following approval by the Ethical Committee of the
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil (process no.
65798717.3.0000.5149). All procedures were in accordance with the ethical standards of the
responsible committee on human experimentation (institutional and national) and with the

Helsinki Declaration of 1975, as revised in 2008.

Sample selection

Cases diagnosed as salivary gland AACC were retrieved from the pathology files of the
Getulio Sales Diagnosticos pathology service (Natal/Brazil) from 2010 and 2015. The original
H&E, any available special staining like PAS and/or mucicarmin, as well as the formalin-fixed
paraffin-embedded tissues of all cases were obtained for histopathological revision by two oral
pathologists using the current World Health Organization (WHO) guidelines for classification
of salivary gland tumors. Histologic parameters like perineural and vascular invasion, surgical
margins status and microscopic subtype were assessed. Clinical data of the cases were obtained
from the patients’ pathology and/or medical charts and included sex, age, location of the tumor,
clinical stage, and status of the patient at their last follow-up appointment. Specific survival
was calculated as the time between the treatment and patient’s death due to the neoplasm or
his/her last appointment, while disease free survival was obtained by the time between the
treatment and the tumor recurrence, patient’s last appointment or patient’s death due to the

tumor.
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Tissue Microarray construction

Microscopic slides stained with haematoxylin and eosin were assessed and two different
areas of the tumours were selected in order to obtain a representative sample for tissue
microarray block. Cores of 2.0mm of diameter were disposed in two 6 x 10 matrix ready-to-use
paraffin block (Sakura Co). Two cores of normal kidney and thyroid gland were inserted in the

left upper corner of each recipient block for orientation.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on 3-um-thick sections of TMA blocks on
salinized slides. Sections were deparaffinized and exposed to heat-induced antigen retrieval for
15 minutes with Tris-EDTA buffer (pH 9.0). Endogenous peroxidase activity was blocked with
20% H,0> followed by incubation with the primary antibodies overnight: Anti-mitochondrial
(AMT, clone 113-1, dilution 1:100, BioGenex, Fermont, CA, USA); Dynamin-related protein
1 (DRP1, clone 6Z-82, dilution 1:300, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA);
mitochondrial fission protein 1 (FIS1, clone B-5, dilution 1:50, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA); mitofusin-1 (MFNL1, clone D-10, dilution 1:100, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) and mitofusin-2 (MFN2, polyclonal, dilution 1:50, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), and optical atrophy protein (OPA1, clone EPR11057(B),
dilution 1:500, ABCAM, Cambridge, UK). Immunohistochemical reactions were revealed with
3,3’-diaminobenzidine (DAB; Sigma-Aldrich, St Louis, MO), and counterstained with Carazzi
haematoxylin. Liver (AMT and OPAT1), oncocytoma (FIS1 and DRP1) and Warthin’s tumour
(MFN1 and MFN2) were used as positive controls.

Slides were scanned into high resolution images and a detailed descriptive analysis of
the staining pattern of each marker was jointly done by two pathologists. Reactions were also

assessed and each case was classified according to the expression of each marker as absent
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(0%), weak (positivity in 1-15% of tumor cells), moderate (positivity in 16-50% of tumor cells)

and strong (positivity in 51-100% of tumor cells) staining.

Statistical methods

A descriptive analysis was initially performed for all clinicopathological and
immunohistochemical data, with categorical variables presented as absolute number and
percentage, while continuous variables were presented as mean, standard deviation (SD) and
range. For statistical purposes, cases were dichotomized according to the immunohistochemical
results as negative/weak and moderate/strong, and the immunostaining scores were correlated
with clinicopathologic parameters using chi-square or Fisher’s exact test. Specific and Disease-
free Survival curves were constructed according to the Kaplan-Meier method and the log-rank
univariate test was applied to investigate possible differences in the survival curves of each
variable. Cox proportional hazards analysis was used to investigate the presence of independent
prognostic determinants and all variables that achieved statistical significance in the univariate
analysis were included in the multivariate model. Statistical tests were carried out using the

SPSS software, version 26.0 (SPSS, Chicago, IL) with a 95% confidence level (p< .05).
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Results

