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RESUMO

O ameloblastoma é um tumor benigno que se origina do epitélio odontogénico. A
patogénese ndo € completamente compreendida e envolve alteracdes genéticas
como a mutacdo do gene BRAF. Uma vez que a lesdo apresenta comportamento
localmente infiltrativo e alta tendéncia a recidivas locais, o tratamento usualmente
requer excisdo cirurgica total da lesdo, resultando em deformidade facial, grande
morbidade e, consequentemente, um impacto importante na vida do paciente
acometido. A metabolémica representa o estudo do conjunto de metabdlitos de um
sistema biologico e fornece, assim, informagbes finais, mais intimamente
relacionadas ao fenotipo estudado, a respeito das interacdes envolvendo alteracdes
genéticas, atividade enzimética e rea¢bes metabdlicas. O uso de amostras fixadas
em formol e preservadas em parafina tem se mostrado conveniente em
experimentos metaboldomicos por representar uma fonte abundante de material
bioldgico para pesquisa e por demonstrar confiabilidade no seu uso. Desta maneira,
0 objetivo desse estudo foi avaliar o perfil metaboldmico do ameloblastoma e
identificar vias metabdlicas possivelmente envolvidas na patogénese e progressao
da leséo, assim como relacionar estes achados com a presenca da mutagéo V600E
do gene BRAF. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais sob CAAE numero 97428718.5.0000.5149.
Foram utilizadas 14 amostras tumorais fixadas em formol e embebidas em parafina e
6 amostras de epitélio odontogénico morfologicamente normal obtidos de foliculos
dentarios. ldentificou-se os metabdlitos através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e a presenca da mutacdo BRAF-VE600E foi avaliada
através de PCR em tempo real. Os dados obtidos foram submetidos a analises
estatisticas univariadas e multivariadas. Onze metabdlitos foram encontrados
significativamente mais elevados no ameloblastoma em relacdo aos foliculos
dentais, incluindo aminodacidos, &acidos graxos, carboidratos, acidos inorganicos e
compostos organo-heterociclicos. A presenca da mutacdo BRAF-V600E nas
amostras foi relacionada a diminuicdo dos niveis de glicerol em comparacdo com
tumores portadores apenas de alelos do tipo selvagem deste gene. Ndo foram
observadas diferencas metabdlicas entre ameloblastomas recidivantes e
ameloblastomas primarios. Conclui-se que o ameloblastoma apresenta um perfil
metabolémico diferente do tecido odontogénico morfologicamente normal e que a
mutacdo BRAF-V600E pode contribuir para algumas alteracbes metabdlicas
presentes no ameloblastoma, o que pode estar relacionado com a patogénese deste
tumor.

Palavras-chave: Ameloblastoma. Proteinas proto-oncogénicas B-raf.
Espectrometria de massas. Metaboldémica. Tumores odontogénicos.



ABSTRACT

Analysis of ameloblastoma metabolomic profile

Ameloblastoma is a benign tumor that originates from the odontogenic epithelium.
The pathogenesis is not completely understood and involves genetic alterations such
as the mutation of the BRAF gene. Since the lesion presents locally infiltrative
behavior and a high potential to local recurrences, the treatment usually requires total
surgical excision of the lesion, resulting in facial deformity, great morbidity and,
consequently, a significant impact on the life of the affected patient. The
metabolomics represents the study of the metabolites set of a biological system. It
provides final information more closely related to the studied phenotype regarding the
interactions involving genetic alterations, enzymatic activity and metabolic reactions.
The use of formalin-fixed and paraffin-embedded samples has been shown to be
convenient in metabolomics experiments because it represents an abundant source
of biological material for research and for demonstrating reliability in its use. Thus,
the aim of this study was to evaluate the metabolic profile of ameloblastoma and to
identify metabolic pathways possibly involved in the pathogenesis and progression of
this lesion, as well as to corelate these findings to the presence of BRAF-V600E
mutation. The study was approved by the Research Ethics Committee of the
Universidade Federal de Minas Gerais under CAAE number 97428718.5.0000.5149.
Fourteen formalin-fixed and paraffin-embedded tumor samples and 6 samples of
morphologically normal odontogenic epithelium obtained from dental follicles were
used. Metabolites were identified by gas chromatography coupled to mass
spectrometry and the presence of the BRAF-V600E mutation was assessed by real-
time PCR. The data was submitted to univariate and multivariate statistical analyses.
Eleven metabolites were found to be significantly higher in ameloblastoma compared
to dental follicles, including amino acids, fatty acids, carbohydrates, inorganic acids
and organoheterocyclic compounds. The presence of the BRAF-V600E mutation in
the samples was related to decreased levels of glycerol compared to tumors bearing
only wild-type alleles of this gene. No metabolic differences were observed between
recurrent ameloblastomas and primary ameloblastomas. It is concluded that
ameloblastoma presents a different metabolomic profile of morphologically normal
odontogenic tissue and that the BRAF-V600E mutation may contribute to some
metabolic alterations present in the ameloblastoma, which may be related to the
pathogenesis of this tumor.

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



UFBA
OMS
MAPK
GC-MS
FFPE
FO-UFMG
QCs

MS

uv

PCA
PLS-DA
OPLS-DA
DNA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Universidade Federal da Bahia

Organizacao Mundial da Saude

Mitogen Activated Protein Kinases

Gas Chromatography—Mass Spectrometry

Formalin-Fixed Parafin-Embedded

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais
Controles de Qualidade

Mass Spectrometry

Unit Variance

Principal Component Analysis

Partial Least Squares Discriminant Analysis

Orthogonal Projections to Latent Structures Discriminant Analysis

Deoxyribonucleic Acid



11

111
1.1.2
1.13
1.14
1.2

121
1.2.2
1.2.3

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4

3.5
3.6
3.7

SUMARIO

CONSIDERAGCOES INICIAIS......cvie et en e,
AMEIODIASTOMAL ...

Aspectos epidemioldgicos, clinicos e radiograficos.............ccccoeeeecvvvnnnnnn.
Aspectos hiStOPatOlOQICOS. ......ccceeeee e
JLILE2 12210 0[] 01 (0 T PR
MutaGao BRAF-VBOOE............uuuiiiiiiiiiiiiieeeeee e
MEtaDOIOMICA. .....cce e i

Utilizacdo da metabolémica na salde............ccccceceeieeiiieeeeeeeceeee e,
Fluxo de trabalho em metaboldmica...........cccvvvviiiiiiiiiiiie,

Amostras bioldgicas em trabalhos metabol6micos................cccccvvvivinnnenn.

OBUJETIVOS. ..ottt ettt
ODJELIVO QETal......uiieiiiiiiieie e e ————
ODbjetivOs €SPECITICOS. .....oiiiiiiiiee e

METODOLOGIA EXPANDIDA.......ooiieiiiiee ettt
ASPECTIOS BLICOS......coiiiiiieeeeee e e e e e e e e e
Coleta e INCluSA0 das amMOSIIaS.........uuueruiiiiiiireeeeeee e
Extracdo de metabolitos. ..........eveeeiii i
Andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
4Tz TSI T T TS URSSR P
PAY g F= 1EST= N0 [0 1S3 F= To [0 1S PPPERRRPTR
ANALISE ESTALISTICA. .. .uvvvieiieiiiiie it e e e e e e e e e e
Extracdo do DNA e avaliagdo da mutacdo BRAF-V600E......................

ARTIGO ..

CONSIDERAGOES FINAIS. ..ot

REFERENCIAS. ... ettt e e e et e e e e
ANEXO A — Parecer consubstanciado doO CEP........coveeieiiiiiiiinin..,

18
18
18
19

20
21
21
21



ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido — paciente.. 43
ANEXO C - Termo de assentimento livre e esclarecido....................... 45
ANEXO D - Termo de consentimento livre e esclarecido para o

(TS 010 T A EST= 1V =] 47

ANEXO E - Termo de constituicdo de biorrespositorio...........ccuueee.... 49



12

1 CONSIDERACOES INICIAIS

1.1 Ameloblastoma

O ameloblastoma é o tumor odontogénico mais frequente apds os odontomas
(BRIERLEY; SPEIGHT; JORDAN, 2017). Origina-se do epitélio odontogénico e,
apesar de ainda néo estar totalmente esclarecida, a patogénese envolve alteracdes
genéticas, como a mutacdo do gene BRAF (DINIZ et al., 2015). Embora seja um
evento raro, o ameloblastoma tem o potencial de sofrer transformacdo maligna
(BRIERLEY; SPEIGHT; JORDAN, 2017).

1.1.1 Aspectos epidemioldgicos, clinicos e radiograficos

O ameloblastoma afeta principalmente a regido posterior e o angulo da
mandibula de pacientes em uma ampla faixa etaria, com pico de idade ao redor de
35 anos, apresentando-se como uma tumefacao indolor e de crescimento lento, que
ao exame radiografico revela uma imagem radioltcida multiloculada ou uniloculada
(BRIERLEY; SPEIGHT; JORDAN, 2017).

De acordo com os critérios atuais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
o ameloblastoma €& classificado em trés subtipos clinicopatolégicos, a)
ameloblastoma, b) ameloblastoma unicistico e c¢) ameloblastoma periférico
(WRIGHT; VERED, 2017).

1.1.2 Aspectos histopatolégicos

Microscopicamente, o ameloblastoma € formado por ilhas e corddes de
células epiteliais sendo que na periferia destas estruturas as células neoplasicas
apresentam-se colunares e dispostas em palicada, exibindo polarizagéo invertida do
seu nucleo, assemelhando-se a pré-ameloblastos, enquanto que a regido central
das ilhas neoplasicas exibem células estreladas dispostas frouxamente lembrando o
reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte. Focos de degeneragcdo cistica sao
comumente observados ao longo dos diferentes casos (BRIERLEY; SPEIGHT,;

JORDAN, 2017). As variantes histopatolégicas do ameloblastoma incluem os
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padrdes folicular, plexiforme, acantomatoso, granular, basaloide e desmoplasico. O
padréo folicular é o mais frequente, seguido pela variante plexiforme. Apesar de
apresentar multiplas formas microscopicas, essas variacdes ndo estdo relacionadas
a diferentes prognosticos da lesdo (WRIGHT; VERED, 2017).

