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RESUMO

Tumores de glandula salivar s3o neoplasias que variam em suas caracteristicas e
comportamentos clinicos, ¢ o uso de biomarcadores representa um avanco crucial no
diagndstico e prognostico dessas lesdes. Eles permitem uma avaliagao precisa do prognoéstico
e a personalizacdo do tratamento, considerando as caracteristicas moleculares do tumor. Isso
possibilita a identificagdo da agressividade, a resposta a terapias especificas e a previsao de
recorréncia, melhorando a tomada de decisdes clinicas e a eficacia do tratamento para
pacientes com esses tumores. Este estudo investigou o carcinoma ex-adenoma pleomorfico
(CEXAP) como uma transformagdo maligna do adenoma pleomorfico (AP) nas glandulas
salivares e analisou o papel das células dendriticas (CDs) na resposta imunoldgica a esse
processo. Foram coletadas amostras de tumores das glandulas salivares de trés Centros de
Patologia Oral e Maxilofacial em um estudo multicéntrico. O estudo utilizou um microarranjo
de tecido contendo 41 amostras de CEXPA e 22 amostras de AP, que foram submetidas a
reagdes imuno-histoquimicas para os marcadores CD1a, CD83, CD207 e Ki-67. Os resultados
demonstraram diferengas significativas entre AP ¢ CEXPA em relagdao a densidade de CDs
CD207+ (p = 0,028) e CDs CD83+ (p < 0,001). Além disso, foi observada uma diferenca na
taxa de proliferacao celular entre os grupos usando o marcador Ki-67 (p = 0,024). No entanto,
ndo foram encontradas diferengas significativas na populagdo de CDs com base em
parametros clinicos, como sexo, localizacao anatdomica, tamanho e presenca de metéstases (p
> 0,06). Além disso, a andlise microscopica revelou que no AP houve uma maior
concentracdo de CDs no compartimento intratumoral, enquanto no CEXPA, houve uma clara
diminuicdo de CDs tanto no compartimento intratumoral quanto no peritumoral. Nao foi
encontrada uma correlacdo significativa entre os marcadores de CDs maduras (CD83) e
imaturas (CDla e CD207). A densidade média de células CDla+ também nao apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os casos de AP e CEXPA (p = 0,402). Essas
observagdes sugerem que a distribuicao e presenca das CDs podem variar entre os dois tipos
de tumores de glandulas salivares, o que pode ser relevante para a diferenciagao entre eles.
Em resumo, os resultados indicam que a andlise das subpopulagdes de CDs e os marcadores
de proliferacao celular podem ser valiosos na distingdo entre tumores benignos e malignos,
bem como na deteccdo de dreas com transformag@o maligna inicial em tumores de glandulas
salivares.

Palavras-Chave: Glandulas salivares, neoplasia, imuno-histoquimica, células dendriticas,
cancer bucal, cancer de cabeca e pescogo.



ABSTRACT

Salivary gland tumors are neoplasms that vary in their characteristics and clinical behaviors,
and the use of biomarkers represents a crucial advancement. They enable a precise assessment
of prognosis and the customization of treatment, considering the molecular features of the
tumor. This allows for the identification of aggressiveness, response to specific therapies, and
prediction of recurrence, enhancing clinical decision-making and treatment efficacy for
patients with these tumors. This study investigated carcinoma ex-pleomorphic adenoma
(CEXPA) as a malignant transformation from pleomorphic adenoma (PA) in salivary glands
and analyzed the role of dendritic cells (DCs) in the immune response to this process. Tumor
samples from salivary glands were collected from three Oral and Maxillofacial Pathology
Centers in a multicenter study. A tissue microarray containing 41 samples of CEXPA and 22
samples of PA was subjected to immunohistochemical reactions for the markers CD1a, CD83,
CD207, and Ki-67. The results demonstrated significant differences between PA and CEXPA
in terms of the density of CD207+ DCs (p = 0.028) and CD83+ DCs (p < 0.001).
Additionally, a difference in the cell proliferation rate was observed between the groups using
the Ki-67 marker (p = 0.024). However, no significant differences were found in the DC
population based on clinical parameters such as gender, anatomical location, size, and
presence of metastases (p > 0.06). Furthermore, microscopic analysis revealed that in
pleomorphic adenoma (PA), there was a higher concentration of dendritic cells in the
intratumoral compartment, whereas in carcinoma ex-pleomorphic adenoma (CEXPA), there
was a clear decrease in DCs in both the intratumoral and peritumoral compartments. No
significant correlation was found between mature DC markers (CD83) and immature DC
markers (CDla and CD207). The average density of CDla+ cells also did not show a
statistically significant difference between PA and CEXPA cases (p = 0.402). These
observations suggest that the distribution and presence of DCs may vary between the two
types of salivary gland tumors, which could be relevant for their differentiation. In summary,
the results indicate that the analysis of DC subpopulations and cell proliferation markers can
be valuable in distinguishing between benign and malignant tumors, as well as in detecting
areas with early malignant transformation in salivary gland tumors.

Key-Words: Salivary glands, neoplasia, immunohistochemistry, dendritic cells, oral cancer,
head and neck cancer.
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1. INTRODUCAO

Os tumores de glandulas salivares (TGS) representam uma parcela relativamente
pequena, variando de 2% a 6%, de todos os canceres diagnosticados na regido da cabecga e
pescogo (LIAO et al., 2020). A incidéncia mais significativa ocorre em individuos em torno
da quinta década de vida. Os TGS tém uma tendéncia a afetar predominantemente as
glandulas salivares maiores, com a glandula parétida sendo a mais comumente afetada, com
uma taxa variando de 39,3% a 66,9%, dependendo das caracteristicas epidemioldgicas

regionais (GOMES et al., 2016).

Neste trabalho, abordaremos especialmente dois tipos de TGS: o carcinoma
ex-adenoma pleomorfico (CEXAP) e o adenoma pleomérfico (AP). O AP ¢ a neoplasia mais
comum das glandulas salivares, com a maioria dos casos ocorrendo na glandula parotida
(85%), seguidos das glandulas salivares menores (10%) e glandulas submandibulares (5%)
(ALMESLET, 2020a). Em alguns casos, o AP pode evoluir para uma forma maligna ao longo
do tempo, com o risco de malignizagdo aumentando proporcionalmente com a dura¢dao da
lesdo in situ, indo de 1,5% nos primeiros cinco anos a até 9,5% apos 15 anos (KALWANIYA

etal., 2023).

O CEXAP ¢ considerado uma transformag¢ao maligna do AP pré-existente (KEY et al.,
2022; PARK et al., 2022). Essa lesdao apresenta caracteristicas benignas e malignas na analise
histologica e ¢ uma neoplasia rara das glandulas salivares. De acordo com estudos anteriores,
a prevaléncia média do CEXAP ¢ de aproximadamente 12% de todas as neoplasias salivares

malignas (UMAR et al., 2022).

