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RESUMO

O cancer do colo do utero ou cancer cervical ¢ a quarta causa de morte por cancer em
mulheres brasileiras. A condi¢do displasica pré-maligna do colo uterino ¢ denominada
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), que em uma pequena propor¢ao de casos acabara por
evoluir para cancer cervical invasivo se ndo for tratada. Anormalidades da morfologia
nucleolar sdo caracteristicas constantes das células cancerigenas e a malignizagdo de células
de normais para malignas ¢ caracterizada pelo aumento da sintese de proteinas, responsaveis
pela transcricdo do RNAr. As regides organizadoras de nucléolo podem ser coradas com prata
(AgNOR) e foi sugerido que o nimero de AgNORs em um nticleo pode refletir a atividade de
proliferacdo das células e o grau de transformacdo maligna de certos tecidos. Entdo, o
objetivo desse estudo foi analisar a expressdo das regides nucleolares por prata (AgNOR)
como fator preditivo de risco para progressdo de lesdes escamosas ou glandulares do colo
uterino. Foi visto que o numero de AgNORs aumenta conforme grau da lesdo e diferencia
facilmente as lesdes de alto grau.

Palavras-chave: Cancer cervical; Lesdes intraepiteliais cervicais; AgNOR.



ABSTRACT

Cervical cancer or cervical cancer is the fourth leading cause of cancer death in Brazilian
women. The pre-malignant dysplastic condition of the uterine cervix is called cervical
intraepithelial neoplasia (CIN), which in a small proportion of cases will eventually develop
into invasive cervical cancer if left untreated. Abnormalities of nucleolar morphology are
constant characteristics of cancer cells and the transformation of cells from normal to
malignant cells is characterized by an increase in protein synthesis, responsible for the
transcription of RNAr. The nucleolus-organizing regions can be stained with silver (AgNOR)
and it has been suggested that the number of AgNORs in a nucleus may reflect the
proliferation activity of cells and the degree of malignant transformation of certain tissues. So,
the objective of this study is to analyze the expression of nucleolar regions by silver (AgNOR)
as a predictive risk factor for the progression of squamous or glandular lesions of the cervix. It
was seen that the number of AgNORSs increases according to the degree of the lesion and
easily differentiates high-grade lesions.

Keywords: Cervical cancer; Cervical intraepithelial lesions; AgNOR.
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1 INTRODUCAO

O cancer do colo do ttero ou cancer cervical ¢ caracterizado pela replicacdo desordenada do
epitélio de revestimento do drgdo, podendo invadir estruturas e 6rgdos contiguos ou a
distancia (WHO, 2014). Dos tipos de cancer, este tipo ocupa o sétimo lugar no ranking
mundial e ¢ o quarto tipo de cancer mais comum na populag¢do feminina (WHO, 2017), sendo
esperados aproximadamente 570.000 novos casos mundiais para o biénio de 2019-2020. No
Brasil, espera-se 16.710 novos casos, sendo o cancer cervical, o terceiro mais incidente na
populacdo feminina e o quarto mais incidente na regido Sul (14,07/100 mil habitantes), que
possui uma das menores taxas de mortalidade do pais, representando a sexta colocag@o entre
os obitos por cancer em mulheres (INCA, 2020). A previsdo para este mesmo biénio, na
regido da Grande Floriandpolis, ¢ de 70 novos casos a cada 100.000 habitantes (INCA, 2020).

Com aproximadamente 315.000 casos de cancer cervical no ano de 2018, o cancer do colo
do tutero ¢ responsavel por 265 mil 6bitos por ano, sendo a quarta causa mais frequente de
morte por cancer em mulheres, mesmo possuindo etiologia conhecida e um estigio nao
invasivo de longa durag¢do que permite o sucesso de programas de rastreamento (WHO, 2016;
INCA, 2017; WHO, 2018).

A relacdo entre o Papilomavirus Humano (HPV) e o cancer de colo uterino ja estd bem
estabelecida. As mulheres tornam-se suscetiveis ao desenvolvimento do cancer do colo do
utero ap6s a infeccdo pelo HPV devido a transformagdo tecidual, mas outros fatores sdo
necessarios para o desenvolvimento da doenca (WHO, 2018; BURD, 2003; KUDELA et al.,
2016). Portanto, um grande desafio permanece em detectar quais destas lesdes vao regredir e
quais vao progredir para lesdo de alto grau e/ou carcinoma.

As regides organizadoras de nucléolo (NORs) s3o lacos de DNA (4cido
desoxirribonucleico) que contém todos os elementos necessarios € essenciais para sintetizar o
RNAr (acido ribonucleico ribossomico) (DEMAY, 1996; CHERN et al. 1997). Como o RNA
¢ o principal local para a sintese de proteinas, o niimero e o tamanho de NORs em um ntcleo
celular pode refletir de forma confidvel, a cinética celular e a atividade do ntcleo. A
transformagdo de células de normais para malignas ¢ caracterizada pelo aumento da sintese de
proteinas, portanto, o valor de AgNOR (regides organizadoras de nucléolo coradas com prata)
pode ser considerado como uma medida da taxa de proliferacdo celular, diferenciacdo e
transformagao maligna (RUSCHOFF et al. 1989; HANEMANN et al., 2011; EROZ, 2015;
KHANNA, 2014; ELEMAM et al., 2015). O método de AgNOR ja foi utilizado em estudos
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de adenocarcinoma prostatico, efusdo pleural, células de mucosa oral, cancer gastrico,
evidenciando que frequentemente células malignas apresentam um grande nimero de NORs
em comparacdo com células benignas (HWANG et al, 2016; FAGERE, 2016; JAFFER,
2017; ULLAH et al., 2018).

A citologia esfoliativa quando acompanhada por métodos adjuvantes como a técnica de
AgNOR, podera oferecer op¢des diagndsticas seguras nos casos duvidosos ou suspeitos para
células malignas. Além disso, seu uso poderd evitar procedimentos diagnosticos invasivos,

proporcionando maior conforto e menor sofrimento ao paciente.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O cancer cervical ocupa o sétimo lugar no ranking mundial, sendo o quarto tipo mais
comum na populagdo feminina e o oitavo cancer mais comum (excluindo cancer de pele nao
melanoma) encontrado mundialmente (INCA, 2017; WHO, 2018). O numero de ocorréncia
da prevaléncia no ano de 2018 ¢ de 385.540 casos no mundo e a estimativa deste mesmo ano
para novos casos ¢ de 569.847. No Brasil, a incidéncia para o biénio de 2020 ¢ de 16.710
casos e sem considerar o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de colo do tutero € o primeiro
mais incidente na regido Norte (26,52/100 mil habitantes) enquanto a regido Sul (14,07/100
mil hab.) ocupa a quarta posi¢do. A nivel estadual, em Santa Catarina, estima-se que 970
mulheres receberam o diagnostico no biénio de 2019-2020 e que surjam 70 novos casos na
regido de Florianopolis (INCA, 2020; WHO, 2018). De acordo com o Instituto Nacional de
Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) na estimativa de 2020, o cancer de colo do utero
¢ a quarta causa de morte por cancer no mundo, estimando mais de 310.000 6bitos. No Brasil,
o nimero estimado de mortes por cancer cervical foi de 8.079 mulheres, e a taxa de
mortalidade na regido Sul ¢ de 4,64/100mil habitantes. No ano de 2016, foram registradas 171
mortes em Santa Catarina e 17 mortes em Floriandpolis (INCA, 2017). A magnitude das taxas
de mortalidade do cancer cervical ¢ bem menor do que as de incidéncia, gragas ao diagndstico
precoce.

Programas de triagem organizados reduzem a incidéncia de cancer do colo do ttero. E o
cancer ginecologico mais facil de prevenir com testes de rastreamento regulares e
acompanhamento das pacientes e ¢ altamente curdvel quando encontrado e tratado

precocemente (MIGNOT et al., 2019; CDC, 2016). O rastreamento do cancer do colo do
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utero se baseia na historia natural da doenca e no reconhecimento de que o cancer invasivo
evolui a partir de lesdes precursoras, que podem ser detectadas e tratadas adequadamente,
impedindo a progressdo para o cancer (INCA, 2018). Recomendada pela Organizagdo
Mundial da Satde a técnica convencional de esfregaco cervical tem sido utilizada para o
rastreamento do cancer cervical, pois detecta células atipicas em amostras cervicais e tem se
mostrado eficaz em reduzir a incidéncia e a mortalidade deste tipo de cancer. Essa técnica foi
descrita na década de 1940, por um médico chamado George Papanicolaou
(PAPANICOLAOU, 1942; QURESHI et al., 2018; JIAN, 2019).