Fifty-seven cases of AACC were retrieved and the detailed clinicopathological data of
this sample are reported in Table 1. Briefly, our sample showed a slight female predilection
(56.1%), with a mean age of 54.9 years-old (ranging from 23 to 86 years-old), and most of the
lesions (63.2%) affected the palate. Moreover, early TNM stage tumors (66.7%),
cribiform/tubular patterns (70.2%), absence of neural (63.2%) and vascular (63.2%) invasion
and negative surgical margins (77.2%), were observed in the majority of the cases. Surgical
excision was the treatment of choice for 61.4% of the patients, and recurrence was registered
for 28.9% of the patients after last follow-up.

The immunohistochemical results are detailed presented in Table 1. AMT, MFN2 and
MFN1 expression was considered strong in 50.9%, 22.8% and 21.1% of the cases, respectively,
in the cytoplasm of tumor cells, and both epithelial and myoepithelial cells were positive for
these proteins. DRP and FIS1 showed a strong expression in 50.9% and 49.1% of the cases
respectively, and staining predominated in the myoepithelial compartment. OPA1 exhibited a
strong expression in 24.6% of the cases, mostly in luminal cells (Figure 1). Investigating the
association between mitochondrial markers and clinicopathologic data it was observed that the
negative/weak expression of MFN2 was associated with cribiform/tubular histological subtype
(p=.016); the negative/weak expression of AMT was associated with neural invasion (p =.049),
moderate/strong expression of DRP1 (p<.01) was associated with tumours located in the palate,
and moderate/strong DRP1 expression was associated with neural invasion (p <.05) (Table 2).

Follow-up data was available for all patients, with a mean time of follow-up of 65.93
months (range from 5 to 174 months). The Kaplan-Meier survival curves showed a specific
survival rate of 69.1% after 5 years of follow-up, and 47.7% after 10 years of follow-up. The
DFS after 5 and 10 years of follow-up achieved 70.8% and 63.5%, respectively (Figure 2).

Log-rank univariate analysis (Table 3) demonstrated that advanced TNM stage, solid subtype,
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presence of vascular and neural invasion (p< .01) and positive surgical margins (p<.05) were
significantly associated with a lower specific survival rate, and moderate/strong DRP1
expression showed a strong trend towards a lower specific survival (p = .054). Meanwhile,
lesions affecting other locations than the palate, advanced T stage tumours, presence of vascular
invasion, positive surgical margins were associated with a lower DFS (p < .05), and OPAl
negative/weak expression showed a clear trend towards a lower DFS (p = .051). In the
multivariate model, only microscopic pattern exhibited an independent predictive value for
AdCC specific survival (p<.05), while positive surgical margins achieved significance for DFS

(p<.01) (Table 4).
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Discussion

Mitochondria constantly modify their number, shape and function according to the cell
requirements, and these alterations occur mainly through two processes, fission and fusion,
which are known as mitochondrial dynamics. More recently, new evidences have led to a better
understanding of mitochondrial dynamics, biogenesis and degradation, and their link to adverse
pathological alterations, including human cancer*?'*2°, Several studies demonstrate that an
imbalance in mitochondrial dynamics plays a key role in tumour initiation and progression, and
mitochondrial biomarkers could be useful as a diagnostic, prognostic and therapeutic tool?L.
Moreover, the expression of mitochondrial dynamics proteins may indicate tumour
aggressiveness, and may be used as predictive tool for oral squamous cell carcinoma and oral
melanoma2?22%; however, the importance of mitochondrial dynamics for salivary gland
tumours is largely unknown and our results demonstrated that despite the lack of a significant
prognostic determination, the proteins investigated seemed to carry some clinicopathological
and pathogenic importance for salivary gland AdCC.

