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RESUMO

As neoplasias de glandulas salivares apresentam comportamentos
diferenciados, que ndo seguem os padrdes classicos das neoplasias benignas e
malignas. A raridade de algumas destas lesGes dificulta ainda mais o
entendimento dos mecanismos envolvidos na etiopatogenia. Marcadores
moleculares como a proteina EZH2 tém sido utilizados na investigacdo de
alteracOes epigenéticas em diferentes neoplasias, auxiliando na definicdo do
diagndstico e progndstico das lesdes. O objetivo do presente trabalho é avaliar
a expressdo da proteina EZH2 e descrever as caracteristicas clinicas e
microscépicas de amostras de carcinoma adenoide cistico (CAC) e adenoma
pleomérfico (AP) com énfase na importancia da definicdo da malignidade da
lesdo. A andlise dos cortes microscopicos corados em Hematoxilina e Eosina
dos casos de Adenoma pleomorfico mostraram células epiteliais e mioepiteliais
glandulares dispostas em lencéis e estruturas ductiformes em meio a estroma
variavel. Os casos de Carcinoma adenoide cistico mostraram trés padrdes
distintos de crescimento incluindo formag@es tubulares, cribriformes e sélidas.
Todos os casos de AP e CAC foram positivos para reacdo imuno-histoquimica
para EZH2. As amostras de CAC apresentaram expressdo de EZH2
significativamente maior comparado ao AP. As covaridveis metastase em
linfonodos, recorréncia, padréo histologico, presenca de areas solidas e invasao
perineural foram descritas em relacdo a marcacdo de EZH2 em amostras de
CAC. Dessa forma, os resultados do estudo melhoram o entendimento das
caracteristicas clinicas e histoldogicas do CAC, assim como sobre o
comportamento das lesdes. Além disso, a analise mostra que o EZH2 é um
potencial marcador de malignidade e ressalta a importancia da validacdo de
marcadores moleculares de alteragdes epigenéticas.

Palavras-chave: Imuno-histoquimica. Proteina potenciadora do homadlogo 2 de
zeste. Epigendmica. Neoplasias das glandulas salivares. Carcinoma adenoide
cistico. Adenoma pleomorfico.



ABSTRACT

EZH2 immunoexpression in pleomorphic adenoma and adenoid cystic
carcinoma

Salivary gland neoplasms present different behaviors, which do not follow the
classic patterns of benign and malignant neoplasms. The rarity of some of these
lesions makes it even more difficult to understand the mechanisms involved in
the etiopathogenesis. Molecular markers such as the EZH2 protein have been
used to investigate epigenetic changes in different neoplasms, helping to define
the diagnosis and prognosis of the lesions. The aim of the study was to evaluate
the expression of the EZH2 protein and to describe the clinical and microscopic
characteristics of adenoid cystic carcinoma (ACC) and pleomorphic adenoma
(PA) which emphasizes the importance of defining the malignancy of the
neoplasm. Histopathological analysis of PA cases showed myoepithelial and
glandular epithelial cells arranged as duct-like structures and sheets intermingled
in the variable stroma and ACC cases showed the three growth patterns, tubular,
cribriform and solid forms. All ACC and PA cases were positive for EZH2, with
diffuse nuclear staining in neoplastic cells. The ACC samples showed
significantly higher EZH2 expression compared to the PA. The covariables nodal
metastasis, recurrence, growth pattern, presence of solid areas and perineural
invasion have been described in relation to EZH2 staining in ACC samples. The
results of the study improve the understanding of the clinical and histological
characteristics of ACC, as well as on the behavior of lesions. In addition, the
analysis showed that EZH2 is a potential marker of malignancy and highlights the
importance of validating molecular markers of epigenetic alterations.

Keywords: Immunohistochemistry. Enhancer of zeste homolog 2 protein.
Salivary gland neoplasms. Adenoid cystic carcinoma. Pleomorphic adenoma.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, as neoplasias de
glandulas salivares representam 6% das neoplasias de cabeca e pescoco (El-
NAGGAR et al., 2017). Essas lesbes apresentam comportamentos distintos,
ampla variedade de padrbes morfologicos e caracteristicas histologicas
complexas. Dessa forma, o diagndstico em bidpsias incisionais e em fragmentos
de tecido limitados, é bastante desafiador (SAGHRAVANIAN et al., 2013). O
carcinoma adenoide cistico (CAC) é neoplasia maligna de glandulas salivares
mais comum e apresenta crescimento lento e infiltrativo, frequente invasao
perineural e ocasional metastase a distancia, principalmente em pulméao. Essas
caracteristicas do tumor e os tratamentos convencionais com cirurgia, radio e
qguimioterapia disponiveis conferem ao CAC em estagios avancados baixas
taxas de sobrevida a longo prazo (DANTAS et al., 2015) e demonstram a
importancia do desenvolvimento de terapias sistémicas mais efetivas. O
adenoma pleomorfico (AP) é uma neoplasia benigna de glandula salivar
caracterizada por apresentar crescimento lento, ser assintomatica e ter
diversidade de aspectos histopatologicos. Apesar da diferenca de
comportamento, ambas neoplasias tém origem a partir do mesmo segmento da
glandula salivar, o ducto intercalado (BRODETSKY!I et al., 2020).

O processo de carcinogénese envolve alteracbes epigenéticas como
modificacdes em histonas. As alteracdes pds-translacionais em histonas como
acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, desempenham papel fundamental na
expressdo génica (KURDISTANI, 2007). A proteina EZH2 é responsavel por
catalisar a reacéo de bi e trimetilagdo na lisina 27 da histona 3 (H3K27me3), que
estd associada ao silenciamento de genes supressores de tumor. A
desregulacdo da expressdo génica das proteinas do grupo polycomb é
responsavel por atuar na perda de diferenciacdo de células tumorais,
comportamento metastatizante e piora do prognostico em neoplasias (ANWAR
et al., 2021; GLINSKY, 2006). Dessa forma, o estudo de altera¢cdes epigenéticas
e da expressdo de proteinas relacionadas a essas altera¢cdes contribui para o

entendimento do comportamento das neoplasias de glandulas salivares assim
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como no desenvolvimento de terapias alvo mais eficientes. O Objetivo do
trabalho foi avaliar a expressdo da proteina EZH2 em amostras de carcinoma
adenoide cistico e adenoma pleomorfico, enfatizando a importancia de se definir

a malignidade da leséo.
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2 SINTESE BIBLIOGRAFICA

2.1 Neoplasias de glandulas salivares

As neoplasias de glandulas salivares (NGS) apresentam variagcoes
fenotipicas, biolégicas e clinicas consideraveis. A maioria das NGS sao benignas
e apenas 20% dos casos sdo malignas. O adenoma pleomorfico € a neoplasia
benigna mais comum (82%), seguido por adenoma de células basais (6%). O
Carcinoma mucoepidermoide é a neoplasia maligna mais comum (33%) seguido
do carcinoma adenoide cistico (22%) e adenocarcinoma polimorfo (17%). De
forma geral, as NGS apresentam crescimento lento, incluindo as neoplasias
malignas (HAY et al., 2019).