O diagnostico de lesdes tumorais como os TGS, quando a analise morfoldgica nao ¢
conclusiva, ¢ realizado por meio de métodos moleculares. A utilizagdo de marcadores
celulares facilita a diferenciacdo entre varias anormalidades teciduais com caracteristicas
semelhantes (KIRAZ et al., 2022; KOBEL; KANG, 2022). A correlagido entre os niveis de
marcadores moleculares e os diferentes fendtipos tumorais ajuda a compreender o papel
dessas moléculas na transformacao celular, no diagnostico diferencial e, eventualmente, no
prognostico de neoplasias benignas e malignas. Assim, biomarcadores podem ser usados para
avaliar riscos, planejar o tratamento e monitorar a progressao da doenca (GAMA-CUELLAR

et al., 2022; HAYATI; ZULKARNAEN, 2007; SEIGO KASHIMURA et al., 2012).
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Marcadores celulares também permitem a identificagdo de subpopulagdes de células
dendriticas (CDs) consideradas células apresentadoras de antigenos e responsaveis por
desencadear respostas imunes especificas. Elas capturam, processam e apresentam antigenos
aos linfécitos T (GARDNER; DE MINGO PULIDO; RUFFELL, 2020). As CDs podem
ativar outras células do sistema imunolégico, como células natural killer, células B,
macrofagos e eosinofilos, além de induzir tolerancia imunolégica (LE; SAVERIN; HAND,
2011). As CDs sao classificadas como imaturas (CDsi) ou maduras (CDsm) com base em sua
morfologia e expressao fenotipica. No estado imaturo, as CDs patrulham os tecidos e liberam
eficazmente vérias vias quando encontram antigenos. A maturagdo das CDs permite a
apresentacao de peptideos derivados de patégenos as células T CD4+ e CD8+ nos linfonodos

de drenagem.

Os mecanismos imunolédgicos e o papel das CDs na progressdo dos TGS ainda ndo
estdo completamente compreendidos. No entanto, estudos recentes apontam que o
desequilibrio na regulagdo das células imunolégicas, incluindo as CDs, desempenha um papel

fundamental no desenvolvimento de doengas tumorais.

1.1  Adenoma Pleomorfico

O AP, também conhecido como tumor misto das glandulas salivares, ¢ uma neoplasia
de natureza benigna originada nas glandulas salivares. Sua principal caracteristica reside na
notavel heterogeneidade tecidual, composta por uma variedade de elementos celulares e
tecidos, incluindo componentes epiteliais € mesenquimais. Embora benigno, o AP pode
manifestar crescimento gradual e apresentar-se clinicamente como uma massa indolor nas
regides anatomicas afetadas (ALMESLET, 2020b; CANUTO et al., 2020).

A localizacdo primordial do AP ocorre nas glandulas salivares, com destaque para as
glandulas parétidas e submandibulares. A prevaléncia desse tumor ¢ notavel em individuos
adultos, com uma faixa etaria preponderante situada entre a quarta e a sexta década de vida. A
analise histopatoldgica revela uma proliferacdo celular composta por células epiteliais que
apresentam uma variedade de arranjos celulares, coexistindo com células mesenquimais,
resultando na caracteristica formagao glandular mista (KALWANIYA et al., 2023; ZOCCALI
et al., 2023).

Os fatores etiologicos subjacentes ao desenvolvimento do AP ainda carecem de
compreensdo definitiva, embora haja suspeita de componentes genéticos. Macroscopicamente,

os tumores se apresentam como massas bem definidas, encapsuladas e de consisténcia firme,
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frequentemente modveis sob a pele. Vale ressaltar que, apesar de sua benignidade, os APs
podem exibir recorréncia apds a resseccao cirirgica e, em raros casos, podem evoluir para
formas malignas. Assim, um acompanhamento clinico adequado € imperativo para o manejo

eficaz dessa condicio (HERNANDEZ-PRERA et al., 2021).

1.2 Carcinoma Ex Adenoma Pleomoérfico

O CEXAP ¢ uma neoplasia maligna rara que se origina a partir de um adenoma
pleomorfico pré-existente, uma condi¢do benigna das glandulas salivares. Esse carcinoma ¢é
caracterizado por ser uma transformag¢do maligna de cé€lulas epiteliais que anteriormente
compunham o AP. Notavelmente, esta condi¢cdo ¢ conhecida por sua agressividade e potencial
de disseminacao metastatica. Os estudos avaliados, bem como a literatura cientifica, ressaltam
a importancia do diagnostico precoce desse tipo de tumor, uma vez que a progressao para um
CEXAP pode resultar em um progndstico desafiador, em comparagdo com outras neoplasias

malignas das glandulas salivares (GUPTA et al., 2019; KHANNA et al., 2019)

A localizagdo mais comum para o CEXPA ¢ a glandula parétida, embora seja possivel
ocorrer em outras glandulas salivares. Quanto a faixa etaria, a maioria dos pacientes afetados
encontra-se na faixa entre 40 e 60 anos, sugerindo uma predisposi¢do que acomete individuos
de meia-idade (PARK et al., 2022). Do ponto de vista histologico, o CEXPA ¢ caracterizado
por uma combinagdo de areas benignas de AP e areas malignas de carcinoma. Isso pode
incluir padroes celulares invasivos, como células escamosas, células mioepiteliais ou outras

diferenciagdes epiteliais (SCARINI et al., 2023)

Os fatores de risco associados ao desenvolvimento do CEXPA ainda ndo estdo
completamente elucidados, embora a exposicao a radiagdes ionizantes € a transformacao
maligna dentro de um AP pré-existente sejam considerados fatores de risco potenciais.
Clinicamente, as lesdes podem variar em sua apresentacdo, mas frequentemente
manifestam-se como massas salivares palpaveis que podem ser assintomadticas ou causar

desconforto (SYRNIOTI et al., 2023).

Um diagnostico preciso ¢ fundamental, geralmente requerendo avaliagdo
histopatologica de bidpsias e estudos imuno-histoquimicos para distinguir entre 0 componente
benigno e maligno da lesdo. Devido a sua natureza agressiva, o tratamento inclui geralmente

uma resseccao cirargica completa, frequentemente seguida de radioterapia e, em alguns casos,
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quimioterapia. Devido ao risco de recorréncia e metastases, um acompanhamento médico
rigoroso ¢ imperativo. Portanto, a detec¢dao precoce e o tratamento adequado sdo essenciais

para melhorar o progndstico dos pacientes com CEXAP (TONDI-RESTA et al., 2023).

1.3 Marcadores moleculares

1.3.1 CDla

As proteinas CD1 sdo encontradas na superficie de CDs, células do timo, mondcitos
ativados e algumas células B. Sao proteinas transmembrana, glicosiladas, codificadas no
cromossomo 1 e agrupadas em cinco subconjuntos (CD1a-e). Uma de suas principais fungdes
esta relacionada com reacdes imunoldgicas frente a infec¢des virias e afecgdes tumorais
(HIRAI et al., 2016).

O desencadeamento de um processo inflamatorio resulta na liberagdo de mediadores
quimicos especificos que recrutam os precursores das células, provenientes da medula dssea,
ou seja, CDs. Enquanto isso, as células locais iniciam o processo de matura¢dao, no qual a
partir de um estado imaturo cuja superficie expressa elevados niveis de CDl1a e langerina
passa a apresentar um fenotipo maduro, aumentando a expressao para o imunomarcador
CD83 (JARDIM et al., 2018).