Neoplasia intraepitelial cervical (NIC) ¢ a condi¢do displasica pré-maligna do colo
uterino, que em uma pequena propor¢ao de casos, cerca de 15%, acabara por evoluir para
cancer cervical invasivo se ndo for tratada (MITRA, 2016; SELLORS;
SANKARANARAYANAN, 2003). Essa condi¢do displasica sdo as lesdes pré-cancerosas que
caracterizam a fase de doenga pré invasiva e podem durar cerca de 20 anos. As lesdes
cervicais precursoras apresentam-se em graus evolutivos (Figura 1), a considerar conceitos
cito-histopatolégico, podendo desta maneira, ser classificadas como NIC 1, classificacdo que
indica lesdes de baixo grau, NIC 2 e NIC 3, os quais indicam ledes de alto grau (NAYAR;
WILBUR, 2017). Displasia leve com acometimento de 1/3 do tecido cervical ¢ chamado de
NIC 1, que ¢ caracterizado por ativagcdo minima da taxa de proliferacdo das células basais e
ocasionalmente presenca de coilocitos nas células da camada mais superficial. Displasia
moderada com acometimento de 2/3 do tecido cervical ¢ chamado de NIC 2. Ja displasia
grave ou carcinoma in situ (CIS) ¢ chamado de NIC 3. Nas lesdes NIC 3, as células em
proliferacdo ocupam a terceira parte superior do epitélio e no Carcinoma in situ (CIS) a
espessura total do tecido cervical ¢ acometida (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007;
BIBBO; WILBUR, 2015). Estas lesdes ndo sdo capazes de produzir metastases, sendo assim,
ndo acarretam risco a vida da paciente. Enquanto ndo houver o rompimento da membrana
basal e invasdo para o estroma cervical, o tratamento previne o cancer cervical na sua
totalidade dos casos (NAYAR; WILBUR, 2017). E consenso, portanto, que as lesdes pré-
invasivas devem ser tratadas para impedir sua progressdo para carcinoma invasor

(MCCREDIE et al., 2008; INCA, 2016).



Figura 1 — Lesdes precursoras do cancer de colo do utero
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Fonte: Adaptado de Woodman; Collins; Young, 2007.

Para padronizar internacionalmente os laudos citopatologicos cérvico-vaginais,
estabeleceu-se um sistema de classificacdo no ano de 1998, em Bethesda, nos Estados Unidos.
No Sistema de Bethesda ha uma classificag@o citologica das alteragdes morfologicas (Quadro
1) no tecido escamoso em uma classificagdo bimodal que divide as lesdes intraepiteliais
escamosas em baixo grau — LSIL (NIC 1), baseada na evidéncia de que a maioria destas
lesdes oferecem pouco risco de progressdo (1%) para cancer invasivo; e alto grau - HSIL
(NIC 2 e 3) ao passo que boa parte destas lesdes estdo associadas a persisténcia da lesdo e
maior potencial para progressdo (13,5%) (NAYAR; WILBUR, 2015; RYU et al., 2016;
KJAER et al., 2010, SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2008).

Hé também uma terceira categoria além de LSIL e HSIL, a de células escamosas atipicas
(ASC). As alteracdes observadas em ASC podem conter achados que sugerem a presenga de
uma lesdo intraepitelial cervical oculta ou raramente, cancer cervical, mas também, podem
ndo ter relagdo com neoplasia ou infecgdo por HPV. Tal classificacdo possui duas
subcategorias, a de células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), que
sugere lesdo de baixo grau, mas ndo possuem critérios suficientes para serem classificadas

como LSIL; e de células escamosas atipicas ndo podendo excluir lesdo intraepitelial escamosa
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de alto grau (ASC-H), que possui caracteristicas morfologicas suspeitas em células pouco
diferenciadas, mas ndo possuem requisitos suficientes para classificagio de HSIL (NAYAR;

WILBUR, 2015; ROSENDO et al., 2018).

Quadro 1 — Sistema de Bethesda para relato de citologia cervical

LESOES CERVICAIS ESCAMOSAS

Células escamosas atipicas de significado indeterminado ASC-US
Atipias Células escamosas atipicas, ndo podendo excluir lesdo intraepitelial ASC-H

escamosa de alto grau

Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau LSIL
Pré cincer | Lesao intraepitelial escamosa de alto grau HSIL
Céncer Carcinoma de Células Escamosas CCE

LESOES CERVICAIS GLANDULARES

Atipias Atipias em células glandulares AGC
Pré-cincer | Adenocarcinoma endocervical in situ AIS
Céincer Adenocarcinoma endocervical AC

Fonte: Adaptado de NAYAR; WILBUR, 2015.

O rastreamento do cancer do colo do Utero ¢ uma intervencdo de satde publica dirigida a
uma populacdo-alvo assintomatica e ndo tem a finalidade de diagnosticar uma doenga, mas de
identificar individuos com maior probabilidade de ter a doenga propriamente dita ou um
precursor da doenga (OPAS, 2016). No Brasil, o rastreamento segue o modelo oportunistico e
se da pelo exame citopatoldgico em mulheres de 25 a 64 anos. Recomenda-se que o exame
seja realizado a cada trés anos, apds dois exames normais consecutivos realizados com um
intervalo de um ano. Mulheres com resultado citopatologico de ASC-US devem repetir o
exame citopatologico em 12 meses, com exce¢do das mulheres com mais de 30 anos que
devem repetir o exame em seis meses. Mulheres com diagnostico de LSIL devem repetir o
exame citopatologico em seis meses. Recomenda-se que para mulheres com menos de 25
anos com resultados de ASC-US ou LSIL o exame seja repetido a cada trés anos, pois a
maioria das infecgdes por HPV nessa faixa etaria tem resolugdo espontanea. Mulheres com
resultado de ASC-H, HSIL, AGC, AIS ou suspeita de invasdo devem ser encaminhadas para a

colposcopia. No caso de achados anormais maiores na colposcopia, deve-se realizar a biopsia
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para avaliacdo histopatologica. Na presenca de NIC 1, o seguimento devera ser feito com
exames citopatologicos semestrais por um ano. Nos demais casos a paciente deve seguir
conduta de tratamento especifica (INCA, 2016). De acordo com a Organiza¢do Mundial da
Satde (OMS), ha trés diferentes tipos de testes de triagem para o cancer do colo do utero: O
teste de HPV para tipos de HPV de alto risco; a inspeg@o visual com acido acético; exame de
citologia convencional (PAP) e citologia de base liquida (CBL)

A prevaléncia geral de HPV no carcinoma cervical humano ¢ de aproximadamente
95%. A infec¢do pelo HPV ¢ o principal fator de risco para o desenvolvimento de cancer de
colo do utero devido a transformagdo tecidual causada pelo virus. Contudo, ¢ necessaria a
atuagdo de cofatores, como imunossupressdo, diferencas genéticas, e possivelmente
epigenéticas, virais (persisténcia de HPV de alto risco oncogénico, principalmente os tipos 16
e 18) e fatores comportamentais para que a doenga maligna se manifeste. Na maioria dos
individuos infectados, a infec¢dao pelo HPV ¢ facilmente controlada pelo sistema imunologico
e tem remissao espontanea entre um a dois anos; no entanto, a infec¢ao viral pode continuar a
persistir, aumentando a chance da mulher adquirir anormalidades nas células epiteliais e
subsequentemente desenvolver canceres no local da infec¢ao. (BARROS, 2012; KUDELA et
al., 2016; SCHIFFMAN et al., 2016; SHANMUGASUNDARAM; YOU, 2017).

O cancer de colo de tutero seja uma doenca que pode ser prevenida e detectada
precocemente, entretanto ndo pode se predizer com seguranga com oS critérios € exames
disponiveis hoje, quais lesdes tem a possibilidade de se tornar cancer cervical, que ainda ¢
uma das maiores causas de morbimortalidade entre as mulheres. A identificacdo de
marcadores que nos permitem prever o risco de progressao nessas lesdes precoces seria,
portanto, uma ferramenta muito util para o monitoramento € o manejo desses casos
(SOARES, 2010; GUERRA, 2014; KUDELA et al., 2016).