A distribuicdo por sexo é semelhante, com leve predilecdo pelo sexo
feminino. No Brasil, cerca de 60% dos casos ocorrem em mulheres, com a razao
de prevaléncia em mulheres: homens de 1,5:1 (SILVA et al., 2018) e acomete
principalmente a quinta e sexta década de vida, com idade média de 55 anos
(CUNHA et al., 2021; TO et al.,, 2012). Os tumores podem ocorrer tanto em
glandulas salivares menores quanto em glandulas salivares maiores. Em raros
casos, tumores malignos podem ocorrem nos 0Ss0s gnaticos. Parédtida € a
localizacdo mais comum (40% dos casos), seguida por palato (27% dos casos),
onde ocorre 0 maior niumero de neoplasias malignas (51%). Considerando
apenas glandulas salivares maiores, 80% dos casos acometem parotida (SILVA
et al., 2018).

Fatores etiologicos ndo sdo bem esclarecidos, mas, estudos mostram que
fatores de risco como nutricdo e baixa ingestédo de vitaminas A e C, radioterapia
em regido de cabeca e pescoco, fatores ocupacionais, imunossupressao e
infeccdo pelo virus Epstein-Barr estdo relacionados a esses tumores (DONG,
2001; GUZZO et al., 2009; HORN-ROSS et al., 1997; LICITRA et al., 2003).
Alteracdes epigenéticas também tém sido descritas como possiveis fatores
etiolégicos (SANTOS et al., 2020).
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2.2 Carcinoma adenoide cistico

O Carcinoma adenoide cistico (CAC) foi descrito pela primeira vez por
Robin e Laboulbene em 1853 reportando dois casos com caracteristicas
microscopicas de células tumorais em arranjo cribriforme e presenca de invaséo
perineural. Em 1859, Billroth sugeriu o termo “cilindroma”, que foi amplamente
utilizado até 1930, quando Spies prop6s a atual denominacdo de carcinoma
adenoide cistico (BILLROTH, 1859; ROBIN; LALBOULBENE, 1853; SPIES,
1930). O CAC pode envolver glandulas salivares, lacrimais, mamaria, regido de
seios nasais, paranasais, traqueia e laringe (ANDREASSEN et al., 2018; COCA-
PELAZ et al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o CAC representa
cerca de 10% de todas as neoplasias de glandulas salivares e 20% das
neoplasias malignas de glandulas salivares (EL-NAGGAR et al.,, 2017). No
Brasil, cerca de 4,4% de todas as neoplasias de glandulas salivares e 17,7% das
neoplasias benignas e malignas sao representados por CAC (FONSECA et al.,
2012). A maior parte das lesdes ocorre em glandulas salivares maiores, mais
frequentemente em paroétida seguida de glandula submandibular (COCA-PELAZ
et al., 2015). O CAC é mais comum em adultos de meia idade, entre a quinta e
sexta década de vida e mais raro em criancas e jovens (SILVA et al., 2018;
WANG et al., 2007). Nao tem predilecdo étnica e a taxa de incidéncia entre
mulheres e homens é 1,5:1 (EL-NAGGAR et al., 2017).

Clinicamente o CAC apresenta comportamento indolente, mas com
comportamento agressivo a longo prazo, sendo considerado um tumor de alto
grau. A apresentacdo clinica geralmente € um aumento de volume, firme a
palpacdo, de crescimento lento e invasivo, com frequente sintomatologia
dolorosa devido a invasdo perineural. O envolvimento de nervo facial, com
sintomatologia dolorosa e invasédo perineural j4 foram descritos em casos em
parétida (VANDER et al., 1999). No palato, pode apresentar superficie ulcerada,
destruicdo 6ssea e comunicacdo buco-sinusal. Apresenta recorréncia frequente
e metastase a distancia, principalmente em pulmao (BOBBIO et al., 2008; GAO
et al., 2013).

Os aspectos histopatologicos do CAC demonstram a participacdo de dois
tipos celulares principais: as células epiteliais ductais (luminais); e as células

mioepiteliais (ndo luminais), com predominancia destas ultimas. As células séo
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dispostas em arranjos variados, variando de lobulado a bastante invasivo. Os
tumores podem apresentar trés padrbes histologicos, sdo eles: cribriforme,
tubular e sélido. Também pode ocorrer uma juncdo de mais de um padrdo
histolégico. O padréo cribriforme se caracteriza pela presenca de ilhas de células
basaloides com multiplos espacos cilindricos assemelhando-se a espacgos
cisticos. Observa-se a presenca de material mucoide hialino dentro dos espacos
cilindricos ou entremeando-os, assim como corddes de células tumorais
permeando o material hialino. O padréo tubular caracteriza-se pela presenca de
tubulos compostos por uma camada dupla composta internamente de células de
citoplasma escasso e nucleo hipercorado, circundadas por células ndo-luminais
geralmente de citoplasma claro. O padrdo solido é composto por lencéis de
células tumorais epiteliais ou mioepiteliais, com auséncia de formacgdes cisticas.
A presenca das células ductais e mioepiteliais corrobora a origem a partir do
ducto intercalado (DILLON et al., 2016; EL-NAGGAR et al., 2017; HELLQUIST;
SKALOVA, 2014; NEVILLE et al., 2016).

O CAC nao é encapsulado e apresenta tendéncia de recorréncia local e
metastase, mesmo apos o tratamento. Dentre 0s pacientes diagnosticados com
CAC, 40% desenvolvem metastase e cerca de 80%-90% morrem num periodo
de 10-15 anos apoés esse diagnéstico, em funcdo do alto indice de recidiva e
metastase (DILLON et al., 2016; MARCINOW et al, 2014). A evolucdo do CAC
tem sido relacionada as suas caracteristicas histopatologicas e moleculares. O
padrdo tubular apresenta o melhor prognéstico, seguindo para o padrao
cribriforme. O padrdo sélido ou a presenca de areas solidas, assim como a
invasdo perineural sdo indicadores de prognéstico desfavoravel. Além do
padrdo histopatolégico, outros fatores progndsticos incluem tamanho (T),
localizacdo anatdbmica, presenca ou auséncia de metastases (M) no momento
do diagndéstico e condicdo da margem cirtrgica (ANDREASSEN et al., 2018; DAI
et al., 2014; MARCINOW et al, 2014). A invasdo perineural e invaséo
linfovascular também sdo consideradas como determinantes de progndstico,
associadas a padrdo solido de alto grau, metastase nodal e morte (MARCINOW
et al, 2014; MARTINS-ANDRADE et al., 2019).