1.1.3 Tratamento

O tratamento do ameloblastoma normalmente é realizado por meio da excisdo
cirirgica total da lesdo, incluindo margens de seguranca, uma vez que a lesao
apresenta comportamento localmente infiltrativo e alta tendéncia a recidivas
(PEACOCK, 2017). Quando a lesédo afeta a maxila, o tratamento torna-se ainda mais
desafiador devido a complexidade anatbmica deste 0osso e de sua relagdo com as
estruturas vizinhas (BRIERLEY; SPEIGHT; JORDAN, 2017). Dessa maneira, a
terapia cirdrgica traz um impacto importante na vida do paciente acometido, uma vez
que resulta em deformidade facial e grande morbidade (BROWN; BETZ, 2015).
Entretanto, apesar desta agressividade local exibida pela neoplasia, alguns autores
propdem a utilizacdo de intervencdes cirdrgicas mais conservadoras, favorecendo a
reabilitacdo dos pacientes, apesar de exigir um minucioso acompanhamento clinico
e radiogréafico para identificacdo precoce de eventuais recidivas. A escolha por uma
destas abordagens terapéuticas impactara diretamente no indice de recidivas da
lesé@o, que se apresenta mais elevado quando tratamentos mais conservadores sao
executados (MCCLARY et al., 2016).

1.1.4 Mutagao BRAF-V600E

As mutacbes em componentes da via da proteino-quinase ativada por
mitégenos (MAPK) séo frequentes no ameloblastoma, sendo a mais comum aquela
gue envolve o gene BRAF, em que uma valina é substituida por glutamato no cédon
600 (V600E). Nesse sentido, discute-se a possibilidade de realizacdo de terapias
quimioterapicas personalizadas para o tratamento desta lesédo, através de farmacos
que tém como alvo os componentes mutados desta via de sinalizagdo molecular
(BROWN; BETZ, 2015). Fatores como o microambiente tumoral e a heterogeneidade

intratumoral podem influenciar nas respostas individuais a terapias néo invasivas
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com alvos genéticos (GOMES; DINIZ; GOMEZ, 2014). Sendo assim, uma melhor
compreensdao dos aspectos moleculares envolvidos na patogénese do

ameloblastoma é de fundamental interesse.

1.2 Metaboldmica

A metabolémica é uma linha de estudos que objetiva analisar o metaboloma,
ou seja, o conjunto de metabdlitos, de um determinado sistema biologico. Os
metabdlitos sdo pequenas moléculas de intermediarios e produtos do metabolismo
(KOEK et al., 2011). Envolvem diferentes classes e propriedades quimicas, podendo
ser encontradas em organismos, tecidos, células ou compartimentos celulares
(KOEK et al.,, 2011) e representam a ultima parte do fluxo de informacdes do
organismo humano que se inicia com 0s genes, sendo também a resposta final de
um organismo a agentes externos ou ambientais (KLUPCZYNSKA; DEREZINSKI,
KOKOT, 2015). Dessa maneira, os niveis de metabdlitos de uma amostra biologica
estdo mais intimamente relacionados ao fendtipo do individuo quando se compara
outros produtos “émicos” como genes ou proteinas, por exemplo. Assim, avaliar o
perfil metabdlico de uma amostra pode fornecer informacdes a respeito de
alteracbes genéticas, atividades enzimaticas e reagbes metabdlicas
(KLUPCZYNSKA; DEREZINSKI; KOKOT, 2015).

1.2.1 Utilizacdo da metabolémica na saude

A metabolomica representa uma valiosa ferramenta para a realizacdo de
estudos como a descoberta de biomarcadores, a sele¢cdo de terapias-alvo, a
avaliagdo da resposta de um individuo a determinada terapéutica (CACCIATORE et
al., 2017) e o uso em oncologia, uma vez conhecido que o cancer causa alteracdes
no metabolismo celular (KLUPCZYNSKA; DEREZINSKI; KOKOT, 2015).

1.2.2 Fluxo de trabalho em metabolomica

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

Apos o delineamento do estudo e a aquisicdo do material biolégico a ser analisado,
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0s metabolitos devem ser extraidos e submetidos a rea¢des quimicas de acordo
com protocolos e 0 método de deteccdo que serd utilizado. Em seguida, as amostras
devem ser analisadas na plataforma analitica escolhida e os dados obtidos devem
ser processados e submetidos a andlises estatisticas utilizando-se softwares de
bioinformética (KOEK et al., 2011). A analise final das informacfes permite a
avaliacdo do perfil metabdlico da amostra, a possivel identificagdo de biomarcadores
ou a formulacdo de novas hipoteses (KLUPCZYNSKA; DEREZINSKI; KOKOT,
2015).

Fatores dificultadores da técnica incluem a padronizacdo na terminologia
metabolémica e nos materiais de referéncia sobre o tema, que ainda s&o escassos
principalmente devido a complexidade do metaboloma humano, que pode conter
mais de 100.000 metabdlitos diferentes. De acordo com o objetivo de cada estudo,
diferentes metodologias sdo necessarias e a associacdo destas pode levar a uma
identificacdo mais completa dos metabdlitos (KOEK et al., 2011).

Na metabolémica untarget, a principal metodologia utilizada, detecta-se e
guantifica-se (de maneira relativa, comparando-se a um padréao interno) o perfil
metabdlico global de uma amostra (KOEK et al., 2011). Utiliza-se para tanto a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), o método
mais tradicional de analise de metabdlitos, sendo considerado o padrdo-ouro
(FIEHN, 2016). E apropriado para uma abordagem holistica do metaboloma, uma
vez que combina a separacdo de compostos e deteccdes de suas massas, atraves
da ionizacéo de elétrons (KOEK et al., 2011). A amostragem para GC-MS envolve o
processo de derivatizacao, que transforma compostos nao volateis em volateis
(FIEHN, 2016). Este procedimento aumenta o intervalo de deteccdo do método e na
maioria das vezes envolve as reac¢des de sililacdo, acompanhada ou néo de reacdes
de oximacéo (KOEK et al., 2011).

1.2.3 Amostras bioldgicas em trabalhos metabolémicos

Um dos desafios enfrentados pela metabolémica é a dificuldade em se utilizar
tecidos frescos para analise, que caracteristicamente apresentam maior
conservacdo dos metabdlitos, mas apresentam, em contrapartida, disponibilidade
escassa em arquivos de centros de assisténcia a saude. Alternativamente, amostras

fixadas em formol e preservadas em parafina (FFPE — Formalin-fixed parafin-
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embedded) podem ser usadas para este fim e representam uma fonte abundante de
materiais para pesquisa, 0 que € extremamente conveniente para a realizagdo de
estudos retrospectivos. Embora a confiabilidade do uso de amostras de FFPE para
analises metaboldmicas seja controversa, Cacciatore et al. (2017) encontraram
viabilidade e utilidade ao usar esse tipo de material para detectar o perfil
metaboldmico e distinguir tipos de neoplasias de préstata, comparando-o com dados
obtidos de amostras congeladas. Concluiram que as seccdes de tecidos parafinados
podem preservar os metabodlitos de uma maneira satisfatoria, permitindo a sua
utilizacao para analises metaboldomicas (CACCIATORE et al., 2017). Corroborando
esses resultados, Wojakowska et al. (2015) conseguiram discriminar e caracterizar,
também de maneira satisfatoria, tecidos neoplasico e normal, assim como maligno e
benigno usando tecidos parafinados de biopsias de tireoide (WOJAKOWSKA et al.,
2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar o perfil metaboldomico do ameloblastoma.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar quais as vias metabdlicas potencialmente envolvidas no
ameloblastoma.

¢ Identificar quais os metabdlitos mais abundantes no ameloblastoma.

¢ I|dentificar alteracdes nas vias metabodlicas e nos metabdlitos produzidos pelo
ameloblastoma se comparado com aqueles produzidos por tecido
odontogénico morfologicamente normal.

e Avaliar a relacdo entre a presenca da mutacdo BRAF-V600E e as alteracfes

metabdlicas presentes nas amostras de ameloblastoma.
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3 METODOLOGIA EXPANDIDA

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais sob parecer niumero 3.059.929 (ANEXO A).

Quando o contato com os pacientes foi possivel de ser realizado, aqueles
voluntarios maiores de 18 anos foi apresentado um termo de consentimento livre e
esclarecido (ANEXO B). Ja aos participantes menores de 18 anos, apresentou-se
um termo de assentimento livre e esclarecido (ANEXO C) e aos seus responsaveis,
um termo de consentimento livre e esclarecido para responsaveis (ANEXO D),
conforme a resolucdo n°® 466 de 2012 do Conselho Nacional de Saude. Além disso,
foi criado um biorrepositorio, conforme a resolugéo n° 441/11 e a Portaria n°® 2201/11
do Conselho Nacional de Saude, para adequada operacionalizagéo,
compartilhamento e utilizacdo do material biolégico humano coletado e armazenado
no Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Minas Gerais (FO-UFMG) (ANEXO E).

3.2 Coleta e inclusdo das amostras

Para avaliar o perfil metabolémico nos ameloblastomas foram utilizadas 14
amostras tumorais obtidas de blocos de parafina arquivados no Laboratério de
Patologia Bucomaxilofacial da FO-UFMG. Uma das amostras foi excluida do estudo
por se tratar de um caso recidivante de um paciente que ja havia sido incluido.

Além disso, foram utilizadas 6 amostras de tecido odontogénico
morfologicamente normal obtidos de casos diagnosticados como capuz
pericoronario também arquivados no Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial da
FO-UFMG.

Os diagndsticos de ameloblastoma e capuz pericoronario foram confirmados
por meio da revisdo de novos cortes histoldégicos corados em hematoxilina e eosina
por dois patologistas orais experientes de acordo com 0s critérios presentes na
dltima classificacdo de tumores odontogénicos da Organizacdo Mundial de Saude
(WRIGHT; VERED, 2017). Como critérios de inclusdo foram selecionados pacientes

com ameloblastoma que apresentaram confirmagéo do diagnostico histopatolégico e
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que possuiam tecido parafinizado disponivel para os ensaios laboratoriais. Critérios
de exclusao envolviam a baixa quantidade de material no bloco de parafina e a alta
guantidade de estroma tumoral em detrimento da quantidade de parénquima.

