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RESUMO

OLIVEIRA, CA. Perfil mutacional de neoplasias do ducto intercalar da glandula salivar.
[Tese]. Sao Paulo: Fundagao Antonio Prudente; 2025.

Introducéo: Os tumores de glandulas salivares formam um grupo heterogéneo de lesdes raras,
representam até 6% dos tumores de cabeca e pescoco e demonstram ampla diversidade
morfologica, principalmente entre as neoplasias com participacdo do componente mioepitelial.
No ambiente do ducto intercalar da glandula, composto por células epiteliais e mioepiteliais, se
originam neoplasias de carater Unico e padrdes histologicos distintos. Essa diversidade ¢
frequentemente atribuida ao potencial de diferenciagdo das células mioepiteliais. Nas
neoplasias derivadas dessa regido, que compdem o grupo de interesse deste estudo, essas células
apresentam participa¢do parcial ou completa, nas seguintes neoplasias benignas, adenoma
pleomorfico, mioepitelioma e adenoma de células basais, e nas neoplasias malignas: carcinoma
ex-adenoma pleomorfico, carcinoma mioepitelial e adenocarcinoma de células basais. Essas
neoplasias apresentam entre si, diversas similaridades de caracteristicas histoldgicas, e por esse
motivo, mesmo que atualmente sejam classificadas como tumores distintos, ha na literatura uma
duvida quanto a heterogeneidade citologica desses tumores, se de fato trata-se de entidades
diferentes ou poderiam ser espectros de um mesmo tumor. Objetivos: A heterogeneidade
morfologica desses tumores impacta e gera desafios diagnosticos e de classificagdo. Assim,
compreender suas bases moleculares, por meio de um painel de mutagdes, pode contribuir para
o refinamento da diferenciacdo entre essas lesdes. Metodologia: A partir de um banco de dados
prévio do grupo, o DNA de 31 amostras parafinadas dos 6 subtipos tumorais foi selecionado
para extragdo. Apds aplicagdo de critérios como, quantidade minima de massa, porcentagem de
células tumorais, ¢ avaliacdo da qualidade do DNA, obtivemos 15 amostras aptas para
realizacdo de analise exploratoria de sequenciamento utilizando um painel que abrange 409
genes associados a cancer, e dessas, 13 amostras tiveram resultados satisfatorios de métricas de
qualidade po6s sequenciamento. Apos avaliacdo desses indices e a identificacdo em bancos de
dados, ferramentas de predicao e bioinformaticas e estudo na literatura, variantes genéticas de
interesse passaram pela andlise de validacao por sequenciamento direcionado por amplicon.
Adicionalmente, avaliou-se o gene CTNNBI, com foco no éxon 3, regido de hotspot, permitindo
comparagao com achados prévios obtidos por imunohistoquimica em estudos prévios do grupo
e da literatura relacionados a adenoma de células basais e presente em nossa casuistica.
Resultados e Discussao: Inicialmente, foram observadas 94 variantes em 73 genes na analise
por painel. Posterior as avaliagdes mencionadas, 33 variantes foram pré-selecionadas e dessas,
variantes nos genes NOTCHI, NOTCH2, KMT2D e DNMT3A seguiram para a etapa de
validagdo, considerando o potencial de oncogenicidade, frequéncia alélica e dados de literatura,
possibilitando investigar associagdes com subtipos tumorais, vias de sinalizacao e potenciais
interagdes relevantes. Dessas, apenas as variantes em NOTCH1 puderam ser validadas. Além
disso, 20 casos adicionais foram analisados por sequenciamento por amplicon, permitindo
confirmar, em parte das amostras, a presenga das mesmas variantes em NOTCH previamente
validadas. Do ponto de vista estatistico, a presenga de mutacdes em NOTCHI mostrou-se
significativamente associada a pior progndstico e a desfechos clinicos desfavoraveis. A andlise
das alteragoes em CTNNBI revelou possiveis variantes relacionadas com subtipos tumorais,
onde, identificamos a mesma muta¢cdo em adenoma de células basais previamente relatada na



literatura, bem como novas, como a p.Gly34Glu em adenoma pleomorfico e classificado como
potencialmente oncogénico. Conclusdo: As neoplasias avaliadas ndo puderam ser
diferenciadas por um perfil mutacional especifico. Entretanto, alteracdes presentes em
NOTCH]I demonstraram possivel associagdo com pior desfecho clinico. Por fim, os resultados
sugerem que essas neoplasias possam representar espectros histologicos diferentes de uma
mesma neoplasia.

Palavras-chave: Neoplasias das Glandulas Salivares. Mutacdo. Sequenciamento de Nova
Geragao.



ABSTRACT

OLIVEIRA, CA. Mutational Profile in Salivary Gland Intercalated Duct Neoplasms.
[Tese]. Sao Paulo: Fundagdo Antonio Prudente; 2025.

Introduction: Salivary gland tumors constitute a heterogeneous group of rare lesions,
accounting for up to 6% of head and neck tumors, and exhibit broad morphological diversity,
particularly among neoplasms with myoepithelial component involvement. Within the
intercalated duct environment of the salivary gland, composed of epithelial and myoepithelial
cells, neoplasms with unique biological behavior and distinct histological patterns arise. This
diversity is frequently attributed to the differentiation potential of myoepithelial cells. In
neoplasms derived from this region, which comprise the group of interest of the present study,
these cells show partial or complete participation in the following benign neoplasms:
pleomorphic adenoma, myoepithelioma, and basal cell adenoma, and in the malignant
neoplasms: carcinoma ex pleomorphic adenoma, myoepithelial carcinoma, and basal cell
adenocarcinoma. These neoplasms share several histological similarities, and for this reason,
despite currently being classified as distinct tumors, there is uncertainty in the literature
regarding their cytological heterogeneity, questioning whether they truly represent different
entities or rather distinct spectra of the same tumor. Objectives: The morphological
heterogeneity of these tumors impacts and creates diagnostic and classification challenges.
Thus, understanding their molecular bases through a mutation panel analysis may contribute to
refining the differentiation among these lesions. Methodology: From a previously established
database of the research group, DNA from 31 formalin-fixed paraffin-embedded samples
representing the six tumor subtypes was selected for extraction. After applying criteria such as
minimum tissue mass, tumor cell percentage, and DNA quality assessment, 15 samples were
deemed suitable for exploratory sequencing analysis using a panel covering 409 cancer-
associated genes, of which 13 samples achieved satisfactory post-sequencing quality metrics.
Following the evaluation of these indices and variant identification using databases, prediction
tools, bioinformatic analyses, and literature review, genetic variants of interest underwent
validation analysis by targeted amplicon sequencing. Additionally, the CTNNBI gene was
evaluated, with a focus on exon 3, a hotspot region, allowing comparison with previous findings
obtained by immunohistochemistry in prior studies conducted by the group and in the literature,
particularly those related to basal cell adenoma and present in our cohort. Results and
Discussion: Initially, 94 variants across 73 genes were identified through panel analysis. After
the evaluations, 33 variants were  preselected, of  which  variants
in NOTCHI, NOTCH2, KMT2D, and DNMT3A proceeded to the validation stage, considering
oncogenic potential, allelic frequency, and data from the literature, enabling the investigation
of associations with tumor subtypes, signaling pathways, and potentially relevant interactions.
Among these, only NOTCH] variants were successfully validated. In addition, 20 additional
cases were analyzed by amplicon sequencing, allowing partial confirmation of the presence of
the same previously validated NOTCH] variants. From a statistical standpoint, the presence
of NOTCHI mutations was significantly associated with poorer prognosis and unfavorable
clinical outcomes. Analysis of CTNNBI alterations revealed possible variants related to tumor
subtypes, including the identification of the same mutation in basal cell adenoma previously



reported in the literature, as well as novel variants, such as p.Gly34Glu in pleomorphic
adenoma, classified as potentially oncogenic. Conclusion: The evaluated neoplasms could not
be differentiated by a specific mutational profile. However, alterations in NOTCHI
demonstrated a possible association with poorer clinical outcomes. Finally, the results suggest
that these neoplasms may represent different histological spectra of the same neoplastic entity.
Keywords: Salivary Gland Neoplasms. Mutation. Next-Generation Sequencing
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1 INTRODUCAO

1.1 Glandulas salivares

As glandulas salivares sdo estruturas exocrinas distribuidas pela regido de cabega e
pescoco e apresentam-se anatomicamente em trés pares de glandulas maiores, sendo, parotidas,
submandibulares e sublinguais. E inumeras glandulas menores localizadas na cavidade oral,
laringe e faringe. A glandula ¢ composta pela por¢ao parenquimatosa, onde estdo localizadas
as unidades secretoras e ductais, e pelo estroma glandular, formado pelo tecido conjuntivo que
envolve vasos linfaticos, nervos e vasos sanguineos (Jaeger e Freitas 2016; Junqueira e Carneiro
2018).

Do ponto de vista histologico, sdo constituidas principalmente por trés tipos celulares:
acinares, ductais e mioepiteliais. Estruturalmente, os acinos (ou unidades secretoras), siao
constituidas por cé€lulas serosas, mucosas ou mistas, sendo responsaveis pela producdo da
saliva. A porcao ductal, ¢ subdividida em ducto intercalar, estriado e excretor e responsavel
pela conducdo e modificacdo do fluido salivar. As células mioepiteliais, que auxiliam na
expulsdo da saliva, mediante sua contragdo, estdo presentes dos acinos ao ducto intercalar
(Figura 1) (Milletich 2010; Jaeger e Freitas 2016; de Paula et al. 2017; Junqueira e Carneiro
2018).

Essa organizacdo esta relacionada a fungao essencial das glandulas, a secregao de saliva,
que ¢ um fluido complexo e exerce diferentes agdes fundamentais, tais como, atuar como efeito
protetor em dentes e mucosa, garantir a umidade da cavidade oral, secrecao de proteinas
digestivas, formagao do bolo alimentar, manuten¢ao do pH, agdo bactericida para o ambiente

bucal e manuten¢ao da homeostase oral (Ghannam e Singh 2019; Athwal e Lombaert 2020).
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Figura 1 - Representagdo estrutural da glandula salivar, indicando os ductos, acinos e porgao
parenquimatosa.
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Fonte: Oliveira, CA 2021, p.1 [Dissertacao].

Legenda: Representacdo esquematica da organizacdo histologica da glandula salivar, evidenciando os acinos
serosos e mucosos, o sistema ductal (ductos intercalar, estriado e excretor) e os principais componentes do estroma,
incluindo tecido conjuntivo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e inervagao.

1.2 Cé¢lulas mioepiteliais

A identificagdo das células mioepiteliais na glandula salivar foi observada pela primeira
vez em 1966 por Tamarin, estando localizadas entre as células epiteliais € a membrana basal e
unidas a unidade secretora terminal (4cinos) e ao ducto intercalar através de desmossomos.
Acredita-se que essas células provém de células pluripotentes, mas atualmente as informacgdes
de literatura sobre essa questdo sdo limitadas, por isso, o que se sabe ¢ que elas exercem uma
acdo essencial na morfogénese das glandulas nas diversas etapas do desenvolvimento ¢ na
diferenciagdo de células epiteliais através da secrecdo de citocinas e fatores de crescimento
(Ianez et al. 2010; Chitturi et al. 2015; Shah et al. 2016).

Além disso, suas fungdes desempenham um importante papel nas caracteristicas
fenotipicas e fisioldgicas da glandula, tais como: organizagdo estrutural da unidade secretora
terminal, formacdo e manuten¢do da membrana basal, a producdo de proteinas atuantes como

supressores tumorais (inibidores de proteinase e fatores anti-angiogénese), manutencdo da
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polaridade, funcdo sensorial, transporte de metabolicos, capacidade de contragdo e a interagado
com o microambiente local (Nanci 2013; Chitturi et al. 2015; Shah et al. 2016; Alali e Kochaji
2018; Ghannam e Singh 2019).

Tais caracteristicas e fungdes exercidas por essas células estao diretamente relacionadas
ao seu alto potencial de diferenciacdo. Em diferentes contextos, sua capacidade de produzir
componentes da matriz extracelular contribui significativamente para a variedade morfologica
observada nas neoplasias de glandulas salivares. Além disso, as células mioepiteliais participam
da diferenciagdo das células epiteliais, da sintese da membrana basal e da secrecdo de maspina,
uma proteina com funcao supressora tumoral (Katabi et al. 2010; Shah et al. 2016).

No contexto neoplasico, destaca-se ainda a marcante plasticidade fenotipica das células
mioepiteliais, que podem assumir formas distintas no microambiente tumoral, como
configuragdes estreladas, fusiformes, plasmocitoides ou claras. Essa versatilidade impacta
diretamente o comportamento tumoral e contribui para a pluralidade celular observada em um
mesmo tipo de neoplasia. Diante disso, compreende-se que essas caracteristicas podem
influenciar de maneira significativa a arquitetura histologica dos tumores, bem como seu

potencial de recidiva e invasao (Katabi et al. 2010; Shah et al. 2016).

1.3 Tumores de glandula salivar

Os tumores de glandula salivar (TGS) representam cerca de 3-6% das neoplasias de
cabeca e pescoco, e cerca de 0,5% de todas as neoplasias malignas em humanos e tendo as
glandulas salivares maiores como sitios mais acometidos. Atualmente, trata-se de um grupo
heterogéneo, com ampla variabilidade clinica, histologica e moleculares, o que gera
complexidade e dificuldade para um diagnostico diferencial em alguns casos e opgdes de
abordagens terapéuticas (Noel et al. 2018; Sowa et al. 2018).

A classificacdo dos tumores ¢ baseada nos critérios publicados pela Organizagdo
Mundial da Saude (OMS). Em 2022, houve atualizacdo da classificagdo dos tumores de
glandula salivar e atualmente comtempla cerca de 30 subtipos histologicos, entre malignos e
benignos, baseados nos critérios morfologicos e citogenéticos para classificagdo, relacionados
a marcadores moleculares e imunoistoquimicos que podem ser incorporados no auxilio
diagnostico (Lin et al. 2018; Meyer et al. 2021; Skalova et al. 2022).

Esses tumores podem se originar a partir de diferentes regides da glandula, e realizar

essa identificacdo ¢ fundamental para diferenciacdo tumoral. Visto que tumores de origem
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acinar se contrastam com os de origem ductal pelas populagdes celulares presentes, porém
quando observamos neoplasias originadas no ducto intercalar (Figura 2) ¢ possivel identificar
participagcdo do componente mioepitelial de modo parcial ou completo e uma sobreposigao de
caracteristicas histologicas e imunoistoquimicas em diferentes tumores, resultando em um
amplo espectro de diferenciagdo da matriz extracelular e producdao de diferentes padrdes
arquitetonicos em um mesmo tipo tumoral. Essas variacdes histologicas geram um amplo
espectro morfologico e implicam em dificuldades tanto no diagnostico quanto na classificagdo
dessas neoplasias (Chitturi et al. 2015; Shah et al. 2016; Cheuk e Chan 2020; Skalova et al.
2022).

Figura 2 - Representagdo da distribuicdo de células mioepiteliais na estrutura da glandula
salivar e das neoplasias benignas e malignas derivadas do ducto intercalar.
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Fonte: Adaptado de Adams et al. 2013.

Legenda: Representagdo esquematica da unidade ducto-acinar da glandula salivar, com destaque para o ducto
intercalar (em evidéncia). O esquema ilustra os principais compartimentos celulares envolvidos, incluindo células
ductais e células basais/mioepiteliais e os subtipos neoplasicos benignos e malignos que sdo objeto de estudo nesta
pesquisa.

Dentro deste grupo destacam-se alguns subtipos de neoplasias que sdo consideradas
raras e com informagdes limitadas na literatura quanto a questoes que possam auxiliar a elucidar
questdes quanto a sua composicao, através de estudos relacionados aos seus perfis de alteracgoes.