Alteracbes moleculares estdo relacionadas a patogénese do CAC. A
translocacao t(6;9)(MYB-NFIB) foi descrita na literatura com taxas de
sensibilidade variando entre 28 a 100%, mas com alta especificidade para o
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CAC. A proteina Myb mostrou alta expressdo em tumores que nao apresentavam
a fusdo MYB-NFIB e pode ser um potencial marcador para diagnostico
(ALMEIDA-PINTO et al., 2019; OWOSHO et al., 2021). O papel preditor de
prognostico da translocacdo e da proteina ainda ndo é bem estabelecido
(FONSECA et al., 2016). Recentemente a OMS descreveu alteracées génicas
nos tumores de glandulas salivares. O trabalho ratifica as alteracdes do MYB em
aproximadamente 80% dos casos, incluindo fuséo, ativacdo e amplificacao do
gene na regido 6q22-23. Observa-se também alteragcbes no MYBL1 (fuséo,
ativacao e amplificacdo) em 10% dos casos de CAC naregido 8913, assim como
mutacdes do gene NOTCH em 14% dos casos na regido 9934.3 (SKALOVA et
al., 2022).

O tratamento de escolha para o CAC ainda é cirurgico, frequentemente
associada a radioterapia adjuvante, e a quimioterapia tem sido aplicada a casos
nao responsivos (COCA-PELAZ et al., 2015; DILLON et al., 2016). O estudo de
marcadores moleculares contribui para o desenvolvimento de novas terapias

mais eficientes e que melhores as taxas de sobrevida livre de doenca.

2.3 Adenoma pleomorfico

Neoplasia de glandula salivar mais comum, o adenoma pleomorfico € uma
neoplasia benigna, caracterizado por uma composi¢cao de elementos ductais e
mioepiteliais. Clinicamente apresenta-se como um aumento de volume, firme a
palpacéo, de crescimento lento e indolor. Geralmente acomete adultos de meia
idade com uma discreta predilecdo pelo sexo feminino. A localizacdo mais
comum € o palato e o tumor apresenta-se como um aumento de volume
arredondado e de superficie lisa (EL-NAGGAR et al., 2017; EVERSON;
CAWSON, 1985).

Histologicamente o adenoma pleomorfico pode apresentar aspectos
diversos, o que caracteriza a denominacao “pleomorfico”. A maior parte dos
casos apresenta-se bem circunscrito com presenca de capsula, por vezes
incompleta e apresentando invasdo tumoral. O adenoma pleomoérfico apresenta,
em proporcdes variadas, células epiteliais glandulares e mioepiteliais permeando
um fundo semelhante ao mesénquima. O componente epitelial pode apresentar-
se formando ductos e estruturas cisticas, ilhas ou corddes. As células

mioepiteliais apresentam morfologia variando desde formato fusiforme a



17

arredondada com nucleo excéntrico, assemelhando-se a plasmdécitos. A leséo
pode apresentar aspecto mixomatoso, devido ao acumulo de material mucoide,
ou aspecto condroide, devido a degeneracao vacuolar das células. Por vezes
pode apresentar areas eosinofilicas hialinizadas, tecido gorduroso ou osteoide.
Apesar das diferencas histoldégicas e de comportamento, o AP tem a mesma
origem do CAC, o ducto intercalado (EL-NAGGAR et al., 2017; NEVILLE et al.,
2016; SPIRO, 1986).

A patogénese do AP ainda ndo est4 completamente descrita, assim como
quais os fatores que estdo relacionados ao risco de malignizagdo. Apesar do
comportamento clinico indolente do AP, alguns casos sofrem transformacao
maligna. A contraparte maligna do AP, conhecido como carcinoma ex adenoma
pleomorfico, frequentemente esta relacionado a PA extensos e com casos de
recidiva (OLSEN; LEWIS, 2001).

Alguns estudos tém demonstrado alteracdes citogenéticas em cerca de
70% dos casos de AP. O protooncogene PLAG1, localizado no cromossomo
80912, é o gene mais observado em alteragdes citogenéticas nos APs. A fuséo
do PLAGL1 foi descrita apenas em casos de AP e carcinomas ex adenoma
pleomorfico, altamente especifica para esses tumores (KATABI et al., 2018). Em
mais de 50% dos casos de AP, tém sido descrito fusbes e amplificacdes no
PLAG, e em 25% dos casos observa-se alteragdes no CTNNB1 nas regides
t(3;8) (p21;912) . Além disso, a proteina PLAG1 detectada por meio de imuno-
histoquimica € um marcador bastante sensivel em amostras cirargicas e
citolégicas. Observa-se também, em cerca de 10 a 20% dos casos de AP, fuséo
e amplificacdo do gene HMGAZ2, localizado na regido 12q13-15 (KATABI et al.,
2018; MATSUYAMA et al., 2011; SKALOVA et al., 2022; WASSERMAN et al.,
2019).

2.4 Epigenética

O conceito de epigenética foi introduzido pela primeira vez em 1939 por
Conrad H. Waddington, o qual descrevia a interagao causal entre genes e seus
produtos e as manifestacbes fenotipicas (WADDINGTON, 1939).
Posteriormente, epigenética foi definida como alteracGes estaveis e hereditarias
da expressao génica nao relacionadas a alteracdes na sequéncia de DNA (BIRD,
2007). Acreditava-se que 0s genes eram 0s UNicos responsaveis por transmitir
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as caracteristicas biolégicas por geracdes. Entretanto, esse conceito tem
mudado e hoje a literatura mostra que variacdes ndo-genéticas (ou epigenéticas)
adquiridas durante a vida de um organismo podem frequentemente serem
passadas aos seus descendentes. As alteracdes epigenéticas incluem metilacdo
de DNA, modificacdes em histonas, remodelacdo da cromatina e acdo de RNA
nao codificante (CASTILHO et al., 2017).

A estrutura basica da cromatina é denominada nucleossomo. Os
nucleossomos sao compostos por aproximadamente 147 bases de DNA
arranjadas em torno de um octamero de histonas (CASTILHO et al., 2017).
Alteracdes pos translacionais em histonas ocorrem geralmente na cauda N-
terminal em aminoacidos como lisina, guanina e serina e compreendem
acetilacdo, metilagéo, fosforilagdo e ubiquitinacdo. Essas alteragbes podem
alterar o padrdo de expressdao génica inibindo ou ativando genes
(HATZIAPOSTOLOU; ILIOPOULOS, 2011; KURDISTANI, 2007).