A importancia do nucléolo para o diagndstico de malignidade foi reconsiderada apds a
observagdo de que a reorganizagdo estrutural e morfoldgica ¢ consequéncia da redistribui¢ao
dos componentes fibrilares dentro do nucléolo (SHARMA, 2018). As regides organizadoras
de nucléolo ou NOR (Nucleolar Organizing Region) sdo segmentos de DNA que codificam o
RNA de proteinas ribossomicas e correspondem a algas do DNA situadas no nucléolo da
célula, contendo genes responsaveis pela transcricio e a atividade de sintese do RNA
ribossomico (Figura 2) e estdo relacionados com a agilidade e rapidez na proliferag¢do celular

nos tecidos estudados (GALL, 1969; KHUSHBU et al., 2017).
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Anormalidades da morfologia nucleolar sdo caracteristicas constantes das células
cancerigenas. Os nucléolos sdo pequenos corpos esféricos basofilicos localizados no nucleo.
Geralmente eles podem ser encontrados na regido nuclear central, mas também podem estar
proximos da membrana nuclear. Eles s3o construidos por uma regido organizadora de
nucléolo (NOR) de um cromossomo especifico, que ¢ o principal local de formacdo de
nucléolos depois da divisdo celular; e t€ém duas regides distintas, a parte fibrosa onde o
processamento do pré-RNAr ¢ realizado, ou seja, contém as proteinas necessarias para a
transcri¢do; e a parte granulosa, local onde a maturacdo do RNAr € realizada e transportada
para fora do nucléolo, regido que contém os precursores ribossomicos (VON KNEBEL;

WENTZENSEN, 2008; POLLARD, 2017).

Figura 2 — Estrutura do nucléolo
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Fonte: Adaptado de Medical & Biological Laboratory, 2016
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As proteinas NOR ou NORs sdo coradas com métodos de colorag@o utilizando prata,
sendo chamadas de AgNOR ou AgNORs, que identifica estas proteinas acidas associadas ao
local de transcrigdo do rRNA. Estes sdo vistos como pontos castanho-escuros a pretos dentro
de um nucleo acastanhado dentro de um citoplasma amarelo (CROCKER e7 al., 1989,
SRIVASTAVA et al., 2013). As AgNORs se acumulam em cé€lulas altamente proliferativas,
enquanto sua expressao € muito baixa em células ndo proliferativas. Algumas dessas proteinas

permanecem associadas as regides organizadoras de nucléolos (NORs) durante a mitose e a
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quantidade esta relacionada as fases do ciclo celular, sendo baixas contagens para a fase G1 e
altas para a fase S — G2. Uma maior contagem de nucleos com altos nimeros de AgNOR
caracterizam um ciclo celular rapido (SIRRI et al/, 2000). Sendo assim, foi sugerido que o
niamero de AgNORs em um nucleo pode refletir a atividade de proliferacdo das células e o
grau de transformacdo maligna de certos tecidos (KOTAK et al, 2015; PARDUE, 1969;
DERENZINI; PLOTON 1991; SRIVASTAVA et al., 2013).

A andlise da expressdo das AgNORs pode ser realizada pela contagem de pontos
isolados (satélites) e/ou agrupados (clusters) pelo padrao de distribuicdo dos pontos negros
dentro do nucleo observado na microscopia optica e pela medida de sua area por andlise de
imagem ou pelo célculo de coeficientes que relacionam esses dois critérios (SRIVASTAVA
et al., 2013; KHUSHBU et al, 2017). A transformacao de células de normais para malignas ¢
caracterizada pelo aumento da sintese de proteinas e a quantidade de NOR corada com prata
tem sido utilizada para o diagnostico de malignidade de numerosas lesdes neoplésicas
(JAFFER et al., 2017; KHUSHBU et al., 2017). A estimativa do nimero de AgNORs foi
aplicada na patologia tumoral, tanto para fins diagnodsticos quanto prognosticos, assim como
em mieloma multiplo, cancer de mama, carcinoma oral, mesoteliomas e também estudado na
area veterinaria, como ¢ o caso do estudo que relata a contagem de AgNOR em cdes com
mastocitoma (BUKHARI et al, 2007; PAPADHIMITRIOU, 2000; DERENZINI, 2004;
MONTI, 2020; ONOFRE et al., 2008; SMITH et al., 2017)

As células cancerigenas t€ém, um maior nimero de NORs corados pela prata do que as
células benignas correspondentes. Portanto, AgNORs pode ser usado como um marcador para
proliferacdo celular, diferenciacdo e transformagio maligna (RUSCHOFF et al, 1989,
DERENZINI et al. 2000; SHARMA, 2018).
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2 OBJETIVOS

Nas secdes abaixo estdo descritos o objetivo geral e os objetivos especificos deste trabalho.

2.10BJETIVO GERAL

Analisar as regides nucleolares coradas por prata (AgNOR) em lesdes cervicais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

L. Classificar morfologicamente as AgNORs das células escamosas do colo do ttero

II. Analisar a expressao das regides nucleolares por prata (AgNOR) e relacionar com
o resultado citoldgico e/ou histolégico;

II.  Verificar a acuracia da técnica AgNOR no diagnostico diferencial entre lesdo
intraepitelial de baixo grau e lesdo intraepitelial de alto grau.

IV.  Avaliar a atividade proliferativa das células epiteliais de pacientes diagnosticadas

com ASC-US, ASC-H, LSIL e HSIL e atipias glandulares usando a coloragao de AgNOR.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1CARACTERIZACAO DA POPULACAO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo transversal, envolvendo mulheres que foram atendidas
no ambulatorio de ginecologia e colposcopia do Hospital Universitario da Professor Polydoro
Ernani de Sao Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC/EBSERH) e que
apresentaram alteragdes citologicas na citologia oncdtica de exames prévios. As mesmas
foram encaminhadas ao HU/UFSC/EBSERH para exame ginecolédgico, colposcopia e bidpsia.
Este trabalho faz parte de um projeto "guarda-chuva" submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da UFSC, CAAE: 57423616.3.0000.0121.
Toda paciente participante foi previamente abordada e informada acerca dos objetivos do
estudo. Aquelas que aceitaram participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) e responderam um questiondrio epidemiolégico.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Todas as pacientes que aceitaram participar do estudo e apresentaram algum tipo de
alteracdo citoldgica no exame citopatologico do colo uterino de acordo com a classificagdo do
Sistema de Bethesda (NAYAR; WILBUR, 2015), maiores de 18 anos e ndo gestantes foram

incluidas no estudo.

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS

As mulheres selecionadas foram submetidas a exame ginecoldgico, colposcopia e
biopsia. No momento do exame foram coletadas amostras citologicas com espatula de Ayre e
escova endocervical para a execugdo de citologia em base liquida. As amostras foram
armazenadas em solucdo PreservCyt ® Thinprep e posteriormente processadas em

citocentrifuga para confec¢io das laminas para analise de papanicolaou e AgNOR.

Foi realizada biopsia nas lesdes evidenciadas na colposcopia e o exame histopatoldgico

foi realizado pelo setor de patologia do HU/UFSC/EBSERH.
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3.4 CITOLOGIA EM BASE LiQUIDA

As amostras coletadas em solu¢do ThinPrep® PreservCyt® foram armazenadas em
temperatura ambiente pelo periodo de até seis semanas antes do processamento. As laminas
citoloégicas foram preparadas por meio do sistema de citocentrifuga semiautomatizado
Cellspin® I (Tharmac GmbH, Waldsolms, Alemanha) que, por meio de um processo de
dispersdo, separa sangue, muco, detritos ndo diagnosticos € homogeneiza a amostra de
células. O volume de amostra utilizado para a citocentrifuga¢do foi de 2 ml e a velocidade e
tempo de rotagcdo foram de 1000 rpm por 5 minutos, respectivamente. ApOs esse processo, as
células foram coletadas em filtro de maneira a criar uma fina camada celular satisfatoria e sem
sobreposicdes que foi transferida entdo para uma lamina de vidro numa area retangular com
22x15 mm (KOSS; MELAMED, 2005; THARMAC, 2010). As laminas foram submetidas a
coloracdo pelo método classico de Papanicolaou e examinadas por meio de microscopia de
luz em busca de alteragdes morfologicas e morfométricas sofridas pela estrutura celular. Essa
andlise foi realizada pelo Laboratério de Citologia Clinica da UFSC. As alteragdes celulares
foram classificadas utilizando a nomenclatura do Sistema Bethesda de 2015 (NAYAR;
WILBUR, 2015). Apos analise citoldgica, as laminulas das laminas coradas por Papanicolaou

foram removidas para posterior coloracao de AgNOR.