AMT protein is used to determine the content of mitochondria within the cell. Elevated
mitochondrial content is reported to be associated with cancer progression and treatment
resistance*?4, Considering the clinicopathological data of our sample, a higher expression of
AMT was associated with a lower occurrence of neural invasion, a hallmark microscopic
finding of AdCC. At the same time, the mitochondrial fusion protein MFN2 revealed a
significant association with the solid variant of AdCC which characterizes a more aggressive
microscopic subtype of the tumour. MFN2 is a mitofusin found in the mitochondrial outer
membrane and its complex role in tumorigenesis has been studied in different types of cancer.
Although some results suggest that MFN2 acts as a pro-apoptotic and anti-proliferative protein
in tumour cells of a diverse group of human neoplasms, in lung adenocarcinomas, cervical and

breast cancers, MFN2 seems to contribute with tumour progression. Therefore, it is believed
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that MFN2 may impact oncogenes in different ways, depending on cancer type and
environmental conditions61718,

Regarding MFN1, Zhao et al. (2013) found that metastatic breast cancer cells expressed less
MFN1, which resulted in more fragmented mitochondria. More interesting, the authors
demonstrated that overexpression of MFN1 supressed metastatic abilities of breast cancer cells,
and silencing this protein enhanced the metastatic abilities of cancer cells®®. In the present
study, MFN1 was not associated with clinicopathological features.

OPAL1 is an inner membrane protein and in addition to the fusion process, one of its
main functions is to maintain cristae structure during cell apoptosis; therefore, it is considered
an anti-apoptotic protein®. Ovarian cancer studies found higher levels of OPA1 in cancer cells
associated with other mechanisms, which is reported to contribute to resistance to apoptosis?®.
OPAL1 is also overexpressed in oncocytic thyroid tumour cell lines; however, since no statistical
significance was found comparing with other cell lines, it was speculated to be a responsive
process to microenvironmental conditions?’. In the present study high expression of OPA1
almost achieved a statistical significance when its prognostic potential was investigated,
showing a clear trend towards a lower DFS in the univariate analysis.

DRP1 is one of the main proteins that regulates the fission process in mitochondria
dynamics. DRP1 upregulation is related to metabolic reprogramming which leads to disease
progression, and increased migration, invasion and metastatic capacities in a variety of
glandular cancers, including breast, prostate and thyroid'>!4>27 and cell proliferation in oral
squamous cell carcinoma?. In our sample, its higher expression was strongly associated with
the presence of neural invasion (p=.028), also revealing a trend toward significance when
patients’ death was evaluated, suggesting that this protein may play some role in the AdCC
behaviour. Since FIS1 and DRP1 are fission proteins, it is expected that they may behave

towards the same function (promoting tumorigenesis). Recently, high expression of FIS1 was
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reported to be associated with aggressive features and poor prognosis in oral melanoma
patients?? and metastasis in gastric adenocarcinoma and hepatocellular carcinoma?®=°. In our
sample, there were no association between FIS1 with clinicopathological prameters,

In conclusion, the mitochondrial dynamics markers seem to carry a limited prognostic
potential for the AdCC sample investigated, but their expression pattern suggests that these
components may play some important biological and pathogenic role for the development of

this aggressive neoplasm.
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Figures

Figure 1. A, B & C Expression of AMT, MFN1 and MFNZ2 in both epithelial and myoepithelial cells of AdCC, showing strong positivity (insert:
weak positivity for AMT, MFN1 and MFN1). D, E & F Strong expression of DRP1, FIS1 and OPAL in AdCC (insert: weak positivity for DRP1,
FIS1 and OPA1). DRP1 (D) and FIS1 (E) exhibit predominant positivity in myoepithelial cells. F shows positivity of OPA1, mostly in luminal

cells.
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Figure 2. Kaplan-Meier survival curves. A: Overall survival was 69.1% after 5 years of follow-up, and 47.7% after 10 years of follow-up. B:
Disease-free survival after 5 and 10 years of follow-up were 70.8% and 63.5%, respectively.