Apesar do numero de casos de ameloblastoma nos arquivos ser alto, os
critérios de inclusédo / excluséo, a logistica e o financiamento envolvidos na anélise

metaboldémica limitou o uso de uma quantidade maior de amostras.

3.3 Extracdo de metabdlitos

Para a extracdo dos metabdlitos foram coletadas duas seccdes teciduais com
area de 0,3cm? e 10um de espessura para cada amostra de ameloblastoma e de
capuz pericoronario. Uma amostra de parafina sem tecido foi utilizada como controle
negativo. A extracdo dos metabdlitos foi realizada por meio de solventes de acordo
com protocolo validado na literatura (WOJAKOWSKA et al., 2015).

Para desparafinizagdo o material foi submetido a duas lavagens com 1mL de
xilol seguidas por centrifugagdo a 13.000 rpm durante 5 minutos sob 4°C . A
secagem das amostras utilizou SpeedVac, a temperatura de 30°C, por
aproximadamente 1 hora.

A extracdo dos metabolitos polares foi realizada adicionando-se 250uL de
MeOH:H,O (1:1). Em seguida, a solugdo foi submetida ao vortex por 5 minutos,
banho ultrass6nico por 10 minutos e a mistura resultante foi centrifugada por 15
minutos a 13.000 rpm e 4°C. O sobrenadante foi coletado em um tubo eppendorf e
entdo foi submetido a centrifugacdo a 13.000 rpm durante 1 minuto para gerar a
fracéo polar.

A extracdo dos metabolitos apolares foi realizada adicionando-se 250uL de
CH,CL2:MeOH (3:1). Em seguida, a solucdo foi submetida ao processo ja descrito
acima para gerar a fracdo nao polar. Posteriormente, ambas as fracdes (polar e ndo
polar) foram combinadas e transferidas para um novo tubo eppendorf e submetidas
a evaporacao em SpeedVac.

Controles de qualidade (QCs) foram preparados misturando-se o0 mesmo
volume de todas as amostras.

A derivatizacdo € uma reacao utilizada para tornar volateis os metabdlitos que

ndo O sado, requisito necessario para que sejam detectados por GC-MS. Foi
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realizada adicionando-se 450uL do extrato ao inserto de vidro. A amostra foi
evaporada utilizando-se SpeedVac. Assegurou-se que todo o contetudo foi
evaporado, pois a presenca de agua interfere com a derivatizacdo e pode resultar
em baixo rendimento.

A reacdo de metoximacdo, uma das etapas da derivatizacdo utilizada para
aumentar a estabilidade das moléculas e diminuir a quantidade de produtos
resultantes de isbmeros, foi realizada adicionando-se 10uL de metoxiamina (15ppm,
15mg/mL) em piridina. Realizou-se trés ciclos em vortex por 5 minutos e incubacao
overnight & temperatura ambiente em local protegido da luz. Para sililagdo, 10uL de
BSTFA+TMS (99:1) foram adicionados aos vials descapsulados. Em seguida, os
tubos foram recapsulados, colocados em vortex por 5 minutos e incubados a 70°C
por 1 hora. As amostras foram entdo descapsuladas e 100uL de heptano contendo
10 ppm de C18:0 metil-éster foram adicionados. As amostras foram hermeticamente

encapsuladas e colocadas em vortex por 2 minutos previamente a injecao.

3.4 Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Os metabdlitos foram analisados por meio de GC/MS disponivel no
Laborat6rio de Toxicologia do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da
Faculdade de Farmacia da UFMG. Os parametros de injecao foram otimizados
previamente por Garcia e Barbas (2011). Brevemente, 2uL da amostra derivatizada
foram injetados em modo Split no cromatografo gasoso (CG - Agilent 7890A)
acoplado ao espectrometro de massas (MS) com detector de eixo triplo (Agilent
5975C). Para separacao, foi utilizada uma pré-coluna J&W de 10m, acoplada a uma
coluna DB-5MS com 30m de comprimento, 0.25mm de diametro interno e contendo
um filme de 25um, composto por 95% de dimetilpolisiloxano e 5% de difenil. A
entrada do injetor foi mantida a uma temperatura de 250°C. O hélio foi utilizado
como fase moével a um fluxo de 1.0mL/minuto. O gradiente de temperatura ocorreu
da seguinte forma: a temperatura inicial da coluna foi de 60°C por um minuto apos a
injecdo, seguido por um aumento gradativo da temperatura a uma taxa de 10°C/min
até ser atingida a temperatura final de 325°C. Posteriormente a analise, a coluna foi
resfriada para a temperatura de 60°C, para que se pudesse dar inicio a injecao da
proxima amostra da fila. O injetor, linha de transferéncia, fonte do filamento e
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quadropdlo foram mantidos as temperaturas de 250°C, 280°C, 230°C e 150°C,
respectivamente. O controle do processo foi realizado pelo programa Chemstation. A
fonte de ionizacao foi operada a -70eV. A deteccdo pelo espectrébmetro de massas
foi realizada no modo full scan, considerando o intervalo de 50-600 m/z em uma taxa

de 2.7 varreduras/segundo.

3.5 Analise dos dados

O processamento dos dados envolveu a identificacdo dos compostos com
base na biblioteca de Fiehn RTL. A deconvolu¢édo dos dados com base no indice de
retencdo e no tempo de retencdo foi feita no software AMDIS, para que 0s
compostos co-eluidos pudessem ser identificados. O alinhamento e a filtragem dos

dados foram realizadas no Mass Profile Professional.

3.6 Andlise estatistica

Previamente as andlises multivariadas, os dados foram escalonados em
Pareto ou UV. Para construcdo de PCA e PLS-DA, assim como a avaliagdo dos
dados por Analise Discriminante de Projecao Ortogonal de Estrutura Latente (OPLS-
DA), usando a ferramenta Jack Knife, foram realizadas no software estatistico
SIMCA 14.1. O heatmap foi construido no programa MetaboAnalyst disponivel online
(http://mwww.metaboanalyst.ca/) versao 3.5. Analises univariadas foram realizadas no
Matlab, para verificacdo dos dados quanto a sua normalidade, sendo que as
variaveis que apresentarem distribuicdo normal foram ainda submetidas a testes

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

3.7 Extracdo do DNA e avaliacdo da mutacdo BRAF-V600E

Doze amostras de ameloblastoma foram analisadas quanto a presenca da
mutacdo BRAF-V600E. O DNA gendmico foi extraido das mesmas utilizando-se o
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), de acordo com as
instrucbes do fabricante e a presenga da alteracdo genética em questao foi avaliada

por meio de PCR em tempo real especifico de alelo competitivo utilizando a sonda
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TagMan (BRAF_476_mu) (Life Technologies, CA, EUA), conforme descrito
anteriormente (PEREIRA et al., 2016).
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1 | INTRODUCTION

Ameloblastoma is a benign odontogenic neoplasm, most commonly
arising in the posterior region of the mandible.® The tumor has a

1 | Ricardo Santiago Gomez

1@® | Felipe Paiva Fonseca! @

Background: Ameloblastoma is a locally infiltrative, aggressive epithelial odonto-
genic neoplasm. BRAF-V600E mutation is frequently found in this tumor and has a
pivotal role in its pathogenesis, but the consequences of this alteration need to be
addressed. An untargeted metabolomics approach was applied to verify whether
metabolic disturbances are related to tumor biology and whether BRAF-V600E muta-
tion contributes to these alterations.

Methods: Formalin-fixed and paraffin-embedded tissue specimens from thirteen amelo-
blastoma and six dental follicles were included in this study. BRAF mutational status was
determined by competitive allele-specific real-time PCR. Metabolite extracts were ana-
lyzed using gas chromatography coupled to mass spectrometry. Univariate and multivari-
ate statistical methods were employed to compare the metabolic profiles of the samples.
Results: The abundance of eleven metabolites was significantly higher in ameloblas-
toma in relation to dental follicles, including amino acids, fatty acids, carbohydrates,
inorganic acids, and organoheterocyclic compounds. The presence of BRAF-V600E
mutations in ameloblastoma was related to decreased levels of glycerol in comparison
with tumors carrying only wild-type alleles of this gene. No metabolic differences
were observed between recurrent and primary manifestations of ameloblastoma.
Conclusions: Ameloblastoma exhibits a distinct metabolic profile from normal odonto-
genic epithelium. BRAF-V600E may contribute to metabolic alterations in ameloblas-
toma. Collectively, our findings suggest that metabolic alterations might play a role in
tumor pathogenesis.

KEYWORDS
Ameloblastoma, BRAF, mass spectrometry, metabolomics, odontogenic tumor

slow-growing development, but presents a locally aggressive be-
havior.2? According to the latest World Health Organization (WHO)
classification of odontogenic tumors published in 2017, ameloblas-
toma was subdivided into three clinicopathological variants, that is,
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ameloblastoma, unicystic ameloblastoma, and extraosseous/periph-
eral type.* Microscopic examination of ameloblastoma specimens
reveals structures that resemble tooth development apparatus, com-
posed of islands or follicles of epithelial cells presenting peripherally
columnar ameloblasts-like cells surrounding loosely arranged stellate
cells. Treatment options range from conservative approaches (enucle-
ation/curettage) to radical excision, though the former demonstrates a
high recurrence rate,® and both cause significant morbidity and facial
deformity. Although rare, malignant transformation of ameloblasto-
mas into ameloblastic carcinoma is also well known.>%

Although the molecular pathogenesis of ameloblastoma is not
well understood, recent reports have suggested a prominent role of
mitogen-activated protein kinase pathway dysregulation by recur-
rent activating mutations in BRAF.® As metabolic disturbances have
been shown to play a role in tumorigenesis,” metabolomics represents
a valuable tool to identify novel alterations that can be used for di-
agnosis and therapeutic purposes. However, there seems to be no
study reporting the metabolic changes in ameloblastoma. Therefore,
in the present study, a comparative untargeted metabolomics analy-
sis using gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS)
was performed on formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues
of ameloblastoma and dental follicles to identify relevant metabolites
and metabolic pathways potentially dysregulated in the pathogenesis
of this aggressive tumor and to verify whether BRAF-V600E mutation
contributes to these alterations.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Samples and subjects

The study was conducted in accordance with ethical standards and
was approved by the local institutional review board and the Ethics
Committee (CAAE: 97428718.5.0000.5149). A total of 19 FFPE tissue
samples were retrieved from the files of the Oral Pathology Service at
Universidade Federal de Minas Gerais, comprising of 13 ameloblas-
tomas and six dental follicles obtained from healthy patients submit-
ted to extractions of impacted third molars. Microscopic aspects of all
cases were reviewed by two oral pathologists to confirm their diagno-
ses following current WHO guidelines.