A principal diferenca entre as alteracdes epigenéticas (AE) e genéticas é
areversibilidade da AE. Enquanto as alteragcdes no DNA causadas por mutacdes
sdo dificeis de serem recuperadas, as enzimas modificadoras da cromatina
podem ser bloqueadas por inibidores e a AE pode ser recuperada (SIMON;
LANGE, 2008). Marcadores moleculares de alteracdes genéticas e epigenéticas
tém sido alvo de pesquisas como metilacdo de diversos genes (RASSF1,
RARD2, DAPK, AQP1, CECR1, C1QR1, CTAG2, P53AIP1, TDRD12, BEX1,
DYNLT3, p53), alteracGes em histonas como H2AX e EZH2, estudo de miRNAs.
Resultados preliminares da revisdo de alteracdes epigenéticas relacionadas a
progressdo tumoral e prognéstico em tumores de glandulas salivares sao

demonstrados no Anexo D.

2.5 Enhancer of Zeste homolog 2 Protein (EZH2)

O gene EZH2 codifica a proteina EZH2 que € um importante componente
enzimatico do grupo Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2), que também
inclui as proteinas SUZ12, EED1-4 e EZH1. A EZH2 é responsavel por catalisar
a reacado de bi e trimetilacdo na lisina 27 da histona H3 (H3K27me3), que esta
associada ao silenciamento de genes supressores de tumor. A desregulacdo da
expressao génica das proteinas do grupo PRC2 é responsavel por atuar na

perda de diferenciacdo de ceélulas tumorais, comportamento metastatizante e
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piora do prognostico em neoplasias (GLINSKY, 2006). Mutacdes com ganho de
funcdo no gene EZH2 tém mostrado que o aumento da expressao da proteina
EZH2 estd associado a resisténcia ao tratamento quimioterapico em cancer de
pulmao, carcinoma de células escamosas e glioblastoma (CHANG et al., 2016;
FAN et al. 2014; GARDNER et al, 2017), assim como maior agressividade e pior
progndéstico em cancer de prostata, mama, renal, melanoma, linfoma folicular e
de grandes células B e também em carcinoma adenoide cistico (CAO et al.,
2018; KLEER et al.,, 2003; MORIN et al., 2010; TIFFEN et al., 2015;
VARAMBALLY et al., 2002; VEKONY et al., 2008)

2.6 EZH2 em neoplasias de glandulas salivares

A definicdo de diagnostico e prognéstico de neoplasias de glandulas
salivares ainda é um desafio (ARAUJO et al., 2013). Dessa forma, estudos que
avaliem marcadores moleculares de alteracdes genéticas e epigenéticas sao
importantes para aprofundar o conhecimento acerca dessas lesdes. A atuacao
da proteina EZH2 no silenciamento de genes supressores de tumor tem sido
alvo de estudos, assim como o papel de marcador molecular para diagnéstico e
progndstico dessa proteina.

Hajosi-Kalcakosz et al. (2015) avaliaram 54 amostras de neoplasias
malignas de glandula salivar em que a maioria mostrou positividade na marcacao
para EZH2. Os autores também avaliaram 40 amostras de neoplasias benignas,
todas negativas para a imunohistoquimica. A proteina EZH2 mostrou ser um
marcador importante da natureza maligna de neoplasias de glandula, todavia
nao apresentou especificidade para nenhum tumor.

Vékony e colaboradores (2008) avaliaram a expressdo de proteinas do
grupo PRC2, incluindo a EZH2 e observaram que lesdes malignas de glandula
salivar apresentaram aumento significativo da marcacdo imuno-histoquimica
comparado as neoplasias benignas. Em outro estudo, os autores avaliaram
amostras de carcinoma adenoide cistico e observaram que lesdes com altas
taxas de proliferagéo celular mostraram positividade expressiva para a proteina
EZH2. Além disso, altas taxas de EZH2 foram correlacionadas com um

prognéstico desfavoravel.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a expressao da proteina EZH2 em amostras de carcinoma adenoide

cistico e adenoma pleomorfico

3.2 Objetivos especificos
- Descrever a expressao da proteina EZH2 nos diferentes padrées histologicos
de CAC;

- Descrever a expressdo da proteina EZH2 relacionando as covariaveis:
presenca de areas solidas, presenca de invasao perineural, metastase em

linfonodos e recorréncia da lesao.
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4 METODOLOGIA EXPANDIDA

4.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido inicialmente a apreciagdo do
Colegiado de Pdés-Graduagdo da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), ao Departamento de Clinica, Patologia e
Cirurgia Odontoldgicas e ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG), obedecendo ao exigido pela legislacao
brasileira, conforme as resolu¢cdes CNS n° 466/12 do Conselho Nacional de
Saude, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo
Seres Humanos. Em seguida, foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais com protocolo namero
12235719.9.0000.5149.

4.2 Delineamento do estudo e obten¢céo da amostra

Trata-se de um estudo transversal, do tipo retrospectivo, com populacao-
alvo constituida por individuos com diagnésticos histopatologicos de adenoma
pleomdrfico e carcinoma adenoide cistico, com amostra de conveniéncia. Foram
utilizadas amostras fixadas em solucéo de formol a 10% e incluidas em parafina,
provenientes de dois servigos brasileiros: Servico de Cirurgia de Cabeca e
Pescoco do Hospital Araujo Jorge (Goiania, GO) e Laboratorio de Patologia
Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da UFMG (Belo Horizonte, MG).
Laminas coradas por hematoxilina e eosina foram revisadas por duas
patologistas oral, experientes, e o diagndstico das lesGes foi confirmado de
acordo com a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (EL-NAGGAR et
al., 2017). Os dados clinicos foram acessados a partir da ficha clinica dos
pacientes incluindo idade, sexo, tamanho do tumor recorréncia e metastase

nodal.

4.3 Calculo do Poder de Teste

Considerando que o estudo foi realizado utilizando 16 amostras de CAC
e 12 amostras de AP, e que a diferenca de EZH2 entre as amostras foi de 28,15,
rejeitou-se a hipotese nula em que a diferenca entre as respostas € igual a zero

com a probabilidade (poder) de 100%. A probabilidade de erro tipo | associado
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com o teste de hip6tese nula € zero. O calculo do poder a posteriori para as
covariaveis padréo histoldgico, presenca de areas sélidas, invasao perineural,
metastase nodal e recorréncia mostrou um valor menor que 45%. Dessa forma,
ndo se justifica a realizacdo de andlise estatistica inferencial (GOMEZ et al.,
2017; WASSERSTEIN; LAZAR, 2016). A descricdo das medidas de tendéncia
central e variabilidade para EZH2 em relagdo as covariaveis foi realizada na

Tabela l.