Dentre esses tumores, neste estudo destacam-se o adenoma pleomorfico, carcinoma ex-
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adenoma pleomorfico, mioepitelioma, carcinoma mioepitelial, adenoma de células basais e

adenocarcinoma de células basais (Figuras 3 e 4) (Chitturi et al. 2015; Shah et al. 2016).

1.3.1 Adenoma pleomorfico

O adenoma pleomorfico (AP) ¢ o tumor benigno de glandula salivar mais
frequentemente encontrado, correspondendo a uma média de 60% dos tumores de glandulas
salivares registrados e acometendo principalmente a paroétida. Histologicamente, ¢ considerado
um tumor localizado, com presenca de capsula, de lenta progressdo e com caracteristicas mistas
quanto a constitui¢do, que pode variar de mixoide a condroide, sendo também considerado um
tumor bifasico devido a sua composi¢do que conta com células epiteliais, mioepiteliais e
mesenquimais que ddo as caracteristicas para um diagndstico microscopico. E uma neoplasia
conhecida pelas frequentes recorréncias e até mesmo a transformagdo maligna, mas com taxas
de sobrevida que variam de 25-65%. Foi identificada a presenca de alteragdes em PLAGI em
pacientes com este tipo tumoral. Contudo, essas alteracdes também podem ser vistas em outros
tipos tumorais, por isso a necessidade de estudos genéticos para entendimento da composi¢ao
de alteragdes moleculares nestas neoplasias (Seok et al. 2019; Almeslet 2020; Hernandez-Prera

et al. 2020; Young e Okuyemi 2020).

1.3.2 Carcinoma ex-adenoma pleomorfico

O carcinoma ex-adenoma pleomorfico (CAEX) ¢ definido como um tumor maligno,
originado no ducto intercalar, a partir da recorréncia do adenoma pleomorfico benigno primario
e que pode ser composto de varios subtipos histologicos, porém os mecanismos ainda ndo sao
totalmente conhecidos. Trata-se de um tumor considerado raro, representando 3,6% dos
tumores de glandula salivar, acometendo principalmente a glandula pardétida, e ¢ relatada sua
ocorréncia em 0,15% das lesdes de cabega e pescogo (Shah et al. 2016; Yin e Ha 2016; Kessler
¢ Bhatt 2018).

Histopatologicamente, o CAEX ¢ classificado em categorias de acordo com seu grau de
crescimento, sendo elas, carcinomas intracapsulares, minimamente invasivos e amplamente
invasivos. E identificado como um carcinoma agressivo, com alta taxa de metastases locais ou
a distancia, principalmente em casos amplamente invasivos. Nesta neoplasia, as modificacdes

iniciais consistem comumente em células tumorais que substituem a camada epitelial do ducto



22

interno normal, deixando a camada mioepitelial localizada na periferia normal e intacta. As
alteracodes celulares atipicas variam de difusas a focais, € em sua maioria, conta com areas
multifocais contendo carcinoma, que frequentemente supera e substitui os elementos benignos
(Covinsky et al. 2018; Seok et al. 2019; Okano et al. 2020).

Em geral os CAEXs sdo de alto grau com caracteristicas malignas bem definidas, como
crescimento infiltrativo, alta atividade mitotica, pleomorfismo nuclear e necrose, enquanto
poucos casos destes tumores sdo de baixo grau. Sendo assim, considerando tamanha
heterogeneidade, o papel das cé€lulas mioepiteliais na progressao tumoral vem sendo estudado,
pois tem sido notado que ao invés de atuar como supressor tumoral, essas células tém
contribuido para um microambiente que favorece a progressao tumoral (Shah et al. 2016; Yin
e Ha 2016; Kessler e Bhatt 2018; Covinsky et al. 2018; Seok et al. 2019; Okano et al. 2020;
Scarini et al. 2021).

1.3.3 Mioepitelioma

O mioepitelioma ¢ descrito como um tumor benigno de glandulas salivares que acomete
principalmente a paré6tida ou o palato quando em glandulas menores e representa cerca de 2%
das neoplasias de glandulas salivares. Histopatologicamente, ¢ identificado como um tumor
bem circunscrito e encapsulado de células mioepiteliais com caracteristicas diversas (podendo
variar de fusiformes a plasmocitdides). Como o adenoma pleomérfico pode apresentar padroes
diversos, o que inclui semelhantes ao mioepitelioma, a diferenciagao entre ambos durante o
diagndstico morfoldgico se da pela observagdo da auséncia ou minima presenca de estruturas
ductais no mioepitelioma. A recorréncia ou transformagdo maligna deste tipo tumoral sao
consideradas extremamente raras (Xiao et al. 2016; Weitzel et al. 2017; Young e Okuyemi

2020; Cheuk e Chan 2020).

1.3.4 Carcinoma mioepitelial

O carcinoma mioepitelial (CAMIO) ¢ uma neoplasia rara, maligna e representa até 2%
de todas as neoplasias da glandula salivar. As caracteristicas clinicas sdo diversas, e ao
diagndstico, o grau histolégico € principalmente intermediario ou alto. Este tumor comumente
atinge a pardtida e € considerado a versao maligna do mioepitelioma, sendo que pode também

surgir a partir de recidivas do adenoma pleomorfico, como um subtipo histologico de carcinoma
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ex-adenoma pleomorfico. Quanto a sua histologia, ha dificuldade de estabelecer uma identidade
diferencial, mas geralmente ¢ caracterizado pela extensa composi¢ao mioepitelial no ambiente
tumoral, pelo padrdo de crescimento celular solido/trabecular, circundando um centro
hipocelular que normalmente ¢ mixdide e/ou necrdtico. O tumor apresenta alto grau de
pleomorfismo, onde sdo observadas diferentes morfologias, como: células fusiformes,
epitelioides, hialinas, plasmocitoides, claras, estreladas e basaldides. A atipia nuclear pode
variar de leve a acentuada, e costuma apresentar atividade mitética. E possivel fazer sua
diferenciagdo com o carcinoma epitelial-mioepitelial microscopicamente pela composi¢ao
celular, uma vez que o carcinoma mioepitelial ¢ majoritariamente com células mioepiteliais,
podendo ter células epiteliais, mas sem ocupar mais de 10% do tumor enquanto o epitelial-
mioepitelial, tem aspecto lobular, com seu interior epitelial circundado por células mioepiteliais
(Rao et al. 2014; Nicholas et al. 2019; Zeitouni et al. 2019; Cheuk e Chan 2020; Xu e Katabi
2021).

Em estudos recentes, tem sido caracterizado pela proliferacdo infiltrativa de células
neoplésicas poligonais de forma difusa, células com nucleos levemente aumentados e
citoplasma eosinofilico, mas apresenta um comportamento variavel, onde recorréncias locais e
a evolucdo de metastases podem ser observadas varios meses ou anos apos o diagndstico inicial.
No diagnostico imunoistoquimico, ¢ observada uma expressao variavel de proteinas, tais como
calponina e vimentina, sendo usadas como marcadores para a diferenciacdo mioepitelial, bem
como outros marcadores que sdo Uteis para destacar a arquitetura tumoral e evidenciar possiveis
padrdes (Rao et al. 2014; Nicholas et al. 2019; Zeitouni et al. 2019; Cheuk e Chan 2020; Xu e
Katabi 2021).

1.3.5 Adenoma de células basais

O adenoma de células basais (ACB) ¢ uma neoplasia benigna de glandulas salivares
com menor frequéncia de incidéncia, correspondendo até 5% dos tumores de glandulas
salivares, assim como as demais neoplasias acomete principalmente a pardtida como sitio
primario. Histologicamente, ¢ um tumor encapsulado, monomorfo, de baixa agressividade,
composto por células basaldides uniformes, e células ductais internas que podem apresentar
padrdes diferentes como: trabecular, tubular, s6lido ou membranoso, sendo também observado
a combinacdo de padrdes diferentes. Diante dessas caracteristicas morfoldgicas, o diagnostico

diferencial microscopico pode ser mais dificil. Estudos utilizando expressdo imunoistoquimica
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diferencial de beta-catenina e alteragcdes génicas nesses tumores tém sido realizados ao longo
dos anos, com o intuito de se diferenciar dos casos de adenocarcinoma de células basais, mas
ainda com informacgdes limitadas (Kawahara et al. 2011; Jo et al. 2016; Wilson et al. 2016;

Cheuk e Chan 2020; Robinson 2021; Rito et al. 2022; Sasaki et al. 2024).

1.3.6 Adenocarcinoma de células basais

O adenocarcinoma de células basais (ADCB) da glandula salivar ¢ considerado a versao
maligna do adenoma de células basais (ACB) devido a semelhangas arquitetonicas e
citologicas. E um subtipo raro, responsavel por 1-3% dos diagnésticos de tumores da glandula
salivar, acometendo majoritariamente a pardtida (>80%). Na classificagdo da OMS de 2017, o
ADCB foi definido como um tumor com bom progndstico e de baixo grau. Essa neoplasia
costuma ser composta de células basaldides menores com citoplasma escasso e nicleos escuros
e/ou células basaloides poligonais, além disto, apresenta sobreposi¢ao bifasica de células, que
abrange células ductais (luminais), basais e mioepiteliais. Baseado em padrao de crescimento,
o tumor pode ser dividido em quatro subtipos: membranoso, solido, tubular e trabecular. O
subtipo sélido ¢ o mais comum e o subtipo membranoso o que apresenta maior recorréncia
tumoral. Também ¢ possivel observar um padrao de arranjo cribriforme, mas apenas de modo
focal. Estudos indicam a necessidade de diferenciacao entre ACB e ADCB, devido a existéncia
de uma sobreposi¢do de caracteristicas citologicas e histomorfologicas entre esses tumores e
que dificultam a sua distingao, ja que essa diferenciagdo ¢ realizada atualmente pela observagao
de crescimento infiltrativo e presen¢a de invasdao como caracteristicas de malignizagao, mesmo
considerando alguns poucos estudos imunoistoquimicos que ajudam na diferenciacdo em
relacdo a outras neoplasias (Kawahara et al. 2011; Jo et al. 2016; Wilson et al. 2016; Robinson

2021; Rito et al. 2022; Sasaki et al. 2024).
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Figura 3 - Aspectos histologicos de neoplasias malignas do ducto intercalar da glandula salivar.

Fonte: Adaptado de Oliveira, CA 2021, p.15 [Dissertacao].

Legenda: A, adenocarcinoma de células basais: neoplasia de arquitetura lobular, formada por células basaloides;
B, carcinoma mioepitelial: neoplasia formada por lencgdis de células mioepiteliais modificadas, de aspecto
plasmocitoide e com citoplasma claro; C, carcinoma mioepitelial: drea tumoral com presenca de formagdes
ductiformes permeadas por material mucoéide; D-F, carcinoma ex-adenoma pleomorfico: neoplasia infiltrativa
composta por células com pleomorfismo nuclear e com formagdes ductiformes atipicas. Notar em E a presenga de
células atipicas, com nuicleos hipercromaticos e por vezes multinucleadas.
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Figura 4 - Aspectos histologicos de neoplasias benignas do ducto intercalar da glandula salivar.
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Fonte: Adaptado de Stamboni HB 2018 [Tese].

Legenda: A e B, adenoma de células basais. Neoplasia basaléide encapsulada. Células neoplésicas com nucleo
basofilico e citoplasma amplo; C e D, mioepitelioma. Neoplasia encapsulada (seta) composta majoritariamente
por células mioepiteliais de citoplasma claro. Em algumas regides notam-se formagdes hialinas (asterisco); E e F,
adenoma pleomorfico. Neoplasia bem delimitada composta por células mioepiteliais, formacdes ductais (E, seta)
e estroma hialino e frouxo (mixoéide). Células epiteliais de fenotipo plasmocitéide.
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1.4  Identificacdo de alteragdes genéticas em tumores de glandula salivar

Considerando os aspectos mencionados anteriormente, existem alguns estudos
relacionados as neoplasias de glandulas salivares que procuram identificar alteracdes
epigenéticas e/ou genéticas que possam justificar a grande variedade morfologica e fenotipica
observada nesses tumores. Por esses estudos, seria possivel entender melhor os caminhos de
alteragdes ja identificadas ou encontrar novas alteracdes que possam caracterizar a composicao
histologica dos tumores (da Cunha et al. 2021; Toper e Sarioglu 2021; Meyer et al. 2021). Do
ponto de vista epidemioldgico, os TGS ndo apresentam fatores de risco bem estabelecidos ou
diretamente associados, diferentemente de outras neoplasias da regido de cabecga e pescogo que
podem estar relacionadas ao consumo de alcool, tabagismo ou infec¢ao pelo HPV. Da mesma
forma, nenhuma sindrome conhecida determinada por mutagdes germinativas tem sido
consistentemente associada ao desenvolvimento de tumores de glandulas salivares (Skalova et
al. 2022).

Nos estudos direcionados a identificagdo de biomarcadores, diferentes abordagens
técnicas sao utilizadas, incluindo hibridizagdo in situ, PCR, imunoistoquimica (IHQ) e
Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS, do inglés Next Generation Sequencing), que sao 0s
métodos mais frequentemente utilizados para essa finalidade (da Cunha et al. 2021; Meyer et
al. 2021). Especificamente, o Sequenciamento de Nova Geragdo, consiste em uma técnica de
alta precisdo, usada para avaliar uma sequéncia de bases de DNA ou RNA, com o intuito de
conhecer e explorar informagdes genéticas da amostra. Isso nos permite obter diferentes
informacdes como: relagdo evolutiva, mapeamento de mutagdes, presenca de elementos
moveis, entre outros, através do sequenciamento de DNA em larga escala, do exoma completo
ou até mesmo um sequenciamento direcionado (Fietto e Maciel 2020; Hu et al. 2021).

Grande parte dos estudos utiliza amostras congeladas ou frescas, favorecendo a
obtencdo de resultados mais amplos ou até mesmo exploratorios. No entanto, quando se trata
de amostras provenientes de material parafinado, o sequenciamento direcionado ¢ a abordagem
que melhor equilibra a profundidade da exploracdo que se propde, focando em painéis que
concentrem-se em regides € genes relevantes para a patogénese tumoral, sejam eles comerciais
ou customizados (Bewicke-Copley et al. 2019).

Nesse contexto, o NGS representa a técnica mais amplamente utilizada para a
identificacdo de alteragcdes e mutacdes em regides gendmicas especificas, que podem estar

associadas a oncogenes ou genes supressores de tumor, contribuindo de forma significativa para
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o entendimento da patogénese molecular dessas lesdes. Assim, o uso dessa metodologia
possibilita uma avaliagdo mais abrangente e detalhada das neoplasias, o que pode,
posteriormente, auxiliar no aprimoramento do diagnostico, na definicdo do prognoéstico e no
desenvolvimento de terapias direcionadas (Fonseca et al., 2016; Kar et al., 2020; Hu et al.,
2021).