Tables

Table 1. Clinicopathologic characteristics of 57 cases of adenoid cystic carcinoma

Clinicopathological variables n (%)
Sex

Female 32 (56.1)
Male 25 (43.9)
Age (23-86)

<549 29 (50.9)
>54.9 28 (49.1)
Site

Palate 36 (63.2)
Others 21 (36.8)
T stage

Early stage (1,11) 48 (84.2)
Advanced stage (111, 1V) 9 (15.8)
N stage

Negative 42 (73.7)
Positive 15 (26.3)
M stage

Yes 13 (22.8)
No 44 (77.2)
TNM

Early stage (1, I1) 38 (66.7)
Advanced stage (111, 1V) 19 (33.3)
Histological pattern

Cribiform and Tubular 40 (70.2)
Solid 17 (29.8)
Vascular invasion

Yes 21 (36.8)
No 36 (63.2)
Neural invasion

Yes 21 (36.8)
No 36 (63.2)
Surgical margins

Positive 13 (22.8)
Negative 44 (17.2)
Treatment

Surgery 35 (61.4)
Surgery + Chemo/Radio 22 (38.6)
Recurrence

Yes 17 (29.8)
No 40 (70.2)
Status

Alive 35(61.4)
Dead 22 (38.6)
AMT

Negative/Weak 24 (42.1)
Moderate/Strong 29 (50.9)
MFEN1

Negative/Weak 31 (54.4)
Moderate/Strong 12 (21.1)
MFN2

Negative/Weak 37 (64.9)
Moderate/Strong 13 (22.8)
DRP1

Negative/Weak 16 (28.1)
Moderate/Strong 29 (50.9)
OPAl

Negative/Weak 27 (47.4)
Moderate/Strong 14 (24.6)
FIS1

Negative/Weak 23 (40.4)

Moderate/Strong 28 (49.1)




Table 2. Correlation between AMT, MFN1, MFN2, OPA1, FIS1 and DRP1 expression and clinicopathologic features

S g AMT MFN1 MIN2 OPAIl FIS1 DRP1

Clinicopathological - . - -

variables N+W M+S p- N+W M+S p- N+W M+S P N+W M+S p- N+W M+S P N+W M+S p-
(n) (n) value (n) (n) value (n) (n) value (n) (n) value (n) {n) value (m) (n) value

Sex

Female 9 20 0.022 16 7 0.692 23 ) 0.139 17 5 0.097 12 18 0.382 9 18 0.703

Male 15 9 15 5 14 8 10 9 11 10 7 11

Age

<549 10 15 0.465 14 7 0.438 16 8 0.256 12 9 0.228 12 13 0.683 6 16 0.256

>54.9 14 14 17 S 215 15 5 11 15 10 13

Site

Palate 15 18 0.974 17 10 0.158 21 9 0.522 13 10 0.196 12 19 0.254 5 21 <0.01

Others* 9 11 14 2 16 4 14 4 11 9 11 8

T stage

Early stage (1,11) 22 22 0.160 26 %) 1.000 30 11 1.000 22 13 0.645 19 23 1.000 15 24 0.399

Advanced stage (111, IV) 2 7 10 2 7 2 5 1 4 5 1 5

N stage

Negative 18 21 0.832 23 11 0.405 28 9 0.719 20 11 1.000 16 20 0.884 14 19 0.164

Positive 6 8 8 1 9 4 7 3 7 8 2 10

M stage

Yes 5 7 0.775 8 0 0.082 7 4 0.445 5 3 1.000 6 7 0.929 2 9 0.279

No 19 22 23 12 30 9 22 11 17 21 14 20

TNM

Early stage (L, 1) 18 17 0.210 20 10 0.290 25 8 0.693 18 10 1.000 14 18 0.802 13 17 0.189

Advanced stage (111, IV) 6 12 11 2 12 5 9 4 9 10 3 12

TTistological pattern

Cribiform and Tubular 17 19 0.680 19 10 0.279 30 6 0.010 19 10 1.000 17 19 0.637 13 17 0.189