4.4 Imuno-histoquimica

Foram realizados cortes de 4um nas amostras e montados em laminas
polarizadas (StarFrost®, Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH,
Braunschweig, Germany). Em seguida foi realizado o seguinte protocolo de

acordo com o fabricante:

1. Desparafinizacdo, recuperacao de epitopos por calor e reidratacdo dos
cortes em dois banhos de 20 minutos em solugdo Trilogy® (Cell Marque,
Rocklin, CA, USA) utilizando steamer a 96°C;

2. Lavagem dos cortes em 5 passagens em agua destilada;

3. Bloqgueio de peroxidase enddégena em banho de 20 minutos em solucao
de uma parte de peroxido de hidrogénio 3% e uma parte de metanol;

4. Lavagem dos cortes em 5 passagens em agua destilada;

5. Lavagem em tampao TRIS-HCI 20 mM pH 7,4, em trés banhos de 5
minutos;

6. Incubacdo com o anticorpo primario monoclonal EZH2 (D2C9, Cell
Signaling, Danvers, MA, USA) em diluicdo 1:50, em ambiente imido, por
uma hora a temperatura ambiente seguido de 18 horas a 4°C;

7. Lavagem em tampao TRIS-HCI 20 mM pH 7,4, em trés banhos de 5
minutos;

8. Incubacdo em anticorpo secundario EnVision+ Dual Link System-HRP
(Dako, Carpinteria, CA, USA);

9. Lavagem em tampdo TRIS-HCI 20 mM pH 7,4, em trés banhos de 5
minutos;

10.Incubacdo com tetrahidrocloridrato de diaminobenzidina (DAB, Dako,
Carpinteria, CA, USA)
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11.Banho em agua destilada e em seguida lavagem por 10 minutos em agua
corrente

12. Contracoloragdo com hematoxilina de Harris por 1 minuto;

13.Passagem rapida em solu¢do aquosa de hidroxido de amonio a 10%;

14.Lavagem em agua corrente por 5 minutos,

15.Desidratacdo dos cortes em banhos de alcool em concentracdes
crescentes (70%, 90% e etanol absoluto) por 10 minutos,

16. Diafanizagéo dos cortes em dois banhos de xilol por 15 minutos;

17.Montagem das laminas com laminulas de vidro e Permount (Fisher
Scientific, Fair Lawn, USA).

Foram utilizadas amostras de tonsila como controle positivo e para controle
negativo foi feita a omissao do anticorpo primario.

A andlise da marcacdo foi realizada por uma examinadora, treinada,
utilizando microscopio optico de luz, da marca Zeiss. Foi realizada a contagem
de células tumorais negativas e células positivas para marcac¢ao nuclear,
considerando 10 campos em aumento de 40x. A porcentagem de células
marcadas foi obtida pela seguinte férmula:

Células positivas / (Células positivas + Células negativas)

Em seguida, foi calculada a porcentagem média de marcacédo dos 10 campos

analisados.

4.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa SPSS (IBM
Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk,
NY: IBM Corp.) A andlise de normalidade dos dados foi feita por meio do teste
Shapiro Wilk. O teste Mann Whitney U foi utilizado para comparar as médias da
proteina EZH2 entre amostras de CAC e AP. Foi adotado o nivel de significancia
de 0,05.
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ABSTRACT

Salivary gland neoplasms present different behaviors, which do not follow the
classic patterns of benign and malignant neoplasms. The rarity of some of these
lesions makes it even more difficult to understand the mechanisms involved in
the etiopathogenesis. Molecular markers such as the EZH2 protein have been
used to investigate epigenetic changes in different neoplasms, helping to define
the diagnosis and prognosis of the lesions. The aim of the study was to evaluate
the expression of the EZH2 protein and to describe the clinical and microscopic
characteristics of adenoid cystic carcinoma (ACC) and pleomorphic adenoma
(PA) which emphasizes the importance of defining the malignancy of the
neoplasm. Histopathological analysis of PA cases showed myoepithelial and
glandular epithelial cells arranged as duct-like structures and sheets intermingled
in the variable stroma and ACC cases showed the three growth patterns, tubular,
cribriform and solid forms. All ACC and PA cases were positive for EZH2, with
diffuse nuclear staining in neoplastic cells. The ACC samples showed
significantly higher EZH2 expression compared to the PA. The covariables nodal
metastasis, recurrence, growth pattern, presence of solid areas and perineural
invasion have been described in relation to EZH2 staining in ACC samples. The
results of the study improve the understanding of the clinical and histological
characteristics of ACC, as well as on the behavior of lesions. In addition, the
analysis showed that EZH2 is a potential marker of malignancy and highlights the
importance of validating molecular markers of epigenetic alterations.

Keywords: Immunohistochemistry. Enhancer of Zeste homolog 2 Protein.

Salivary Gland Neoplasms. Adenoid Cystic Carcinoma. Pleomorphic Adenoma.
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1. Introduction

Although Adenoid cystic carcinoma (ACC) and Pleomorphic adenoma
(PA) originate from the same segment of the salivary gland, the intercalated duct,
these tumors present different natures and clinical behavior. ACC is an
aggressive tumor that frequently presents with distant metastases in the lungs,
and the overall survival rate after 15 years is approximately 25% [1-2]. PA is a
benign salivary gland neoplasia characterized by slow growth and eventual
recurrence. Both tumors can benefit from target therapy associated with genetic
and epigenetic alterations [3].

The enhancer of zeste homolog 2 protein (EZH2) contributes to epigenetic
alterations, specifically histone modifications. EZH2 is a core enzymatic
component of polycomb repressive complex 2 (Figure 1), associated with rapid
progression in various cancers such as prostate cancer, breast cancer,
melanoma, head-and-neck squamous cell carcinoma, and bladder cancer [4-8].
Information is scarce regarding the association of the ACC histopathological
patterns and clinical characteristics with the EZH2 protein expression in salivary
gland neoplasms. Here, we presented the previous results showing the
immunohistochemical expression of the EZH2 protein in ACC and PA, which

emphasizes the importance of defining the malignancy of the neoplasm.

2. Materials and methods

This study was approved by the Institutional Research Ethics Committee
(12235719.9.0000.5149). Histopathological diagnosis was revised and confirmed
by two oral pathologists [1]. The calculation of power a posteriori was made,
rejecting the null hypothesis with a probability of 100%. The measures of central
tendency and variability for EZH2 were described in relation to the studied
covariates. Immunohistochemistry was performed using a two-step method and
the EnVision detection system (DAKO; Hamburg, Germany). Positive controls
consisted of tonsils samples, and negative controls were carried out by omitting
the primary antibody. Immunohistochemical positivity was evaluated in 10 high-
power fields (400x magnification) by a trained examiner. EZH2 was expressed in
the nucleus, and positive and negative tumor cells were counted. The average

percentage of positive cells was calculated. Statistical analysis was performed
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using SPSS software (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 20.0. Armonk, NY, USA).

3. Results and discussion

The study included 16 cases of ACC and 12 cases of PA. The mean age
of ACC patients was 53.13 years, and the most common locations were the
parotid gland (26.7%), and the submandibular gland (26.7%), followed by minor
salivary glands (26.7%) and the sublingual gland (20.0%). The male to female
ratio was 1.66. The histopathological analysis showed the three growth patterns,
tubular, cribriform and solid forms (Figure 2C and 2D). The tumor characteristics
and analyses are summarized in Table I. In PA cases, the mean age was 44.5
years, most common location was the palate (75.0%), followed by buccal mucosa
(16.7%) and superior lip (8.3%). The male to female ratio was 0.5. PA showed
myoepithelial and glandular epithelial cells arranged as duct-like structures and
sheets intermingled in the variable stroma (Figure 2A and 2B).