Sob essa perspectiva, alguns estudos identificaram alteragdes em alguns tipos
histolégicos de tumores de glandula salivar, como o adenoma pleomorfico, carcinoma do ducto
salivar, carcinoma mucoepidermdide e carcinoma adenoide cistico, que sdao os subtipos com
mais estudos na literatura, e dentre esses achados, podemos observar algumas alteragdes
atualmente bem descritas, como a transloca¢ao envolvendo PLAGI, translocacao de CRTCI1-
MAML2, Fusado/ativagdo/amplificacdio do MYB ou MYBLI, mutacdes em NOTCH,
amplificacao de HER2, mutacao em TP53, PIK3CA, HRAS, hiperexpressao de EGFR ou a perda
de PTEN, por exemplo. A identificagdo dessas alteragdes auxilia em um diagnostico
direcionado, associacao com progndstico e perspectivas de possiveis terapias alvo (Andreasen
et al. 2019; Toper e Sarioglu, 2021; da Cunha et al. 2021; Meyer et al. 2021; Skélova et al.
2022). Bem como, alguns estudos que tentam trazer diferenciacdo entre adenoma de células
basais e adenocarcinoma de células basais através da expressdo diferencial por IHQ, onde, em
ACB a proteina apresenta expressao nuclear e ndo em ADCB, e posteriormente, em conjunto a
isso, foi observada a alteragdo do gene CTNNBI (p.I135T) em ACB e expressdo nuclear por
[HQ, diferentemente de ADCB, em que este conjunto de alteragdes ndo € observada de maneira
significativa (Kawahara et al. 2011; Wilson et al. 2016; Tesdahl et al. 2016).

Neste sentido, em 2022 a Organizagdo Mundial da Saude (WHO) acrescentou, pela
primeira vez, parametros para o diagnostico diferencial que vao além dos critérios patoldgicos,
incluindo agora critérios genéticos. Isso inclui dentro das neoplasias de interesse alguns perfis
moleculares que possam ser associados, sendo para adenoma pleomorfico, destacam-se as
fusdes ou amplificagdes envolvendo PLAGI, seguidas pelas alteragdes em HMGA2. No
adenoma de células basais, sdo frequentemente relatadas mutagdes em CTNNBI e mutagdes
em CYLD, enquanto alteragdes em AXINI e APC sdo menos comuns. Em mioepiteliomas,
especialmente no subtipo oncocitico, a fusao envolvendo PLAG1. No carcinoma ex-adenoma
pleomorfico, as fusdes ou amplificacdes de PLAGI1, seguidas pelas alteragdes em HMGA2 e
mutacdes em TP53. Ja no adenocarcinoma de células basais, sdo relatadas mutagdes em CYLD.
Por fim, no carcinoma mioepitelial, as fusdes envolvendo PLAG1 sdo observadas e rearranjos

de EWSRI1. Porém, ainda ndo se sabe quanto aos efeitos dessas alteragdes nessas neoplasias.
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Além disso, estudos preliminares do nosso grupo de pesquisa foram realizados por
Stamboni HB (2018) e Oliveira CA (2021), avaliando se seria possivel classificar os subtipos
histolégicos das neoplasias benignas e malignas do ducto intercalar através de um painel
imunoistoquimico. Os resultados mostraram que os tumores benignos e malignos t€ém um perfil
de expressdo diferente, mas nao foi possivel separar os diferentes subtipos, sugerindo que essas

lesdes possam representar espectros histologicos de um mesmo tumor.
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2 JUSTIFICATIVA

Ao longo dos anos, estudos tém sido realizados visando a identificacdo de alteragdes
nas diversas neoplasias de glandulas salivares, com foco principalmente no carcinoma adenoide
cistico e no carcinoma mucoepidermoide e mais recentemente, adenoma e adenocarcinoma de
células basais. Esses estudos tém apontado possiveis associagdes entre alteragdes moleculares,
especialmente rearranjos ou fusdes génicas, e estes subtipos histologicos especificos.

Contudo, ainda n3o ha um painel de marcadores moleculares que auxiliem na
caracterizacdo desses tumores de modo consistente, especialmente nos subtipos que sdo
estudados nesta pesquisa. Diante disso, a identificacdo de mutagdes nessas neoplasias de
glandula salivar podera apontar novos caminhos para o entendimento das bases moleculares, e
contribuir para o aprimoramento de sua classificacdo e diagnostico, além de fornecer
informagdes para a determinagao de fatores prognosticos e evidéncias para o desenvolvimento
de novas incursodes terapéuticas.

Para este estudo, foram selecionados um conjunto de neoplasias benignas e malignas
derivadas do ducto intercalar - adenoma pleomorfico, carcinoma ex-adenoma pleomorfico,
mioepitelioma, carcinoma mioepitelial, adenoma de células basais e adenocarcinoma de células
basais — que apresentam um marcante componente mioepitelial com caracteristicas fenotipicas
bastantes similares. Nos estudos preliminares do nosso grupo (Stamboni, 2018; Oliveira, 2021)
demonstraram que os tumores benignos ¢ malignos podem ser separados por um painel de
proteinas. Contudo, nao foi possivel separar os diferentes subtipos tumorais, sugerindo que
essas lesdes possam representar espectros histologicos de um mesmo tumor. Dessa forma, a
avaliacao do perfil molecular desses tumores pode permitir um refinamento desses resultados.

Com base nesse panorama, realizamos uma investigacdo exploratoria inicial com um
amplo painel de genes associados ao cancer, protocolo bem padronizado para uso de amostras
parafinadas, para entdo, em um segundo momento, realizar a validagdo das mutacdes somaticas
de interesse que fossem observadas e posterior identificagdo em demais casos que ndo puderam
ser utilizadas na investigacdo inicial. Paralelamente, em um segundo momento, optamos por
realizar uma investigag¢ao da regido hotspot do gene CTNNBI (focada no éxon 3) para verificar
se em nossa casuistica também observariamos a mutagao relatada na literatura e associada ao
ACB e se encontrariamos ainda, outros potenciais padrdes nos demais subtipos, visto que nao

ha tal investigacdo na literatura atualmente.
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3 OBJETIVOS

Determinacao de um perfil de mutagdes em neoplasias benignas (adenoma pleomérfico,
mioepitelioma e adenoma de células basais) e malignas (carcinoma ex-adenoma pleomorfico,
carcinoma mioepitelial e adenocarcinoma de células basais) das glandulas salivares, derivadas
do ducto intercalar

3.1 Objetivos especificos

Verificar se os tumores podem ser classificados de acordo com o perfil de mutacao

destes genes

Comparar a presenca de alteragdes com caracteristicas demograficas, clinicas e

patologicas dos tumores

Validar a presenga das alteragdes moleculares
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4 METODOLOGIA

4.1 Casuistica

Trata-se de um estudo retrospectivo de casos registrados no periodo de 1980 a 2020 no
A.C.Camargo Cancer Center, onde foram selecionados casos que possuiam material parafinado
armazenado no arquivo do Departamento de Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer
Center. Essa casuistica ja havia sido selecionada em estudos anteriores do grupo e conta com
53 casos (28 de adenoma pleomorfico, 3 de mioepitelioma, 7 de adenoma de células basais, 8
de carcinoma ex-adenoma pleomorfico, 4 de carcinoma mioepitelial e 3 de adenocarcinoma de
células basais).

Para a selegao do material, as ldminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) de cada
caso foram analisadas para checagem das estruturas glandulares presentes e selegdo do material
a ser utilizado na pesquisa. Foram incluidos neste estudo os casos que apresentaram blocos de
parafina com material satisfatorio e suficiente para as etapas necessarias que foram realizadas
neste estudo. Sendo assim, esses casos passaram por confirmagdao do diagnostico e foram
revisados com o auxilio de um patologista (Dr. Clovis Antdonio Lopes Pinto). Dados
demograficos, clinicos e patologicos de cada caso foram estudados nos prontuarios arquivados
no H2TC e Tasy do A.C.Camargo Cancer Center para montagem de um banco de dados no
sistema REDCap, contendo informagdes demograficas, clinicas e patologicas. Esse estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo (protocolo 2706/19).

Ap6s essa avaliagdo, 31 casos tinham bloco de parafina com material suficiente para as
posteriores analises (8 de adenoma pleomorfico, 2 de mioepitelioma, 6 de adenoma de células
basais, 8 de carcinoma ex-adenoma pleomorfico, 4 de carcinoma mioepitelial e 3 de
adenocarcinoma de células basais).

Na Figura 5 pode ser observado o fluxograma que resume as etapas metodologicas

realizadas neste estudo e descritas abaixo.
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Figura 5 - Descri¢ao das etapas metodologicas do projeto. O fluxo de trabalho conta com as
etapas de selecdo das amostras, extracdo de DNA e avaliagdo dos critérios de qualidade,
sequenciamento e analise usando bancos de dados e ferramentas de bioinformatica.

. Software Torrent Suite {chamada de
- Sequenciamento de 13 amostras usando . iy
Extragho de DMA ((Hagen) ¢ N . N 2 J = N base, alinhamento, métricas de
qualificacho (Nanodrop, Qubite ——— Sclegdo de amnslms.mn_l DIN =2.0¢ —| ° .-\m;::llsn:q Cnm?n}wnswc Camter Pan —> sequenciamento ¢ chamada de
T . =40ng de DNA el (409 genes) na plataforma -
apeStation) lon GeneStudie 85 Plus \-anaml.‘-s].r\l":.rnl:q []s.mlacﬂ.o 3
iltragem

Critérios: Frequincia alélica da
variante =5%, cobertura minima da Selegho de variantes em regido Arquive BAM analisado via IGV
variante de 100x, auséncia ou — codificante ¢ com impacto na —=| para mspegio visual do alinhamenio ———
frequidncia <1% em bancos de dados proteing dag leituras reportando a variante
populacionais

Ao tetal foram observadas 94
variantes em 79 genes

As 33 alteragdes foram estudadas
Selecionadas variantes com quanto a regido da alteraglo,

frequéncia alélica <40% ou =60% ¢ 5 patogenicidade ¢ demais informagies NOTCHI, NOTCH2, KMT2D e

analises ¢m bancos de dados como 1 varfaniss candidatay 7| na literatura para a selegdo dos gencs ? DNMTIA foram selecionados
Franklin & OncokB, por exemplo gue seguiriam para validagdo por
amplicon
Regido das variantes selecionadas
investigada nas amosiras para O estudo de CTWNME] foi completado
validagdo ¢ outros cases com DIN de InvestigagAo adicional de CTNNGT via ingpegio manual de arquivo
menor qualidade que ndo fizeram > focando nas regides de hompot |  BAM no IGV. As observagdes de
painel, sendo assim, oa amplicons {ciddons 35, 41 ¢ 45} em 31 amosiras alteragdes anotadas e comparadas
foram realizados em coone total de com o8 achados de THQ

13 amostras

Fonte: Autoria propria.

4.2 Sequenciamento de Nova-Geragao

4.2.1 Extracdo de DNA e qualificacdo das amostras

As laminas coradas com Hematoxilina ¢ Eosina (HE) passaram por revisdo para a
marcagdo de regides de interesse, considerando a drea com maior nimero de células tumorais,
sendo consideradas 4reas com no minimo 70% de células tumorais, e sem a presenga de
infiltrado inflamatério extenso. Apos a escolha das regides apropriadas a analise, foram
realizados punchs nos blocos de parafina nas areas selecionadas, e armazenados em tubos
1,5mL para posterior extracdo do DNA, utilizando-se o kit QIAamp FFPE Tissue, como
descrito:

Foi adicionado 1mL de xilol em cada tubo contendo os fragmentos. As amostras
homogeneizadas e centrifugadas. O sobrenadante descartado e adiciona-se ImL de etanol
100%. Apods nova centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet seco em centrifuga a
vacuo. Adicionado 180uL do tampao ATL e 20uL de proteinase K e as amostras incubadas por

16 horas a 56°C, seguido por incubacgdo por 1 hora a 90°C. Posteriormente, foi adicionado
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200uL do tampao AL e 200uL de etanol 100%, sendo homogeneizado. Essa solucdo foi
transferida para tubos de 1,5mL contendo uma coluna de silica inserida e centrifugada a
8000rpm por 1 minuto. Apds lavagens e centrifugacdes com etanol 100%, tampdo AWI,
tampao AW?2 e etanol 70% a coluna foi entdo transferida para outro tubo e adicionado 20uL de
agua livre de nuclease, deixando a temperatura ambiente por um minuto, seguido por
centrifugacao por mais 1 minuto a 14000 rpm.

O DNA das 53 amostras foi extraido e submetido a avaliagdo de controle de qualidade
através dos métodos espectrofotométrico Nanodrop (Thermo Fisher Scientific), para
quantificagdo e pureza e fluorimétrico Qubit (Thermo Fisher Scientific), para quantificacdo. A
integridade do DNA extraido foi avaliada utilizando-se o equipamento 4200 TapeStation
(Agilent Tecnhologies) usando o ensaio ScreenTape Genomic DNA. Os valores de DNA
Integrity Number (DIN) variam de 1 a 10, e, quanto maior o valor de DIN, melhor ¢ a
integridade do DNA da amostra. Em nosso estudo, foram consideradas as amostras que
tivessem valores de DIN >2,0 e massa suficiente para as analises, por serem amostras antigas €

parafinadas.

4.2.2 Painel de genes associados ao cancer

A estratégia utilizada para identifica¢do de variantes genéticas tumorais neste estudo foi
a de painel génico por amplificacdo multiplex com uso do kit Comprehensive Cancer Panel
(CCP) (Thermofisher) para sequenciamento de nova geracao (NGS, do inglés Next Generation
Sequencing), que investiga 409 genes associados a diferentes neoplasias. Os genes que
compdem o painel podem ser identificados na Figura 6.

As bibliotecas de DNA foram construidas utilizando o kit Jon AmpliSeq Library Kit 2.0
(Thermo Fisher Scientific, EUA) utilizando ao menos 40ng de DNA, seguindo as
recomendacdes do fabricante. De maneira resumida, o preparo de biblioteca consiste no
enriquecimento das regides alvo através de amplificacdo do DNA do tumor por PCR multiplex,
seguida de digestdo parcial das sequéncias de iniciadores (ndo informativas) e ligacao de
adaptadores e barcodes (sequéncias Unicas que permitem o sequenciamento massivo paralelo e
a identifica¢do das amostras apds o sequenciamento).

Na sequéncia, as reagdes foram purificadas com beads magnéticas (Ampure XP),
eluidas e quantificadas por qPCR (Ion Library Tagman Quantitation kit), sendo consideradas

qualificadas aquelas com rendimento superior a 100pM.



Figura 6 - Lista contendo os 409 genes presentes no Comprehensive Cancer Panel (CCP).
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Fonte: ThermoFisher. Ion AmpliSeq™ Comprehensive Cancer Panel target gene list.
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4.2.3 Sequenciamento de Nova Geracao (NGS), critérios e ferramentas de analise

O sequenciamento foi realizado na plataforma lonGeneStudio S5 Plus (Thermo Fisher
Scientific, EUA) utilizando o Ion540 chip, de acordo com as instru¢des do fabricante. A analise
foi realizada com os softwares Torrent Suite 5.12.3 (chamada de base, alinhamento, métricas
de sequenciamento e chamada de variantes) e Varseq 2.2.5 (anotacao e filtragem), seguindo os
seguintes critérios: cobertura minima da regido da variante em >100x, frequéncia alélica da
variante >5%, cobertura minima da variante de 100x, auséncia ou frequéncia <1% em bancos
de dados populacionais (gnomAD e ExAC). Foram selecionadas variantes em regido
codificante e com impacto na proteina (missense, nonsense, splice site e indels). Foi feita
inspecdo visual do alinhamento das leituras reportando a variante, incluindo critérios como
auséncia de strand-bias (ter as leituras nas fitas forward e reverse de forma equilibrada), leitura
completa em relagdo ao alvo, regido livre de erros e ndo homopolimérica/repetitiva (software
Integrative Genomics Viewer — IGV 2.18.4).

Nas Figuras 7 e 8 podem ser conferidas as demais informagdes das métricas de qualidade
que foram obtidas nas avaliagdes nas etapas pré e pds sequenciamento em larga escala. Na
Figura 8 ¢ possivel visualizar que 13 amostras das 15 que puderam ser sequenciadas, obtiveram
padrdes de métricas de qualidade satisfatorios.