E possivel que as células imaturas sejam responsaveis pela regulagdo da cascata
imune, uma vez que sao encontradas em tecidos contendo processos inflamatorios; da mesma
forma, a presenga de células maduras nesses mesmos locais funcionaria como apresentadoras
de antigenos promovendo um fendmeno reativo inflamatdrio ja conhecido. Assim, o aumento
na densidade de CDs, principalmente imaturas, em processos inflamatdrios na cavidade oral,

tem sido associado a severidade da resposta imune adaptativa (GUEIROS et al., 2012).

1.3.2 CD83

As células CD83+ sdo fundamentais para a gera¢do de células CD4'T, além de
potencializar a resposta imune antitumorigénica. Quando em condi¢des de imunossupressdo, a
expressao de CD83 em CD ¢ reduzida, como por exemplo, na presenca do virus HIV.
(GIORELLO et al., 2021). As fungdes das CD83" ainda ndo estdo bem esclarecidas. Na
condi¢do de CDs maduras, as CD83" tém sua densidade populacional reduzida nas camadas
epiteliais de Carcinoma de Células Escamosas Labiais, assim como células imaturas CD1a".

Gomes et al. (2016) sugerem que a deple¢ao de CDs, decorrente da incidéncia de radiacao
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ultravioleta em pacientes com cancer labial, possa estar relacionada as primeiras etapas do
desenvolvimento neoplasico. Estes biomarcadores podem ser empregados em diagnosticos de
doencas inflamatérias como liquen plano e lesdes liquendides orais, bem como em terapias de

doengas autoimunes e lesdes malignas (HOVAYV, 2014).

1.3.3 CD207

O marcador molecular CD207, também conhecido como langerina, ¢ uma proteina de
superficie celular expressa em células dendriticas conhecidas como células de Langerhans
(CLs) e em algumas células dendriticas intersticiais. Essa proteina tem uma afinidade
particular por ligar-se a glicanos complexos presentes na superficie de patdogenos, como
bactérias e virus, desempenhando um papel importante na captura e apresentagao de antigenos
ao sistema imunoldgico. Em relacdo aos tumores, estudos prévios como mostram que o
marcador CD207 tem aplicagdes especificas em tumores das glandulas salivares, como no

auxilio do diagndstico de carcinoma adenoides cisticos (DA SILVA et al., 2020).

1.3.4 Ki-67

Ki-67 ¢ um marcador para mostrar a sintese de DNA das células antes da mitose.
Numerosos estudos demonstraram que as neoplasias geralmente apresentam alta expressao de
ki-67 relacionada a alta proliferacao celular (ZHANG et al., 2019). Este anticorpo reconhece
uma proteina nuclear que estd envolvida nas fases pré-mitdticas (G1, S, G2 e M) do ciclo
celular. Esta proteina nuclear pode ser usada para estimar o estado de crescimento mostrando

o potencial replicativo e de agressividade tumoral (indice de proliferacao Ki-67, ou PI).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O objetivo deste projeto foi avaliar a expressao imuno-histoquimica dos marcadores

CDl1a, CD83, CD207 e Ki-67 em tumores benignos e malignos de glandulas salivares.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar uma busca retrospectiva de dados clinicopatoldégicos de pacientes
diagnosticados com tumores benignos ¢ malignos de glandulas salivares, a partir das
fichas de bidpsias ou pegas cirtrgicas dos Servicos de Patologia Bucal da UFSC,
Anatomia Patologica da FCM-UNICAMP e da Universidad Auténoma de Baja
California.

e Revisar todas as laminas histologicas obtidas dos pacientes com a finalidade de
diagnodstico da doenca de acordo com os critérios da OMS (Organizagdo Mundial da
Saude, 2017);

e Identificar e quantificar as CDs imaturas e maduras, imunomarcadas pelos anticorpos
anti-CDl1a, anti-CD207 e anti-CD83, nos tumores benignos e malignos de glandulas
salivares;

e Comparar o indice de proliferacao celular entre APs e CEXAPs utilizando o marcador
Ki-67;

e Correlacionar os achados clinicos-patologicos dos TGS com a imuno marcagao para

CDs.
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3. ARTIGO

Artigo a ser submetido na revista Oral Diseases

IMUNOEXPRESSAO DE CELULAS DENDRITICAS MADURAS E IMATURAS EM
CARCINOMA EX-PLEOMORFICO ADENOMA: UM ESTUDO MULTICENTRICO

RESUMO

O Carcinoma ex-adenoma pleomorfico (CEXPA) representa uma transformacdo maligna a
partir de um adenoma pleomoérfico (AP) recorrente ou primario, sendo que a resposta
imunologica pode ser essencial nesse processo. Objetivo: Identificar e quantificar
subpopulagdes de células dendriticas (CDs) em CEXPA e AP. Metodologia: Foi realizado um
estudo multicéntrico coletando amostras de tumores de glandulas salivares (TGS) de trés
Centros de Patologia Oral e Maxilofacial. Um microarranjo de tecido contendo 41 amostras
de CEXPA e 22 amostras de AP foi incluido neste estudo e submetido a reagdes
imunohistoquimicas contra os anticorpos CDla, CD83, CD207 e Ki67. Resultados: Houve
diferenga significativa entre AP e CEXPA em relagdo a densidade de CDs CD207+ (p =
0,028) e DCs CD83+ (p < 0,001). Também houve diferenca ao comparar o indice de
proliferagdo celular entre os grupos usando o marcador Ki-67 (p = 0,024). No entanto, nao
houve diferenga na populacio de CDs em relagdo a pardmetros clinicos como sexo,
localizacdo anatomica, tamanho e metastases (p > 0,06). Conclusdo: O perfil
imunohistoquimico de subpopulagdes de CDs e biomarcadores de proliferacao celular em
TGS pode contribuir como uma ferramenta importante na diferenciacao de tumores benignos

e malignos ou detec¢do de areas iniciais com transformag¢do maligna.

PALAVRAS-CHAVE: Glandulas salivares, neoplasia, imunohistoquimica, células
dendriticas, cancer oral, cancer de cabega e pescoco
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3.1 INTRODUCAO

Os TGS sao lesdes heterogéneas com alta diversidade microscopica e clinica. O AP ¢
o TGS mais comum com possibilidade de recorréncia e transformacdo maligna para CEXPA
em 1,5% nos primeiros cinco anos e até 9,5% apds 15 anos (Key et al., 2022; Park et al.,
2022).

CEXPA ¢ responsavel por aproximadamente 12% de todos os TGS malignos e pode
ser diagnosticado erroneamente como outros TGS benignos e malignos (Berdugo et al.,
2019). Esta lesdo afeta principalmente a glandula parétida se apresentando como uma massa
de rapido crescimento, podendo estar associada a dor, aumento dos ganglios linfaticos,
ulceragdo e paralisia do nervo facial (Lubamba et al., 2020). Microscopicamente, 0 CEXPA
foi classificado em 3 categorias: intracapsular (IC), minimamente invasivo (MI) e
amplamente invasivo (Al). A extensdo extracapsular demonstra pior progndstico e aumento
da mortalidade (OMS, 2022).