3.5 COLORACAO DE PAPANICOLAU

A coloragdao de Papanicolaou iniciou com a imersdo das laminas em etanol 99,5%. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada por 2 minutos, coradas em solucdo de
hematoxilina de Harris 1a (Merck, Darmstadt, Nr: 1.09253.1022) por 1 minuto e 30 segundos
e lavadas em dgua corrente por 3 minutos. Apds duas baterias de etanol 99,5% (2 e 1 minuto,
respectivamente), as laminas foram coradas em solu¢do Orange G 2a (Merck, Darmstadt, Nr:
1.06888.0500) por 10 segundos, imersas duas vezes em etanol 99,5% (2 e 1 minuto,
respectivamente), coradas em solucdo EA 50 (Merck, Darmstadt, Nr: HT40332-1L) por 4
minutos e imersas duas vezes em etanol 99,5% (2 e 1 minuto, respectivamente). Em seguida,
as laminas foram banhadas em etanol/xileno (1:1) por 1 minuto e 30 segundos e imersas em
xilol por 2 minutos. Por fim, as ldminas foram montadas com Entellan® (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha, Nr:1.07961.0100) e laminula. As laminas coradas pelo método de

Papanicolaou foram examinadas por meio de microscopia de luz para verificar a celularidade
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da amostra e a presenca de células atipicas. Apods andlise citoldgica, as laminas foram imersas

em xileno até a completa remog¢ao das laminulas para posterior coloragao de AgNOR.

3.6 COLORACAO AGNOR

A coloracdo pela prata para analise de AgNOR foi realizada de acordo com o método
descrito por Ploton et al. (1986), Crocker et al. (1989), e Ruschoff (1992) com algumas
modificagdes. As laminas foram colocadas com xileno para retirada da laminula, fixadas em
alcool absoluto por 5 minutos, seguido por uma solugdo de etanol a 96% por mais 5 minutos,
em seguida, progressivamente reidratadas. A coloragdo AgNOR (Figura 2) foi realizada
utilizando uma solucdo consistindo de um volume de gelatina a 2% em solugdo aquosa de
acido formico a 1%, 2 volumes de nitrato de prata a 50%. As laminas foram incubadas em
temperatura ambiente por 20 minutos no escuro. Apos a coloragdo, as laminas foram
colocadas em um recipiente fechado e protegido da luz, lavadas trés vezes em agua destilada
deionizada e submersos em 10% de tiossulfato por 10 minutos. Os esfregagos em seguida
foram lavados por 5 minutos em 4gua corrente, desidratados em xilol, ¢ montados com
Entellan (Merck). As laminas foram armazenadas no escuro e examinadas microscopicamente
no aumento de 1000 vezes (objetiva plana, 100/1.25; abertura numérica, 0.17; W-PL, 10/23)
em Oleo de imersdo. Para padronizar a contagem, foi seguido o método descrito por Crocker

et al (1989).
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Figura 2 — Esquema de coloracio ilustrado
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Fonte: Desenvolvido pela autora

3.7 PROCEDIMENTO DE CONTAGEM

A contagem de AgNOR foi realizada em 100 células escamosas selecionadas
aleatoriamente para cada esfregago citoldgico. Estes foram examinados sob uma ampliagdo de
100x em imersdo. Para padronizar a contagem, seguimos o método de Crocker.
Primeiramente, todas as estruturas coradas em prata foram contadas, tanto em agrupamentos
(clusters) quanto em pontos individuais fora dos aglomerados (satélites). Cada cluster quando
agregados ou parcialmente desagregados foi contado como 1 estrutura. Em segundo lugar, os
clusters e os satélites foram contados separadamente. O procedimento de contagem levou 30-
60 minutos por esfregaco. O numero médio de AgNORs por numero como clusters e satélites
separadamente e como clusters e satélites juntos, foram calculados em cada caso, como

sugerido por Remmerbach ef al. (2003).
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

3.8.1 Calculo amostral

Para o calculo do tamanho da amostra esperada para o estudo foi utilizada a seguinte

formula (A) para descri¢do de variaveis qualitativas em uma populagdo (MIOT, 2011):

. N.p.q.(Za/2)?
n= (N-1).(E)2+p.q.(Za/2)?
(A)

no qual, n = tamanho da amostra;

Z0/2 = valor critico para o grau de confianga desejado, usualmente 1,96 (95%);
E = erro padréo, usualmente +5% da propor¢do dos casos (precisdo absoluta),
N =tamanho da populagio (finita);

p = propor¢do de resultados favoraveis da variavel na populagao;

q = propor¢do de resultados desfavoraveis na populagdo (q=1- p).

Para a determinagdo do tamanho da populagdo finita e da propor¢do dos resultados
favoraveis (atipias cervicais) a base de dados DATASUS foi consultada quanto a informagdes
sobre os exames citopatologicos cérvico-vaginais realizados no estado de Santa Catarina
durante um periodo total de 8 meses, referentes ao periodo de coleta das amostras.

Foram selecionados os resultados do numero total de exames realizados, resultados de
ASC-US, ASC-H, AGC, AIS, LSIL e HSIL. Foi realizada uma média dos valores obtidos e
no periodo de 8 meses foram realizados cerca de 225.668 exames em Santa Catarina. Nesse
mesmo periodo, foram diagnosticados 2.364 ASC-US (1,05%), 625 ASC-H (0,28%), 176
AGC-SOE (0,08%), 51 AGC-possivelmente neoplasico (0,02%), 1.124 LSIL (0,5%) e 439
HSIL (0,19%).

O valor critico para o grau de confianca desejado foi considerado como sendo 1,96 (95%)
e o erro padrio (E) foi considerado como sendo de 5%. Esses e os demais valores
populacionais encontrados no DATASUS foram aplicados na formula para calcular o
tamanho da amostra. Para uma amostra representativa, foram necessarias minimamente 16

amostras de ASC-US, 4 amostras de ASC-H, 8 amostras de LSIL e 4 amostras de HSIL. As
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categorias de atipias glandulares foram consideradas em conjunto devido a baixa prevaléncia,
sendo necessaria 2 amostras.

Para obten¢do de pontos de corte foi realizada a curva ROC e verificada a porcentagem de
correspondéncia de resultados. A distribui¢do normal ou ndo dos grupos também foi avaliada
e para determinagdo da diferenca entre grupos foi usado o método Kruskal-Wallis, onde
foram consideradas medianas diferentes quando p<0,05. Por ultimo, foi verificada a

porcentagem de nucleos que possuiam cinco ou mais pontos de AgNOR.
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4 RESULTADOS

As 121 pacientes atendidas no HU/UFSC/EBSERH possuiam idade de 18 a 68 anos e a
idade mais frequente foi de 34 anos. Estas pacientes possuiam como citologia de
encaminhamento ASC-US (30 casos), ASC-H (18 casos), AGC (2 casos), LSIL (30 casos),
HSIL (41 casos) sendo uma suspeita de Carcinoma Invasivo, justificando o encaminhamento
para o exame ginecoldgico e colposcopico. Segundo o célculo amostral, o nimero minimo
esperado de pacientes com resultados citologicos de ASC-H, AGC, LSIL e HSIL foi obtido.

A andlise das amostras histologicas pelo setor de patologia do HU/UFSC/EBSERH,
revelou pacientes com resultado negativo (20 casos), NIC 1 (25 casos), NIC 2 (34 casos), NIC
3 (19 casos), CCE (3 casos), AIS (2 casos) e AC (1 caso) (Tabela 1). A bidpsia ndo foi
coletada em 17 pacientes devido a achados normais no colo do utero ou julgamento de
amostra insatisfatoria para bidpsia durante o exame colposcopico e esses resultados

citologicos sem confirmagao histologica ndo foram incluidos no restante das analises.