Adicionalmente, e considerando as variantes observadas nessas 13 amostras, optamos
pela priorizagdo de variantes potencialmente somaticas (frequéncia alélica <40% e >60%) e
relacionadas com as neoplasias estudadas, considerando a classificagdo de oncogenicidade em
ferramentas como Franklin genoox, Rare Exome Variant Ensemble Learner (REVEL), Cancer
Genome Interpreter (CGI), além dos bancos de dados ClinVar, Cosmic e OncoKB.

O Franklin Genoox ¢ uma plataforma online de interpretagado e classificagdo de variantes
genéticas, integrando bases de dados publicas e algoritmos preditivos que aplica
automaticamente os critérios da ACMG/AMP para sugerir a classifica¢do clinica da variante.
REVEL trata-se de uma ferramenta computacional que prediz o potencial patogénico de
variantes missense, combinando os resultados de vérios algoritmos de predicdo em um Unico
escore integrado (explicar o significado do score e colocar qual foi o score usado para filtrar,
se for o caso). O Cancer Genome Interpreter (CGI) é uma plataforma online que interpreta
alteragdes gendmicas em tumores. Ela cruza as variantes com bases de dados de cancer e
predi¢cdes computacionais, classificando seu possivel papel na oncogénese, sugerindo um papel

desencadeador (driver) ou passageiro (passenger) da variante e indicando potencial
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acionabilidade. ClinVar ¢ um banco de dados publico do NCBI que retune informagdes sobre a
relacdo entre variantes genéticas e fenotipos clinicos, majoritariamente associados a sindromes
hereditarias. COSMIC e OncoKB sao banco de dados de mutagdes somaticas em cancer, sendo
que este ultimo ¢ um banco de dados clinico curado que fornece uma classificacao das
alteragdes genéticas em cancer segundo seu impacto clinico, com gestdo do Memorial Sloan

Kettering Cancer Center.
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Figura 7 - Dados da verificagdo da concentragdo e pureza, quantificacdo e integridade do DNA extraido de amostras de tumores de glandula salivar
e abordagens metodologicas realizadas.

continua
Caso Ano do bloco Qubit Nanodrop DIN Painel CCP Avaliagdo por Avaliagdo
(valores em ng/ul) amplicon CTNNBI
Razdo Razao
260/280 260/230

AP7 1997 3,02 1,98 1,56 1,60 Nio Sim Sim
APS8 1997 12,60 1,9 2,03 1,70 Nao Sim Sim
AP9 1997 9,74 1,94 2,00 1,20 Nao Sim Sim
AP10 1997 8,30 1,86 2,05 1,80 Nio Sim Sim
AP19 1999 30,80 1,85 2,18 2,10 Sim Naio avaliado Sim
AP23 2005 91,00 1,88 2,09 4,50 Sim Nao avaliado Sim
AP25 2005 7,52 1,94 1,92 2,30 Sim Sim Sim
AP26 2006 0,72 2,33 1,22 1,80 Nao Sim Sim
MIO1 2008 48,60 1,92 2,15 2,20 Sim Nao avaliado Sim
MIO3 2014 5,88 2,05 2,06 2,30 Sim Sim Sim
ACB2 2004 8,78 1,92 1,94 1,00 Nao Sim Sim
ACB3 2009 19,30 1,97 2 1,10 Nao Sim Sim
ACB4 2009 33,40 1,95 1,91 1,30 Nao Sim Sim
ACBS5 2016 68,00 1,88 2,19 2,70 Sim* Sim Sim
ACB6 2016 74,00 1,98 2,25 3,80 Sim Sim Sim
ACB7 2019 77,20 1,97 2,05 4,20 Sim Sim Sim
CAEX1 2001 26,40 1,94 2,10 1,60 Nao Sim Sim
CAEX2 2005 3,56 1,83 1,76 3,20 Nao Sim Sim
CAEX3 2008 67,20 1,97 2,11 2,70 Sim Sim Sim
CAEX4 2011 30,80 1,78 2,18 1,80 Nao Sim Sim
CAEXS5 2016 7,26 2,01 1,8 1,70 Nao Sim Sim

CAEX6 2016 80,20 2,00 2,10 2,60 Sim Nao avaliado Sim



CAEX7
CAEX8
CAMIO1
CAMIO2
CAMIO3
CAMIO4
ADCBI
ADCB2
ADCB3

Fonte: Autoria propria.

2017
2017
1999
2000
2017
2018
1997
1998
2018

1,45
67,00
130,20
78,40
2,02
71,60
25,20
29,60
12,30

2,00
2,00
1,88
1,91
2,06
2,00
1,86
1,88
2,01

1,46
2,16
2,25
2,17
1,61
2,00
2,23
2,21
2,07

2,30
4,80
3,20
2,80
3,00
1,60
3,20
1,70
2,00

Nao
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Sim*
Nao

Sim

Sim
Sim
Nao avaliado
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Nao avaliado

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
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conclusdo

Legenda: Os casos estdo nomeados por siglas condizente com seus subtipos, sendo: AP = adenoma pleomérfico; MIO = mioepitelioma; ACB = adenoma de células basais;

CAEX = carcinoma ex-adenoma pleomorfico; CAMIO = carcinoma mioepitelial; ADCB = adenocarcinoma de células basais.

*= Meétricas minimas de qualidade pos sequenciamento ndo alcangadas e com baixa qualidade, sendo excluida da analise de sequenciamento de painel.
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Figura 8 - Informagoes gerais de qualidade do sequenciamento das amostras de tumores de glandula salivar que foram sequenciados utilizando o painel CCP.

Quantidade Integridade . .
% de Profundidade de . Tamanho | Leituras
Tumores Caso células de DNA (ng) do DNA cobertura de Leituras médio das no alvo Uniformidade Cobertura 20x 100x 500x Cobe'rt.ura
tumorai usado na tumoral b mapeadas leitur- (%) 1x média
umorais biblioteca (DIN) ases elturas °
Adenoma 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
¢ AP19 70% 80 2,1 1.772 30.745.441 | 109bp | 97,75% 85,21% 99,69% 9821% | 95,24% | 78,83% 92,99%
pleomorfico
Adenoma AP23 90% 60 45 1.026 16.958.127 | 124bp | 98,97% 91,50% 99,72% 98.47% | 95,78% | 72,75% 91,68%
pleomorfico
Adenoma AP25rec 80% 80 23 1.643 30.641.686 94 bp 97,11% 52,39% 91,37% 7530% | 64,62% | 46,37% 69,42%
pleomorfico*
Mioepitelioma MIOI 70% 80 22 700.7 12.664.942 98 bp 96,36% 77,57% 99,40% 96,26% | 83,92% | 39,45% 79,76%
Mioepitelioma MIO3 80% 40 23 1.234 22.132.595 98 bp 97,91% 61,11% 94.,27% 79,16% | 70,30% | 48,72% 73,11%
Adenoma de ACB6 80% 60 38 878,0 14.952.873 | 115bp | 97,69% 90,07% 99,73% 98,48% | 95,07% | 60,36% 88,41%
células basais
Adenoma de ACB7 80% 60 42 1.748 29.035.643 | 118bp | 98,86% 88,49% 99,70% 98,58% | 96,37% | 82,61% 94,32%
células basais
Carcinoma ex-
adenoma CAEX3 80% 100 2,7 2.093 35.685.075 | 108bp | 98,85% 88,55% 99,78% 98,74% | 96,81% | 85,83% 95,29%
pleomorfico
Carcinoma ex-
adenoma CAEX6 70% 100 2,6 1.416 23346323 | 1llbp | 99,19% 88,02% 99,65% 98,35% | 9540% | 77,07% 92,62%
pleomorfico
Carcinoma ex-
adenoma CAEXS 70% 60 4.8 834.4 14.054.953 | 113bp | 98,79% 87,11% 99,57% 97,94% | 92,65% | 55,01% 86,29%
pleomorfico
Carcinoma o o o o o o o o
arcinom CAMIOL 90% 60 32 695.5 11.803331 | 121bp | 98,62% 89,59% 99,66% 98,11% | 92,94% | 50,99% 85,43%
mioepitelial
Carcinoma CAMIO2 90% 100 2,8 2.482 40.958.074 | 132bp 99,13% 85,91% 99,79% 98.82% | 96,47% | 85.81% 95,22%
mioepitelial
Adenocarcinoma |\, g3 80% 80 2,0 1.815 31.806.231 | 101bp | 9841% 72,93% 99,25% 95,92% | 88,50% | 66,78% 87,61%
de células basais

Fonte: Autoria propria.

*= a porcentagem da cobertura em 100x ficou um pouco abaixo do indicado para critério de inclusdo, mas neste caso, foi considerado o contexto e qualidade das leituras, pois
ndo havia material para repeti¢do e trata-se de um caso recidivado. Legenda: Profundidade de cobertura de bases = numero médio de vezes que uma base foi sequenciada.
Leituras mapeadas = correspondem a propor¢do de sequéncias alinhadas corretamente ao genoma de referéncia. Tamanho médio das leituras = comprimento médio dos
fragmentos de DNA sequenciados. Leituras no alvo (%) = porcentagem de leituras localizadas na regido de interesse. Uniformidade = consisténcia da cobertura ao longo das
regides-alvo. As métricas Ix, 20x, 100x e 500x mostram a porcentagem de bases cobertas por pelo menos 1, 20, 100 ou 500 leituras, respectivamente. Cobertura média = média
geral de profundidade de leitura nas regides analisadas.
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4.2.4 Validagao das variantes candidatas

A validacdo das variantes de interesse previamente identificadas pelo painel CCP foi
realizada na plataforma de sequenciamento lonGeneStudio S5 Plus, utilizando a metodologia
de sequenciamento de amplicon (Ion Plus Fragment Library Kit). Para isso, foram desenhados
primers que amplificam a regido da alteragdo de interesse das variantes.

Posteriormente, foi realizada PCR single ou multiplex das variantes e eletroforese em
gel de agarose 2% para verificar o sucesso da amplificacdo. Os produtos de PCR foram
purificados utilizando beads magnéticas e combinados em um pool de amostras (multiplos
alvos) para preparo das bibliotecas. Posteriormente, foi realizada a etapa de reparo das
extremidades e ligagdo de adaptadores e barcodes. Em seguida, foi feita nova purificagdo com
beads magnéticas e quantificacdo por qPCR. As amostras foram sequenciadas na plataforma
lonGeneStudio S5 Plus e as variantes pontuais analisadas no software IGV, sendo confirmadas
aquelas variantes em frequéncia alélica >2% e cobertas >1000x, além dos critérios previamente
mencionados.

Além disso, por se tratar de uma abordagem eficaz para amostras de baixa qualidade, as
variantes candidatas também foram investigadas em amostras que nao haviam sido previamente
qualificadas para a andlise em painel, permitindo a utilizagdo mais completa da casuistica

disponivel, por meio da avaliacdo dessas regides de interesse.

4.2.5 Avaliacao da regido de hotspot de CTNNBI

Adicionalmente, para permitir a avaliacdo na casuistica disponivel, incluindo as ndo
qualificadas para a analise de painel, foi realizada uma investigagdo direcionada do éxon 3 do
gene da f-catenina (CTNNBI), nos cddons hotspot 41 e 45, bem como no coddon 35. O produto
de PCR de CTNNBI foi gerado utilizando o QTAGEN Multiplex PCR Plus Kit e o sucesso da
amplificacdo foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 2%. Para a constru¢ao das
bibliotecas, foi utilizada a mesma abordagem de sequenciamento de amplicons citada
anteriormente (Ion Plus Fragment Library Kit). O sequenciamento foi realizado na plataforma

Ion GeneStudio S5 Plus, conforme as instrugdes do fabricante.
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4.3 Analise estatistica

Os 31 casos foram submetidos a uma andlise descritiva, seguida da comparagdo da
presenca de mutacdes nos genes de seguimento pos validagao: KMT2D, DNMT3A, NOTCHI e
CTNNBI entre os diferentes tipos tumorais e entre os grupos benignos e malignos. As
associacdes com caracteristicas demograficas, clinicas e patologicas foram avaliadas por meio
do Teste exato de Fisher-Freeman-Halton, utilizando o software SPSS. O nivel de significancia
adotado foi de 5% para todos os testes. Adicionalmente, foram realizadas analises de hipotese
e avaliacdo da sobrevida global.

Para a analise de oncoplot e heatmap, foi utilizado o software RStudio (versdo
2025.05.01). As andlises de rede de interacdo proteica e de enriquecimento funcional foram
realizadas no software STRING, utilizando o plugin Gene Ontology. A inspe¢do visual das
variantes foi conduzida no software IGV, enquanto a visualizag¢ao da distribuicao das variantes
nos respectivos genes foi realizada por meio da ferramenta MutationMapper, disponivel na

plataforma cBioPortal.
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5 RESULTADOS

5.1 Casuistica

Para a selecdo da casuistica, consideramos um banco de dados construido em estudos
anteriores do grupo, contando com um total de 53 casos. Desses, foram recuperados em nossos
arquivos o bloco de parafina de 34 casos, do qual foi possivel realizar extragdo de DNA de
31casos/amostras.

Todos os casos incluidos nesta casuistica foram submetidos a uma revisao prévia por
patologistas, com o objetivo de selecionar exclusivamente aqueles que apresentavam
caracteristicas de diferenciacdo mioepitelial. Os casos de carcinoma ex-adenoma pleomorfico
analisados apresentaram uma alta celularidade e evidente componente mioepitelial.

Apoés as avaliagdes de qualidade do DNA, das 31 amostras entdo disponiveis, 15
amostras foram consideradas aptas para o sequenciamento com o painel CCP, devido a critérios
estabelecidos como: porcentagem de células tumorais, DIN e massa. Sendo assim, dessas 15
amostras, duas amostras falharam nos padrdoes das métricas de qualidade na etapa pos
sequenciamento, sendo excluidas da analise inicial. Dessa forma, foram obtidos resultados de
sequenciamento de 13 amostras: 3 de adenoma pleomoérfico, 2 de mioepitelioma, 2 de adenoma
de células basais, 3 de carcinoma ex-adenoma pleomorfico, 2 de carcinoma mioepitelial e 1
adenocarcinoma de células basais.

Posteriormente, considerando critérios previamente relatados, como frequéncia alélica,
impacto na proteina, priorizagdo de variantes potencialmente somaticas e sua classificacdo em
bancos de dados, preditores e ferramentas bioinformaticas. Foram consideradas 33 variantes de
significado incerto e do tipo missense, como potenciais para seguimento e validagdo. Dessas,
selecionamos 5 variantes em 4 genes, apos mais estudos relacionados a regido de alteracao,
pesquisa na literatura e potencial de oncogenicidade, para seguimento e validacao. Sendo assim,
para a etapa de validagdo, foram selecionadas inicialmente 5 amostras que apresentavam as
alteragOes previamente identificadas no painel CCP.

Paralelamente, com o objetivo de ampliar a casuistica, considerando as 31 amostras
disponiveis, optamos por realizar a busca dessas mesmas 5 variantes, das regides especificas
em 20 amostras sem resultado do painel CCP, por serem consideradas de menor qualidade para

abordagem de painel, mas suficiente para investigagdo por amplicon.
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Para a avaliagdo do gene CTNNBI (beta-catenina), como o objetivo foi investigar
possiveis alteracdes em regides hotspot, todas as 31 amostras com DNA disponivel foram
incluidas e submetidas ao sequenciamento e analise desse gene.

O fluxo de uso das amostras pode ser observado na Figura 9.

Figura 9 - Fluxograma do total de casos disponiveis/utilizados em cada etapa realizada.

53 casos elegiveis
encontrado no sistema da
instituigio

Recuperagio de 34 blocos Extragio de DNA possivel
de parafina em 31 amostras/casos

|
Sequenciamento guiado por Méﬁgzgrgﬁﬁ?;ﬂ de Andlise por amplicon de

painel realizado em 15 NOTCHI e NOTCH? CTNNBI realizada nas 31

amostras realizada em 25 amostras Amosirag

13 amostras tiveram
performance satisfatdria pos
sequenciamento

Fonte: Autoria propria.