2.2 | Metabolomics on FFPE tissue samples

2.2.1 | Sample preparation

The extraction of metabolites was performed according to modi-
fications on the protocol described by Wojakowska et al.® Tissue
regions of interest were pre-defined during microscopic examina-
tion of hematoxylin-eosin-stained sections. The first and second
10-pm-thick slices were discarded, and subsequently, three tissue
sections with 10 pm thick and 0.3 cm? of area were collected into
microtubes. Technical triplicates were produced for each sample.
Tissues were deparaffinized by washing twice with 1 mL of xylene
(Merck, Darmstadt, Germany) followed by centrifugation at 4°C,

13 250 g for 10 minutes. The residual solvent was evaporated in a
thermoblock. Polar metabolites were extracted with 250 pL of meth-
anol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA): water 1:1 (v/v), followed by
5 minutes of vortexing and sonication for 10 minutesinan ultrasonic
bath. The resulting mixture was centrifuged for 15 minutes, 4°C at
13 250 g, and the supernatant was collected into another tube. To
the pellet, 250 uL of dichloromethane: methanol 3:1 (v/v) (Sigma-
Aldrich) were added in order to obtain apolar metabolites and were
also subjected to 5 minutes of vortexing and 10 minutes of sonica-
tion in an ultrasonic bath. The supernatant was collected by cen-
trifugation (13 250 g, 15 minutes, 4°C) and combined with the polar
fraction. Subsequently, 250 uL of the resulting mixture was trans-
ferred to a glass insert and were completely evaporated in speedvac
concentrator at 30°C.

Methoximation was performed by the addition of 30 uL of me-
thoxyamine (Sigma-Aldrich) in pyridine (Sigma-Aldrich) [15 mg/mL].
The vials were vortexed for 5 minutes, and the reaction was carried
out for 2 hour at 60°C. For silylation, 30 pL of MSTFA (Sigma-Aldrich)
was added and the reaction was carried out for 1 hour at 60°C. Finally,
1 pLof C18:0 methyl stearate (Sigma-Aldrich) [1000 ppm] and 59 pl of
heptane (Sigma-Aldrich) were added to each sample. Quality controls
(QCs) were prepared by pooling the same amount from each sample
and were analyzed throughout the run, after every five samples. A
blank sample was included in the study and was obtained from sec-
tions of a paraffin block prepared without tissues, following the same
extraction and derivatization procedures applied to the samples.

2.2.2 | GC-MS system

Analyses were performed with Gas Chromatography system 7890
C coupled with a quadrupole Mass Detector 5975 A (Agilent
Technologies®, Santa Clara, CA, USA) equipped with automatic
injector combiPAL autosampler. The samples (2 pL each) were in-
jected in split mode (ratio 1:10) in capillary column DB-5MS (30 m
length, 0.25 mm internal diameter, and 0.25 pm thickness film) from
Agilent Technologies®. Ultrapure helium (99.9999%) was used as
carrier gas at a flow rate of 1.0 mL/min. The injector temperature
was maintained at 250°C. The oven temperature was programed at
60°C (1.0 minutes) with gradual increase at a rate of 10°C/min up to
325°C. The mass detector was operated in electron impact ioniza-
tion at 70 eV and in full-scan mode at the range 50-600 m/z.

2.2.3 | GC-MS data processing

Data processing was performed in XCMS software package (ver-
sion 1.24.1)° running at R platform (version 3.2.2). Data extraction
was performed by matched filter method. The parameters were
as follows: (a) peak width (fwhm) = 4; (b) signal-to-noise ratio (sn-
thresh) = 1.5; and (c) maximum number of peaks per extracted ion
chromatogram (max) = 40. Peak grouping was based on bandwidth
correction (bw) = 5 and two for the first and second grouping, respec-
tively, the width of the overlapped bands of m/z (mzwid) = 0.25, and
the minimum fraction of samples necessary inatleast one group tobe
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valid (minfrac) was set at 0.1. The “fillPeaks” tool was used to remove
missing values, and default “retcor” method was applied with non-
linear alignment and degree of smoothing for local polynomial regres-
sion fitting (span) = 0.5 to correct the retention time. Annotation of
metabolites using AMDIS (version 2.71) was searched against Fiehn
GC/MS RLT Library for identification of co-eluted compounds based
on the retention index.*® The data set was normalized by the C18:0
methyl stearate internal standard before statistical analyses.

2.3 | DNA extraction and BRAF-V600E
mutation assessment

Genomic DNA was extracted from the samples using QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to the manu-
facturer's instructions. The presence of BRAF-V600E mutation was
evaluated by competitive allele-specific real-time PCR using TagMan
probe (BRAF_476_mu) (Life Technologies, CA, USA), as previously
described.**

2.4 | Statistical analysis

Data were Pareto scaled and log, transformed before multivariate
statistical analyses. Principal component analysis (PCA) and par-
tial least squares discriminant analysis (PLS-DA) were conducted
in SIMCA 14.1. Pairwise comparisons using either Student's t test
or Mann-Whitney U test for independent data were performed on
Statistica version 10, depending on the normality distribution as-
sessment (Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors and Shapiro-Wilk tests). A
P-value <0.05 was used as the threshold for significance. Pathway
analyses were performed on MBrole 2.0 and Metaboanalyst 4.0.2?

3 | RESULTS

3.1 | Clinicopathological features

Ameloblastoma cases included in the study were comprised of
eight men and five women, with age ranging from 13 to 81 years
old, and the mean age was 35 years old. Eleven cases affected the
mandible and two cases affected the maxilla. Nine cases were
primary tumors, three were recurrences and one was unknown.
Dental follicles were collected from four males and two female pa-
tients with a mean age of 16 years old (ranged from 9 to 21 years).
Ameloblastoma samples were comprised of multiple histopatho-
logical types. In seven cases, plexiform type prevailed, with one
of them showing expressive additional areas of acanthomatous
pattern. In the other six cases, the most abundant type was fol-
licular, with three cases demonstrating expressive additional areas
of acanthomatous or granular pattern.

3.2 | BRAF mutational status of the samples

Real-time PCR was performed to evaluate the presence of BRAF-
V600E mutation in twelve ameloblastoma cases with functional
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DNA available. Nine of 12 analyzed ameloblastomas (82%) showed
the BRAF-V600E mutation.

3.3 | Analysis of the metabolic profile of
FFPE specimens

PCA and total ion chromatogram (TIC) overlay were applied to
overview the quality of the system. A tight clustering of QCs in a
well-defined area of the plot (Figure S1a) and a proper overlay of the
chromatograms (Figure S1b) was observed, confirming the robust-
ness and stability of the procedures.

Mass spectrometry analysis of sample extracts allowed the iden-
tification of 26 metabolites. The list of the compounds along with
their respective biochemical and physical properties are shown in
Table 1. Most of the identified metabolites were classified as amino
acids, peptides, and conjugates, accounting for 23.08% of the total,
and all the classes of the identified compounds are represented in
Figure S2.

3.4 | Detecting metabolic differences between
ameloblastoma and dental follicles

In order to pinpoint the metabolic differences and similarities be-
tween ameloblastoma and dental follicles, comparisons were per-
formed using a PLS-DA built with the identified metabolites. Tumor
specimens were shown to cluster apart from normal tissue. The
quality parameter, Q2 which was 0.708, indicated a good fit and pre-
diction ability of the model (Figure 1A). A CV-ANOVA was done to
evaluate the statistical significance of the analysis, and a P-value of
0.005 was obtained, indicating a significant separation of the groups
(Figure 1B). To avoid model overfitting, a permutation test with 100
interactions was used. The intercepts of R? and Q2 were, respec-
tively, 0.448 and -0.295, demonstrating a valid PLS-DA model.

An unsupervised hierarchical clustering analysis was performed
using the mean ionic abundance of the identified metabolites in each
patient. A result similar to the observed in PLS-DA was obtained
(Figure 1C). Dental follicles formed a separate cluster containing al-
most all normal samples, except for one case. In contrast, all tumor
specimens were grouped together in the same cluster.

To identify the metabolites that contributed most to the discrimi-
nation of groups within the PLS-DA model, metabolites with variable
importance in projection (VIP) above 1.0 and/or a P-value below 0.05
calculated by univariate analysis, including Student’s t test or Mann-
Whitney U test, were identified. In total, 11 metabolites showed
significant differences in abundance between ameloblastoma and
dental follicles (Table 2). All of these compounds were increased in
tumor specimens, with fold changes ranging from 1.03 to 5.04.