All ACC and PA cases were positive for EZH2, with diffuse nuclear staining
in neoplastic cells (Figure 3). Comparatively, ACC samples showed more positive
neoplastic cells than PA samples (Graphic 1, *p < 0.05). After a stratified analysis
by sex, age, and location (large and minor salivary gland), the difference
remained significant. No strong positivity was observed in the adjacent normal
salivary gland. Although the limited sample size, EZH2 emerged as a reliable

biomarker for the malignant nature of salivary gland tumors.

The present study showed positive staining in PA and ACC samples, but
with a remarkable quantitative difference. We found low expression of EZH2 in
PA, which aligns with previous study sowing negative expression of EZH2 in
benign salivary gland tumors [9]. Thus, EZH2 seems to be relevant for
differentiating malignant from benign salivary gland tumors. Similar results were
found in other studies of glandular neoplasms, such as breast and prostate
cancer [10-13].

EZH2 is an independent biomarker of breast cancer risk in normal breast
samples, helping to determine the malignancy risk in benign biopsies [10]. The
investigation of such possibility in benign salivary tumors deserves attention and
can contribute to determinate the potential to malignant transformation, for

example in carcinoma ex pleomorphic adenoma cases.
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In ACC cases, we described EZH2 marker concerning clinical and
histopathological aspects, like the predominant gowth pattern and the presence
or absence of solid areas, perineural invasion, nodal metastasis, and recurrence.
The measures of central tendency and variability are shown in Table 1. It is well
known that the ACC solid variant and perineural invasion are associated with
poor prognosis [13]. Notably, the highest mean values of EZH2 were observed
in cases with nodal metastasis, recurrence, and a predominantly cribriform
growth pattern without solid areas and perineural invasion. The findings suggest
that the advanced clinical stage represented by recurrence and nodal metastasis
is more associated with high levels of EZH2 than the histopathological pattern,
giving a new prognostic value for EZH2.

EZH2 is involved in epithelial to mesenchymal transition by interacting with
Snaill and downregulating the expression of E-cadherin [14]. As a result, EZH2
may mediate the epithelial to mesenchymal transition and invasion, increasing
metastasis. Metastasis in the lungs is a significant characteristic of ACC.
Therefore, further studies are essential to elucidate the role of EZH2 in the
progression and distant metastasis of ACC.

Conclusions

EZH2 overexpression in ACC has a potential to be a biomarker of
malignancy and advanced progression. In benign salivary gland tumors, the role
of EZH2 deserves investigation as a tool to show malignant transformation. Since
it is difficult to establish a diagnosis and prognosis of salivary gland tumors, and
there are similarities between malignant and benign tumors, our goal was to
validate the auxiliary parameters for this group of lesions. The detailed study of
EZH2 protein expression according to clinical and histopathological aspects can

improve our understanding of ACC behavior.

Declarations of interest: none
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Figure 1: The PRC2 complex and its function in tri methylation of H3.
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Figure 2: Microscopic findings of ACC and AP.

(A) Pleomorphic adenoma, stained with Hematoxylin and Eosin, shows glandular

epithelial cells and myoepithelial cells in a plasmacytoid shape 10x; (B)
Pleomorphic adenoma, Hematoxylin and Eosin 40x; (C) Adenoid Cystic
Carcinoma, stained with Hematoxylin and Eosin, shows myoepithelial and
glandular epithelial cells arranged as duct-like structures 10x; (D) Adenoid Cystic

Carcinoma, Hematoxylin and Eosin 40x.
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Figure 3: Immunohistochemical findings of EZH2 in ACC and AP.

(A) EZH2 immunohistochemistry of Pleomorphic adenoma shows scarce positive
cells,10x; (B) Pleomorphic adenoma ,40x; (C) EZH2 immunohistochemistry on
the Adenoid Cystic Carcinoma showing diffuse nuclear staining in neoplastic
cells. 10x; (D) Adenoid Cystic Carcinoma, 40x.
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Graphic 1: Mann Whitney U results showing significant difference between ACC
and AP.
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Table | — Analysis and measures of central tendency and variability of EZH2

expression in Adenoid Cystic Carcinoma (ACC) samples.

Covariates ACC Mean (SD) (%)  Minimum Median Maximum (%)
samples (%) (%)

Growth pattern

Cribriform 50.0% 37.87 (17.20) 19.12 36.67 67.38

Tubular 37.5% 27.78 (13.69) 10.45 32.78 43.20

Solid 12.5% 29.73 (5.68) 25.71 29.73 33.75

Solid areas

Yes 25.0% 25.44 (6.16) 19.12 24.44 43.20

No 75.0% 35.61 (16.48 10.45 35.27 67.38

Perineural

invasion

Yes 43.7% 33.79 (10.23) 21.00 31.26 50.98

No 56.3% 32.50 (18.64) 10.45 34.31 67.38

Nodal metastasis

Yes 37.5% 30.97 (7.43) 25.71 30.97 36.23

No 62.5% 27.43 (13.03) 10.45 26.93 50.98

Recurrence

Yes 15.0% 36.96 (8.05) 31.26 36.96 42.66

No 85.0% 28.21 (13.34) 10.45 25.71 50.98
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo identificou o potencial como marcador de malignidade da
proteina EZH2 ao comparar o AP com CAC. Além disso foi possivel observar o
aumento da expressao da proteina a partir de areas de glandula salivar normal,
gue mostrou negatividade, passando pela marcacéo positiva do AP e chegando
a uma marcacdo mais intensa no CAC, ressaltando as caracteristicas de
malignidade da lesdo. Além disso, a andlise das caracteristicas clinicas e
histologicas da lesdo, mostrou que a expressdo da EZH2 foi maior quando as
amostras apresentavam recorréncia e metastase em linfonodo. Esses resultados
contribuem para estudos que aprofundem sobre o valor progndéstico da EZH2.