Solid 7 10 12 2 7 7 8 4 6 9 3 12

Vascular invasion

Yes 11 8 0.168 13 3 0.484 15 4 0.742 11 5 0.754 10 8 0.268 D 12 0.502

No 13 21 18 9 22 9 16 9 13 20 11 17

Neural invasion

Yes 13 8 0.049 10 4 1.000 12 7 0.171 7 4 1.000 10 9 0.405 2 13 0.028

No 11 21 21 8 25 i 20 10 13 19 14 16

Recurrence

Yes 9 7 0.292 9 3 1.000 12 4 1.000 11 2 0.156 9 7 0.279 6 9 0.660

No 15 22 22 9 25 9 16 12 14 21 10 20

Status

Dead 10 11 0.782 12 3 0.492 13 7 0.236 9 5 0.879 10 10 3 15 0.055

Alive 14 18 19 9 24 6 18 9 13 18 0.572 13 14

44
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Table 3. Impact of clinicopathologic features and mitochondrial dynamics proteins in the 5 and
10-year overall survival and disease-free survival rates using the log-rank univariate analysis

Clinicopathological

Overall survival

Disease-free survival

variables 5-years 10-years Chi- p- 5-years 10-years Chi- p-
survival (%) srvival (%) square value DFS (%) DFS (%) square value

Sex

Female 67.1 54.3 0.037 0.847 64.5 64.5 0.238 0.626

Male 72.5 43.1 78.5 61.0

Age

<549 75.4 515 0.796 0.372 74.4 65.1 0.183 0.669

>54.9 60.5 45.4 67.1 67.1

Site

Palate 73.2 53.9 0.546 0.460 80.1 74.4 4.986 0.026

Others* 61.9 34.4 56.7 45.4

T stage

Early T stage (1,11) 79.2 56.7 14.867 <0.01 76.2 68.0 7.591 <0.01

ﬁ;’)"anced T stage (111, 222 111 375 375

N stage

Negative 80.7 68.8 14.094 <0.01 71.9 67.1 0.217 0.641

Positive 40.7 8.1 67.5 50.6

M stage

Yes 48.1 9.6 8.604 <0.01 64.5 484 0.491 0.484

No 76.2 65.0 72.7 67.8

TNM

Early stage (I, 1) 84.0 76.4 17.310 <0.01 76.9 714 2.706 0.100

Advanced stage (ll1, 1V) 43.0 12.3 58.4 46.7

Histological pattern

Cribiform and Tubular 85.6 75.1 25.907 <0.01 72.7 67.9 1.151 0.283

Solid 32.7 0.00 69.3 55.5

Vascular invasion

Yes 51.6 22.3 8.115 <0.01 38.0 253 22.138 <0.01

No 80.2 66.8 90.7 90.7

Neural invasion

Yes 354 0.00 31.172 <0.01 62.3 46.7 2.628 0.105

No 90.5 79.8 76.2 71.4

Surgical margins

Positive 53.8 215 5.228 0.022 154 0.00 48.897 <0.01

Negative 74.0 59.7 90.0 90.0

Treatment

Surgery 73.3 61.5 2.508 0.113 65.1 59.2 0.761 0.383

Surgery + Chemo/Radio 62.3 27.3 80.4 70.4

AMT

Negative/Weak 64.8 37.0 0.031 0.886 62.0 51.7 0.585 0.444

Moderate/Strong 67.4 53.1 74.7 74.7

MFN1

Negative/Weak 72.9 43.2 0.698 0.403 72.9 66.2 0.031 0.861

Moderate/Strong 75.0 68.6 68.6

MFN2

Negative/Weak eyl B 0758 0384  69.1 55.9 0001 0972

Moderate/Strong ) ) 64.5 64.5

DRP1 778

Negative/Weak 67'2 28‘ 2 3.719 0.054 62.5 62.5 0.107 0.743

Moderate/Strong ) ) 71.7 57.3

OPA1

Negative/Weak ggg ig; 0023 0879 585 50.2 3811 0051

Moderate/Strong ) ) 92.3 80.8

FIS1 73.4 22.6

Negative/Weak 66.0 59'4 0.230 0.631 66.3 49.8 0.396 0.529

Moderate/Strong ) ) 73.0 73.0
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Table 4. Multivariate Cox regression model for overall survival and disease-free survival

Overall survival Disease-free survival

Variables Hazard 95% CI | Hazard 95% CI p-
ratio Lower Upper p-va ratio  Lower Upper value
T stage 2.268 0.775 6.640 0.135 0.208 0.040 1.084 0.062