A associacgdo entre os niveis de marcadores relacionados ao sistema imunoldgico € os
diferentes fendtipos tumorais permite a compreensao do papel dessas moléculas na
transformagdo celular (Gama-Cuellar et al., 2022; Kiraz et al., 2022; Kdbel & Kang, 2022;
Mosconi et al., 2019). Neste contexto, as subpopulagdes de CDs estdo relacionadas com
respostas imunes antitumorais e exibem efeitos pr6 e antitumorigénicos (Anderson & Simon,
2020). Em estado imaturo, as CDs que expressam CDla e CD207 sdao capazes de capturar e
processar antigenos e, apos a ativacao, essas células migram para os ganglios linfaticos e baco
onde ativam células T ndo sensibilizadas. Durante esta migracdo, as CDs passam pelo
processo de maturacdo expressando CD83 e potencializando a resposta imune antitumoral
(Gardner et al., 2020; Hubert et al., 2019).

Considerando que o CEXPA ¢ derivada de um AP primaria ou recorrente, a
compreensdo da infiltracdio de subpopulacdes de CDs maduras e imaturas nessas duas
entidades pode favorecer a compreensao da transformacao maligna. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a densidade de CDs em AP e CEXPA, bem como a interferéncia dessas

células imunes nas caracteristicas clinicopatoldgicas do tumor.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

Estudo transversal, observacional e descritivo, realizado de acordo com a Declaragao
de Helsinque e aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n° 09840519.6.0000.0121).

Pegas cirirgicas e amostras de biopsias de CEXAP e AP foram coletados para o
estudo de 2020 a 2023 no Departamento de Patologia da Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianopolis, Brasil; no Servigo de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade de Campinas, Sao Paulo, Brasil; e do Servigo de Patologia Bucal da
Universidad Autonoma de Baja California, Mexicali, México. Os dados clinicos do paciente,
como sexo, idade, localizagdo anatomica da lesdo, metastase e doencas de base, foram

coletados dos prontudrios e laudos anatomopatologicos.

3.2.1 Analise histopatoldogica
Para anélise histopatologica, foram realizados cortes de 5 um de espessura de pecas
cirargicas incluidas em parafina e as laminas obtidas foram coradas pelo método de
hematoxilina e eosina (H&E) para confirmacdo do diagnostico e grau de invasdo celular (IC,
MI e AI) por dois patologistas especialistas (RG, KPD) de acordo com ao diagndstico de
critérios usando a classificacdo da OMS (2022).

3 b T z

Figura 1. A, Fotomicrografia do adenoma pleomorfico mostrando aspecto misto com

areas de diferenciacdo escamosa. B, Carcinoma ex-adenoma pleomoérfico demonstrando
achados de adenocarcinoma em estroma esclerdtico. Coloragdo com hematoxilina e eosina,

200x
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3.2.2 Células dendriticas

As amostras de TGS foram fixadas em formalina a 10% por 24 horas. Os anticorpos
monoclonais CDla (010, 1:200; Dako, Glostrup, Dinamarca) e CD207 (EPR15863, 1:200;
Abcam, Cambridge, Reino Unido) foram utilizados para identificar CDs imaturas. O
anticorpo monoclonal CD83 (1H4b, 1:40; Novocastra, Newcastle, Reino Unido) foi utilizado
para identificar CDs maduras. A prolifera¢do celular foi avaliada através do Ki-67 (MIB-1,
1:150; Dako, Califérnia, EUA).

Laminas coradas com H&E foram utilizadas para identificar as 4reas incluidas,
circulando as regides mais representativas da lesdo. Utilizando a técnica de tissue microrray
(Beecher Instrument, Silver Spring, MD, EUA), as areas tumorais de interesse nos blocos
doadores foram removidas com coletores de Imm e transferidas para os blocos receptores

(Figuras 1-2).

Figura 2. Técnica de microarranjo tecidual apos determinagdo das areas tumorais mais

representativas de adenoma pleomorfico e carcinoma ex-adenoma pleomorfico.

Para TH, foram realizados cortes histologicos de 3 um de espessura. A recuperagdo
antigénica foi realizada com tampao citrato (pH 6,0) a 96 °C por 45 minutos. As ladminas
foram incubadas com anticorpo secundario EnVision Dual Link System-HRP (Dako,
California, EUA) por 60 minutos a 37°C e reveladas com substrato cromogénico (3,3
diaminobenzidina, Sigma, St Louis, MO, EUA). As laminas foram contrastadas com
hematoxilina de Harris. Controles negativos foram realizados para cada reagdo omitindo os
anticorpos primarios. Tecido cutdneo normal foi utilizado como controle positivo para
anticorpos CDla e CD207, enquanto amigdala normal como controle positivo para CD83 e

Ki-67, de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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As secdes de tecido foram escaneadas no scanner Aperio AT2 (Leica Biosystems,
Toéquio, Japao) e analisadas por dois examinadores calibrados. A quantificagdo de células
CDla+, CD83+ e CD207+ por mm?* de tumor foi realizada em cada segdo de tecido utilizando
o software Image J 1.53a (National Institutes of Health, EUA) com ampliacdo de 400x
(Figura 3). Para o marcador Ki-67, foram quantificadas células tumorais positivas e negativas

para obtencao do indice de proliferacdo celular (%).

Figura 3. Analise imuno-histoquimica de células dendriticas (CDs) em carcinoma ex
adenoma pleomérfico (CEXPA) e adenoma pleomorfico (AP). Células CDla+ em CEXPA
(A) e AP (B). Menor quantificacdo intratumoral de células CD207+ e CD83+ em CEXPA (C
e E, respectivamente) quando comparado com amostra de AP (D e F, respectivamente). Maior
taxa de proliferagdo celular pelo Ki-67 no CEXPA (G) em comparacdo com o AP (H). Altaa

magnificacdo, 400x.
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3.2.3 Andlise estatistica

Os valores foram expressos como medianas e intervalos interquartis. A comparagao
das CDs entre os grupos com CEXAP e AP foi realizada utilizando o teste Mann-Whitney
(U). Os achados clinicos e microscopicos foram analisados pelo teste Qui-Quadrado de
Pearson ou exato de Fisher quando apropriado, para varidveis categoricas, e pelos testes de
Mann-Whitney (U) ou teste de Kruskal-Wallis para varidveis continuas. O teste de Spearman
foi utilizado para avaliar a correlagdo de anticorpos para CDs. Um valor de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. O software estatistico SPSS versdao 28.0 foi

utilizado para as analises.