Entre os 31 casos avaliados, 51,6% eram benignos e 48,4% malignos. Em relacdo aos
subtipos tumorais, 25,8% AP, 6,5% MIO, 19,4% ACB, 25,8% CAEX, 12,9% CAMIO ¢ 9,7%
ADCB. Do total, 64,5% dos pacientes eram mulheres e 35,5% homens. A média da idade ao
diagnéstico foi de 51,26 anos. A glandula pardtida foi o local mais acometido, correspondendo
a 77,4% dos casos. Os dados demograficos, clinicos e patoldgicos dos 31 casos estdo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas e patologicas dos pacientes com tumores benignos ¢ malignos de glandula salivar: adenoma
plemorfico, mioepitelioma e adenoma de células basais, carcinoma ex-adenoma pleomorfico, carcinoma mioepitelial e adenocarcinoma de células

basais utilizados nas diferentes etapas desse projeto.

continua
Caracteristicas Categoria Adenoma Mioepitelioma Adenoma de Carcinoma ex- Carcinoma Adenocarcinoma de
Pleomorfico células basais adenoma mioepitelial células basais
pleomérfico
Idade (em anos) <40 1 1 2 1
>40 1 5 6 2
Sexo Feminino 5 4 5 2
Masculino 3 3 1
Local do tumor Parotida 6 6 1
Submandibular 1 1 1
Glandulas menores 1 0 0 1 2 0
Grau histolégico Baixo 0 0 0 3 3 3
Intermediario 0 0 0 0 0 0
Alto 0 0 0 1 1 0
NI* 8 2 6 4 0 0
Embolia vascular Sim - - - 0 0 0
Nio - - - 1
NI - - - 3 3
Invasao Perineural Sim - - - 1 0
Nao - - - 5 1



NI

Linfonodo comprometido Sim
Nio
NI

Recidiva Sim
Nao
NI

Metastase Sim
Nao

NI
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*NI = Dado nao informado no prontuario. Fonte: Autoria propria.

conclusdo
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5.2 Avaliacao dos resultados do painel CCP

Ao total, considerando todos os casos, 107 alteragdes foram encontradas apos a
filtragem inicial na chamada de variantes. Depois, considerando algumas anélises preliminares,
e novamente, considerando aspectos de qualidade, algumas alteracdes foram revistas através de
inspe¢do visual dessas regides e eliminadas as que estivessem em regides com Tandem repeat
ou com alto indice de artefatos (alteragdes, insergdes e/ou delegdes tipicamente observadas em
amostras parafinadas e que ndo representam a realidade), restando 94 variantes em 79 genes
(Figura 10).

Em sua maioria, trata-se de alteragcdes do tipo missense e de classificagdao “Variante de
Significado Incerto” (VUS, do inglés Variant of Uncertain Significance) quanto a seu potencial
de oncogenicidade. Uma variedade ampla de vias e genes foram observados nos tumores e, de
maneira geral, nenhuma alteragcdo recorrente foi observada nos casos avaliados, sendo todas
mutacdes do tipo missense.

Ainda assim, dentro dessa identificagdo de variantes inicial, foi possivel verificar que,
0s casos com maior carga mutacional foram 3 casos benignos (2 mioepiteliomas e 1 adenoma
de células basais), como pode ser observado no Oncoplot (Figura 10). Além disso, o gene
alterado em mais casos foi 0 ADAMTS20 em 23% dos casos, seguido de EPHB6, ITGAI0,
KAT6A, NOTCHI, PDE4DIP, PLEKHGS, SYNEI e TAFIL que foram observados em 15% dos
casos, sendo as demais variantes observadas em apenas 1 caso cada (8%).

Posteriormente, considerando o contexto dos grupos de tumores objeto desse estudo, e
assumindo que nao ha alteragcdes germinativas ou sindromes associadas ao desenvolvimento de
tumores de glandula salivar, foram estabelecidos critérios que selecionassem as variantes
potencialmente somaticas, uma vez que nessa casuistica nao teriamos o leucdcito dos pacientes
disponiveis para comparagao.

Sendo assim, foram filtradas as variantes com Frequéncia Alélica (F.A.) <40% ou
>60%, verificando quanto a classificacdo em bancos de dados como Franklin, OncoKB,
Cosmic, entre outros ¢ a classe de gene, além de uma avaliagdo quanto aos potenciais vias de
interesse para as neoplasias estudadas e que pudessem impactar o desenvolvimento desses
tumores, baseado em informagdes gerais na literatura.

O critério de busca na plataforma Franklin foi a pesquisa da variante na categoria

somatica, em neoplasias de glandulas salivares e referéncia hg19. No OncoKB e Cosmic foi a
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identificacdo da variante e, mediante ao reconhecimento desta na plataforma, foi realizada a
busca pelo grupo de “tumores de glandula salivar”.

Dentre as alteracdes identificadas nesta fase, foram pré-selecionadas um total de 33
variantes nos seguintes genes: NOTCHI, NFKB2, VHL, KMT2D, IGFIR, BRD3, ADAMTS20),
PLEKHGS5, NOTCH?2, ABL2, IKZF, IL2IR, CDH5, MAP2K2, JAK3, AR, SYNEI, NLRPI,
TBX22, PDE4DIP, ARNT, DNMT3A4, RET, RECQL4, DDR2, MYB, ADAMTS20, RNF213,
GO6PD e TAFIL (informagdes adicionais na Tabela 2).

Considerando os aspectos mencionados e a rede de interacdo proteica apresentada na
Figura 11, observa-se, na regido destacada em vermelho, um grupo de genes funcionalmente
relacionados. Nesses genes foram observadas duas variantes em NOTCHI (CAEX e CAMIO)
e uma variante em NOTCH2 (MIO), KMT2D (CAEX) e DNMT3A (AP recidivado). Esses genes
exibem evidéncias de coexpressao e vizinhanga génica, indicando possivel correlagdo funcional
entre eles, sendo assim, selecionados para seguimento de valida¢do. Informagdes detalhadas

sobre essas interagcdes podem ser consultadas no link permanente: STRING - Network. Nessa

mesma plataforma, foi realizada, baseado em dados gerais da literatura relacionada aos genes,
uma analise de enriquecimento biologico, onde € possivel observar os principais processos
bioldgicos para os quais o conjunto de genes analisado esta associado (apresentado na Figura
12). Os processos com destaque (em azul escuro) sao aqueles com maior relevancia estatistica,
como “resposta celular a células tumorais". Porém, pode-se observar que a maioria dos genes
em nossa casuistica estao principalmente relacionados com “Regulacao positiva do processo de

desenvolvimento e de proliferacao”.


https://version-12-0.string-db.org/cgi/network?networkId=bYkWsuRJe9BD

TMB
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Figura 10 - Perfil mutacional das amostras de tumores de glandula sequenciadas pelo painel
CCP.
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Fonte: Autoria propria. Analise realizada no software R.

Legenda: Os subtipos indicados sdo: AP = adenoma pleomorfico (laranja); ACB = adenoma de células basais
(verde); MIO = mioepitelioma (azul claro); CAEX = carcinoma ex-adenoma pleomorfico (amarelo); CAMIO =
carcinoma mioepitelial (azul escuro) e ADCB = adenocarcinoma de células basais (vermelho). Onde, os casos com
maior carga mutacional foram ACB7, Miol e Mio3. No grafico: verde = uma variante do tipo missense; azul =
variante do tipo Frame Shit e Preto = multiplas variantes em um mesmo gene no mesmo caso.
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Figura 11 - Rede de interagdo proteica gerada pelo STRING evidenciando conexdes funcionais
entre seus principais parceiros moleculares considerando os genes inicialmente identificados
nas amostras de tumores de glandula salivar analisadas por sequenciamento guiado por painel.
Em vermelho, destacando a interacao entre NOTCHI, NOTCH2, KMT2D e DNMT3A.
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Fonte: Imagem de resultados gerada pelo Software STRING e plugin Gene Ontology. Autoria propria.

Legenda: Rede de interagdes proteina-proteina gerada com base em evidéncias funcionais. Cada no6 representa
uma proteina codificada por um gene; isoformas e modificagdes pds-traducionais sdo agrupadas. As arestas
indicam associac¢des funcionais: azul claro (bases curadas), magenta (dados experimentais), verde (vizinhanga
génica), vermelho (fusdes génicas), azul escuro (co-ocorréncia génica), amarelo (textmining), preto (co-expressao)
e lilas claro (homologia proteica).
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Figura 12 - Anélise de enriquecimento funcional demonstrando as principais vias biologicas
associadas ao conjunto de 79 genes identificados com alteracdes nas amostras de tumores de

glandula salivar que realizaram analise de sequenciamento guiado por painel.

Biological Process (Gene Ontology) enrichment

Cellular response to testosterone @
stimulus

FDR
Cellular response to tumor cell ® - 2.3e-05
- 5.6e-05
Atrioventricular node development ® - 1.3e-04
3.0e-04
Positive regulation of cell 7.0e-04
differentiation 1.66-03
Positive regulation of developmental ©
o
process 2z Gene count
Cardiac atrium development . I %‘ 2
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Paositive regulation of BMP signaling . ﬁ 5
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Regulation of transcription from RNA LSD 10
polymerase |l promoter in response to .
stress
Positive regulation of MAPK cascade . I 15
Cellular response to hypoxia . I

0.700 0.725 0.750 0.775 0.800 0.825 0.850 0.875 0.900
Signal

Fonte: Imagem de resultados gerada pelo Software STRING. Autoria propria.

Legenda: O grafico apresenta os principais processos bioldgicos para os quais o conjunto de genes analisado esta
associado. No eixo vertical estdo as categorias dos processos biologicos, enquanto no eixo horizontal aparece o
escore de relevancia para cada processo. O tamanho de cada circulo representa a quantidade de genes envolvidos
naquela fungao biologica (circulos maiores indicam mais genes), e a cor reflete o nivel de significancia estatistica
(FDR), variando do verde-claro (menor significancia) ao azul-escuro (maior significancia). Os processos com
destaque (em azul escuro) sdo aqueles com maior relevancia estatistica, como “resposta celular a células tumorais".
Porém, pode-se observar que a maioria dos genes em nossa casuistica estdo principalmente relacionados com
“Regulagao positiva do processo de desenvolvimento”.
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Tabela 2 - Perfil das 33 variantes genéticas identificadas por sequenciamento em tumores de glandula salivar consideradas potencialmente

somaticas.
continua
Subtipo tumoral Caso Gene Chr:Pos F.A. (%) Leituras Transcrito (NM) p- c.
TAFIL 9:32635307 61% 638 NM_153809.2 p-Gly91Ser c.271G>A
Adenoma AP19
pleomorfico RET 10:43595999 37% 260 NM_020975.6 p.LeuS6Met c.166C>A
IGFIR 15:99251264 38% 181 NM_000875.5 p-Pro190Ser c.568C>T
Adenoma AD5 ARNT 1:150789864 27% 1655 NM _001668.4 p-Asp517Glu c.1551T>G
pleomorfico ree ]
DNMT3A 2:25463286 6% 360 NM_175629.2 p-Arg736His c.2207G>A
SYNEI 6:152545774 38% 126 NM 033071.4 p-Lys7055Arg c.21164A>G
Mioepitelioma MIO1 NLRPI 17:5424906 34% 232 NM_033004.4 p-Vall241lle c.3721G>A
TBX22 X:79279642 19% 147 NM _001109878.2 p.Prol46Leu c.437C>T
PLEKHGS 1:6530358 16% 134 NM _020631.6 p.Glu580Lys c.1738G>A
PLEKHGS 1:6535135 17% 267 NM_020631.6 p-Val92lle c.274G>A
NOTCH? 1:120467982 16% 324 NM_024408.4 p-Thr1486Met c.4457C>T
ABL?2 1:179077176 20% 162 NM _007314.4 p-Alal076Thr c.3226G>A
IKZF1 7:50367275 16% 397 NM_006060.6 p-Asp28Asn c.82G>A
Mioepitelioma MIO3 ADAMTS20  12:43819318 73% 783 NM_025003.5 p.Ser1428Leu c.4283C>T
CDHS5 16:66436866 16% 125 NM _001795.5 p-Asp717Asn c.2149G>A
RNF213 17:78341554 62% 413 NM _001256071.3 p-Arg3960Ter c.11878C>T
MAP2K?2 19:4090612 19% 104 NM_030662.4 p-Thr396Met c.1187C>T
JAK3 19:17953887 7% 339 NM 000215.4 p.Argl72GIn c.515G>A
AR X:66765589 15% 100 NM_000044.6 p-Ala201Thr c.601G>A
Ade“"‘l‘;:sgfscelulas ACB6 G6PD  X:153762360 67% 311 NM_001042351.3 p.1le220Met ¢.660C>G
Adenoma de células ) -y PDE4DIP  1:144857653 30% 5473 NM_001350520.1 p.Ser2296Cys ¢.6887C>G

basais
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ALK 2:29416753 40% 380 NM_004304.5 p.Glu1400Asp ¢.4200A>C
Carcinoma ex-
adenoma CAEX3 VHL 3:10183685 8% 252 NM_000551.4 p.Glu52Lys c.154G>A
pleomorfico KMT2D 12:49434634 11% 197 NM_003482.4 p.Val2307Ile ¢.6919G>A
IGFIR 15:99251264 33% 204 NM_000875.5 p.Pro190Ser ¢.568C>T
Carcinoma ex-
adenoma CAEX6 RECQL4  8:145737331 66% 122 NM_004260.4 p-Met1119Thr ¢.3356T>C
pleomodrfico
MYB 6:135520156 63% 338 NM_001130173.2 p.Asp559Glu c.1677C>A
Carcinoma ex-
adenoma CAEXS BRD3 9:136906967 39% 470 NM_007371.4 p.Arg441His c.1322G>A
pleomorfico NOTCHI ~ 9:139399976 76% 153 NM 017617.5 p.Alal458Thr c.4372G>A
ADAMTS20  12:43821128 35% 462 NM_025003.5 p.Tyr1364Asn c.4090T>A
Carcinoma CAMIOI1 DDR?2 1:162741817 66% 548 NM 006182.4 p.Cys503Ser ¢.1508G>C
mioepitelial
Carcinoma CAMIO? NOTCHI  9:139402490 11% 245 NM _017617.5 p.Glul143Lys c.3427G>A
mioepitelial
P NFKB2  10:104159413 4% 1661 NM 0010774943  p.Leud73Alafs*32  c¢.1416_1417delGC

Fonte: Autoria propria.

conclusdo
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53 Validagao das variantes selecionadas

Para esta etapa, foram desenhados primers para regides especificas dos genes KMT2D,
DNMT3A, NOTCH? e as duas regides de NOTCH1I, a fim de identificar especificamente as
variantes previamente identificadas no painel CCP e descritas na Tabela 3.

Em todas as amostras, foi realizada PCR multiplex (utilizando o pool de primers das
regides especificas dos genes selecionados), eletroforese em gel de agarose a 2% e
sequenciamento, foi realizada a inspe¢ao visual dos arquivos BAM por meio do software IGV
(exemplo apresentado na Figura 13). Nesse ambiente, cada variante foi analisada em sua
posi¢do gendmica especifica, considerando os seguintes critérios: frequéncia alélica semelhante
a observada previamente no painel, cobertura minima de 1.000 leituras e auséncia (ou minima
presenca) de artefatos de sequenciamento. A partir dessa analise, foi verificado se a variante
correspondia a uma alteragdo genuina em cada caso.

Nos resultados obtidos, das cinco variantes testadas, apenas duas foram validadas
(Tabela 3).