Tabela 1 — Relagdo entre citologias de encaminhamento e resultado histologico

Citologia de encaminhamento

Histologia

ASC-US ASC-H AGC LSIL HSIL Total (%)
Sem lesdo 6 3 - 4 7 20 (16,5)
NIC 1 4 - 17 2 25 (20,7)
NIC 2 6 7 - 5 16 34 (28,1)
NIC 3 2 3 1 2 11 19 (15,7)
CCE - - 1 - 2 3(2,5)
AlS 1 - - - 1 2(1,7)
AC - 1 - - - 1(0,8)
BNR 11 2 - 2 2 17 (14,0)
Total 30 18 2 30 41 121 (100)

Fonte: Desenvolvido pela autora (2020)

Legenda: (ASC-US) Células escamosas atipicas de significado indeterminado; (ASC-H) Células escamosas
atipicas ndo podendo excluir lesdo de alto grau; (AGC) Células glandulares atipicas; (LSIL) Lesao intraepitelial
de baixo grau; (HSIL) Lesdo intraepitelial de alto grau; (NIC) Neoplasia intraepitelial cervical; (CCE)
Carcinoma de células escamosas; (AIS) Adenocarcinoma in situ; (AC) Adenocarcinoma; (BNR) Bidpsia ndo

realizada.
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Entre os 20 resultados histoldgicos sem lesdo, 16 casos eram de cervicite cronica, 2 de
HPV juntamente com cervicite cronica, 1 de condiloma acuminado e 1 de metaplasia
escamosa. Entre os 25 resultados histologicos de NIC 1, 17 casos (68,0%) tiveram LSIL como
citologia de encaminhamento. Dos 53 resultados histolégicos de NIC 2 (34 casos) e NIC 3 (19
casos), 27 casos (50,9%) foram encaminhados citologicamente como HSIL. Entre os 59
resultados histolégicos de HSIL+ (NIC 2, NIC 3, CCE, AIS e AC), 30 casos (50,8%) foram
encaminhados citologicamente como HSIL, 7 casos (11,8%) como LSIL e 22 casos (37,2%)
como atipia escamosa (ASC-US e ASC-H) ou atipia glandular (AGC). Entre esses resultados
citolégicos de atipias, AGC contribuiu com 1,6% dos encaminhamentos, ASC-US com 24,7%
e ASC-H com 14,8%.

A técnica de AgNOR foi realizada em 94 pacientes. A redugdo do nimero de laminas
analisadas foi devido a ndo eficiéncia da coloracdo e devido ao aparecimento de artefatos
impossibilitando leitura. Nas demais amostras, as AgNORs estavam localizadas dentro dos
nucleos e eram claramente visiveis como pontos pretos ou marrons escuros distintos (Figura
3)

Figura 3 — Regides organizadoras de nucléolo coradas com prata (AgNOR). Células

escamosas contendo clusters e satélites.
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Fonte: Imagem fotografada pela autora (imersdo - 100x)

Os resultados obtidos através da contagem média do nimero de AgNOR em relacdo a
classificagdo citologica ¢ mostrada na Figura 4. O nimero médio de cluster por nicleo foi de
1,40 (DP 0,58) em amostras de resultado ASC-US, 1,59 (DP 0,69) em LSIL, em amostras
ASC-H foi de 1,92 (DP 0,68), em HSIL foi de 2,00 (DP 0,62). O nimero médio de satélites
por nucleo foi de 1,22 (DP 0,67) para amostras ASC-US, 1,09 (DP 0,70) para LSIL, para
amostras com resultado ASC-H foi de 1,04 (DP 0,71), HSIL 3 foi de 1,11 (DP 0,50). Ja a
média do numero total de NOR em amostras ASC-US foi de 2,5 (DP 0,30), para resultados
LSIL 2,68 (DP 0,52), em amostras ASC-H 2,96 (DP 0,80), em amostras HSIL 3,10 (DP 0,67).
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Em relagdo a classificag@o histoldgica, a contagem ¢ mostrada na Figura 4b. O niimero
médio de cluster por nicleo foi de 1,52 (DP 0,67) em amostras de resultado negativo, 1,48
(DP 0,53) em NIC 1, em amostras NIC 2 foi de 1,83 (DP 0,62), em NIC 3 foi de 2,12 (DP
0,68) e em CA 2,07 (DP 0,82). O nimero médio de satélites por nucleo foi de 1,09 (DP 0,66)
para amostras negativas, 1,20 (DP 0,72) para NIC 1, para amostras com resultado NIC 2 foi
de 1,11 (DP 0,60), NIC 3 foi de 1,09 (DP 0,52) e para resultados CA 1,15 (DP 0,52). Ja a
média do nimero total de NORs em amostras negativas foi de 2,61 (DP 0,31), para resultados
NIC 12,68 (DP 0,52), em amostras NIC 2 2,94 (DP 0,63), em amostras NIC 3 3,21 (DP 0,72)
e CA 3,22 (DP 0,80).

Figura 4 — Média dos valores da contagem total de AgNOR, contagem de satélites e

clusters em amostras com resultados citologicos (4a) e histologicos (4b)
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2020)
Legenda: Barras azuis: média da contagem do nimero de satélites; Barras vermelhas: média da contagem do

namero de clusters, Barras pretas: média da contagem do nimero total de AgNOR (clusters e satélites);
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A normalidade da distribuicdo dos pontos nas amostras foi testada e quanto ao valor
total das medias de AgNOR verificou-se que possuia uma distribuicdo normal, no entanto,
quando testada entre classes (clusters e satélites) ndo apresentou uma distribuicdo normal.
Sendo assim, foi usado o teste Kruskal-Wallis para verificar a diferenga entre os grupos
(Quadro 2-3). Verificou-se se ha diferenca entre as medianas em relacdo aos resultados
classificados pela citologia (p=0,01) e encontrou-se diferenca entre ASC-US de LSIL e HSIL;
LSIL de HSIL; e HSIL de ASC-US e LSIL. Nao foi possivel diferenciar ASC-H dos demais
resultados através da mediana (Quadro 2). Neste teste foram excluidos os resultados de atipias
glandulares e canceres por nao ter numero de amostras suficientes para testes baseados em
medianas.

As medianas tiveram diferenca significativa (p=0,008) e apresentaram que o niimero
de AgNOR em amostras com resultado negativo foi diferente de resultados NIC 2, NIC 3,
adenocarcinoma invasor. O nimero de AgNOR em resultados de NIC 1 foi diferente de NIC
3 e adenocarcinoma invasor, assim como o numero de AgNOR em NIC 2 foi diferente de
negativo e o nimero de AgNOR em NIC 3 foi diferente de negativo, NIC1 e Adenocarcinoma
in situ. O nimero de AgNOR em Carcinoma de células escamosas ndo apresentou diferenca,
mas o numero em Adenocarcinoma in situ foi diferente de NIC 3, adenocarcinoma invasor ¢
carcinoma microinvasor. Adenocarcinma invasor foi diferente de negativo, NIC1 e
Adenocarcinoma in situ ¢ o nuimero de AgNOR de carcinoma microinvasor foi diferente de

adenocarcinoma in situ (Quadro 3).

Quadro 2 — Diferencas entre grupos da contagem total de AgNOR pelo resultado citologico

FATOR Diferencas (P<0,05)
ASC US LSIL, HSIL
ASCH -

LSIL HSIL

HSIL ASCU-US, LSIL
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Quadro 3 — Diferencas entre grupos da contagem total de AgNOR pelo resultado histolégico

FATOR Diferencas (P<0,05)
NEGATIVO NIC 2, NIC 3, AC
NIC1 NIC 3, AC
NIC 2 NEGATIVO
NIC 3 NEGATIVO, NIC 1, AIS
CCE
AIS NIC 3, AC, CA
AC NEGATIVO, NIC 1, AIS
CA AlS

Buscando o ponto de corte através da curva ROC para diagndstico de HSIL+ (NIC 2,
NIC 3, CCE, AIS, AC, CA) selecionamos dois pontos: um com maior sensibilidade e outro
com maior especificidade. A avaliacdo de desempenho da curva ROC mostra que >3,07 € o
ponto mais adequado para diagndstico de HSIL+, com sensibilidade de 52,7% e
especificidade de 87,1%. No entanto, buscando um ponto que tenha maior sensibilidade
selecionamos o ponto 2,73, com sensibilidade de 70,9% e especificidade com 66,6% (Tabela
2). Avaliando o ponto de corte com maior especificidade (3,07) foram obtidos 60 casos de
Negativo/LSIL, sendo 34 casos de acordo com a histologia, e 34 casos HSIL+ sendo 29 casos
de acordo com o resultado histolégico. Avaliando os resultados de AgNOR de acordo com o
ponto de corte 2,73 foram obtidos 42 casos Negativo/LSIL e destes, 26 casos estiveram de
acordo com o resultado da histologia; e 52 casos HSIL+, sendo 39 casos de acordo com a
histologia.