3.3 RESULTADOS
Populacgdo de pacientes

Houve 41 casos de CEXPA ¢ 22 casos de AP. A média de idade dos pacientes com
CEXPA foi de 56,8 anos (variacdo de 27 a 88). Vinte pacientes (48,8%) eram do sexo
masculino e 21 pacientes (51,2%) do sexo feminino. Dos 41 casos, a maioria (58,5%)
apresentava subtipo histologico Al e 2 pacientes apresentavam metéstase (4,8%) (Tabela 1).
Em relacdo a idade, a média dos pacientes acometidos foi de 41,86 anos (variagdo de 12 a 68
anos). Dos 22 casos, 15 ocorreram na glandula parétida (68,1%) e o sexo masculino foi mais

acometido (54,5%) (Tabela 2).

Tabela 1. Achados clinico-patoldégicos de carcinoma ex-adenoma pleomorfico.
Cas Sex Idad

o o e Localizaciao Tipo Histolégico = Metastase
01 M 59 Glandula Parotida IC MO
02 M 60 Glandula Parotida IC MO
03 F 61 Glandula Parétida IC MO
04 F 59 Glandula Parotida IC MO
05 F 37  Glandula Salivar Menor IC MO
06 M 66  Glandula Salivar Menor IC MO
07 M 69 Glandula IC MO

Submandibular
08 M 42 Glandula Parétida MI MO
09 F 30 Glandula Parotida MI MO

10 M 73 Glandula Parotida MI MO
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41
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Glandula
Submandibular
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula
Submandibular
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida

Glandula Salivar Menor

Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula
Submandibular
Glandula
Submandibular
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida

Glandula Salivar Menor

Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida

Glandula Salivar Menor

Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida
Glandula Parétida

MI

MI
MI
MI

MI
MI
MI
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

Al

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

MO

MO
MO
MO

MO
MO
MO
M1
MO
MO
MO
MO
MO
MO
Mi
MO
MO

MO

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
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F, Feminino; M, Masculino; IC, intracapsular; MI, minimamente invasivo; Al, Amplamente

invasivo; MO0, sem presenca de metastase; M 1,metdstase a distancia.

Tabela 2. Achados clinicos de adenomas pleomorficos.



Caso | Sexo | Idade Localizacao
01 F 18 Glandula Submandibular
02 M 28 Glandula Parétida
03 F 59 Glandula Parétida
04 M 68 Glandula Parétida
05 M 45 Glandula Salivar Menor
06 F 46 Glandula Submandibular
07 F 47 Glandula Parotida
08 F 54 Glandula Parotida
09 F 50 Glandula Submandibular
10 F 50 Glandula Parotida
11 M 35 Glandula Parotida
12 M 42 Glandula Parétida
13 M 59 Glandula Parétida
14 M 26 Glandula Submandibular
15 M 23 Glandula Submandibular
16 F 44 Glandula Parétida
17 M 53 Glandula Parotida
18 M 12 Glandula Parotida
19 M 24 Glandula Parotida
20 M 34 Glandula Submandibular
21 F 41 Glandula Parotida
22 F 63 Glandula Parétida
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Quanto a localizacdo anatomica afetada,
ndo houve diferenga estatistica entre
tumores benignos e malignos (p = 0,240).
A localizagao menos afetada em ambos os
grupos foram as glandulas salivares
menores. Os pacientes com CEXPA eram
mais velhos quando comparados aos
pacientes com AP (p <0,001). Os tumores
CEXPA apresentaram dimensoes
medianas maiores (eixo maior) que os

tumores AP (5 cm versus 3,8 cm, p =

0,011). CEXPA classificados como Al apresentaram maior taxa de proliferacao celular por

Ki-67 do que tumores IC ou MI (p = 0,008) (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparagdo entre os achados clinicopatologicos e o numero de células dendriticas
em pacientes com carcinoma ex-adenoma pleomorfico (mediana e intervalo interquartil)

Achado CDl1a+ Valor CD207+ Valor CDS83+ Valor Ki-67 Valor
clinico-patolég células/mm*>  deP células/mm*>  deP células/mm*>  de P (%) de P
ico
Idade* <45 43.00 (47.50) 271 20.00 (25.50)  .880 2.00 (2.00) 287 12.08 .833
(13.84)
> 45 25.00 (35.00) 9.00 (32.00) 4.00 (19.00) 16.92
(26.67)
Sexo* Masculin ~ 28.00 (37.00) .784 9.00 (63.00) 441 0.00 (15.00) .396 10.62 .829
N (18.18)
Feminino  25.50 (47.25) 14.50 (28.00) 3.00 (14.50) 12.08
(9.50)
Localizagao* GSMa 27.50 (35.25) .954 10.00 (28.75)  .923 3.00 (16.50) .823 12.00 245
(9.48)
GSme 21.00 8.00 (21.00) 2.00 (4.00) 10.60
(119.00) (17.97)
Tamanho* <Sem  37.00(37.00) 060  11.00(28.00) 205  3.00(17.00)  .077  10.620  .825
(9.50)
>5cm 10.00 (26.00) 13.00 (33.00) 1.00 (3.00) 12.00
(9.40)
Tipo** IC 24.00 (28.50) .577 23.00 (37.00) .619 15.00 (20.00)  .530 10.60 .008
(13.33)
MI 27.50 (53.25) 8.00 (70.75) 3.00 (22.25) 10.62
(1.47)
Al 30.00 (50.50) 13.00 (31.00) 0.00 (3.50) 20.10
4.01)
Metastase* MO 27.00 (37.00) .624 9.00 (29.00) .585 3.00 (15.00) .648 12.00 .627
(9.49)
M1 40.50 (53.00) 25.00 (10.00) 10.00 (16.00) 11.11
(17.90)

GSMa, Glandula Salivar Maior. GSme, Glandula Salivar Menor. IC, Intracapsular. M1, Minimamente invasivo. AI, Amplamente invasivo.
*Mann-Whitney test. **Kruskal-Wallis test.

Microscopicamente, foi observada maior concentragdo de CDs no compartimento

intratumoral do AP, enquanto no CEXPA foi observada uma evidente diminui¢do de CDs

tanto no compartimento intratumoral quanto no peritumoral. Nao houve correlacdo entre os
marcadores de CDs maduras (CD83) e imaturas (CDla e CD207). Além disso, ndo houve
diferenca significativa na densidade média de células CD1a+ entre AP ¢ CEXPA (p = 0,402)
(Figura 3).

O CEXPA apresentou diminuigdo significativa nos marcadores celulares CD207 (p =

0,028) e CD8&3 (p < 0,001) quando comparado ao AP. Em contrapartida, CEXPA apresentou

maior imunomarcagdo para Ki-67 do que AP (p = 0,024). Também nao houve impacto dos

parametros clinicos pesquisados (sexo, localizagdo anatdmica e metastases) na populacao de

CDs. Além disso, nao houve diferenga estatistica no niumero de CDs entre os casos de
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CEXPA classificados em CI, MI e Al [CDla (p = 0,577), CD83 (p = 0,530) e CD207 (p =
0,619)].

3.4 DISCUSSAO

Na presente pesquisa, observamos um impacto relevante na redu¢do de CDs maduras e
imaturas em tumores malignos de glandulas salivares (CEXPA) quando comparados a
tumores benignos (AP), sugerindo que alteragdes no mecanismo de regulagdo da resposta
imune inata e adquirida podem desempenham um papel importante na transformacao maligna.
Houve maior nimero de células intratumorais positivas para os marcadores CD83 e CD207
no grupo AP em comparagdo ao CEXPA. Por outro lado, o AP apresentou menor indice
proliferativo para o marcador Ki-67 do que o CEXPA.