3.5 | Alterations in metabolic pathways in
ameloblastoma

To determine the biological pathways that are altered in ameloblas-
toma in comparison with follicles, a metabolic pathway enrichment
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TABLE 1 Metabolites detected by GC-MS and their respective chemical and physical properties

Metabolite Molecular formula Biochemical classification Monoisotopic mass FC

2-butyne-1,4-diol C4H,0, Organooxygen compounds 86.037 1.005
2-hydroxybutyric acid C4HgO, Organic acids and derivatives 104.047 1.017
2-hydroxypyridine C;HNO Organoheterocyclic compounds 95.037 1.040
3,7-dimethyl-1-octanol CyoH2,0 Lipids and sterols 158.167 1.021
Benzene-1,2,4-triol CgH O, Benzenoids 126.032 0.995
Benzoic acid C,HO, Organic acids and derivatives 122.037 0.996
Caprylic acid CgHy40, Fatty acids and conjugates 144.115 1.199
Glycine C,HNO, Amino acids, peptides and conjugates 75.032 1.149
Glycolic acid C,H,0, Organic acids and derivatives 76.016 1.043
Heptadecanoic acid Cy7H3,0, Fatty acids and conjugates 270.256 1.005
L-(+) lactic acid C3H, O, Organic acids and derivatives 90.032 0.998
L-glutamic acid C;H,NO, Amino acids, peptides and conjugates 147.053 5.042
L-homoserine C4HNO, Amino acids, peptides and conjugates 119.058 1.016
L-serine C3H,NO, Amino acids, peptides and conjugates 105.043 1481
Myristic acid Ci4Hy50, Fatty acids and conjugates 228.209 1.029
O-glycosyl compound (D-(+) CypH;,0;, Carbohydrates 342.116 1.089

trehalose)
O-glycosyl compound (sucrose) C,H,.0;, Carbohydrates 342.116 0.963
Oleic acid CygH3,0, Fatty acids and conjugates 282.256 1.064
Palmitic acid CysH3,0, Fatty acids and conjugates 256.240 1.013
Phosphoric acid H,0,P Inorganic acids and derivatives 97.977 1.096
Porphine CooHiuN, Organoheterocyclic compounds 310.122 1.015
Sugar alcohol (glycerol) C3HgO4 Carbohydrates 92.047 1.033
Sugar alcohol (mannitol/ CeH,0, Carbohydrates 182.079 0.993
sorbitol?)

Urea CH,N,O Nitrogenous compounds and polyamines 60.032 1.040
f-cyano-L-alanine C,HN,O, Amino acids, peptides and conjugates 114.043 1.104
p-alanine C;H,NO, Amino acids, peptides and conjugates 89.048 1.022

Fold changes were determined by dividing the mean ionic abundance of ameloblastoma samples to those of dental follicles. FC, fold change.
®It is not possible to discriminate isomers with close retention time using GC-MS.

analysis was performed using the metabolites that differed signifi-
cantly in abundance between these samples (Table 3). Only path-
ways enriched with at least three metabolites from the input and
a P-value <0.05 were selected. Metabolic pathways involved in
aminoacyl-tRNA biosynthesis, cyanoamino acid metabolism, and
ABC transporters were found to distinguish tumor and normal
tissue.

3.6 | Comparative evaluation of the metabolic
profile of primary and recurrent manifestations

As ameloblastoma is an odontogenic tumor with high recurrence
risk,> we compared the metabolic profile of primary and recurrent
tumors to verify whether these manifestations could present dif-
ferent profiles in metabolism. However, no metabolic signature of
recurrence could be defined in the present study, according to mul-
tivariate and univariate statistical analyses.

3.7 | Relationship between BRAF-V600E and
metabolic profile

In order to verify whether the BRAF-V600E mutation contributes to
the alterations detected in ameloblastoma, the metabolic profiles
of ameloblastoma samples with and without this mutation were
compared. In univariate analysis, glycerol (P = 0.02) levels were sig-
nificantly higher in tumors with wild-type alleles. However, no sig-
nificant difference was observed in PLS-DA and CV-ANOVA.

4 | DISCUSSION

Ameloblastoma is associated with high local morbidity, and a better
understanding of its molecular alterations may provide useful infor-
mation for the identification of biomarkers with prognostic potential
and new drugs for the treatment of more aggressive tumors. In this
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FIGURE 1 PLS-DA score plot and hierarchical clustering discriminate control and ameloblastoma patients. A, The PLS-DA model was
built with identified metabolites using their mean abundance in each case. Green circles indicate tumor specimens and control specimens
are indicated in blue. Quality parameters of the model: two components, explained variance R?Y = 0.896, predicted variance Q2 = 0.708
and P-value = 0.005. B, Validation of the model by permutation test with 100 iterations generated from ameloblastoma samples. Intercepts
R?=(0.0,0.448) and Q% = (0.0, -0.295). C, The hierarchical cluster was built with the mean ionic abundance of identified metabolites in
each case, using the following parameters for construction: distance measure = Euclidean; clustering algorithm = complete-linkage. A,

ameloblastoma; DF, dental follicles

study, we investigated the metabolic profile of ameloblastoma in
comparison with normal odontogenic tissue. Since metabolite levels
reflect the interaction between environmental factor, genetic back-
ground, enzymatic function, and metabolic processes,*® metabo-
lomics is a valuable tool to provide new insights into the molecular
pathogenesis of diverse neoplasias. FFPE samples were used in this

study, considering their wide availability and that are frequently ac-
companied by corresponding patient clinical history.

Although formalin fixation with paraffin embedding causes a
global depletion of metabolites in comparison with fresh frozen tis-
sues, tissue-based metabolomics on FFPE samples is still feasible and
useful for the identification of novel metabolic biomarkers, to predict
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and discriminate biological states and to study relevant metabolic
pathways.** In the present study, we were able to distinguish amelo-
blastoma specimens from dental follicles using FFPE samples, point-
ing out metabolic pathways that are potentially altered in this tumor.

One key finding of this study was the identification of 11 metab-
olites that were upregulated in ameloblastoma in comparison with
normal odontogenic tissue. The use of these metabolites in path-
way analysis enabled the identification of the metabolic pathways
of aminoacyl-tRNA biosynthesis, cyanoamino acid metabolism, and
ABC transporters as metabolic processes potentially upregulated in
this odontogenic tumor.

Changes in the mechanisms involved in translation have been
described in cancer, and the overexpression of tRNAs is one of the
main processes associated with a high translational activity of tumor
cells.*>* In breast cancer, the higher expression of the tRNAAE,
tRNAT™ tRNA®', and tRNA™ is required to support the protein
production that is necessary for tumor growth.” In ameloblastoma,
the aminoacyl-tRNA biosynthesis was found to be upregulated,
suggesting an increased translational activity needed for tumor
development.

The reprogramming of cell metabolism is frequently observed
in cancer, with an intense breakdown of glucose for lactate produc-
tion, despite sufficient oxygen levels for tumor growth and survival,

TABLE 2 Statistically significant differences in the abundance of
metabolites between ameloblastoma and dental follicles

Metabolite FC VIP score P-value
2-hydroxypyridine 1.04 0.0088
p-cyano-L-alanine 1.10 1.10 8.8E-04
Caprylic acid 1.20 1.34 1.7E-04
Glycerol 1.03 0.0148
Glycine 145 1.42 2.0E-06
L-glutamic acid 5.04 342 1.0E-07
L-serine 1.48 149 9.8E-04
Myristic acid 1.03 0.0036
Phosphoric acid 1.10 101 0.0142
D-(+) trehalose 1.09 1.02 0.0410
Glycolic acid 1.04 0.0405

FC, fold change; VIP, variable importance in projection. Fold changes
were determined by dividing the mean ionic abundance of ameloblas-
toma samples to those of dental follicles.

Metabolic pathways P-value FDR correction

ABC transporters 1.04E-06 3.9E-05

Aminoacyl-tRNA 6.74E-04 1.4E-02
biosynthesis

Cyanoamino acid 3.85E-05 3.0E-03

metabolism

P-value and FDR demonstrate the significance of pathway analysis (P < 0.05).

aphenomenon known as Warburg effect.® The glycolysis-diverting
pathways contributes to sustain the anabolic phenotype of cancer
cells.*® The serine/glycine biosynthesis is a component of this path-
way and has a pivotal role in tumor biology, contributing to the syn-
thesis of biomolecules, that is, nucleic acids, proteins, and lipids.?
The metabolite 3-phosphoglycerate, arising from the glycolytic
pathway, is oxidized to serine by phosphoglycerate dehydrogenase
(PHGDH), and then, serine is converted to glycine. In previous stud-
ies, the overexpression of PHGDH was observed in melanoma,?*
thyroid cancer types,® and colorectal cancer.?? In the present
study, serine and glycine were found to have a higher abundance in
ameloblastoma in comparison with dental follicles. Consistently, the
levels of PHGDH were found to be significantly increased in amelo-
blastoma in comparison with dental follicles by proteomic analysis
(data not published). The increase of these compounds suggests a
potential upregulation of serine/glycine biosynthesis in ameloblas-
toma, providing the building blocks necessary for tumor growth.

The BRAF-V600E mutation is present in high frequency in ame-
loblastoma, ranging from 46% to 82% of the cases.® In agreement,
this mutation was observed in 82% of the samples included in the
present study. Since BRAF-V600E mutations have been implicated as
important regulators of metabolic processes in other neoplasms,?®
we hypothesized that this could also take place in ameloblastomas.
Our results demonstrated significantly decreased levels of glycerol
in tumor samples with this mutation in comparison with those carry-
ing only wild-type allele of BRAF. The decreased levels of glycerol in
ameloblastomas with BRAF-V600E might result from increased gly-
colysis rate. Glycerol can be incorporated into this glycolytic path-
way after its conversion to dihydroxyacetone phosphate. Addiction
to glycolysis was observed in melanoma,® colorectal,? and thyroid
cancers cell models with mutated BRAF.?¢ Although our results
suggest that BRAF-V600E may contribute to some of the metabolic
alterations found in ameloblastoma and are in agreement with pre-
vious studies on malignant diseases harboring this mutation, it is
also known that the effects of BRAF mutations are dependent on
the genetic context;?® therefore, the metabolic disturbances asso-
ciated with this mutation in the ameloblastoma context need to be
further addressed using a larger set of patients and different analyt-
ical platforms.

Ameloblastoma exhibits a higher membrane and cytoplasmic
GLUT-1 expression, the most important transmembrane glucose
transporter protein associated with energy production through the
glycolytic pathway, in relation to dental germ. However, the levels

TABLE 3 Metabolic pathways enriched

N::;a::h::)s 4 from metabolites significantly differing
B i between ameloblastoma and dental

5 follicle samples

3

3
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of hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a), which is a transcription fac-
tor involved in the adaptation of stressful condition such as hypoxia,
were shown to be altered in 27.3% of 57 cases investigated by
Sanchez-Romero et al,?” with only one case displaying nuclear posi-
tivity. These findings suggested that mechanisms other than hypoxia
might be involved in the differential expression of GLUT-1 in amelo-
blastoma.?” Interestingly, colorectal cancer cells with BRAF-V600E
mutation show increased levels of GLUT-1 irrespective of HIF-1a
regulation.?® In addition, the analysis of glucose metabolism in am-
eloblastoma using *®F-fluorodeoxyglucose (FDG) and FDG positron
emission tomography demonstrated active uptake of FDG in tumor
tissues,?® further corroborating an important role of glucose metab-
olism in ameloblastoma pathophysiology. Therefore, the compre-
hensive evaluation of the glycolytic process in this disease, as well as
its association with BRAF mutational status, is issues that still need
to be resolved in ameloblastoma.