N stage 6.604 0.723 60.292 0.094 NA NA NA NA

M stage 0.407 0.053 3.149 0.389 NA NA NA NA

Microscopic pattern 3.931 1.367 11.301 0.011 NA NA NA NA
Vascular invasion 1.547 0.452 5288 0.487 0.580 0.129 2.601 0.477

Neural invasion 2.739 0.799 9.393 0.109 NA NA NA NA
Surgical margins 1.953 0531 7.185 0314 0.072 0.015 0.343 <0.01
Site NA NA NA NA 1.325 0414 4242 0.635
OPA1l NA NA NA NA 2.530 0.526 12,172 0.247

NA: not applicable.
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5 CONCLUSAO

Os marcadores da dinamica mitocondrial parecem ter um potencial prognéstico
limitado para a amostra de CAC investigada, mas seu padrdo de expressao sugere
que esses componentes podem desempenhar algum papel biolégico importante para

o desenvolvimento dessa neoplasia agressiva.

Considerando o atual conhecimento da base molecular do CAC, diversos
biomarcadores, mesmo nao apresentando associacdo com o0 prognostico de
pacientes, apresentam potencial para o desenvolvimento de terapias sistémicas alvo,

demonstrado através de resultados de estudos in vitro.

Assim, outros estudos que avaliem os marcadores de dinamica mitocondrial,
através de experimetnos que possibilitem o uso de metodologias mais elaboradas,
tecnologia avancada e ensaios laboratoriais mecanisticos, sdo necessarios para
melhor compreender a acdo da dinamica mitocontrial no processo de tumorigénese
do CAC.
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Biomateriais da FAO-UFMG:

- padronizacao e realizacdo das reacdes de hibridizac&o in situ por cromégeno
(CISH) para as sondas EBV; HPV high-risk; HPV 6-11; kappa e lambda

- padronizagdo das reacOes de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH)
para as sondas: CCDN1, MYC, BCL-2. (em andamento);

- Membro da Comissédo Organizadora do Curso de Atualizacdo em Patologia de
Glandula Salivar (2022), Coordenado pelo Prof. Felipe Paiva Fonseca, ofertado pelo
CENEX;

- Membro da Comisséo Organizadora do 47° Congresso Brasileiro de Estomatologia
e Patologia Oral/ 2022;
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- Banca de Avaliacéo das Apresentacdes Orais de Pdsteres durante o 47° Congresso
da Sociedade Brasileira de Estomatologia e Patologia Oral/ 2022;

- Mobilidade académica: Faculdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP) —
Outubro/2022;

- Mobilidade académica: Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto — Belém/PA
Margo/2022;

- Participacdo em banca de Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em

Odontologia) - Universidade Federal de Minas Gerais/ 2022;

- Membro da Comisséo Organizadora do Curso de Atualizagcdo em Doencgas da Boca

(2021), Coordenado pelo Prof. Felipe Paiva Fonseca, ofertado pelo CENEX;

- Comisséao online de Pré-Avaliacdo dos Trabalhos Inscritos no XV Encontro Cientifico
da FO/UFMG (2021);
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do perfil proteémico dos tumores de glandulas salivares
Pesquisador: Felipe Paiva Fonseca

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 65798717.3.0000.5149

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

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.315.994

Apresentacao do Projeto:

Neste projeto de pesquisa serdo recuperados de forma retrospectiva dos arquivos de patologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) os tecidos de 130 tumores de
glandulas salivares e 10 glandulas salivares normais ambos fixados em formol e emblocados em parafina na
seguinte distribuicdo: 10 casos de carcinoma adenoide cistico, 10 casos de adenocarcinoma polimorfo de
baixo grau, 10 casos de carcinoma mucoepidermoide, 10 casos de carcinoma secretério, 10 casos de
carcinoma de células acinares, 10 casos de carcinoma exadenoma pleomérfico, 10 casos de carcinoma
epitelial-mioepitelial, 10 casos de carcinoma mioepitelial, 10 casos de adenocarcinoma sem outra
especificagdo, 10 casos de adenoma pleomérfico, 10 casos de tumor de Whartin, 10 casos de adenoma
canalicular, 10 casos de adenoma de células basais e 10 casos de glandulas salivares menores presentes
em bidpsias de mucocele. Novos cortes histolégicos corados em hematoxilina e eosina (H&E) serdo
revisados de acordo com os critérios atuais da Organizacdo Mundial da Saude por dois patologistas orais de
forma independente para confirmagao diagnéstica e descricdo das caracteristicas microscépicas de cada
caso.