Tabela 2 — Avaliagdo do ponto de corte nos resultados de AgNOR

Histologia Total

AgNOR NEG/LSIL (n=39) HSIL+ (n=55) (n=94)
<2,73 26 (66,6%) 16 (33,4%) 42
>2,73 13 (29,1%) 39 (70,9%) 52
<3,07 34 (87,1%) 26 (12,9%) 60
> 3,07 5 (47,3%) 29 (52,7%) 34

Curva ROC: Area sob a curva (AUC) 0,69; p=0,0004.
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A distribui¢do do namero de AgNOR por nicleo € mostrada na Figura 5-6 para avaliar a
porcentagem de nucleos que possuem mais de quatro ou cinco pontos de AgNOR. Pode-se
observar que ha uma concentracgio alta de células com poucos NORs/nucleo e poucas células
com muitos NORs/nucleo. Na Figura 5 (pAgNOR>4) que representa a porcentagem de
nucleos que possuem mais de quatro NORs em relagdo ao resultado histologico, observa-se
que todos os casos de negativo e a grande maioria dos casos de NIC I possuiam menos de
20% de nucleos com mais de 4 NORs. No entanto, na Figura 6 (pAgNOR>5S), que representa
a porcentagem de nucleos que possuem mais de cinco NORs ¢ observa-se que a grande
maioria dos casos de NIC II, NIC III e CA, possuem mais que 10 % dos nucleos com mais de
5 NORs.

Usando a configurag@o de corte em que amostras que possuem 10% de seus nicleos com
mais de 4 pontos sejam categorizadas como alto grau e, consequentemente menor de 10%
baixo grau, temos 68,0% de correspondéncia. Dos 39 casos de Negativo/LSIL, 30 (76,9%)
casos possuem menos de 10% de seus nucleos com mais de quatro pontos € 9 casos possuem
mais de 10% de seus nicleos com mais de quatro pontos. J& para os 55 casos de HSIL+ 34
(61,8%) casos possuem mais de 10% dos nucleos com mais de quatro pontos e 18 casos com
menos de 10% de nucleos.

Considerando os nucleos que possuem mais de cinco pontos e categorizando-os como
HSIL+ com o corte de 10%, a correspondéncia de resultados com a histologia foi de 60,6%.
Dos 39 casos de Negativo/LSIL, foram 37 (94,8%) casos classificados corretamente e dos 55

casos de HSIL+, 20 (36,3%) foram classificados corretamente.

Figura 5 — Distribui¢@o dos nucleos com mais de quatro NORs em relagdo a histologia
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Figura 6 — Distribui¢@o dos nucleos com mais de cinco NORs em relagdo a histologia
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5 DISCUSSAQ

O cancer do colo do utero tem uma das maiores taxas de mortalidade por cancer entre
mulheres em todo o mundo (TORRE et al., 2017). A realiza¢do do exame citopatoldgico tem
sido reconhecida mundialmente como uma estratégia segura e eficiente para a deteccdo
precoce da maioria dos casos de cancer do colo do utero e programas de rastreio organizados
foram capazes de reduzir em cerca de 80% a mortalidade nas Ultimas décadas em alguns
paises desenvolvidos (LAARA; DAY; HAKAMA, 1987; DICKINSON et al., 2012).
Atualmente, estima-se que mais da metade de todos os novos casos de cancer cervical se
manifestem em mulheres que raramente ou nunca foram investigadas em programas de
rastreio e que mais de 85% das mortes ocorram em paises em desenvolvimento (TORRE et
al., 2015; BENARD et al., 2017). Por outro lado, mesmo com o sucesso da citologia cervical
como método de rastreio, reconhece-se que a técnica tem suas limitagdes.

Os principais problemas sdo relacionados a baixa sensibilidade, problemas de
reprodutibilidade, amostras insatisfatorias e ma interpretacdo dos diagnosticos. Alguns casos
sdo de dificil conclusdo e necessitam de acompanhamento e realizagdo de novos exames
citoloégicos, em intervalo de tempo que variam conforme a gravidade (INCA, 2002),
(BOONE; ERICKSON; HUH, 2012). Estudos relataram que 10-12% dos casos de cancer
invasivo ndo sdo identificados pela citologia (LEYDEN et al., 2005; SUBRAMANIAM et al.,
2011). Sendo assim, a técnica de AgNOR pode ser muito util no rastreio de lesdo intraepitelial
cervical ou cancer, como método auxiliar na distin¢do entre células benignas e malignas, além
disso trata-se de um método de baixo custo e que consome menos tempo. (SRIVASTAVA et
al., 2013).

Anormalidades da morfologia nucleolar sdo caracteristicas constantes das células
cancerigenas. Regides organizadoras de nucléolo estdo relacionados com a agilidade e rapidez
na proliferagdo celular nos tecidos € o nimero de NORs em um ntcleo pode refletir a
atividade de proliferacdo das células e o grau de transformagdo maligna de certos tecidos
(KOTAK et al., 2015; SRIVASTAVA et al., 2013). Atualmente, varios trabalhos descrevem
o emprego da técnica de AgNOR e sua aplicagdo em morfometria quantitativa, como método
auxiliar na distingdo entre células benignas e malignas, em diversos tecidos (MAKINEN et
al., 1993; KRUGER et al., 2000). Nas células normais, os AgNORs sdo fortemente

compactados nos nucléolos e sdo indiscerniveis, ja nas cé¢lulas de proliferagao rapida, como as
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células neoplasicas, a desagregacdo nucleolar pode ocorrer, resultando em uma dispersao de
AgNORs (MAHOBIA et al., 2018).

E sugerido por alguns estudos que o aumento significativo nas contagens de AgNOR
comeca em lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau, mostrando que ¢ possivel detectar
lesdes pré-cancerosas (SAKAI et al., 2001; SHIVARAIJ et al., 2013). Nesta pesquisa,
observou-se que o nimero de AgNOR variou significativamente nos niveis de alteragdo no
epitélio cervical de acordo com a avaliacdo citoldgica e histologica das pacientes. Esse
aumento pode ser visto tanto na contagem total de AgNOR, quanto na contagem de clusters,
que varia de forma crescente conforme a gravidade da lesdo. Essa variacdo consolida que o
numero de AgNOR reflete a atividade proliferativa celular e que a atividade proliferativa e o
potencial maligno da lesdo neoplasica intraepitelial do colo do utero aumentam
progressivamente a medida que o grau da lesdo aumenta (MAHOBIA et al., 2018;
SRIVASTAVA et al., 2013). Em estudo realizado por Kaushik e colaboradores (2003),
avaliaram 100 casos de bidpsias cervicais que foram categorizadas histologicamente como
Cervicite, NIC 1, NIC 2, NIC 3, CA. Todas as categorias deste estudo apresentaram variagdes
significativas nas contagens de AgNOR de forma crescente de acordo com a gravidade da
lesdo.

A diferenga entre os resultados citologicos e histologicos foram determinadas através
da mediana das contagens de cada grupo. Em 2013, foi relatado que a contagem de AgNOR
em classificacdo citoldgica normal (1,75), cervicite cronica (2,09), LSIL (2,81), HSIL (4,17) e
CA (5,48) foram diferentes entre elas de acordo com os pontos de medianas. Os Unicos
parametros que apresentaram uma faixa muito estreita de demarcacao na razdo AgNOR foram
cervicite ¢ LSIL (SHUKLA et al., 2013). Em nosso estudo, fizemos a diferenca tanto da
classificag@o histologica, quanto a citoldgica, agrupando resultados inflamatorios e negativos
devido a baixa quantidade de amostras, e foi encontrada diferenga entre os grupos. O que
melhor se diferenciou foi NIC 3 de Negativo, NIC 1 e AIS; e os resultados negativos que se
diferenciaram de NIC 2, NIC 3 e AIS; na classificacdo HSIL foi diferente tanto de ASC-US
quanto de LSIL. A contagem de AgNORs pode ter sido prejudicada na diferenciacdo de
Carcinoma de Células Escamosas devido ao baixo niimero de amostras. Em estudo realizado
em outro tipo de carcinoma, o espinocelular do es6fago, mostrou-se que baixas contagens de