A andlise de outas alteracbes epigenéticas dentro das neoplasias de
glandulas salivares é importante para o entendimento da etiopatogenia,
comportamento e prognostico das lesdes. Além disso, sabendo que alteracdes
epigenéticas podem ser revertidas, novas terapias relacionadas a essas
alteracdes, ja tém sido desenvolvidas e testadas. O objetivo é promover
tratamentos mais eficientes, que contribuissem para aumentar a taxa de
sobrevida dos pacientes com CAC. Nesse contexto, fizemos uma revisdo
sistematica da literatura e destacamos no Anexo D os resultados preliminares da
busca. O estudo busca mostrar 0 impacto de alteragbes epigenéticas na

progressao e no prognastico de tumores de glandulas salivares.
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa “Avaliacdo de ploidia e expresséo das proteinas H2AX e EZH2 em
neoplasias de glandulas salivares”. Pedimos a sua autorizagdo para a
utilizacdo do material biolégico humano incluidos em blocos de parafina do
Biorrepositério do Servico de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de
Odontologia da UFMG. Também solicitamos sua autoriza¢ao para utilizar dados
da sua ficha clinica. A utilizacdo do seu material biolégico e de seus dados esta
vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros
futuros. Nesta pesquisa pretendemos avaliar ploidia e a expresséo das proteinas
H2AX e EZH2 em amostras de neoplasias de glandulas salivares e em amostras
de glandulas salivares normais.

A sua participac&do na pesquisa consiste em permitir que utilizemos uma
parte da lesdo que foi retirada de sua boca, transportada e processada no
Biorrepositério do Laboratorio de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de
Odontologia da UFMG onde ficard armazenada sob a guarda da pesquisadora
responsavel. Iremos examinar mais detalhadamente como a lesdo se
desenvolveu. Assim, pedimos sua autorizacdo para utilizar essa amostra e
também os dados de sua ficha clinica. N&o sera realizado nenhum procedimento
direto com vocé voluntéario(a), mas o uso do material e de seus dados apresenta
0 risco de constrangimento em caso de quebra de sigilo ou de identificacéo
pessoal. Esse risco, porém, sera minimizado por controle dos dados e anonimato
dos participantes, ou seja, usaremos codigos que néo identificardo seu nome. A
pesquisa contribuira para melhorar o entendimento das neoplasias de glandulas
salivares.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem
receberd qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados
e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o
direito a indenizacéo. O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer
aspecto que desejar e estard livre para participar ou recusar-se a participar e a
gualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de
utilizacdo do material biolégico, valendo a desisténcia a partir da data de
formalizacdo desta. A sua participacao € voluntaria, e a recusa em participar ndo
acarretara qualquer penalidade ou modificagcdo na forma em que o Sr. (a) é
atendido (a) pelo pesquisador, que tratarda a sua identidade com padrbes
profissionais de sigilo.

Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material bioldgico,
estardo a sua disposicao quando finalizada. Seu nome ou o material que indique
sua participacdo nédo sera liberado sem a sua permisséao. O (A) Sr. (a) ndo sera
identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar.
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Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias
originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no
Servico de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade de Odontologia da UFMG,
e a outra sera fornecida ao Sr. (a).

Os dados utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador

responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos na sala 3201 da Faculdade de
Odontologia da UFMG e apoés esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores
tratardo a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo, atendendo a
legislacdo brasileira (Resolugcdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do
Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informacdes
somente para fins académicos e cientificos.
Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos, métodos,
riscos e beneficios da pesquisa “Avaliagao de ploidia e expressao das proteinas
H2AX e EZH2 em neoplasias de glandulas salivares”, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a qualqguer momento poderei
solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo de participar se assim o
desejar.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:

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

() Concordo que o meu material biologico 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
0 material.

Declaro que concordo em patrticipar 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 dividas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante
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Endereco: Avenida Presidente Antonio Carlos, 6627 Pampulha
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Telefones: (31) 3409-3046
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Assinatura do pesquisador responsavel
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Mariana Saturnino de Noronha

Enderego: Avenida Presidente Antonio Carlos, 6627 Pampulha
Faculdade de Odontologia/ Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia
CEP: 31270-901 / Belo Horizonte, MG

Telefones: (31) 988372239
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Assinatura do pesquisador (doutoranda)
Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé
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COEP-UFMG - Comisséo 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@prpg.ufmg.br. Tel: 3409-4592
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ANEXO C - Projeto de doutorado sanduiche — Michigan University

O projeto intitulado “Investigacéo de histonas em neoplasias de glandulas
salivares” recebeu aprovacdo para financiamento da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior para Doutorado Sanduiche por
12 meses na University of Michigan, sob orientacdo do professor Dr. Rogerio
Castilho (Chamada Interna PRPG 06/2019 - Programa de Doutorado Sanduiche
no Exterior - PDSE). Devido a pandemia de COVID-19, a fronteira dos Estados
Unidos da América ficou fechada, e o projeto nao pdde ser desenvolvido.

O estudo da proteina EZH2 em amostras de neoplasias de glandulas
salivares mostrou um aumento da expressao da proteina em CAC comparado a
amostras de glandulas salivares normais e de adenoma pleomoérfico. Porém, o
impacto da fusdo MYB-NFIB, presente em 60 a 80% dos casos de CAC, no gene
EZH2 e na expresséo da proteina EZH2 ainda néo foi elucidado. O trabalho tinha
como objetivo caracterizar a expressao da proteina EZH2 e de outras proteinas
envolvidas no processo de carcinogénese como PTEN, H2AX e H3K27me3 em
linhagem de células com a fusdo MYB-NFIB e em amostras de neoplasias de

glandulas salivares e avaliar o Ex-527 como modalidade terapéutica.
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ANEXO D - Atividades desenvolvidas durante o doutorado

1 Artigos publicados

1-

De Arruda, José Alcides Almeida; Jacome'Santos, Humberto; Kato,
Camila de Nazaré Alves de Oliveira; de Noronha, Mariana Saturnino; do
Amaral, Marcio Bruno Figueiredo; Silva, Tarcilia Aparecida ; Mesquita,
Ricardo Alves . Micro-marsupialization technique with suture thread
modification for improving the management of oral mucoceles and
ranulas: A case series. ORAL SURGERY 2021 Aug 14(3): 241-245
https://doi.org/10.1111/0rs.12603

Almeida, Tatiana F.A.; Oliveira, Sicilia R.; de Noronha, Mariana S,;
Moreno, Amélia; Mesquita, Ricardo A.; Abreu, Lucas G.; da Silva, Tarcilia
A. Type IV hypersensitivity associated with restorative materials: Clinical
report and systematic literature review. Journal of Prosthetic Dentistry
2021 Apr 2:50022-3913(21)00108-6. doi:
10.1016/j.prosdent.2021.01.034. Epub ahead of print.

de Arruda, José Alcides Almeida; Noronha, Mariana Saturnino; Abreu,
Lucas Guimardes; de Lacerda, Julio César Tanos; Silva, Tarcilia
Aparecida; Mesquita, Ricardo Alves. Adenoid ameloblastoma in the
posterior maxilla: a case report and review of the literature. Oral and
Maxillofacial Surgery 2020 Jun;24(2):243-249. doi: 10.1007/s10006-020-
00830-1.

de Aguiar, Maria Cassia Ferreira; de Noronha, Mariana Saturnino;
Silveira, Roger Lanes; Araujo, José Augusto Dias; Werkema, Flavio
Sirihal;  Bell, Diana; Caldeira, Patricia Carlos. Epithelioid
rhabdomyosarcoma: report of the first case in the jaw. Oral Surgery Oral
Medicine Oral Pathology Oral Radiology 2020 Mar 12;S2212-
4403(20)30018-3. doi: 10.1016/j.0000.2020.01.004. Online ahead of print.