Os dados clinico-patolégicos referentes a idade, sexo, localizagdo da leséo, presenca de dor e parestesia,
presenca de recidivas e/ou metastases a distancia, tratamento realizado, e acompanhamento (paciente vivo
ou morto), serdo recuperados também retrospectivamente dos
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prontuarios médicos e odontolégicos dos pacientes. Para avaliagdo do potencial de determinacédo
prognoéstica dos biomarcadores, a expressdo destas proteinas

sera correlacionada com a sobrevida livre de doenca (definida como sendo o tempo entre a data do
tratamento realizado e a ocorréncia da recidiva do tumor ou ultimo acompanhamento livre de doencga) e a
sobrevida total (definida como sendo o tempo entre a data do tratamento realizado e a data do ébito do
paciente ou do ultimo acompanhamento) dos pacientes estudados. Para analise do perfil proteémico das
neoplasias investigadas, serdo confeccionados no laboratério de patologia da Faculdade de Odontologia da
UFMG (Belo Horizonte — MG) novos cortes histolégicos de 10m de espessura de cada um dos blocos de
parafina recuperados. As células neoplasicas serdo selecionadas por meio de microdissecg¢ao a laser
utilizando-se o equipamento disponivel no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG (Belo Horizonte —
MG) e entdo submetidas a analise protedmica pela técnica de espectrometria de massas que sera realizada
no Laboratério Nacional de Biociéncias (Campinas - SP). Apés a identificagdo dos potenciais marcadores
diagnésticos e prognoésticos por meio da espectrometria de massas, estes marcadores serdo entédo
validados quanto aos seus potenciais preditivos utilizando 40 casos adicionais de cada neoplasia. Estes
casos serdo entdo organizados em microarranjo tecidual em matriz (tissue microarray - TMA) utilizando-se o
equipamento de TMA disponivel na Faculdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP) (Piarcicaba - SP)
para otimizar o uso dos tecidos parafinados e diminuir os custos da pesquisa, e serdo entdo submetidos a
reagdes de imunoistoquimica para detecgdo das proteinas de interesse na Faculdade de Odontologia da
UFMG (Belo Horizonte — MG). O perfil de expressdo dos marcadores sera determinado por meio de analises
digitais utilizando-se um escaneador de laminas e algoritmos digitais disponiveis na Faculdade de
Odontologia de Piracicaba (UNICAMP) (Piarcicaba - SP).

Testes estatisticos serdo utilizados para determinar o potencial prognéstico e diagnéstico de cada marcador
investigado.

Objetivo da Pesquisa:

Hipotese:

A determinacao do perfil protedmico das neoplasias de glandulas salivares sera util para a aquisicao de
novos biomarcadores com potenciais diagnéstico e progndstico.

Objetivo Primario:

Identificar novos biomarcadores diagnésticos e prognésticos para neoplasias de glandulas salivares por
meio da determinagdo do perfil protedbmico destes tumores.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o pesquisador:

Riscos:

Uma vez que as bidpsias e cirurgias foram realizadas independentemente e previamente ao planejamento
desta pesquisa, sendo os blocos de parafina coletados de forma retrospectiva de arquivos a partir da
autorizagdo dos participantes, espera-se que apenas a identificagdo do sujeito represente um potencial risco
ou desconforto ao mesmo. Para minimizar este possivel desconforto, destacamos que os dados de
identificacdo dos

participantes ficardo sob a guarda restrita dos pesquisadores durante a realizagdo da pesquisa, na
Faculdade de Odontologia da UFMG (Belo Horizonte — MG), sendo de cunho confidencial e seu nome néo
sera divulgado.