Despite the evidences obtained in this study demonstrating the
metabolic disturbances in ameloblastomas, these metabolic alter-
ations identified here lack functional validation, although many of
the results are in agreement with the literature. Moreover, GC-MS
is a robust platform with high accuracy and reliability in the identifi-
cation of compounds; however, it presents the drawback that only a
few compounds can be volatized and analyzed.?’ Therefore, to get a
wider view of the alterations in ameloblastoma metabolic profile and
to identify a recurrence metabolic signature, other analytical plat-
forms should be employed to complement our results.

In conclusion, ameloblastoma shows a different metabolic profile
from dental follicles, presenting a higher abundance of most metab-
olites. There was no difference in the molecular signature between
primary and recurrent tumors. The BRAF-V600E mutation is associ-
ated with metabolic changes in ameloblastoma. Although this study
presents novel aspects related to ameloblastoma metabolism, fur-
ther studies are necessary to clarify their role in tumor origin and
progression.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS
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S1 Figure. Assessment of GC-MS analytical performance using pooled QC samples. (a) PCA
score plot for total features showing QC samples clustering. (b) Representative overlay of TIC of

quality control samples.
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S2 Figure. Classes of metabolites identified in FFPE tissue extracts. Classification was
determined according to available information on KEGG, Chemspider and HMDB.
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S3 Figure. Comparison of ameloblastoma samples with BRAF-V600E and wild-type alleles. (a)

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

model: R?Y: 0.435, Q% -0.1, p-value: 1.0. (b) Permutation test with 100 permutations, with intercepts
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S4 Figure. Comparative evaluation of ameloblastoma manifestations (primary and recurrent).

(a) PLS-DA built comparing primary and recurrent cases. R%Y: 0.604, QZ: -0.1, p-value: 1.0. (b)
Permutation test (100 iterations), showing intercept R’= (0.0, 0.559) and Q2= (0.0, 0.0571)
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Patient Age Gender Associated teeth Symptoms and Radiographic findings
(Y) signs

PF1 21 M 38 Asymptomatic Radiolucency surrounding
the teeth

PF2 18 M 38 NS Radiolucency surrounding
the teeth

PF3 15 M 48 Asymptomatic NS

PF4 16 F NS Asymptomatic Radiolucency

PF5 19 M 48 Asymptomatic Radiolucency surrounding
the teeth

PF6 09 F NS* Asymptomatic Radiolucency

S1 Table. Clinical data of pericoronal follicles’ patients.

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



S2 Table. Metabolites detected by GC-MS and their respective chemical and physical properties

Metabolite Molecular Biochemical classification Monoisotopic FC
Formula mass
2-hydroxypyridine CsHsNO  Organoheterocyclic compounds 95.0371 1.040
L-(+) lactic acid C3HgO3 Organic acids and derivatives 90.0317 0.998
3,7-dimethyl-1-octanol CiH20  Lipids and sterols 158.167 1.021
glycolic acid C:H4Os  Organic acids and derivatives 76.016 1.043
2-hydroxybutyric acid C4HgO3 Organic acids and derivatives 104.047 1.017
2-butyne-1,4-diol C4HeO2 Organooxygen compounds 86.037 1.005
Benzoic acid C7HeO2 Organic acids and derivatives 122.037 0.996
Urea CHaN,O Nltroge_nous compounds and 60.032 1.040
polyamines
Caprylic acid CsH1s0.  Fatty acids and conjugates 144.115 1.199
Phosphoric acid HsO4sP  Inorganic acids and derivatives 97.977 1.096
Sugar alcohol (Glycerol) CsHgOs  Carbohydrates 92.047 1.033
Glycine CoHsNO, Amino acids, peptides and 75.032 1.149
conjugates
Porphine CaH14Ns  Organoheterocyclic compounds 310.122 1.015
L-serine CsH/NOs Aml_no acids, peptides and 105.043 1.481
conjugates
) Amino acids, peptides and 1.104
B -cyano-L-alanine C4HsN20O2 conjugates 114.043
. Amino acids, peptides and 1.022
B-alanine CsH7NO: conjugates 89.048
Benzene-1,2,4-triol CeHsO3 Benzenoids 126.032 0.995
. . Amino acids, peptides and 5.042
L-glutamic acid CsHgNO4 conjugates 147.053
. Amino acids, peptides and 1.016
L-homoserine C4H9NO3 conjugates 119.058
Myristic acid Ci4H280,  Fatty acids and conjugates 228.209 1.029
Sugar alcohol (mannitol/ 0.993
sorbitol¥) CeH1406  Carbohydrates 182.079
Palmitic acid Ci6Hz20,  Fatty acids and conjugates 256.240 1.013
Heptadecanoic acid Ci7H340,  Fatty acids and conjugates 270.256 1.005
Oleic acid CisH340,  Fatty acids and conjugates 282.256 1.064
O-glycosyl compound 0.963
(sucrose) Ci12H2,011  Carbohydrates 342.1162
O-glycosyl compound (D-(+) ¢ 1y o, Carbohydrates 342.1162 1.089

trehalose)

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

O ameloblastoma € um tumor odontogénico agressivo que esta associado a
alta morbidade. Entender melhor as alteracbes moleculares envolvidas em sua
patogénese pode fornecer informagdes Uteis para a identificagdo de biomarcadores,
que por sua vez podem contribuir com a predicdo do progndstico dos pacientes
afetados e possibilitar o uso de novos farmacos para o seu tratamento.

O presente estudo utilizou como ferramenta metodologica a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas que representa uma abordagem
contemporanea e uma valiosa aliada dos estudos metaboldémicos de diferentes
sistemas biologicos. Assim, foi possivel distinguir entre amostras de ameloblastoma
e epitélio odontogénico normal derivado de foliculos dentarios 11 metabdlitos que
encontravam-se em maior abundancia no ameloblastoma, assim como apontar vias
metabodlicas potencialmente alteradas neste tumor que estdo relacionadas a
mecanismos envolvidos na proliferacédo celular e crescimento tumoral.

Assim, o ameloblastoma apresenta um perfil metabdlico diferente do epitélio
odontogénico normal derivado de foliculos dentarios. N&o houve diferenca na
assinatura metabdlica entre tumores primarios e recorrentes. Entretanto,
observamos uma sutil mudanca metabdlica em funcdo da presenca da mutacdo
BRAF-V600E, representada pela diminuicAo nos niveis de glicerol em
ameloblastomas mutados. Embora este trabalho apresente novos aspectos
relacionados ao metabolismo do ameloblastoma, sdo necessarios estudos adicionais
para esclarecer seu papel na origem e progressao do tumor. Como perspectivas
futuras, sugere-se a validacdo funcional dos achados do presente estudo e a

utilizacao de outras plataformas analiticas para complementacéo dos resultados.
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no aprimoramento do manejo clinico destes tumores. Seréo utilizadas 14 amostras de ameloblastoma e 6
amostra de tecido odontogénico morfologicamente normal obtidos de casos diagnosticados como capuz
pericoronario obtidas de blocos de parafina arquivados no Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (FO-UFMG). Os diagnésticos seréo
revisados e confirmados por meio da analise de novos cortes histolégicos corados em hematoxilina e eosina
e revisados por um patologista oral experiente de acordo com os critérios presentes na ultima classificagéo
de tumores odontogénicos da
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Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2017). Como critérios de inclus&o ser&o selecionados casos de
pacientes com diagnéstico de ameloblastoma confirmados e que possuam tecido parafinizado disponivel
para os ensaios |laboratoriais.

Objetivo da Pesquisa:

Como objetivo primario é descrito avaliar o perfil metabolémico de ameloblastoma. Como objetivos
secundarios s3o descritos Identificar quais as vias metabdlicas mais ativas e quais os metabdlitos mais
presentes no ameloblastoma, além de identificar possiveis alteragdes, e comparar com tecido odontogénico
morfologicamente normal.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos relacionados a quebra de confidencialidade dos participantes. Beneficios: Compreenséo a respeito
da etiopatogenia do ameloblastoma e identificacéo de possiveis biomarcadores

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, com abordagem inovadora que poderé trazer contribuicées para o manejo da neoplasia
odontolégica estudada. E um pesquisa de risco baixo, por n&o envolver intervengdes diretas ao paciente,
mas que prevé o uso de material biolégico humano, no caso em questéo, de biopsias incluidas em parafina.
Também envolve consulta a prontuario dos pacientes. Previsdo de término em 2019.

Consideragées sobre os Termos de apresentacgao obrigatéria:

Foram apresentados Folha de Rosto assinado pela vice-diretora da Faculdade de Odontologia, Parecer
consubstanciado aprovado pela Camara Departamental do Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgias
Odontologicas, Formulario de Informagdes Bésicés, Projeto Completo, Termo de Constituicdo de
Biorrepositério. Apresentados TCLE, TCLE para responséavel e TALE, além de Carta resposta.

Recomendacdes:

Corrigir, no TCLE para responsavel, a linguagem do trecho correspondente a autorizagéo de uso de material
biolégico ( ONDE SE LE: ( ) Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta
pesquisa. () Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisa,..." CORRIGIR
PARA " ( ) Concordo que o material biolégico do(da) menor sob minha responsabilidade seja utilizado
somente para esta pesquisa. ( ) Concordo que o meu material biolégico do(a) menor sob minha
responsabilidade possa ser utilizado em outras pesquisa,..."
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O proponente atendeu as solicitagdes da diligéncia.