Lehman LFC, Noronha MS, Ivana Mércia AD, Costa E Silva RMF,
Andrade AL, Sousa Lima LF, Alcantara CEP, Domingues R, Ferreira AJ,
Silva TA, Mesquita RA. Bioactive glass containing 90% SiO(2) in hard
tissue engineering: an in vitro and in vivo characterization study. J Tissue
Eng Regen Med. 2019 Jun 20. doi: 10.1002/term.2919. v. 13, p. 1651-
1663, 2019.

2 Resumos publicados

1-

DE ABREU P.T.R., KATO C.N.A.O., NORONHA M.S., ABREU L.G., DA
SILVA T.A., MESQUITA R.A. MUCOCELE DE GLANDULA DE BLANDIN-
NUHN TRATADA COM LASER DE ALTA POTENCIA: UM RELATO DE
CASO. Revista Intercdmbio - vol. XII - 2017/ISNN - 2176-669x - Pagina
102: XXVI Jornada Mineira de Estomatologia, 2018 - Pontificia
Universidade Catolica de Minas Gerais — Belo Horizonte/MG. Anais
pagina 13


https://doi.org/10.1111/ors.12603

2-
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NORONHA, M. S.; SCHUCH, LAUREN FRENZEL; CALDEIRA, P. C;
FONSECA, F. P.; BERNARDES, V. F.;AGUIAR, M. C. F. SIFILIS
SECUNDARIA: RELATO DE CASO. In: XXVI Jornada Mineira de
Estomatologia, 2019, Belo Horizonte. Anais de resumos: painel de caso
clinico 2019, 2019. v. 1. p. 115-115.

NORONHA, M. S.; CALDEIRA, P. C. ; FONSECA, F. P. ; SOUSA, S. F.;
BERNARDES, V. F. ; AGUIAR, M. C. F.. ADENOMA PLEOMORFICO:
RELATO DE CASO. In: XXVI Jornada Mineira de Estomatologia, 2019,
Belo Horizonte. Anais de resumos: painel de caso clinico 2019, 2019. v.
1. p.13-13.

3 Eventos cientificos

O-

46° Congresso Brasileiro De Estomatologia E Patologia Oral - Julho de
2021

XIV Encontro Cientifico da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Minas - Junho/2021

Comissao de Avaliacdo dos trabalhos apresentados no XV Encontro
Cientifico da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Minas Gerais - Junho/2021

| Congresso Nacional Multidisciplinar de Covid-19 — Maio/2021

XVI Reunion Academia Iberoamericana de Patologia y Medicina bucal /
IX Congreso Associacion Mexicana de Patologia y Medicina bucal. 2021.
12 Reuni&do Online da Sociedade Brasileira de Estomatologia e Patologia
Oral — Julho/2020

| Simpoésio de Odontologia Hospitalar, Oncologia e Proétese
BucoMaxiloFacialda FAO/UFMG Novembro/2020

VII Encontro de Patologia da UFMG/I Simpdsio Online de Patologia -
Agosto/2020

I Reunido Online de Odontologia e COVID-19 — Junho/2020

10-XXVI Jornada Mineira de Estomatologia. 2019

4 Orientacéo de Trabalho de concluséo de curso

1-

2-

3-

Trabalho realizado em Grupo. A atuacdo do cirurgido-dentista no
ambiente hospitalar e o impacto da salde bucal nas infeccbes
respiratorias. 2021. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacdo em
Odontologia) - Centro Universitario de Belo Horizonte. Orientador:
Mariana Saturnino de Noronha.

Trabalho realizado em Grupo. Intervencéo cirurgica e terapias adjuvantes
no tratamento da osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos.
2021. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacdo em Odontologia) -
Centro Universitario de Belo Horizonte. Orientador: Mariana Saturnino de
Noronha.

Trabalho realizado em Grupo. A relevancia da odontologia na Sindrome
de Sjogren. 2021. Trabalho de Concluséo de Curso. (Graduagdo em


http://lattes.cnpq.br/4369470866692929
http://lattes.cnpq.br/8597472479493473
http://lattes.cnpq.br/4369470866692929
http://lattes.cnpq.br/8597472479493473
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Odontologia) - Centro Universitario de Belo Horizonte. Orientador:
Mariana Saturnino de Noronha.

4- Bruna Cristina Ferreira Reis. CARCINOMA EPIDERMOIDE: Relato de
Caso. 2020. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacdo em
Odontologia) - Faculdade Sete Lagoas. Orientador: Mariana Saturnino de
Noronha.

5 Bancas de trabalho de concluséao de curso

NORONHA, M.S.; FERNANDES A.F. Participacdo em banca de Trabalho
realizado em Grupo. Radiografia panoramica: a importancia do cirurgido-
dentista, na prevencao do acidente vascular cerebral (AVC). 2022. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduagdo em Odontologia) - Centro Universitario de Belo
Horizonte.

NORONHA, M. S.; Campos, GPF. Participacdo em banca de Trabalho realizado
em Grupo.Clareamento de consultério: discussdes acerca do uso do laser. 2021.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Odontologia) - Centro
Universitario de Belo Horizonte.

6 Atividades didaticas

2022/1- Conhecimentos morfofuncionais de cabeca e pesco¢o — Tedrica UNA
Sete Lagoas

2022/1- Estomatopatologia e Imaginologia — Tedrica UNA Sete Lagoas

2022/1- Conhecimentos morfofuncionais de cabeca e pescogo — Prética Centro
Universitario de Belo Horizonte

2022/1- Estagio em Saude Coletiva — Pratica Centro Universitario de Belo
Horizonte

2022/1- Estagio em Clinica Integrada IV — Pratica Centro Universitario de Belo
Horizonte

2022/1- Projeto de Extensao em Ensino Clinico — Préatica Centro Universitario de
Belo Horizonte

2022/1- Projeto de Extensdo em Estomatologia — Pratica Centro Universitario de
Belo Horizonte

2021/2 - Estagio em Clinica Integrada IV — Prética Centro Universitario de Belo
Horizonte

2021/2 - Estéagio em Cirurgia— Pratica Centro Universitario de Belo Horizonte

2021/2 - Estagio em Saude Coletiva — Préatica Centro Universitario de Belo
Horizonte
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2021/2 — Etica e Deontologia - Tedrica UNA Sete Lagoas

2021/1 - Estagio em Clinica Integrada IV — Prética Centro Universitario de Belo
Horizonte

2021/1 - Estagio em Clinica Integrada Ill — Pratica Centro Universitario de Belo
Horizonte