Beneficios:

Nao havera beneficio direto ao sujeito, uma vez que as bidpsias e cirurgias foram realizadas
independentemente da pesquisa e anterior a ela. Com relagdo aos beneficios cientificos, essa pesquisa
gerara um maior conhecimento a cerca do comportamento biolégico de um grupo de neoplasias que
compromete a qualidade de vida dos individuos afetados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante para as areas de Medicina e Odontologia, especialmente para as sub areas de Patologia
Oral, Estomatologia, Cirurgia de cabecga e pescogo, Cirurgia bucomaxilofacial e Oncologia. O projeto sera
desenvolvido pelo Prof. Dr. Felipe Paiva Fonseca, com término previsto para 01/06/2021.

As solicitagdes do COEP foram atendidas:

- foram realizadas adequagdes no TCLE;

- as informagdes sobre os riscos da pesquisa foram acrescentadas no corpo do projeto (de acordo com o
que estava descrito no TCLE);

- em relagdo a anuéncia do ICB da UFMG e do Laboratério Nacional de Biociéncias (Campinas - SP, o autor
esclareceu que o acesso a estas instalagcdes se da por meio de solicitagbes e agendamentos a serem
realizados no momento mais oportuno. O pedido de uso destes laboratérios se da por meio de fluxo
continuo durante o ano. Este esclarecimento foi incluido também no texto do projeto.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram incluidos os seguintes documentos:
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- Informagées Basicas do Projeto;

- Projeto de pesquisa Detalhado;

- TCLE;

- Justificativa de atraso na resposta as consideragdes propostas pelo COEP;
- Carta resposta as recomendagdes do COEP;

- Curriculo vitae do pesquisador responsavel;

- Parecer com aprovagao do projeto de pesquisa pelo departamento;

- Declaragao de Instituicdo e Infraestrutura (carta de anuéncia da Faculdade de Odontologia da UFMG);
- Folha de rosto.

Recomendacgoes:

Recomenda-se a aprovacgéo do projeto de pesquisa.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Somos favoraveis a aprovacéo do projeto "Estudo do perfil protedmico dos tumores de glandulas salivares”
do pesquisador responsavel Prof. Dr. Felipe Paiva Fonseca.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolugcdo CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagéo relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22/09/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_877835.pdf 14:57:12
Projeto Detalhado / |Projeto_de_pesquisa.doc 22/09/2017 |Felipe Paiva Fonseca| Aceito
Brochura 14:56:55
Investigador
TCLE / Termos de | Justificativa_de_atraso.docx 22/09/2017 | Felipe Paiva Fonseca| Aceito
Assentimento / 14:56:03
Justificativa de
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QReran
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Auséncia Justificativa_de_atraso.docx 22/09/2017 |Felipe Paiva Fonsecal Aceito
14:56:03
TCLE / Termos de | TCLE_revisado.doc 22/09/2017 |Felipe Paiva Fonseca| Aceito
Assentimento / 14:55:34
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |Resposta_aos_comentarios.docx 22/09/2017 |Felipe Paiva Fonseca| Aceito
Assentimento / 14:55:21
Justificativa de
Auséncia
Qutros Curriculo_vitae_Lattes.pdf 15/03/2017 |Felipe Paiva Fonseca| Aceito
09:15:21
Qutros Aprovacao_do_Departamento.pdf 15/03/2017 |Felipe Paiva Fonseca| Aceito
09:05:03
Declaragao de Declaracao_de_instituicao_e_infraestrut| 15/03/2017 |Felipe Paiva Fonseca| Aceito
Instituicédo e ura.pdf 09:03:57
LInfraestrutura
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 15/03/2017 |Felipe Paiva Fonseca| Aceito
09:02:14
Qutros 65798717 3aprovacaoassinada.pdf 05/10/2017 | Vivian Resende Aceito
10:53:13
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
BELO HORIZONTE, 05 de Outubro de 2017
Assinado por:
Vivian Resende
(Coordenador)
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