Tabela 3 - Informagdes gerais das variantes consideradas para validagdo por amplicon e seus
resultados no painel e na regido alvo.

Casos Alteragdo observada no painel CCP F.A. painel FA Resultado
amplicon
MIO3 NOTCH2 c.4457C>T p-Thr1486Met 16% 0% Nao validada
CAEX3 KMT2D c.6919G>A p-Val2307Ile 11% 0% Nao validada
CAEXS NOTCHI c.4372G>A p.Alal458Thr 76% 97% Validada
CAMIO2 NOTCHI1 c.3427G>A p-Glul143Lys 11% 1.4% Validada
AP25rec DNMT3A4 c.2207G>A p-Arg736His 6% 0% Nao validada

Fonte: Autoria propria.

Ambas as variantes de NOTCHI foram observadas em casos malignos, sendo um
carcinoma ex-adenoma pleomorfico e outro de carcinoma mioepitelial. Ao analisarmos a
localizagdo dessas alteragdes, verificamos que elas se encontram nos éxons 21 e 25,
correspondendo aos dominios funcionais EGF like e LNR, respectivamente (Figura 14). Esses
dominios estdo situados na regido extracelular do receptor codificado por esse gene.
Atualmente, para tumores de cabeca e pescogo, sdo classificadas como Variantes de Significado
Incerto e nao reportadas no OncoKB, mas quando aplicadas buscas na plataforma Cancer
Genome Interpreter (CGI), sdo classificadas como alteracdes drivers, ou seja, tem potencial
oncogénico, podendo assim contribuir diretamente para o surgimento ou progressao da

neoplasia.
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Figura 13 - Exemplo de inspecdo visual de alteracdes observadas nas amostras de tumor de
glandula salivar estudadas via analise de amplicon. Sendo possivel observar um arquivo BAM
gerado apods sequenciamento sendo analisado no Software IGV a fim de realizar a inspecao
visual de maneira manual para validar potenciais mutagdes encontradas.
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Fonte: Autoria propria. Analise realizada no software IGV.

Legenda: A imagem exibe a regido do genoma onde uma variante foi identificada, alinhada ao genoma de
referéncia (na parte superior) e acompanhada pelo quadro de codons e pelos aminoacidos correspondentes (na
parte inferior). No topo, observa-se a barra de cobertura (em cinza), que ao ser selecionada exibe a profundidade
total de sequenciamento ¢ a propor¢do de leituras para cada base (A, T, C, G). Cada linha horizontal representa
uma leitura da regido: as leituras no sentido forward sdo mostradas em vermelho, enquanto as leituras no sentido
reverse aparecem em azul. Bases que diferem do genoma de referéncia surgem destacadas por cores dentro das
leituras, permitindo visualizar claramente o alelo alternativo. A variante analisada estd marcada no centro,
possibilitando avaliar a consisténcia do suporte, a qualidade das leituras e sua distribui¢do entre as duas fitas. Neste
exemplo, observa-se uma variante com alta frequéncia alélica do nucleotideo T, em uma posigdo onde o genoma
de referéncia apresenta a base C.

5.4 Identificagdo das variantes em outros casos

Nesta etapa, considerando que tinhamos muitos casos que ndo puderam ser submetidos
a analise do painel CCP devido a sua baixa quantificacdo de massa e/ou da integridade do DNA,
identificamos na abordagem por amplicon, uma oportunidade de ampliar a casuistica, pois nesta
técnica podemos utilizar amostras de menor qualidade, ja que se trata de pesquisa de regides
especificas.

Foram avaliados: 6 casos de adenoma de células basais, 2 casos de adenocarcinoma de
células basais, 5 casos de adenoma pleomorfico, 5 casos de carcinoma ex-adenoma pleomorfico
e 2 casos de carcinoma mioepitelial. Destes, alguns casos ndo amplificaram e outros ndo tiveram

nenhuma alteragao identificada nas regides pesquisadas.



57

Os casos ACB6, CAEXS5 e AP25rec apresentaram a mesma variante em NOTCH1
(p.Glul143Lys) previamente validada em CAMIO2. E o AP25rec apresentou também a outra
variante em NOTCH1 (p.Alal458Thr) previamente validada no caso CAEXS.

Ampliando as analises, foram identificadas outras alteragdes missenses, seguindo todos
os critérios previamente estabelecidos: frequéncia alélica, cobertura minima de leituras,
qualidade e uniformidade das leituras nas fitas forward e reverse.

Dessa forma, foram observadas outras variantes em NOTCHI, categorizadas como
VUS, nos casos: ACB7 (p.Cys1142Tyr) e CAEX2 (p.Gly1459Asp). Essas variantes também se
encontram no dominio funcional EGF like ou LNR pertencentes a regido extracelular do
receptor. Também foram observados 2 pontos de alteracdes diferentes no gene KMT2D, sendo
cada um em um subtipo tumoral, nos casos: AP8 (p.Pro2301Leu) e ACB2 (p.Pro2310Ser),
sendo ambas VUS e que por mais que nao sejam identificadas em uma regido de dominios
funcionais conhecidos, no cBioPortal ¢ possivel identificar que nessa regido do éxon 31 hd uma
alta taxa de modificagcdes pds traducionais relatadas, principalmente do tipo fosforilagdo e
acetilagao.

Dois casos apresentaram variantes em DNMT3A4, sendo o caso AP8 (p.Arg729Trp)
identificada no COSMIC (COSV53036577), considerada driver no CGI, porém VUS para
tumores de cabega e pescoco e inconclusiva no OncoKB. J& no caso ACB3 (p.Arg749Cys),
variante classificada como Tier3/provavelmente patogénica na plataforma Franklin, driver pela
avaliagdo no CGl, identificada no COSMIC (COSV53037963) e no ClinVar como patogénica
germinativa, porém, os tumores de glandulas salivares ndo correspondem ao fenotipo esperado
causado por essa alteracdo, que de acordo com os bancos de dados ¢ associada a neoplasias
hematoldgicas. Ja no OncoKB para tumores de glandula salivar ¢ anotada como provavelmente
oncogénica e com provavel perda de fungdo. Sendo as variantes em DNMT3A presentes no
dominio DNA metilase (éxon 19) que ¢ responsavel pela atividade catalitica da enzima
codificada.

Foi realizada uma tentativa de agrupar os tumores de acordo com as alteracdes
selecionadas para valida¢do ou identificagdo, conforme ilustrado na Figura 15. No entanto,
devido ao baixo niimero de variantes detectadas, ndo foi possivel observar uma separagao clara
entre tumores benignos e malignos, nem entre os diferentes subtipos tumorais, que
apresentaram perfis genéticos bastante heterogéneos. Por fim, nenhum dos casos apresentou

variantes no gene NOTCH?2 nesta analise por amplicon e por este motivo foi excluido da anélise
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de Heatmap. Em resumo, todas as alteragdes identificadas estao descritas em maior detalhe na

Tabela 4, e as respectivas regides dos dominios dos genes podem ser visualizadas na Figura 14.

Figura 14 - Distribuicdo das variantes validadas ou identificadas ao longo das estruturas dos
genes NOTCHI1, DNMT3A4 e KMT2D, destacando a localizagdo especifica de cada alteragdo em
seu respectivo dominio funcional, éxon correspondente e regido da estrutura proteica a que
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Fonte: imagens obtidas no site cBioPortal através da ferramenta MutationMapper. Autoria propria.

Legenda: Cada gene ¢ representado com seus principais dominios funcionais, incluindo regides extracelulares,
transmembrana ¢ intracelulares (NOTCH1I), bem como dominios cataliticos e de reconhecimento de cromatina
(DNMT3A4 e KMT2D). Os marcadores indicam a posigdo exata das variantes observadas nos casos analisados, com
cores representando o tipo de alteragdo. Em NOTCH], as variantes concentram-se em dominios relacionados a
ativagdo e regulagdo da sinalizagdo, enquanto em DNMT34 ¢ KMT2D as alteragdes localizam-se em regides
associadas a modulagdo epigenética.
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Figura 15 - Heatmap representando o perfil de alteragdes nos genes NOTCHI, KMT2D e
DNMT3A em amostras de tumores benignos e malignos de glandulas salivares que passaram
pela analise de amplicon e tiveram alguma variante identificada nos genes mencionados.
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: O agrupamento hierarquico foi realizado com base na similaridade do padrdo mutacional entre as
amostras e entre os genes. Sendo, laranja = positivo e azul = negativo. Na lateral direita constam os 25 casos que
foram analisados, sendo os casos malignos identificados pela cor azul escuro e os casos benignos identificados
pela cor verde. Andlise realizada no software R.
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Tabela 4 - Informagdes sobre as alteragdes moleculares identificadas nas regides de pesquisa por amplicon em amostras de tumor de glandula

salivar.
Franklin +
Transcrito
Caso Gene Chr:Pos F.A. (%) Reads (NM) p. c. tumores de OncoKB CGI
glandula salivar
chr12-49434625 Nao
ACB2 KMT2D 94% 2629 NM_003482.4 p-Pro2310Ser ¢.6928C>T vusS passenger
G>A identificado
chr2-25463248 Tier 3/ likely provavelmente driver / patogénica no
ACB3 DNMT3A4 56% 8439 NM_022552.5 p-Arg749Cys ¢.2245C>T ) )
G>A pathogenic oncogénico ClinVar (germinativa)
chr9-139402490 Nao
ACB6 NOTCHI1 39% 1931 NM_017617.5 p.Glul143Lys ¢.3427G>A VvUs . ) driver
C>T identificado
chr9-139402492 Nio
ACB7 NOTCHI 10% 1075 NM_017617.5 p.Cys1142Tyr ¢.3425G>A VvuUs driver
C>T identificado
chr9-139402490 Nio
AP25rec NOTCHI1 15% 1847 NM 017617.5 p.Glul143Lys ¢.3427G>A VvuUs driver
T identificado
chr9:139399976 Nao
AP25rec NOTCH1 7% 4812 NM 017617.5 p-Alal458Thr c.4372G>A vusS passenger
C>T identificado
chr12-49434651 Nao
AP8 KMT2D 33% 4249 NM_003482.4 p.Pro2301Leu ¢.6902C>T Vus NI
G>A identificado
chr2-25463308 )
AP8 DNMT3A4 GoA 23% 15466  NM_022552.5 p-Arg729Trp c.2185C>T VusS Inconclusivo driver
>
chr9-139399972 Nio
CAEX2 NOTCH1 21% 15247  NM 017617.5 p-Gly1459Asp c.4376G>A A\%ASH passenger
T identificado
chr9-139402490 Nao
CAEX5 NOTCH1 14% 6500 NM 017617.5 p-Glul143Lys ¢.3427G>A vusS driver
C>T identificado

Fonte: Autoria propria.
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5.5  Avaliag¢do do gene CTNNBI

Estudo anterior do grupo ja havia avaliado a expressdo imunoistoquimica da beta-
catenina e, nesta etapa do projeto, foi avaliada a presenca de alteragdes moleculares no gene
CTNNBI que codifica a proteina beta-catenina. Assim, foi avaliado o éxon 3 do gene CTNNBI,
por se tratar de uma regiao conhecida por concentrar sotspots mutacionais.

Na literatura, a alteragdo c¢.104T>C presente no coédon 35 deste gene, vem sendo
estudada e associada a expressao diferencial em casos de adenoma de células basais. Mesmo
ainda sendo classificada como VUS, sua classificacdo no OncoKB (no mesmo co6don) ¢ como
provavelmente oncogénica e com ganho de fungao.

No presente estudo, foram avaliados os 31 casos disponiveis, dos 6 subtipos tumorais
da casuistica (todas as variantes consideradas encontram-se com detalhes na Tabela 5). Através
das andlises, foi possivel detectar a presenga da variante p.Ile35Thr em 3 dos 6 casos de
adenoma de células basais avaliados. Além disso, 1 caso de adenocarcinoma de células basais
apresentou a mesma variante. Os casos com esta alteracdo apresentaram expressao nuclear da
proteina por IHQ (também observada no estroma tumoral) e padrio membrana descontinuo,
além de estarem abundante em todos os casos por toda a drea tumoral.

Algumas variantes diferentes foram observadas em outros subtipos tumorais da
casuistica. Dois casos de adenoma pleomorfico apresentaram a variante c.101G>A no cédon
34 e classificada no OncoKB como provavelmente oncogénica e com provavel ganho de
fung@o. Quanto a expressao em IHQ desses casos, um dos casos apresentou marcagao fraca e
focal na area tumoral, enquanto o outro foi negativo. Um outro caso de adenoma pleomorfico
apresentou uma variante stop cddon (¢.74G>A) no cdédon 25 classificada como VUS e nado
reportada no OncoKB.

Ainda nessa situacao de classificacdo VUS e ndo previamente reportadas no OncoKB,
temos algumas variantes diferentes identificadas em nossa casuistica: um caso de
mioepitelioma apresentou uma variante c.115G>A presente no céodon 39. Em um caso de
carcinoma ex-adenoma pleomorfico foi observada a variante c.119C>T presente no coddon 40.
E um caso de carcinoma mioepitelial a variante ¢.59C>T no cddon 20. Todas as variantes
identificadas foram observadas no éxon 3 do gene, sendo que os casos de adenoma pleomorfico

apresentaram uma variante de CTNNBI considerada como provavelmente oncogénica.



Tabela 5 - Informacdes gerais das variantes observadas no gene CTNNBI.
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Caso Chr:Pos HGVS c. HGVS p. VAF (%) Cobertura NM OncoKB
AP7 chr3:41266077 c.74G>A  p.Trp25* 5% 424254  NM_001904.4 NI
APS chr3:41266104 ¢c.101G>A p.Gly34Glu 20% 52854 NM 0019044 Provavelmente
oncogenico
AP9Y chr3:41266104 ¢.101G>A  p.Gly34Glu 40% 61964  NM 0019044 Provavelmente
oncogenico
MIO3  chr3:41266118 c.115G>A  p.Ala39Thr 9% 811694  NM_001904.4 NI
ACB3  chr3:41266107 c¢.104T>C  p.Ile35Thr 27% 4470 NM_001904.4 Provavelmente
oncogenico
ACB6  chr3:41266107 c.104T>C  p.lle35Thr 36% 130006 NM 0019044 Provavelmente
oncogenico
ACB7  chr3:41266107 c¢.104T>C  p.Ile35Thr 29% 152575 NM 0019044 Provavelmente
oncogenico
CAEX1  chr3:41266122 ¢.119C>T  p.Thrd0lle 42% 66560  NM_001904.4 NI
CAMIO4  chr3:41266062 ¢.59C>T  p.Ala20Val 2% 37619  NM_001904.4 NI
ADCB1  chr3:41266107 c.104T>C  p.Ile35Thr 28% 80040 NM 0019044 Provavelmente
oncogenico

Fonte: Autoria propria.

Legenda: na tabela constam informagdes como posi¢do cromossdmica das variantes, as informagoes de troca de
base e aminoacido, frequéncia alélica da variante, cobertura no sequenciamento, o transcrito (NM) e a classificagdo
da variante no banco de dados OncoKB, sendo NI = nao identificado/Nao reportado.

Considerando os genes com alteracdes validadas (DNMT3A4, KMT2D e NOTCHI) em
conjunto com o gene CTNNBI, foi realizada uma analise de interag@o proteina-proteina, sendo
possivel verificar que todos apresentam interagdes entre si, apresentando coexpressao e
vizinhanga génica (Figura 16). Dentre os casos com alteracdes em NOTCHI, dois casos de
adenoma de células basais apresentaram variantes identificadas em NOTCHI e CTNNBI
concomitantemente, curiosamente, nenhum caso maligno apresentou essa co-ocorréncia. Os
dois casos que apresentaram alteracdo em DNMT3A também apresentaram alteracdo em
CTNNBI. E um dos dois casos com variante identificada em KMT2D também apresentou

alteracdo em CTNNBI.
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Figura 16 - Rede de interagdo proteica gerada pelo STRING evidenciando conexdes funcionais
entre NOTCHI, KMT2D, DNMT34 ¢ CTNNBI.