SMJ, o projeto Titulo da Pesquisa: Analise do perfil metabolémico do Ameloblastoma do pesquisador Felipe
Paiva Fonseca, esta aprovado. Tendo em vista a legislagao vigente (Resolugdo CNS 466/12), o COEP-
UFMG recomenda aos Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragado do projeto e do termo de
consentimento via emenda na Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido
durante o desenvolvimento da pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de
notificagéo relatérios parciais do andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa
encaminhar a este Comité um suma rio dos resultados do projeto (relatério final).

Consideragdes Finais a critério do CEP:

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/11/2018 Aceito
do Projeto. ROJETO 1193716.pdf . 14:00:48
Outros Carta_Resposta2.pdf 18/11/2018 |André Myller Barbosa| Aceito

14:00:24 |Silva

Projeto Detalhado / | Projeto_de_Mestrado_com_alteracoes_ | 18/11/2018 |André MyIIerBarbosa[ Aceito

Brochura COEP2.pdf 13:59:59 |[Silva

Investigador

TCLE / Termos de | TALE.pdf 18/11/2018 | André Myller Barbosa| Aceito
Assentimento / 13:59:28 [Silva

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_responsavel.pdf 18/11/2018 [André Myller Barbosa| Aceito
Assentimento / 13:59:16 | Silva

Justificativa de

Auséncia
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Instituicéo e
Infraestrutura

TCLE / Termos de | TCLE_paciente.pdf 18/11/2018 |André Myller Barbosa| Aceito
Assentimento / 13:58:55 |Silva
Justificativa de
Auséncia
Outros Termo_constituicao_biorrepositorio. pdf 18/10/2018 [André Myller Barbosa| Aceito
14:46:42 | Silva
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 23/08/2018 |André Myller Barbosal Aceito
12:40:46 | Silva
Declaragao de Carta_de_anuencia_local_de_pesquisa.| 23/08/2018 |André Myller Barbosa| Aceito
Instituicéo e pdf 12:40:07 |Silva
Infraestrutura
Outros Curriculo_Lattes_Andre_Myller_Barbosa| 23/08/2018 |Andre Myller Barbosal Aceito
Silva.pdf 09:49:06 _|Silva
Outros Curriculo_Lattes_Ricardo_Santiago_Go | 23/08/2018 |André Myller Barbosal Aceito
mez.pdf 09:44:37 | Silva
Outros Curriculo_Lattes_Felipe_Paiva_Fonseca| 23/08/2018 |André Myller Barbosal Aceito
.pdf 09:41:33 | Silva
Declaragao de Parecer_consubstanciado_com_aprovac| 23/08/2018 |André Myller Barbosa| Aceito
ao_da_camara.pdf 09:39:56 | Silva

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Néo

Enderego:

Bairro: Unidade Administrativa Il
Municipio:
(31)3409-4592

UF: MG
Telefone:

BELO HORIZONTE, 05 de Dezembro de 2018

Assinado por:

Eliane Cristina de Freitas Rocha

(Coordenador(a))

Av. Presidente Antonio Carlos,6627 2° Ad S| 2005

CEP: 31.270-901
BELO HORIZONTE

E-mail:

coep@prpq.ufmg.br
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido - paciente

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PACIENTE

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “ANALISE DO
PERFIL METABOLOMICO DO AMELOBLASTOMA". Pedimos a sua autorizagdo para a coleta, o
deposito, 0 armazenamento, a utilizagdo e o descarte do seu material biolégico (o tecido que foi retirado
quando vocé fez a bidpsia) que estd armazenado no Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial da
Faculdade de Odontologia da UFMG. O seu material bioldgico sera usado somente nesta pesquisa ou, se
o (a) Sr. (a) concordar, em outras futuras. Nesta pesquisa pretendemos avaliar o perfil metabolémico do
ameloblastoma, identificar quais as vias metabdlicas mais ativas na doenga e quais os metabdlitos mais
presentes, quando comparado com tecido bucal normal. Isso significa que iremos avaliar substancias
presentes na lesdo (ameloblastoma) que foi retirada, o que pode ajudar futuramente no tratamento de
outras pessoas com esse problema. Para esta pesquisa usaremos técnicas e aparelhos especificos que
identificam essas substancias. O armazenamento e descarte de todos os materiais utilizados seguirdo as
normas da UFMG e dos 6rgaos ambientais competentes. Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em
possivel quebra de confidencialidade de dados como seu nome, idade e sexo. Porém, ressalta-se que
tomaremos todo o cuidado possivel para evitar isso, uma vez que as consultas as fichas com dados dos
pacientes serao realizadas apenas com o objetivo de observar dados clinicos e de evitar que um mesmo
individuo participe duas vezes da pesquisa. Além disso, somente os pesquisadores responsaveis terdao
acesso a estas informacdes. A pesquisa contribuira para a compreensao a respeito das causas e maneiras
como acontece o ameloblastoma e para a identificagdo futura de exames e medicamentos que poderédo
ajudar a tratar esta doenca de forma menos mutiladora para o paciente.

~ Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo nem recebera qualquer vantagem

financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o
Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizagao. O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer
aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar e, a qualquer tempo e sem
quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagdo do material biolégico armazenado
no Biorrepositério, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagdo deste termo. A sua participagao é
voluntaria, e a recusa em participar nao acarretara qualquer penalidade ou modificagao na forma em que o
Sr. (a) é atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biolégico, estardo a sua disposi¢cdo quando
finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participagado néo sera liberado sem a sua permissao. O
(a) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desta pesquisa.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, na Faculdade de Odontologia da UFMG e a outra sera fornecida
ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos na sala 3202 da Faculdade de Odontologia da
UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo, atendendo a legislagao brasileira (Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201
do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informagdées somente para fins
académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa
“ANALISE DO PERFIL METABOLOMICO DO AMELOBLASTOMA”, de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar
minha decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido que
explique para que sera utilizado o material.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de consentimento
livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e esclarecer
todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Prof. Felipe Paiva Fonseca

Enderego: Faculdade de Odontologia — UFMG, Av. Ant6nio Carlos, 6627 — Bairro Pampulha
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG

Telefone: (31)3409-2403

E-mail: felipepfonseca@hotmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Nome completo do Pesquisador Responsavel: André Myller Barbosa Silva

Enderego: Faculdade de Odontologia — UFMG, Av. Anténio Carlos, 6627 — Bairro Pampulha
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG

Telefone: (31)3409-2403

E-mail: andremyller@yahoo.com.br

Assinatura do pesquisador (mestrando ou doutorando) Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissao de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpq.ufmg.br. Tel: 34094592.
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ANEXO C - Termo de assentimento livre e esclarecido

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa que se chama “ANALISE DO PERFIL
METABOLOMICO DO AMELOBLASTOMA" e que sera feita pela Faculdade de Odontologia da UFMG.
Pedimos sua autorizagdo para utilizar, nessa pesquisa, o pedaco de tecido da lesao que foi retirada de sua
boca e que esta guardado no laboratério da faculdade. Vamos ver quais substancias tem nesse tecido e
como estas substancias fazem para dar esta doenca na boca. Isso tudo usando maquinas e substancias
quimicas certas para isso. Esta pesquisa vai ajudar a entender como o ameloblastoma acontece, podendo
ajudar a criar exames novos e remédios para tratar quem tem essa doenga. Faremos tudo de acordo com
as leis da UFMG e do meio ambiente. Vamos usar alguns dados seus tirados da ficha clinica (idade, sexo,
e caracteristicas da doenca), mas vamos tomar cuidado para que ninguém além de nés possa ver isso.
Vocé pode escolher se podemos usar esse material somente para essa pesquisa ou se podemos usar
também em outras.

Para participar deste estudo, vocé nao precisa pagar nada e também nao vai ganhar nenhum

dinheiro. O seu nome nao vai aparecer na pesquisa. Mas se vocé achar que aconteceu algo de ruim com
vocé por causa desta pesquisa e se isso for comprovado, vocé tem direito a ser recompensado. Vocé
podera nos perguntar informacdes sobre o estudo sempre que quiser. Vocé participa sé se quiser e ndo
tem problema se nao quiser participar: vocé sera tratado da mesma forma. Se vocé resolver participar mas
depois se arrepender, vocé também pode nos avisar e ndo participar mais. Sendo assim, nés nao
usaremos mais o seu pedaco de tecido que esta guardado no laboratério. Quando a pesquisa acabar, nds
podemos te mostrar tudo que descobrimos com ela, se vocé quiser.

Tem duas copias deste documento: uma delas sera guardada em um arquivo pelo pesquisador
responsavel, na Faculdade de Odontologia da UFMG e a outra sera dada a vocé. N6s guardaremos esses
dados e o material da pesquisa por um tempo (5 anos) na sala 3202 da Faculdade de Odontologia da
UFMG e apos esse tempo eles serdo jogados fora. Os pesquisadores vao usar suas informagdes somente
para fazer esta pesquisa mesmo e tomarao todo o cuidado para que seu nome nao apareca em nada, de
acordo como mandam as leis brasileiras.

Eu, , que tenho a certidao de nascimento ou a
carteira de identidade numero fui informado (a) dos motivos, maneira como sera
feita, partes boas e partes ruins da pesquisa chamada “ANALISE DO PERFIL METABOLOMICO DO
AMELOBLASTOMA”. Entendi tudo e minhas duvidas foram respondidas. Sei que a qualquer momento
posso fazer mais perguntas e pedir mais informagdes sobre o estudo. Posso também néo participar mais
dessa pesquisa se depois eu quiser.

() Concordo que o pedago de tecido da lesdo que foi retirada de minha boca pode ser usado sé nesta
pesquisa.

() Concordo que o pedago de tecido da lesao que foi retirada de minha boca pode ser usado nesta
pesquisa e também em outras. Se for usado em outras também, eu serei avisado pelo pesquisador
novamente e vou assinar outro documento igual a este explicando como sera usado o material.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste documento que
foi assinado por mim e pelo pesquisador, que me deixou ler e respondeu todas as minhas perguntas e
duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Prof. Felipe Paiva Fonseca

Enderego: Faculdade de Odontologia — UFMG, Av. Anténio Carlos, 6627 — Bairro Pampulha
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte - MG

Telefone: (31)3409-2403

E-mail: felipepfonseca@hotmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Nome completo do Pesquisador Responsavel: André Myller Barbosa Silva

Enderego: Faculdade de Odontologia — UFMG, Av. Ant6nio Carlos, 6627 — Bairro Pampulha
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte = MG

Telefone: (31)3409-2403

E-mail: andremyller@yahoo.com.br

Assinatura do pesquisador (mestrando ou doutorando) Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissio de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Anténio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.