Um estudo com amostras de carcinoma espinocelular (CEC) de labio demonstrou que
as células CD83+ estavam significativamente reduzidas no CEC em comparagdo com o
epitélio oral normal, enquanto as células CDla+ estavam significativamente diminuidas no
CEC quando comparadas ao epitélio displasico (Gomes et al., 2016). Outro estudo relatou que
a densidade de células CD83+ estava inversamente correlacionada com a progressdo da
neoplasia géstrica e impactava diretamente no prognostico (Kashimura et al., 2012).

Gama-Cuellar et al. (2022) compararam a densidade de células CD83+ em tumores de
orofaringe. Houve menor quantificacdo de células CD83+ no compartimento peritumoral de
pacientes com carcinoma espinocelular de orofaringe em relacdo ao grupo de orofaringe
normal. Pacientes com tumores exibindo nUmeros mais baixos de células CD83+
demonstraram rapida progressdo da doenga. Estudos anteriores mostraram que uma baixa
densidade de CDs CD83+ em tecidos tumorais estava associada a um mau progndstico
(McWhirter et al., 2006; Zheng et al., 2012). A baixa densidade de células CD83+ nos TGS
malignos prejudica a apresentagdo do tumor aos antigenos que favorecem a progressdao da
doenca. Estas descobertas indicam que a analise das populacdes celulares que participam nas
respostas imunitarias pode ser uma ferramenta preditiva util em tumores.

A maioria dos pacientes diagnosticados com CEXPA estava entre a 5* e a 6* décadas
de vida, com um aumento sutil no envolvimento em mulheres, colaborando com os achados
de um estudo anterior (Tokarz et al., 2021). Em geral, a malignidade se desenvolve em 6,2%
todos os APs (Di Palma, 2013). Entre os casos de CEXPA, 2 apresentaram metastases a
distancia, em contraste com o estudo de Olsen & Lewis (2001) que relatou que 44% dos

pacientes com CEXPA apresentavam metastases a distancia.
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Em relagdo a AP, nosso estudo mostrou que a média de idade dos pacientes
acometidos foi de 41,86 anos (variando de 12 a 68 anos). De acordo com uma revisao
preliminar da literatura (Canuto et al., 2020) esta neoplasia afeta principalmente individuos
entre a 4* e a 5% década de vida. Dos 22 casos avaliados em nosso estudo, 15 foram na
glandula paroétida (68,1%), corroborando os estudos de (Almeslet, 2020; Khanna et al., 2019).
Nossa amostra apresentou maior envolvimento do sexo masculino (54,5%), em contraste com
outros estudos (Almeslet, 2020; Canuto et al., 2020).

Com base no grau de invasdao, o CEXPA pode ser microscopicamente classificado em
IC, MI e Al Neste ultimo, a invasdo se estende, além da glandula, e-frequentemente aos
tecidos moles adjacentes. Em nosso estudo, a maioria dos CEXPA (58,3%) apresentou subtipo
histologico Al, mostrando caracteristicas clinicas de um tumor invasivo e de rapido
crescimento. Além disso, todos os pacientes com metastases tiveram CEXPA categorizado em
Al

Embora tenha tido diferenca significativa na quantificacdo de células CD207 entre os
grupos AP e CEXPA, esta condi¢do ndo foi observada com o marcador CD1a. Tal condigao
poderia ser explicada pela grande diversidade fenotipica das CDs (Hirai et al., 2016). As
moléculas CD1 sdo amplamente expressas em células apresentadoras de antigenos
profissionais (APC), como CDs, CL e mondcitos ativados. Em contraste, a Langerina
(CD207) ¢ uma proteina dependente de lectina do tipo II, Ca2+, que exibe especificidade de
ligacdo a manose e estd constitutivamente associada aos granulos de Birbeck, que sdo
organelas em forma de bastonete especificas para CL (Hunger et al., 2004; Oda et al., 2004;
Oda et al., 2004; Oda et al., 2004; Oda et al., 2004; al., 2022).

Uma alta densidade meédia de células CD207+ no compartimento intratumoral no
grupo com AP foi observada em comparagdo com CEXPA. da Silva et al. (2020)
demonstraram diminui¢do do numero de células CD207+ em CEC oral e fibrose submucosa
oral em relagdo ao epitélio oral normal. Assim, alteragdes significativas na populacao de CDs
poderiam ser indicativas de transformagao maligna nas lesdes orais.

Observou-se maior nimero de células intratumorais positivas para o marcador Ki-67
no grupo CEXPA quando comparado ao AP. Alguns estudos sugerem que uma expressao
aumentada de Ki-67 estd correlacionada com uma extensdo tumoral significativa (Faur et al.,
2015; Goyal et al., 2014). Katori et al. (2007) mostraram associagdo entre Ki-67 e progndstico
em pacientes que morreram ou que apresentavam doenga residual em comparacdo com

pacientes que estavam vivos sem doenga. Nossos resultados foram semelhantes a outros
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estudos em que o CEXPA apresentou maior indice proliferativo de Ki-67 do que o AP ou AP
residual no CEXPA (Mariano et al., 2015; Matsubayashi & Yoshihara, 2007; Zhang et al.,
2019).

Assim, s3o necessarios estudos futuros com uma amostra maior de TGS, com
diferentes subtipos histologicos, além da analise de outras subpopulacdes de CDs, a fim de
melhor compreender as respostas imunes inatas e adquiridas envolvidas na carcinogénese da

TGS.

3.5 CONCLUSAO

O conhecimento do perfil imuno-histoquimico dos biomarcadores de CDs em conjunto
com o indice de proliferacdo celular no TGS pode contribuir como uma importante ferramenta
na distingdo entre tumores benignos e malignos, justificando comportamentos clinicos
divergentes que estas lesdes apresentam, e¢ auxiliando na deteccdo de possiveis areas de

transformag¢do maligna.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, demonstramos que o conhecimento do
perfil imuno-histoquimico dos biomarcadores de células dendriticas (CDs), juntamente com a
avaliacdo do indice de proliferacdo celular, podem desempenhar um papel fundamental na
diferenciagdo entre tumores benignos e malignos nas glandulas salivares. Esses achados sao
de grande relevancia, uma vez que os tumores benignos e malignos frequentemente
apresentam comportamentos clinicos distintos, o que influencia diretamente as estratégias de

tratamento e prognostico.

Além disso, a capacidade de identificar areas potencialmente em transformacao
maligna ¢ de extrema importancia, permitindo intervengdes precoces e mais eficazes, e
aumentando as chances de sucesso do tratamento. Portanto, a analise dos marcadores de CDs
e da taxa de proliferagdo celular pode se tornar uma ferramenta valiosa para os patologistas e
clinicos no diagnostico ¢ na tomada de decisdes clinicas em pacientes com tumores de

glandulas salivares.
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regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the European Communities
Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with local laws and

regulations.