CTNNB1

DNMT3A

Fonte: Imagem de resultados gerada pelo Software STRING. Autoria propria.

Legenda: As arestas indicam associagdes funcionais: azul claro (bases curadas), magenta (dados experimentais),
verde (vizinhanga génica), vermelho (fusdes génicas), azul escuro (co-ocorréncia génica), amarelo (textmining),
preto (co-expressao) e lilas claro (homologia proteica).

5.6 Dados da analise estatistica

Quanto as alteragdes moleculares, 6,5% dos casos avaliados apresentaram variantes em
KMT2D, 22,6% em NOTCH1, 6,5% em DNMT3A4 ¢ 32,3% em CTNNBI.

Quanto aos dados demograficos, clinicos e patoldgicos foi possivel observar que a idade
ao diagnodstico ndo apresentou a mesma distribui¢do entre os casos com e sem alteragdes nos
genes KMT2D e DNMT3A. Observou-se diferenca estatisticamente significativa para ambos
(p=0,047 e p=0,032, respectivamente), indicando que as alteracdes nesses genes ocorreram
predominantemente em pacientes com mais de 70 anos.

Observou-se diferencga estatisticamente significativa entre o estado atual do paciente e
apresenca ou auséncia de alteragdo em NOTCH1 (p=0,015). Nesse caso, a presenca da variante
esteve associada a pior desfecho clinico.

Na anélise de sobrevida global, foi observada diferenga significativa (p=0,012) entre os
casos com e sem alteragdo em NOTCHI considerando a casuistica total. Os pacientes que
apresentaram variantes nesse gene evoluiram desfavoravelmente. As demais andlises
envolvendo dados clinicos, patologicos e demograficos ndo apresentaram significancia

estatistica.
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6 DISCUSSAO

Os tumores de glandulas salivares, especialmente aqueles originados no ducto
intercalar, constituem um grupo heterogéneo de neoplasias caracterizado por ampla diversidade
arquitetural e morfologica. Esses tumores apresentam presenga parcial ou completa de células
mioepiteliais, que, na literatura, sdo descritas como células de comportamento dual, podendo
atuar tanto como supressoras quanto como promotoras da progressdo tumoral através da
secrecao de citocinas e fatores de crescimento, bem como a produgdo de matriz extracelular e
proteinas atuantes como supressores tumorais (inibidores de proteinase e fatores anti-
angiogénese) (lanez et al. 2010; Chitturi et al. 2015; Shah et al. 2016). Consequentemente, essas
células sdo frequentemente apontadas como potenciais células pluripotentes da glandula salivar
e, portanto, possivelmente responsaveis por grande parte dessa diversidade (Shah et al. 2016;
de Paula et al. 2017).

Diante desse cenario, surge uma duvida recorrente na literatura: esses tumores
representam entidades realmente distintas ou seriam composi¢des morfoldgicas distintas dentro
de um mesmo espectro tumoral? Em um estudo prévio realizado pelo nosso grupo, que buscou
identificar um perfil imunoistoquimico capaz de auxiliar nessa diferenciacdo, foi observado um
padrdo de expressao distinto entre tumores benignos e malignos, embora ndo tenha sido possivel
diferenciar subtipos. Na sequéncia, com o objetivo de aprofundar a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na composic¢ao tumoral e de refinar a busca por um perfil que indicasse
se esses subtipos compartilham caracteristicas comuns, conduzimos o presente estudo para
investigar o perfil molecular desses tumores.

Primeiramente, foi realizada uma andlise exploratoria em 13 casos de tumores de
glandula salivar do ducto intercalar utilizando o painel CCP contendo 409 genes
frequentemente associados ao cancer. Essa andlise revelou um conjunto diversificado de
alteracdes genéticas nos tumores de glandulas salivares, contando com a predominancia de
mutacdes do tipo missense e classificadas como de significado incerto (VUS) nos bancos de
dados consultados. Esses fatores geram complexidade na interpretacdo funcional dessas
variantes, especialmente quando observadas em neoplasias raras como as de glandulas
salivares, com poucas informagdes na literatura.

Foram observadas 94 alteracdes em 79 genes, mas nao foi observado nenhum padrao de
altera¢do ou mutacdo recorrente nos casos estudados, o que reforca a ideia da diversidade de

genes e vias afetadas refletindo a heterogeneidade bioldgica desses tumores e sugerindo que
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possam representar espectros diferentes de um tnico tipo tumoral. Os casos que apresentaram
maior carga mutacional, foram tumores benignos (adenoma de células basais e mioepitelioma),
geralmente considerados de comportamento menos agressivo e de crescimento lento. Esses
tumores representam os dois extremos da participagdo mioepitelial em sua composi¢do
histologica tumoral.

Considerando a literatura atual, pode-se verificar de maneira sintetizada o que se sabe
sobre as alteragdes moleculares no artigo publicado por Skalova e colaboradores (2022) que
relata uma atualizacdo geral quanto aos parametros atualmente recomendados no diagnostico
diferencial dos tumores de glandula salivar, feita pela WHO, detalhando os critérios patologicos
e genéticos. Relacionados ao grupo de tumores foco desse estudo, pode-se observar: em
adenoma pleomorfico Fusdes/amplificagdo PLAGI com prevaléncia de >50% e
Fusdes/amplificagdo de HMGA2 com prevaléncia de 10-20%. Em adenoma de células basais
mutagdes CTNNBI (prevaléncia de 37-80%), mutagcdes CYLD (prevaléncia de 36%) e as com
menos de 10% de prevaléncia esta identificagdo de mutacdo em AXINI ¢ APC. Em
mioepitelioma (de subtipo oncocitico) fusdo PLAGI tem a prevaléncia média de 40%. Em
carcinoma ex-adenoma pleomorfico Fusdes/amplificagdo PLAGI sdo de maior prevaléncia
(73%) e ¢ seguida por Fusdes/amplificacdo de HMGA2 (prevaléncia de 14%) e mutagdes 7P53
tem prevaléncia correspondente a 60%. Em adenocarcinoma de células basais a mutacdes
CYLD ¢ citada com uma prevaléncia de 29%. E por fim, em carcinoma mioepitelial as fusdes
PLAGI tem prevaléncia de 38% e Rearranjo EWSRI corresponde a uma média de 13%.

Ao observarmos os marcadores destacados para cada subtipo, podemos ver que, a
maioria se concentra em fusdes ou rearranjos € que nao ha uma ou um conjunto de alteracdes
especificas para tipo tumoral, onde, na verdade, observamos a repeti¢ao (como por exemplo,
de PLAGI1) em mais de um subtipo, o que reforca a necessidade de mais estudos, para melhor
entendimento de potenciais alteragdes nessas neoplasias.

Na segunda etapa do estudo, selecionamos algumas das variantes identificadas (nos
genes KMT2D, DNMT3A4, NOTCHI e NOTCH?) para validagao utilizando PCR multiplex e
sequenciamento de amplicon das regides especificas alteradas.

A analise por amplicon revelou que apenas as variantes em NOTCHI puderam ser
efetivamente validadas. De modo geral, observamos que menos da metade dos casos apresentou
alguma variante validada ou identificada, sendo a maioria em tumores benignos, especialmente
nos genes KMT2D e DNMT3A. Em contraste, NOTCH1 foi o gene com o maior numero de

variantes identificadas, incluindo aquelas previamente detectadas no painel CCP e confirmadas
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na analise por amplicon. Ja& para NOTCH?2, nenhuma variante foi validada, e ndo foram
identificadas novas alteragdes nas analises subsequentes. Neste contexto, foram exploradas
informagdes relacionadas especialmente a KMT2D, DNMT3A, NOTCH] e adicionalmente na
regido hotspot de CTNNBI.

O gene Lisina Metiltransferase 2D (KMT2D) ¢ codificador de uma metiltransferase de
histonas relacionada a lisina 4 da histona H3 (H3K4mel), sendo assim, envolvido com a
regulacdo epigenética e controle transcricional. Em condigdes fisioldgicas, este gene participa
da ativagdo génica por meio da deposi¢ao de marcas ativadoras em potenciadores (ativagdo das
regides de metilagdo, por exemplo), promovendo o recrutamento de coativadores
transcricionais como p300/CBP e facilitador para o acesso da RNA polimerase II. Além disso,
atua em complexos multiproteicos, promovendo a remogao de marcas repressivas e garantindo
o equilibrio entre ativagdo e repressao transcricional (Wang et al. 2016; Froimchuk et al. 2017).
Porém, no contexto tumoral, mutagcdes em KMT2D tem sido associada a alteragdes epigenéticas
significativas, como por exemplo, a reducao global de H3K4mel/2, desorganizacdo de
potenciadores, € com sua perda, o silenciamento de genes envolvidos na diferenciacdo celular
e no controle do ciclo celular (Wang et al. 2016; Froimchuk et al. 2017).

Por mais que ndo haja estudos relacionados aos tumores avaliados neste estudo, um
outro subtipo tumoral (carcinoma adenoide cistico) apresenta muta¢des neste gene em cerca de
9-15% dos casos, sendo frequentemente associadas a progressao tumoral e a perfis genéticos
de tumores recorrentes e metastaticos (Ho et al. 2019). O carcinoma adenoide cistico também
se origina no ducto intercalar da glandula salivar. Estudo recente identificou que mutagdes em
KMT2D e outros genes de remodelamento da cromatina em tumores metastaticos de glandulas
salivares, sugerindo seu papel na agressividade tumoral (Ho et al. 2019). O estudo de Liu et al.
(2024) demonstra que a perda da metiltransferase de histonas KMT2D, no carcinoma de células
escamosas, contribui para a progressdao tumoral ao intensificar a glicolise aerdbica e ao
reprogramar o estado epigenético de genes da via de reparo de DNA Fanconi/BRCA. Sendo
assim, sob restri¢gao glicolitica ou tratamento com 2-DG, a deficiéncia de KMT2D leva a
reducdo da expressdo desses genes, associada a alteracdes em marcadores de cromatina ativa
em promotores e enhancers, levaria a disfun¢ao da via de reparo e aumento da sensibilidade a
medicagdo como cisplatina e MMC, bem como a inibidores de PARP. Um estudo recém-
publicado e realizado por Wang e colaboradores (2025) sobre o papel do KMT2D em tumores
de cabeca e pescogo destaca a importancia de entender o papel deste gene no contexto tumoral

relacionado, visto que sua fun¢do poderd variar significativamente entre diferentes tipos de
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tumores. Em alguns tipos, como o de mama, sua alta expressdao pode promover a progressao da
neoplasia, enquanto para cancer de bexiga a alta expressdo pode suprimir a progressao.
Considerando os exemplos dados, torna-se importante ter a aten¢ao para classificar e analisar
os papéis especificos das mutagdes do KMT2D nos diferentes tipos de cancer.

O gene DNMT3A, ¢ codificador da enzima DNA metiltransferase 3 alfa, responsavel
por adicionar grupos metil ao DNA e silenciar alvos especificos. Gerando potencial de
modificagdo epigenética através de metilagdo de CpG (Tajima et al. 2022). Variantes neste gene
sao amplamente estudadas em neoplasias hematologicas, mas seu papel em tumores solidos
ainda estda sendo explorado, dentre eles, os tumores carcinoma adenoide cistico e
mucoepidermoide de glandula salivar (Manou et al. 2023; Magno Guimaraes et al. 2020). Em
nossa casuistica identificamos duas variantes neste gene, que sdo consideradas drivers e com
potencial de oncogenicidade, mas ambas foram em neoplasias benignas.

Na literatura, embora estudos especificos sobre DNMT3A em cancer de glandula salivar
sejam limitados, pesquisas em outros tipos de cancer, como a leucemia mieloide, sugerem que
mutagdes em DNMT3A4 podem contribuir para a progressdo tumoral, pior prognostico e
resisténcia a tratamentos, indicando a necessidade de investigacdes adicionais nesse contexto
(Tang et al. 2017). Outro estudo, como o de Magno Guimaraes e colaboradores (2020) também
realizado em carcinoma mucoepidermoide, observou a imunoexpressao diferencial de DNMT1,
DNMT34 e DNMT3B e que estaria significativamente associada ao aumento da proliferagao
celular. Manou e colaboradores (2023) encontraram niveis aumentados de mRNA de DNMT3A4
em casos de carcinoma adenoide cistico, sendo relacionado ao estabelecimento de novas marcas
de metilacdo, inativando a expressdo génica, mas ainda assim sem mais informagdes das
implicacdes dessas alteragdes em tumores de glandula salivar.

Para este gene, observamos variantes em nossa casuistica nos subtipos adenoma
pleomorfico e adenoma de células basais o que, considerando as informagdes da literatura
relacionadas ao potencial da perda de fungdo deste gene, poderia representar um potencial
auxilio na plasticidade e diferenciagao das células desses tumores contribuindo para amplitude
morfologica e comportamento clinico. Mas o contexto por completo das possiveis correlagdes
de funcionalidade na participacdo da progressao tumoral necessita de estudos mais
aprofundados. E importante ressaltar que, esses achados tratam de tumores com diferenciagio
mioepitelial e essas células tém alto potencial de diversidade morfologica e comportamento
dual (que pode ser protetivo ou agressivo) no ambiente tumoral, como mencionado na revisao

de Scarini e colaboradores (2021).



68

Os genes NOTCHI ¢ NOTCH? fazem parte da via de sinalizagdo Notch, crucial na
regulagao da diferenciagao celular e desenvolvimento tumoral, tendo um papel dual, podendo
agir como supressor tumoral ou oncogene, a depender do seu contexto e alteracao.

Em nossa casuistica, nenhuma variante foi validada ou identificada em NOTCH?2,
enquanto NOTCH] foi o gene que apresentou o maior nimero de variantes dentre os genes
selecionados previamente por identificacdo no painel, porém sem um padrdo especifico de
distribuicdo entre os subtipos tumorais, sendo observadas em casos de adenoma de células
basais, adenoma pleomorfico, carcinoma ex-adenoma pleomorfico e carcinoma mioepitelial.

O gene NOTCH | tem sido amplamente estudado em glandulas andlogas, como mamaria
e lacrimal, e, entre os tumores de glandulas salivares, destaca-se por sua investigagdo em
carcinoma adenoide cistico (CAC), no qual, mutagdes sdo relatadas em aproximadamente 20%
dos casos. Esses achados reforgam o potencial de NOTCHI como alvo para a exploracao de
fatores prognosticos e terapéuticos, especialmente considerando que pacientes com neoplasias
de glandulas salivares ainda carecem de opgoes sist€émicas de tratamento eficazes e bem
estabelecidas.

Neste sentido, alguns estudos presentes na literatura atual demonstram que, mutagdes
ativadoras em NOTCH] estdo associadas a subgrupos de carcinoma adenoide cistico (CAC)
com prognoéstico desfavoravel e tendéncia a metastases Osseas ¢ hepaticas (Ferrarotto et al.
2017). Ou que a superexpressdo de NOTCH] esta associada a maior risco de metastase e
recorréncia (Li et al. 2014). Outros estudos demonstraram que a ativagdo da via Notch esta
presente em aproximadamente 40% dos casos de CAC recorrentes ou metastaticos,
correlacionando-se com pior sobrevida global (Ferrarotto et al. 2022; Parikh et al. 2022). Além
disso, a sinalizagao Notch influencia a diferencia¢do das células mioepiteliais nas glandulas
salivares, sendo a inibicdo dessa via associada a manutencdo de caracteristicas mioepiteliais
(Yasuhara et al. 2022).