AgNOR podem estar associadas a uma melhor sobrevida (HEBER et al., 2002).
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Foram encontrados valores de corte através da curva ROC para diferenciacao de lesdo
de alto grau/cancer de negativo/lesdo de baixo grau. Em estudo realizado por Vasquez (2013),
encontrou-se valores de corte para separagdo de NIC 1, 2 e 3; sendo que o resultado para NIC
2 nao foi significativo em seu estudo. Uma das hipoteses da diferenciagdo nao tao evidente de
NIC 2 ¢ por ser um estagio intermediario, sendo assim a coleta pode ter sido realizada em fase
de transi¢do, onde mais células NIC 1 estivessem presentes e poucas NIC 2, dificultando a
deteccdo. Isso poderia ter sido visualizado previamente no exame citologico, podendo ser
confirmado com a diferenca na contagem de AgNOR quando classificado por LSIL e HSIL,
que foi a separacao escolhida para determinagdo de ponto de corte no presente estudo. Outra
possibilidade ¢ que uma porcentagem dos casos de NIC 2 podem regredir (aproximadamente
40%) e outras progredirem (KYRIGOU, 2018; SELLORS; SANKARANARAYANAN,
2008) e as com contagens mais altas podem ser as de mau prognostico e as de contagem mais
baixas de bom prognostico e a propor¢do de bons e maus podem ter se equiparado quando
postas em médias e medianas. Srivastava et al (2019) observaram que a maioria dos casos de
lesdes de baixo grau com altas contagens de AgNOR apresentou persisténcia ou progressao
para grau mais alto.

Em 2018 foi realizado um estudo por Qureshi e colaboradores, que encontraram
diferentes contagens em bidpsias cervicais que aumentaram significativamente com a
progressdo das lesdes, ou seja, a contagem de NIC 1 foi de 1,64, na contagem de NIC 2 foi de
2,68 e NIC 3 foi de 4,3. Ja no estudo realizado por Shukla e colaboradores (2013) a contagem
de AgNOR pela classificacdo citologica, encontrou que em resultados normais e inflamatérios
a contagem foi de 2,09, para LSIL foi de 2,81, HSIL foi de 4,17 e Carcinoma 5,4 pontos
totais. As contagens de AgNOR, independente da classificagdo, tém um baixo indice
discriminatorio em comparagdo com a citologia normal do colo do tutero com resultados
inflamatorios, por isso, em nosso estudo agrupamos os resultados negativos e inflamatdrios.
No entanto, verifica-se que a contagem de AgNOR serve para diferenciar significativamente
os resultados citologicos de HSIL daqueles de LSIL, o que foi encontrado em relagdo aos
resultados do presente estudo.

O critério de escolha do ponto de corte, independente se através da Curva ROC ou da
porcentagem de nucleos acima de quatro ou cinco pontos AgNOR, pode ser dependente do
objetivo da anélise. Uma vez determinado o ponto de corte baseado numa alta sensibilidade,
este podera ser usado para rastreio de lesdes pré-cancerosas. No entanto, quando a escolha ¢

um ponto com alta especificidade, este pode ter o objetivo de auxiliar em casos que possuem
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resultados duvidosos na citologia. Isso pode ser visto em relagdo as correspondéncias de
resultados AgNOR e histologia, onde o ponto com maior sensibilidade mostrou maior
correspondéncia em resultados Negativos/LSIL e com maior especificidade, a maior
correspondéncia foram nos resultados iguais ou maiores que HSIL.

A determinagdo do ponto de corte através da porcentagem de nucleos que possuem
certo nimero de NORs foi realizada por Remmerbach et a/ (2003) em lesdes suspeitas da
cavidade oral. Neste estudo, verificou-se o valor diagnostico de AgNOR em biopsias de
lesdes suspeitas da cavidade oral e mostrou que 70% de ntcleos com contagem acima de 3
pontos de AgNOR ¢ um método sensivel e significante de diagnostico de carcinoma oral. Em
nosso estudo, foi possivel identificar valores que diferencie lesdo de alto e baixo grau
dependendo do critério de escolha, se rastreio ou confirmag¢do de resultados duvidosos da
citologia.

Aplicagdo da contagem de AgNOR como um teste mais barato para discriminar casos
de lesdo de alto grau verificard a progressdo da lesdo para carcinoma. Isso evitara o 6nus do
acompanhamento de todos os casos de LSIL, o que ¢ um problema de fidelidade ao
acompanhamento pela paciente e a sele¢do de casos de alto risco reduzira definitivamente a
incidéncia de carcinoma do colo do utero e a mortalidade associada na populacdo com baixo
acesso ao sistema de saude (SRIVASTAVA et al, 2013). Varios estudos citados
anteriormente e o presente estudo, estabelecem que existe uma relacdo entre a quantificagao
de AgNOR e o desenvolvimento neopldsico no colo uterino. Devido a isso, h4 especulagdes
de que uma correlagdo entre a quantificagdo AgNOR e a infec¢do pelo HPV exista. Sugere-se
portanto que a contagem de AgNOR possa ser associada com o exame de Papanicolau e em
alguns paises, seja uma alternativa ao teste de DNA do HPV para descobrir casos de lesdo de
alto grau para acompanhamento e para determinar a progressao da doenga, uma vez que ¢ um
exame mais pratico, rapido e mais barato (SRIVASTAVA et al., 2013).

Os resultados deste estudo indicam que a contagem de AgNOR pode ser demonstrada
por meio da argirofilia de suas proteinas associadas, usando um método simples de coloragao
com prata. A técnica pode ser utilizada como um complemento ao exame citologico de rotina
das lesdes cervicais, especialmente para a classificacdo de neoplasias intraepiteliais cervicais,
buscando o diagndstico precoce e melhor prognostico (MAHOBIA et al, 2018;
SRIVASTAVA et al., 2019). A analise pode ter sido prejudicada pelo nimero pequeno de
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amostras de carcinoma. No entanto, cumpre-se o objetivo de realizar a diferencia¢do de lesdes

de alto e baixo grau através da expressdo de AgNOR e sua acuracia diagnostica.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo encontrou uma relagao significativa entre a expressao de NORs e as
lesdes cervicais. A técnica de AgNOR demonstrou ser um método adequado para investigar
as lesdes precursoras do cancer cervical, uma vez que o numero de regides organizadoras de
nucléolo aumenta conforme gravidade da lesdo, tanto em relagdo a resultados histologicos
quanto citologicos. Isso demonstra sua importdncia diagndstica, especialmente na
discriminacao de lesdes pré-cancerosas do colo do ttero.

Sendo assim, as NORs dentro do nucleo das células escamosas tém uma atividade
proliferativa definitiva com a gravidade da patologia cervical. Por fim, o maior numero de
NORs foi relatado na amostra citoldgica de pacientes com lesdo de alto grau, sendo sugerido
para futuros estudos, um nimero maior de amostras com resultados de carcinomas e
adenocarcinomas. Embora os resultados negativos e lesdes de baixo grau tenham um indice
discriminatorio baixo entre si, a técnica de AgNOR serviu para diferenciar bem os resultados
HSIL daqueles LSIL.

Pode-se afirmar que técnica de AgNOR ¢ um bom marcador de proliferagdo e que ¢
possivel determinar valores de corte que auxiliam no diagnostico para diferencia¢do de lesdes
de alto grau, auxiliando em casos duvidosos da citopatologia e ajudar na realizagdo de um
diagnéstico final, fazendo assim uma imensa diferenca no manejo e prognostico pré-maligno.
Pode-se determinar pontos de corte que auxiliam a citopatologia no rastreio do cancer do colo
do tutero. Todo este estudo enfatizou fortemente o fato de que as AgNORs podem ser
declaradas um indice definitivo para avaliar a proliferacdo celular.

Para avaliar a reprodutibilidade da técnica ¢ recomendavel novos estudos com maior
numero de amostras, principalmente com resultados de canceres. Estudos futuros também
podem avaliar os parametros de ponto de corte e porcentagem de pontos por nucleo,
investigando o comportamento de forma separada de satélites e clusters, uma vez que o
namero de clusters também aumentou conforme gravidade da les@o. Assim como pode ser

visto se a diferenga destas morfologias ¢ significativa entre os resultados histologicos.
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Realizar uma analise multimodal das atipias do colo uterino utilizando métodos tais como a citometria do
DNA (DNA-ICM), imunocitoquimica, teste de HPV, AgNOR e hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH).