2.3 Clinical Trials

Clinical Trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-
statement.org. A CONSORT checklist and flowchart should also be included in the submission
material. Clinical trials can be registered in any free, public clinical trials registry such as
http:/fwww.clinicaltrials.gov or http://isrctn.org/. A list of further registries is available at
http://www.who.int/ictrp/network/primary/en/. As stated in an editorial published in Oral Diseases
{12:217-218), 2006), all manuscripts reporting results from a clinical trial must indicate that the trial
was fully registered at a readily accessible website. The clinical trial registration number and name of
the trial register will be published with the paper.

2.4 DNA Sequences and Crystallographic Structure Determinations

Papers reporting protein or DMA sequences and crystallographic structure determinations will not be
accepted without a Genbank or Brookhaven accession number, respectively. Other supporting data
sets must be made available on the publication date from the authors directly.

2.5 Conflict of Interest and Source of Funding

All sources of institutional, private and corporate financial support for the work within the manuscript
must be fully acknowledged, and any potential grant holders should be listed. Authors are also
required to disclose any possible conflict of interest. These include financial {for example patent,
ownership, stock ownership, consultancies, speaker's fee). Information on sources of funding and any
potential conflict of interest should be disclosed at submission under the heading
“Acknowledgements”.

2.6 Appeal of Decision
The decision on a paper is final and cannot be appealed.
2.7 Avoiding allegations of plagiarism

The journal to which you are submitting your manuscript employs text matching software (iThenticate)
to ensure against plagiarism. By submitting your manuscript to this journal you accept that your
manuscript may be screened for plagiarism against previously published work. Authors should
consider whether their manuscript may raise concerns via iThenticate, which will signal whether a
paper is likely in any way to be plagiarized in a formal sense. iThenticate will also, however, signal
whether a paper may be plagiarized by repeating work of the submitting authors and thus be
regarded as duplicate or redundant publication. Experience shows that, on occasion, large sections of
submitted manuscripts can be close to verbatim in word choice from that seen in other papers from
the authors’ group. This has nothing to do with simple repetition of names/affiliations, but does
involve commaon (not necessarily "standard™) phrases that are more appropriately referenced instead
of repeating. Alternatively, they can be rephrased differently. Previously published results, including
numerical information and figures or images, should be labeled to make it clear where they were
previously reported. Papers that present new analyses of results that have already been published (for
example, subgroup analyses) should identify the primary data source, and include a full reference to
the related primary publications. Oral Diseases will review and publish accepted mansucripts that
report data included in conference proceedings in abstract form. In such cases, authors must be clear
to readers that part of all of the manuscript's data have already been published in abstract form by so
indicating using a footnote to the title that states the confrence proceedings in which the relevant
abstract was published. For full guidance on text matching and plagiarism, please refer to Section 3
{'Research Integrity') of Wiley's Ethics Guidelines at https://authorservices.wiley.com/ethics-
guidelines/index.html.
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2.8 Permissions

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the
copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and provide
copies to the Publishers.

3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Oral Diseases only accepts online submission of manuscripts. Manuscripts should be submitted at the
online submission site: https://wiley.atyponrex.com/journal/ODI. Complete instructions for
submitting a manuscript are available at the site upon creating an account. Assistance for submitting
papers can be sought with the editorial assistant at: odiedoffice@wiley.com.

Data protection: By submitting a manuscript to or reviewing for this publication, your name, email
address, and affiliation, and other contact details the publication might require, will be used for the
regular operations of the publication, including, when necessary, sharing with the publisher (Wiley)
and partners for production and publication. The publication and the publisher recognize the
importance of protecting the personal information collected from users in the operation of these
services and have practices in place to ensure that steps are taken to maintain the security, integrity.
and privacy of the personal data collected and processed. You can learn more

at https://authorservices.wiley.com/statements/data-protection-policy.htmi.

Article Preparation Support

Wiley Editing Services offers expert help with English Language Editing, as well as translation,
manuscript formatting, figure illustration, figure formatting, and graphical abstract design —so you can
submit your manuscript with confidence. Also, check out our resources for Preparing Your Article for
general guidance about writing and preparing your manuscript.

3.1. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word {.doc/.docx) or Rich Text Format (.rft) files (not write-
protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for submission, but
only high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The files will be automatically converted
to HTML and PDF on upload and will be used for the review process. The text file must contain the
entire manuscript including title page. abstract. text, references, acknowledgements, tables, and figure
legends, but no embedded figures. In the text file, please reference figures as for instance ‘Figure 1",
'Figure 2" etc to match the tag name you choose for individual figure files uploaded. Manuscripts
should be formatted as described in the Author Guidelines below.

3.2, Transparent Peer Review

This journal is participating in a Peer Review Transparency initiative. By submitting to this journal,
authors agree that the reviewer reports, their responses, and the editor's decision letter will be linked
from the published article to where they appear on Publons in the case that the article is accepted.
Authors have the opportunity to opt out during submission, and reviewers may remain anonymous
unless they would like to sign their report. Read more about this initiative here.

3.3. Suggest a Reviewer

Oral Diseases attempts to keep the review process as short as possible to enable rapid publication of
new scientific data. In order to facilitate this process, you must suggest the names and current e-mail
addresses of from 2-4 potential reviewers whom you consider capable of reviewing your manuscript in
an unbiased way.

3.4. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the "Submit' button and save it to submit
later. The manuscript can then be located under "Unsubmitted Manuscripts' and you can click on
‘Continue Submission' to continue your submission when you choose to.

3.5. E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you do not receive
the confirmation e-mail after 24 hours, please check your e-mail address carefully in the system. If the

e-mail address is correct please contact your IT department. The error may be caused by some sort of

spam filtering on your e-mail server. Also, the e-mails should be received if the IT department adds our
e-mail server (uranus.scholarone.com) to their whitelist.

3.6. Manuscript Status

The average time from submission to first decision for manuscripts submitted to Oral Diseases is 20
days. You can access ScholarOne Manuscripts any time to check your ‘Author Centre' for the status of
your manuscript. The Journal will inform you by e-mail once a decision has been made.

3.7. Submission of Revised Manuscripts

To upload a revised manuscript, locate your manuscript under 'Manuscripts with Decisions' and click
on 'Submit a Revision'. Please remember to delete any old files uploaded when you upload your
revised manuscript.

3.8. Refer and Transfer Program

Wiley believes that no valuable research should go unshared. This journal participates in Wiley's Refer
& Transfer program. If your manuscript is not accepted, you may receive a recommendation to
transfer your manuscript to another suitable Wiley journal, either through a referral from the journal's
editor or through our Transfer Desk Assistant.
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4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Research Articles: Manuscripts reporting laboratory investigations, well-designed and
controlled clinical research, and analytical epidemiology are invited. Studies related to aetiology,
pathogenesis, diagnosis, prevention and treatment are all of interest, but all papers must be based on
rigorous hypothesis-driven research. Areas of interest include diseases affecting any structures of the
mouth; cancer and pre-cancerous conditions; saliva and salivary glands; bone and hard tissues;
relatiocnaship between oral, pericdontal, and dental conditions and general health; pain; behavioral
dentistry; chemosensory, developmental, geriatric, and motor disorders.