No estudo de Ho e colaboradores (2018), muta¢des em NOTCHI foram identificadas
em 26% dos casos recorrentes/metastaticos de carcinoma adenoide cistico, enquanto apenas
8,5% dos tumores primarios apresentaram essas alteragdes, sugerindo um papel na progressao
tumoral (Ho et al. 2018). Ainda no estudo realizado por Ho e colaboradores, ¢ mencionada uma
possivel colaboracdo entre NOTCH1 e vias de remodelamento da cromatina devido a alteracao
em genes chave como o caso do KMT2D para a progressao tumoral.

Um estudo recém-publicado por Church e colaboradores (2025), realizou o

sequenciamento de genoma completo (WGS) em pacientes com cancer de glandula salivar que
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tiveram recorréncia ou metastase. Foram utilizados nove casos de carcinoma adenoide cistico,
e um caso de cada subtipo, sendo: adenoide cistico/adenocarcinoma sem outras especificacoes,
carcinoma ex-adenoma pleomorfico (subtipo ducto salivar), carcinoma mioepitelial de células
claras e mioepitelial, epitelial e de carcinoma de células acinares. Dentre os resultados, foi
possivel observar que a maioria dos casos apresentou rearranjos ou fusdes, € muitas alteracdes
somaticas em genes de modificagdo de histona e vias de remodelamento da cromatina e que
alteragdes em NOTCHI demonstraram ser exclusivas. Além disso, apos as informagdes
fornecidas pelo sequenciamento de genoma completo, trés neoplasias foram reclassificadas
como o diagndstico diferencial do adenoide cistico/adenocarcinoma sem outras especificacdes,
que foi reclassificado como carcinoma mioepitelial de alto grau, gerando uma alteragdao na
conduta terapéutica causando beneficios significativos ao paciente. Isso demonstra a
importancia do estudo gendmico e da medicina de precisdo em casos de tumores raros, como
os de glandula salivar e o estudo gendmico.

No presente estudo, curiosamente, as alteragdes em NOTCH I também foram exclusivas
quando comparadas com alteragdes relacionadas a KM7T2D e DNMT3A. Outro ponto que se
destaca, ¢ a presenca de caracteristicas especificas dentre os casos que apresentaram variantes
em NOTCHI: o caso CAMIO2 apresentou recidiva tumoral, enquanto o caso AP25rec, trata-
se de um tumor benigno recidivado, sendo este, portador de ambas as variantes em NOTCH]1.

Além disso, outras variantes no mesmo gene foram observadas nos casos CAEX2 e
CAEXS, localizadas no mesmo cdédon, mas resultando em substituigdes de aminoacidos
distintas. Ambos os casos apresentaram caracteristicas clinicas e patologicas sugestivas de
maior agressividade tumoral: em CAEX2, houve invasdo perineural e comprometimento de
linfonodo, enquanto em CAEXS foi observada metastase. Este ultimo caso ¢ particularmente
interessante, pois inicialmente se tratava de um carcinoma in situ, que, ao longo dos anos,
demonstrou progressao para um comportamento de alto grau. Essas observacdes juntamente
com os dados estatisticos, sugerem que as mutacdes em NOTCHI podem estar associadas a
mecanismos de progressao tumoral em outros subtipos além do CAC. Embora, sejam
necessarios estudos complementares € o uso de outras abordagens metodologicas para
confirmar e aprofundar a compreensao dessas possiveis associagdes.

O gene CTNNBI apresenta alteracdes associadas a diversos tipos de cancer, e que
ocorrem tipicamente no éxon 3, geralmente sob a forma de mutagdes do tipo missense. Essas
mutacdes afetam os sitios consenso de fosforilagdo da GSK3p, especificamente em uma regido

essencial para a interacdo com o dominio de ubiquitinagdo que regula a degradagdo da beta-
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catenina acumulada no citoplasma, e o ndo cumprimento desta a¢do, causada por alteragoes,
levam a aciimulo no nucleo, resultando na ativagdo aberrante da via canonica de sinalizagao
Wnt/B-catenina ao atuar como fator de transcricdo e regulando genes envolvidos com a
proliferagao e sobrevivéncia celular. Essas mutagdes t€ém sido amplamente descritas em cancer
colorretal e endometrial, onde estdo associadas a maior risco de recorréncia e progressao
tumoral (Johnson et al., 2005; Kurnit et al., 2017; Yu et al., 2021).

Inicialmente, buscamos mutagdes hotspot nos cddons 35, por ter sido previamente
descrito na literatura como expressao diferencial em adenoma de células basais, 41 e 45, por
serem bem conhecidos e reportados como oncogénicos e ganho de funcdo. Porém, além de
algumas variantes de significado incerto, foi observada uma variante presente no codon 34
relatada como provavelmente oncogénica e com ganho de fun¢do, em adenoma pleomorfico.
Esse acho poderia representar eventos iniciais na ativacdo da via Wnt, contribuindo
potencialmente para a manuten¢do do fendtipo mioepitelial ou para etapas iniciais da
tumorigénese.

Na literatura, a mutagdo I35T ¢ associada com o adenoma de células basais, o que
poderia auxiliar no diagndstico diferencial do adenocarcinoma de células basais. Esses dados
de literatura, identificaram a presenca da mutacdo [35T associada a expressdo nuclear na
imunoistoquimica. Porém, os impactos dessa relagdo e se ha alguma relevancia prognoéstica
para esses pacientes ainda € incerto e necessita de maior aprofundamento dessas informagdes
(Kawahara et al. 2011; Wilson et al. 2016; Tesdahl et al. 2016; Jo et al. 2016; Sato et al. 2018;
Oyama et al. 2018; Lee et al. 2018; Oh & Hong, 2023).

Um estudo recente por Mitani e colaboradores (2025) realizou um comparativo entre
adenoma de células basais e adenocarcinoma de células basais por analise transcriptomica
sugerindo que apenas CTNNBI e CYLD nao conseguiriam diferenciar esses tumores, sendo
assim, através de suas analises de RNA indicam a separacao entre graus € nao como tumores
diferentes, sendo entdo neoplasias de células basais salivares grau I ou II a depender do perfil
encontrado no estudo deles.

Por tratar-se de neoplasias raras e pouco estudadas devido a dificuldades de construgdo
de casuisticas expressivas, existem poucos dados para comparar na literatura. Em uma busca
no PubMed por estudos realizados entre 2020-2025, pesquisando sobre a aplicacdo de NGS nas
mais diversas neoplasias de glandula salivar, foram encontrados 95 artigos publicados. No que
se trata dos mesmos subtipos dessa casuistica, separadamente, um total maximo de 12 artigos

foram observados at¢ o momento, sendo que nenhum deles estd focado no mesmo contexto
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deste estudo. E importante ressaltar que, o sequenciamento neste estudo foi realizado em
amostras de FFPE e que vem de longos anos de armazenamento. Isso traz dificuldades para o
aproveitamento das amostras disponibilizadas em nossos arquivos. Sendo assim, com o
protocolo desenvolvido, com foco principalmente em purificacdo e integridade do DNA,
conseguimos o aproveitamento da maioria das amostras com massa suficiente e com DIN entre
2,0 e 5,0. O que demonstra bom aproveitamento em meio as limitagcdes deste estudo.

Os achados deste estudo, abrem perspectivas para o avanco da compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na tumorigénese dos tumores originados do ducto
intercalar das glandulas salivares. A identificagdo de variantes em genes relacionados a
regulagdo epigenética e a sinalizagdo celular, como KMT2D, DNMT3A, NOTCHI e CTNNBI,
sugere possiveis vias de interesse para investigagdes funcionais, a fim de elucidar o impacto
dessas alteragdes na biologia tumoral. Pesquisas futuras podem incluir anélises funcionais in
vitro e in vivo, que permitam verificar o efeito das variantes sobre a diferenciacdo celular,
proliferacdo e comportamento das células mioepiteliais nestes contextos.

A ampliacdo da casuistica e a integragdo de abordagens multidmicas, incluindo
transcriptomica e protedmica, poderdo oferecer uma visdo mais abrangente das redes de
interagdo que sustentam a heterogeneidade fenotipica dos tumores de glandulas salivares. Além
disso, a correlagdo entre os achados genéticos e os desfechos clinicos podera contribuir para o
desenvolvimento de biomarcadores para o diagnostico diferencial e potencialmente, em outros
momentos, como fatores prognosticos e para a identificacdo de potenciais alvos terapéuticos,
especialmente em neoplasias malignas com poucas opg¢des sistémicas eficazes.

De modo geral, nossos achados nesse conjunto de tumores, sdo inéditos. Como essas
alteracdes influenciam os tumores de glandula salivar, ainda ¢ desconhecido, mas quando
unificamos os dados desta pesquisa, com pesquisas na literatura, a possibilidade de que possam
participar na recorréncia de tumores benignos ou até mesmo participar do processo de
malignizacdo pode ser especulada. Porém, mais pesquisas devem ser realizadas para melhor
entendimento da participagdo funcional destas alteragoes.

As andlises de rede de interagdo proteina-proteina, enriquecimento funcional e co-
expressao génica, revelaram potenciais correlagdes dos genes envolvidos em processos como
regulacdo epigenética, sinalizagdo e proliferagdo celular, sugerindo que, embora nao
recorrentes, as mutacdes em cada um dos genes avaliados demonstram ag¢do influente na
composicao da heterogeneidade tumoral, uma vez que o CTNNBI translocado para o nucleo

atua como fator de transcri¢ao. Mutagdes em KMT2D podem gerar o silenciamento inadequado
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de supressores tumorais. Em DNMT3A e provavel perda de fungdo podem levar a ativagao
inadequada de oncogenes. Enquanto em NOTCH1 aparenta estar relacionado a uma ativagao
constitutiva, perdendo a necessidade de um ligante para sua agao proliferativa.

Em sintese, os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o entendimento,
mesmo que inicial, do papel da diferenciacdo mioepitelial e das alteragdes genéticas associadas
na diversidade bioldgica e comportamental heterogéneo desses tumores de glandulas salivares.
As andlises realizadas indicam que modificacdes em genes reguladores, particularmente
NOTCHI e CTNNBI, podem atuar como moduladores da progressao tumoral, com impacto
potencial na morfologia e evolucdo desses tumores. Esses achados reforcam o papel da
diferenciacdo mioepitelial como elemento chave na heterogeneidade dos tumores de glandulas
salivares, destacando a importancia de compreender como fatores genéticos e fenotipicos se
integram na defini¢do do comportamento bioldgico dessas neoplasias, ampliando um pouco
mais quanto ao entendimento sobre a complexa biologia das glandulas salivares. Esse conjunto
de tumores, do ducto intercalar da glandula salivar, podem sim representar um espectro
diferente de um mesmo tipo tumoral, tendo a células mioepiteliais como principal articuladora

de formagdes morfologicas e comportamentos clinicos distintos.
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7 CONCLUSOES

Em nosso estudo nao foi possivel identificar perfis mutacionais diferenciais para cada
subtipo tumoral benigno e maligno estudado.

Comparando os casos com alteragdes moleculares e dados demograficos, clinicos e
patoldgicos foi possivel identificar que os casos com alteragdes em NOTCHI, em sua maioria,
tiveram o pior desfecho relacionado e estatisticamente significativo, mesmo com uma casuistica
limitada.

Foi possivel ainda, realizar a validagdo de duas variantes em NOTCH! identificadas
previamente no sequenciamento guiado por painel e posteriormente em uma analise por

amplicon.
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APENDICE A - COMENTARIO SOBRE O PERIODO SANDUICHE

Durante o periodo de maio a novembro de 2024 foi realizado periodo de Doutorado
Sanduiche na School of Dentistry — UNIVERSITY OF MICHIGAN nos Estados Unidos da
América, sob orientacdo da Prof. Dra. Cristiane Helena Squarize.

Durante as analises dos resultados obtidos no Doutorado identificamos alteragdes em
genes NOTCH?2/4 nos tumores benignos e NOTCHI nos tumores malignos. Dessa forma,
entendemos que estudar funcionalmente linhagens de células bem estabelecidas do carcinoma
adenoide cistico seria interessante, visto que esta neoplasia também ¢ proveniente da mesma
regiao da glandula salivar e tem o gene NOTCHI comumente alterado, observado
principalmente em casos de rearranjo MYB-NFIB. Como ¢ o caso das linhagens da Universidade
de Michigan que sdo uma das poucas e raras linhagens caracterizadas de tumor de glandula
salivar e ndo disponiveis comercialmente até o momento.

Com isso, entendemos a relevancia de estudar a influéncia dessa via de sinalizagdo, pois
ha o questionamento se além das alteragdes a nivel génico, também ha possibilidade de
alteracdes de superexpressao do receptor € se a sua inibi¢do levaria a diminui¢ao da progressao
tumoral.

Sendo assim, neste periodo no Squarize lab, foram realizados alguns experimentos com
as linhagens celulares de carcinoma adenoide cistico (CAC) imortalizadas e originadas da
Universidade (UM-HACC-2A, UM-HACC-6 ¢ UM-HACC-14). Nosso intuito geral era
realizar a analise mutacional destes casos e comparar com achados as células de cultura primaria
desenvolvidas no grupo de pesquisa no A.C.Camargo Cancer Center, visando entender e
investigar potenciais genes e vias de sinalizagdo alvo para aprofundar os estudos em diferentes
perfis de células de CAC. Inicialmente a ideia era realizar os experimentos focados em via
NOTCH, mas ap06s os resultados preliminares, optamos por seguir uma linha que visa investigar
genes relacionados a regulacao epigenética no CAC. Este estudo ainda estd em andamento e

com artigo em preparagao.
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ANEXO A — CARTA DE ACEITE DE EMENDA DO PROJETO NO CEP

A.C.Camargo FUNDAGCAO ANTONIO
@ o PRUDENTE - AG. CAMARGO o
CANCER CENTER

Continuagdo do Parecer: 5.144.242

Beneficio & comunidade por agregagao de conhecimento.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de submissao de EMENDA 1, para solicitar a inclusao de uma aluna de Doutorado no projeto
(documento Emenda_Doutorado_Carolinne, postado na plataforma Brasil em 03/11/2021). A aluna ira
desenvolver em seu Doutorado o ultimo objetivo do projeto departamental. Esse objetivo trata da
determinacdo de um perfil de mutagdes nos diferentes tumores de glandula salivar.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Recomendacgoes:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Apbs apreciacdo da presente solicitacdo de emenda esté Comité ndo observa qualguer dbice ético.
Consideragoes Finais a critério do CEP:

O projeto em referéncia (registro CEP 2706/19) tera um dos objetivos desenvolvido por Carolline Alves de
Oliveira, aluna de Doutorado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Outros EmendaalunoCarolinne.doc 08/11/2021 | SANDRA FABIANA Aceito
12:34:42 | DE ALMEIDA
MANZANO
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_185306( 03/11/2021 Aceito
do Projeto 3_E1.pdf 15:23:52
Projeto Detalhado / |ProjetoductointercalarCEPversao2_Dout| 03/11/2021 |Claudia Malheiros Aceito
Brochura orado_Carolinne_em_realce.docx 15:20:23 |Coutinho Camillo
Investigador
Solicitagdo Assinada |Emenda_Doutorado_Carolinne.pdf 03/11/2021 |Claudia Malheiros Aceito
pelo Pesquisador 15:17:45 |Coutinho Camillo
Responsavel
Outros CartarespostaCEPducto.pdf 06/06/2019 |Claudia Malheiros Aceito
16:23:13 | Coutinho Camillo
Projeto Detalhado / |ProjetoductointercalarCEPversao2.docx | 06/06/2019 |Claudia Malheiros Aceito
Brochura 16:19:50 |[Coutinho Camillo
Investigador
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