Objetivo Secundario:

. Avaliar a ploidia do DNA nas células atipicas; . Analisar a positividade dos anticorpos anti-Ki67, anti-p53 e

anti p16ink4a; . Analisar a associagao entre os graus de atipias identificados nas células cervicais e a
presenca do HPV detectada por PCR e captura hibrida e sua genotipagem,;. Identificar os subtipos de HPV

de alto risco mais prevalentes no nosso meio;. Analisar a hiperexpressao das regides nucleolares por prata

(AgNOR)nas células atipicas;. Identificar alteragoes cromossomais em células atipicas por hibridizagao in

situ por fluorescéncia. Fazer uma analise comparativa multimodal em predizer o risco de gravidade das

lesoes;. |dentificar os sinais/achados colposcopicos mais importantes numa analise conjunta com a ploidia

do DNA em predizer o risco de gravidade das lesoes
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Saude
Hospital Universitario
Curso de P6s-Graduagdo em Farmacia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sra. esta sendo convidada como voluntiria a participar da pesquisa “Analise
Multimodal das Atipias do Colo Uterino” a ser desenvolvida na Universidade Federal de
Santa Catarina sob a responsabilidade do Prof. Dr. Alexandre Sherlley Casimiro Onoftre.
Nesse estudo pretende-se avaliar o grau de severidade da lesdo evidenciada no seu ultimo
exame preventivo utilizando algumas metodologias tais como a citometria do DNA (DNA-
ICM), imunocitoquimica, teste de Papiloma virus humano (HPV), coloragdo pela prata das
regides organizadoras de nucléolos (AgNOR) e hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH).

O motivo que nos levou a este estudo ¢ poder proporcionar um diagndstico precoce das
lesdes que poderdo progredir ao cancer do colo do utero, tendo como beneficio um tratamento
e/ou controle mais adequado para seu caso, visando sempre a cura completa da lesdo. Devido
a lesdo diagnosticada no seu ultimo exame, vocé sera submetida ao exame colposcopico
(exame necessario para identificar o local da lesdo) e biopsia caso haja necessidade. E
importante ressaltar que todos esses procedimentos realizados durante a consulta, sdo
rotineiramente realizados em todas pacientes com preventivo alterado, mesmo naquelas que
ndo facam parte da pesquisa.

Assinando este termo, a Sra concorda em participar deste estudo permitindo uma nova
coleta de preventivo para confirmar o resultado anterior, o acesso ao material pertencente a
senhora (preventivo e bidpsia) e também as informagdes que estdo nas fichas dos exames de
preventivo, colposcopia e bidpsia e respondera a um questionario epidemioldgico. Essa nova
coleta de preventivo além de confirmar o resultado anterior, poderd ser utilizada para a
realizacdo dos outros testes tais como DNAICM, imunocitoquimica, HPV, AgNOR e FISH.
Como desconfortos e riscos, vocé podera sentir um pequeno desconforto durante a coleta do
preventivo, durante a introdu¢do do espéculo ou coleta de células do colo do utero. Como
havera acesso aos seus dados, ha um risco de perda de sigilo dessas informagdes, mas os
pesquisadores garantem que tomardo todos os cuidados para evitar que isso ocorra.

A sua participacdo ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que serd atendida pela médica pesquisadora
responsavel pela conduta deste estudo, Dra Adriane Pogere.

A Sra tem a garantia que receberd respostas ou esclarecimentos a todas as suas
perguntas sobre os assuntos relacionados a pesquisa, por meio do contato com os
pesquisadores. A Sra ndo tera nenhuma despesa decorrente desta pesquisa, nem recebera
qualquer vantagem financeira e tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem qualquer represalia/prejuizo a seu atendimento. Os pesquisadores declaram
que cumprirdo as exigéncias contidas na Resolucdo CNS 466/2012 (especialmente nos itens
IV.3 e IV.4), que o sigilo/privacidade dos participantes sera garantido durante todas as etapas
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da pesquisa, inclusive na divulgacdo dos resultados, que os participantes terdo direito ao
ressarcimento de eventuais despesas e indenizagdo diante de eventuais danos produzidos pela
pesquisa. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada.

A Sra. terd assegurado o seu tratamento e acompanhamento clinico da mesma forma
como ¢ feito com as mulheres que fazem controle por neoplasia intraepitelial cervical, ou seja,
sera submetida a exame ginecologico e colposcopico semestral durante o periodo minimo de 2
anos. Apos este periodo de tempo e com os resultados desses exames negativos, a Sra. serd
encaminhada a sua unidade bésica de saude para controle anual de rotina. Este termo de
consentimento encontra-se impresso em 2 (duas) vias, sendo que uma copia serd arquivada
pelo pesquisador responsavel e a outra sera fornecida a vocé.

Duvidas sobre a pesquisa envolvendo principios éticos poderdo ser questionadas
diretamente a Dra Adriane Pogere ou ao Comité de Etica em Pesquisa da UFSC localizado no
prédio Reitoria II, 4°andar, sala 401, localizado na Rua Desembargador Vitor Lima, n°® 222,
Trindade, Floriandpolis. Telefone para contato: 3721-6094.

Eu, , portadora do
RG/CPF , concordo em participar desta pesquisa, bem como
com a utilizagdo dos dados coletados, desde que seja mantido o sigilo de minha identificagao,
129 conforme normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos. A minha
participagdo € voluntaria podendo ser suspensa a qualquer momento. Pelo presente
consentimento, declaro que fui esclarecida sobre a pesquisa a ser realizada, de forma
detalhada, livre de qualquer constrangimento e obrigagdo, e que recebi uma cdpia deste termo,
assinada pelos pesquisadores.

Florianopolis, de de

Nome e assinatura da paciente

Dr. Alexandre Sherlley Dra. Adriane Pogere
Casimiro Onofre Pesquisadora Participante
Responsével pela Pesquisa (48) 30394417
(48) 37213474 e-mail:

e-mail: asonofre@hotmail.com adripogere@hotmail.com



ANEXO C - Instrumento de coleta dos dados

PROTOCOLO DE PESQUISA

DADOS PESSOAIS:
Nome:

Prontuario: Idade anos
Estado civil: () casada () unido estavel () solteira () outros
Escolaridade (anos completos): anos.
Procedéncia (bairro):
Naturalidade:
Fumante: () sim () ndo no cigarros/dia:
Doengas cronicas: () sim ( )ndo
Qual(is):
Medicacgdes utilizadas:

ANTECEDENTES GINECOLOGICOS:
Idade da primeira relagdo sexual: anos
Ultimo preventivo realizado (em meses ou anos):

IST prévias: () sim ( ) ndo

() sifilis () gonorréia () clamydia ( ) trichomonas () condilomas ()
HIV () herpes genital Outros:
Meétodo anticoncepcional : () ACO () DIU () injetavel mensal
Outros:

Condon: () sim () ndo () as vezes

ANTECEDENTES OBSTETRICOS:
G: P: C: A: () espontaneo () provocado () ectopica
Idade no primeiro parto: anos.

CITOLOGIA DO ENCAMINHAMENTO:
()ASCUS ()ASC-H ()LSIL ( )HSIL ( )atipias glandulares SOE
()atipias glandulares, possivelmente neoplasicas.

IMPRESSAO COLPOSCOPICA:
() achados normais. ZTT tipo .
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() alteragdo regenerativa.

() alterag@o de grau menor.

() alterag@o de grau maior.

() sugestivo de cancer invasor.

CITOLOGIA (BASE LIQUIDA):

() Negativo () ASCUS () ASC-H () LSIL () HSIL () Cainvasor ()
atipias glandulares SOE () atipias glandulares, possivelmente neoplasicas
( ) adenocarcinoma “in situ” ( ) adenocarcinoma invasor

ANATOMO - PATOLOGICO:

() Negativo () NIC 1 () NIC 2 () NIC 3 () Ca micro invasor () Ca
invasor escamoso ( ) adenocarcinoma “in situ” ( ) adenocarcinoma
invasor

CITOMETRIA:
() Diploide () Poliploide ( ) Aneuploide

TESTE HPV:
() negativo
() positivo: 16 18 31 33 3539 45 51 52 56 58 59 66 68

IMUNOHISTOQUIMICA:
anti-Ki67:

anti-p53:
anti p16ink4a:
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