Randomised trials must adhere to the CONSORT guidelines, and a CONSORT checklist and flowchart
must be submitted with such papers. Please also refer to the notes under section 2.3 above.

Oral Diseases supports the ALLTRIALS initiative and encourages authors submitting manuscripts
reporting a clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials registries:
www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials/, http://isrctn.org/. The clinical trial
registration number and name of the trial register will then be published with the paper.

Observational studies must adhere to the STROBE guidelines, and a STROBE checklist must be
submitted with such papers. Diagnostic accuracy studies must adhere to the STARD guidelines, and a
STARD checklist must be submitted with such papers.

Review Papers: Oral Diseases commissions review papers and also welcomes uninvited reviews.
Systematic reviews with or without meta-analyses must adhere to the PRISMA guidelines, and a
PRISMA checklist and flowchart must be submitted with such papers. The word limit for Review
Papers is 4,000 words, with a maximum of two tables or images and 50 references.

Clinical Image: Clinical Images illustrate a brief presentation of a peculiar case. These include a clinical
description, excellent clinical pictures, a multiple choice quiz on the putative diagnosis (no more than
4-5 options), the final diagnosis and a brief discussion, followed by the patient outcome. Clinical
Images should be structured as follows:

1. TITLE describing the case without mentioning the diagnosis

2. CASE REPORT: 120 words

3. CASE IMAGE(S): No more than 2 clinical pictures of the case (the legend must not mention
the diagnosis). Label image(s) Figure 1 or Figure 1A and 1B.

4. QUIZ: Provide no more than 4 possible answers. See example here:

WHAT IS YOUR DIAGNOSIS?

Based on the patient's history, physical examination, and laboratory findings, which one of
the following is the most suspicious diagnosis?

1. Answer A
2. Answer B
3. Answer C
4, Answer D

5. DIAGNOSIS: Provide the answer along with a 1-2 sentence explanation followed by the
subsequent discussion. (350 words).

6. DIAGNOSIS IMAGE: One picture clarifying the diagnosis (i.e. a histological picture,
images, micro, blood tests, ....). Label this Figure

7. OUTCOME: 1-2 sentences.

8. AUTHOR CONTRIBUTION section: Required.

9. PATIENT COMNSENT section: Use standard wording, “The patient reported in this
manuscript provided written informed consent for the publication of the case details.”
10. CONFLICT OF INTEREST STATEMENTS (COIS): Required section. Default text when no
conflicts exist reads “All authars have no conflicts of interest to disclose.”

11. ACKNOWLEDGEMENTS: Optional section.

12. KEYWORDS: Not required as they may give away the answer.

13. FUNDING: Mot required for this article type.

14. REFEREMCES: Maximum 10.



Letters to the Editors: Letters, if of broad interest, are encouraged. They may deal with material in
papers published in Oral Diseases or they may raise new issues, but should have important
implications. Only one letter may be submitted by any single author or group of authars on any one
published paper. Letters to the Editors should not include an abstract and are limited to 500 words,
with a maximum of 1 figure and 10 references.

Case Reports: Oral Diseases does not accept case reports and instead recommends that authors
submit to Clinical Case Reports an open access journal published by Wiley.

Meeting Reports: Will be considered by the editors for publication only if they are of wide and
significant interest.

Short Communications: These are brief papers of any topic within the scope of Oral Diseasesabout
significant and novel advances that are complete in research endeavor but not suitable for full
publications. Short Communications should not include an abstract and are limited to 1000 words,
with a maximum of 3 figures and 20 references. Short Communications should not be structured into
sections.

Invited Reviews: These may be submitted by invitation of the Senior Editors only, and consist of
around 2500-2750 words, with a maximum of one table or image and 25 references.

Commentaries: These may be submitted by invitation of the Senior Editors only.
Invited Editorials: These may be submitted by invitation of the Senior Editors only.

Invited Book Reviews: These may be submitted by invitation of the Senior Editors only.

5. MANUSCRIFT FORMAT AND STRUCTURE

Oral Diseases now offers Free Format submission for a simplified and streamlined submission
process.

Before you submit, you will need:

+ Your manuscript: this should be an editable file including text, figures, and tables, or separate
files — whichever you prefer. All required sections should be contained in your manuscript,
including abstract, introduction, methods, results, and conclusions. Figures and tables should
have legends. Figures should be uploaded in the highest resolution possible. References may be
submitted in any style or format, as long as it is consistent throughout the manuscript.
Supporting information should be submitted in separate files. If the manuscript, figures or tables
are difficult for you to read, they will also be difficult for the editors and reviewers, and the
editorial office will send it back to you for revision. Your manuscript may also be sent back to
you for revision if the quality of English language is poor.

An ORCID ID, freely available at https://orcid.org. (Why is this important? Your article, if accepted
and published, will be attached to your ORCID profife. Institutions and funders are increasingly
requiring authors to have ORCID IDs.)

+ The title page of the manuscript, including:

o Your co-author details, including affiliation and email address. (Why is this important? We
need to keep all co-authors informed of the outcome of the peer review process.)

o Statements relating to our ethics and integrity policies, which may include any of the
following (Why are these important? We need to uphold rigorous ethical standards for the
research we consider for publication):

= data availability statement

= funding statement

= conflict of interest disclosure

= ethics approval statement

s patient consent statement

= permission to reproduce material from other sources
= clinical trial registration

If you are invited to revise your manuscript after peer review. the journal will also request the
revised manuscript to be formatted according to journal requirements as described below.
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ANEXO 2 — ATA DE APRESENTACAO

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURS0 DE ODONTOLOGIA

g UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
DISCIPLINA DE TRABALHO DE CONCLUSAQ DE CURSO DE ODONTOLOGIA

ATA DE APRESENTACAO DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Aos 26 dias do més de outubro de 2023, as 14 horas, em sessdo plblica, na Sala dos
Conselhos da Direcdo do Centro de Ciéneias da UFSC, na presenca da Banca
Examinadora presidida pelo Professor Rogério de Oliveira Gondak e pelos
examinadores

1= Profa. Elena Riet Correa Rivero,

2 = Dra. Rieli Elis Schulz,

a aluna Barbara Azevedo Machado apresentou o Trabalho de Conclusdo de Curso de
Graduacdo intitulado: *Avaliacdo de marcadores imunolbgicos e de proliferacio celular
em adenama pleomarfico e carcinoma ex-adenoma pleembrfico; estude multicéntrice”
como requisito curricular indispensavel & aprovago na Disciplina de Defesa do TCC e
a integralizagdo do Curso de Graduagdo em Cdontologia. A Banca Examinadora, apos
reunido em sessdo reservada, deliberou e decidiu pela APROVACAO do referido
Trabalho de Conclusie do Curso, divulgando o resultade formalmente a aluna e aos
demals presentes, e eu, na gualidade de presidente da Banca, lavrei a presente ata
que serd assinada por mim, pelos demais componentes da Banca Examinadora e pelo
aluno erientando.
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