ANEXO D - Termo de consentimento livre e esclarecido para o responsavel

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - RESPONSAVEL

Estamos convidando vocé a permitir a participacdo do (a) menor sob sua responsabilidade a
participar da pesquisa “ANALISE DO PERFIL METABOLOMICO DO AMELOBLASTOMA". Pedimos a
sua autorizacdo para a coleta, o depdsito, o armazenamento, a utilizagdo e o descarte do material
biolégico do (a) menor sob sua responsabilidade (o tecido que foi retirado quando ele (a) fez a bidpsia) que
esta armazenado no Laboratério de Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da UFMG. O
material biolégico do (a) menor sob sua responsabilidade sera usado somente nesta pesquisa ou, se o (a)
Sr. (a) concordar, em outras futuras também. Nesta pesquisa pretendemos avaliar o perfil metabolémico
do ameloblastoma, identificar quais as vias metabdlicas mais ativas na doenca e quais os metabdlitos mais
presentes, quando comparado com tecido bucal normal. Isso significa que iremos avaliar substancias
presentes na lesdo (ameloblastoma) que foi retirada, o que pode ajudar futuramente no tratamento de
outras pessoas com esse problema. Para esta pesquisa usaremos técnicas e aparelhos especificos que
identificam essas substancias. O armazenamento e descarte de todos os materiais utilizados seguiréo as
normas da UFMG e dos 6rgaos ambientais competentes. Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em
possivel quebra de confidencialidade de dados como nome, idade e sexo do (a) menor sob sua
responsabilidade. Porém, ressalta-se que tomaremos todo o cuidado possivel para evitar isso, uma vez
que as consultas as fichas com dados dos pacientes seréo realizadas apenas com o objetivo de observar
dados clinicos e de evitar que um mesmo individuo participe duas vezes da pesquisa. Além disso,
somente os pesquisadores responsaveis terdo acesso a estas informagdes. A pesquisa contribuira para a
compreensdo a respeito das causas e maneiras como acontece o ameloblastoma e para a identificagao
futura de exames e medicamentos que poderdo ajudar a tratar esta doenga de forma menos mutiladora
para o paciente.

Para participar deste estudo o (a) menor sob sua responsabilidade ndo tera nenhum custo nem

recebera qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes desta pesquisa, o (a) menor sob sua responsabilidade tem assegurado o direito a
indenizacdo. O Sr. (a) e o (a) menor sob sua responsabilidade terdo o esclarecimento sobre o estudo em
qualquer aspecto que desejarem e ele (a)’ estara livre para participar ou recusar-se a participar e, a
qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, o Sr. (a) pode retirar o consentimento de guarda e utilizagao
do material biolégico do (a) menor sob sua responsabilidade armazenado no Biorrepositério, valendo a
desisténcia a partir da data de formalizacdo deste termo. A permissao para a participacao do (a) menor
sob sua responsabilidade é voluntaria, e a recusa em permitir ndo acarretard qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que ele é atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir do material biolégico do (a)
menor sob sua responsabilidade, estardo a sua disposigdo quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participagdo ndo sera liberado sem a sua permissdo e a do (a) o menor sob sua
responsabilidade. O (A) menor sob sua responsabilidade nao sera identificado (a) em nenhuma publicagéo
que possa resultar desta pesquisa.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, na Faculdade de Odontologia da UFMG e a outra sera fornecida
ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos na sala 3202 da Faculdade de Odontologia da
UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores trataréo a identidade do (a) menor sob sua
responsabilidade com padrées profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugées N°
466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Satde e suas complementares), utilizando as
informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, . portador do documento de Identidade
e responsavel pelo (a) menor
fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa “ANALISE DO PERFIL
METABOLOMICO DO AMELOBLASTOMA”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas.
Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decis&o de autorizar a
participagédo do (a) menor sob minha responsabilidade se assim o desejar.
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() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido que
explique para que sera utilizado o material.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do responsavel pelo menor:

Declaro que permito a participagéo do (a) menor sob minha responsabilidade nesta pesquisa. Recebi uma
via original deste termo de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que
me deu a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do responsavel pelo (a) menor Data

Assinatura do responsavel pelo (a) menor

Nome completo do Pesquisador Responsavel: Prof. Felipe Paiva Fonseca

Endereco: Faculdade de Odontologia — UFMG, Av. Anténio Carlos, 6627 — Bairro Pampulha
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG

Telefone: (31)3409-2403

E-mail: felipepfonseca@hotmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Nome completo do Pesquisador Responsavel: André Myller Barbosa Silva

Enderego: Faculdade de Odontologia — UFMG, Av. Anténio Carlos, 6627 — Bairro Pampulha
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG

Telefone: (31)3409-2403

E-mail: andremyller@yahoo.com.br

Assinatura do pesquisador (mestrando ou doutorando) Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissio de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpq.ufmg.br. Tel: 34094592.
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ANEXO E - Termo de constituicdo de biorrespositorio

- O presente acordo estabelece as normas para operacionalizagio,
compartilhamento e utilizagdo do material biolégico humano coletado e armazenado em
Biorrepositorio, vinculado ao Projeto de Pesquisa “Andlise do Perfil Metabolémico do
Ameloblastoma”, a ser gerenciado pelo pesquisador Professor Doutor Felipe Paiva
Fonseca, com participagdo da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Minas Gerais, Av. Anténio Carlos, 6627 — Bairro Pampulha - CEP: 31270-901 / Belo
Horizonte — MG, fundagdo piablica, CNPJ n° 17.217.985/0001-04 ¢ do professor
Ricardo Santiago Gomez, Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas
Gerais, Av. Antdénio Carlos, 6627 — Bairro Pampulha - CEP: 31270-901 / Belo
Horizonte — MG, fundagdo pablica, CNPJ n° 17.217.985/0001-04, conforme definido na
legislagdo competente, atendendo, em especial, ao disposto nas Resolugdes n® 441/11 e
n® 466/12, ambas do CNS.

1- O Biorrepositério, constituido por amostras de bidpsias de tumor e de tecido
normal bucal atenderé s normas do Regimento Institucional de Biorrepositério da
institui¢do depositiria e sera sediado e armazenado na Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal de Minas Gerais / Laboratério de Patologia
Bucomaxilofacial, inscrita no CNPJ sob o n° 17.217.985/0001-04 e situada na Av.
Antdnio Carlos, 6627 — Bairro Pampulha - CEP: 31270-901 / Belo Horizonte —
MG;

2- O material biologico constituinte do Biorrepositério serd mantido em temperatura
ambiente até sua utilizagdo,

3- O prazo de armazenamento do Biorrepositério serd o mesmo definido no
cronograma do projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG (COEP-UFMG);

4-  As instituigdes acordantes, devidamente representadas, poderdo ter acesso aos
dados e materiais obtidos em decorréncia da execugdo do projeto, durante sua
vigéncia, mediante solicitagdo aos membros da equipe do projeto;

5- A solicitagdo de acesso a dados e materiais do Biorrepositorio somente poderd ser
feita por meio dos membros da equipe do projeto de pesquisa, devidamente
cadastrados na Plataforma Brasil, dentro dos parimetros estabelecidos pelo
Projeto de Pesquisa e mediante aprovagdo da andlise ética;

6- O Biorrepositorio estara sob a responsabilidade do pesquisador, competindo aos
acordantes o cumprimento das disposi¢des aqui constantes e observincia das
normas contidas no regulamento de Biorrepositorio;

7- A requisi¢do de amostras durante a vigéncia da pesquisa deverd ser feita por
escrito ¢ ndo poderd causar prejuizo ao regular desenvolvimento do Projeto de
Pesquisa;

8- Havendo a retirada ou desisténcia por parte do participante da pesquisa, referente
4 amostra coletada e armazenada, devera o pesquisador e a institui¢do que mantém



a guarda disponibilizarem a amostra, nos termos da regulamentagdo vigente.
Nesse caso, serd facultado ao participante da pesquisa requerer a amostra ou
solicitar que ela seja destruida pelo pesquisador;

9- Em caso de dissolugdo da parceria entre as instituigdes durante a vigéncia do
projeto, a partilha e destinagdo dos dados e materiais que compdem o
Biorrepositério serdo objeto de novo acordo que devera ser submetido a andlise de
ética dos Comités de Etica Institucionais;

10- Em caso de encerramento do projeto de pesquisa, havendo interesse de uso futuro
das amostras do Biorrepositorio e quando autorizado pelo participante da pesquisa
em Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o pesquisador responsével pelo
projeto deverd manifestar seu interesse por escrito e assinado pelos pesquisadores
e instituigdes parceiras. A partilha e destinagio dos dados e materiais que
compdem o Biorrepositorio serdo objeto de novo acordo entre as instituigdes, que
deverd ser submetido & andlise ética dos Comités de Etica em Pesquisa
envolvidos;

11- Para uso futuro das amostras em nova pesquisa, em atendimento ao disposto na
Resolugdo n® 441/2011 do CNS, deverd haver submissdo de novo Projeto de
Pesquisa ao Sistema CEP/CONEP;

12- Todos os materiais armazenados no Biorrepositério serio destruidos ao final do
projeto de pesquisa, caso ndo haja manifestagdo nos termos da Clausula 10;

13- Os casos ndo contemplados pelo presente Termo de Constituigio de
Biorrepositério serdo submetidos a andlise conjunta dos acordantes ¢ resolvidos
de comum acordo pelas partes envolvidas.

Assinaturas (com a inclusdo de carimbos):

ols
Pesquisador Principal do Projeto e Responsivel pelo Biorrepositorio

M=, Cassia F. de Aguiar
Chefe do CPC
Facuidade de Odontologia - UFMG

'!ﬁ‘ﬁﬂ::‘l ’; A A £!=2252=

Chefia do Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégicas

[ nfbudl St

Representante Legal da Instituigdio / Responsdvel Legal pela Instituicdo Acordante
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