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RESUMO

Introducio: O cancer de colo uterino € o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres
no Brasil. A infec¢do pelo HPV ¢é conhecida por desempenhar um papel importante no
desenvolvimento do cancer cervical. Embora o rastreamento primario com exame
citopatologico de rotina e colposcopia seja a estratégia recomendada, a predicdo do
comportamento biologico da neoplasia intraepitelial cervical de alto grau em pacientes
individuais ¢ desafiadora, sendo fundamental o desenvolvimento de novas técnicas que
auxiliem no diagndstico e planejamento terapéutico. A técnica de AgNOR ¢ um método cito-
histoquimico que evidencia as regides organizadoras de nucléolo, sendo considerado um bom
marcador de proliferagdo celular e consequentemente pode ser usado para avaliar malignidade.
Objetivo: Avaliar a capacidade da técnica de AgNOR em identificar lesdes precursoras do
carcinoma de colo uterino e a oncogenicidade do HPV. Além de fazer uma analise comparativa
entre os valores da contagem de AgNOR (clusters, satélites e AgNOR total) para avaliar qual
deles seria mais util na pratica clinica. Método: Foi realizado um estudo transversal, no qual
87 mulheres atendidas no ambulatério de patologia cervical do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina e que tiveram alteragao citologica no citopatoldgico do
colo uterino foram submetidas a exame ginecologico e coleta de material para realizagdo de
teste de HPV e coloragdo AgNOR, além de bidpsia para confirmacdo histopatoldgica.
Resultados: Nesse estudo encontramos que os valores de AgNOR total e clusters sao
diretamente proporcionais ao grau da lesdo, sendo em geral encontrados valores maiores de
AgNOR nas neoplasias intraepiteliais cervicais III do que nas NIC 1. Além disso, as amostras
com maior numero de clusters e AgNOR total eram das pacientes com HPV de alto risco
oncogénico quando comparadas com as amostras das pacientes com HPV de baixo risco. Em
relagdo ao tipo de contagem de AgNOR que deveria ser utilizada para o rastreio do HPV de alto
risco oncogénico, encontramos que, assim como para a determinacdo do grau histologico da
lesdo, a contagem de clusters e de AgNOR total, seriam mais adequadas do que a contagem de
satélites. Conclusdes: A contagem de AgNOR demonstrou ser Util como adjuvante tanto no
diagnostico de lesdes precursoras de colo uterino quanto na identificagdo do HPV de alto risco
oncogénico. Vimos também ser possivel a determinacdo de valores de corte para o rastreio das
lesdes de alto grau, auxiliando em casos duvidosos da citopatologia. Ademais, a contagem de
clusters e AgNOR total foram mais adequadas do que a de satélites.

Palavras Chaves: Cancer de colo uterino; AgNOR; Rastreamento do cancer cervical;
Papilomavirus humano.



ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is the third most common type of cancer among women in
Brazil. HPV infection is known to perform an important role in the development of cervical
cancer. Although primary screening with routine cytopathological examination and colposcopy
is the recommended strategy, predicting the biological behavior of high-grade cervical
intraepithelial neoplasia in individual patients is challenging, being essential the development
of new techniques to assist in diagnosis and therapeutic planning. The AgNOR technique is a
cytohistochemical method that highlights the nucleolar organizer regions and is considered a
good marker of cell proliferation, therefore can be used to assess malignancy. Objective:
Evaluate the ability of the AgNOR technique to identify precursor lesions of cervical carcinoma
and the oncogenicity of HPV. In addition, to perform a comparative analysis of the AgNOR
count values (clusters, satellites, and total AgNOR) to assess which of them would be more
useful in clinical practice. Method: A cross-sectional study was conducted, in which 87 women
who attended the cervical pathology outpatient clinic at the University Hospital of the Federal
University of Santa Catarina and had cytological abnormalities in the cervical cytology test,
went through gynecological examination and material collection for HPV testing and AgNOR
staining, in addition to biopsy for histopathological confirmation. Results: In this study, we
found that the values of total AgNOR and clusters are directly proportional to the degree of the
lesion, with generally higher values of AgNOR found in cervical intraepithelial neoplasia III
compared to CIN I. Furthermore, samples with a higher number of clusters and total AgNOR
belonged to patients with high-risk oncogenic HPV compared to samples from patients with
low-risk HPV. Regarding the type of AgNOR count that should be used for screening high-risk
oncogenic HPV, we found that, similar to determining the histological grade of the lesion, the
count of clusters and total AgNOR would be more appropriate than the count of satellites.
Conclusions: AgNOR counting proved to be useful as an adjunct in both the diagnosis of
precursor lesions of cervical cancer and the identification of high-risk oncogenic HPV. We also
found it possible to establish cutoff values for screening high-grade lesions, aiding in cases of
cytological uncertainty. Furthermore, the count of clusters and total AgNOR were more
appropriate than satellites.

Keywords: Cervical cancer; AgNOR; Cervical cancer screening; Human papillomavirus.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE COLO UTERINO

O cancer desponta como grave problema de saude publica em todas as sociedades
globais. No Brasil, o cancer de colo uterino ou cancer de colo do utero (CCU) ¢ a terceira
localizagdo primaria de incidéncia e de mortalidade por cancer em mulheres, sem considerar
tumores de pele nio melanoma.!

O controle do CCU no Brasil tem seu ponto de partida em iniciativas pioneiras de
profissionais que trouxeram para o pais a citologia e a colposcopia, a partir dos anos 1940.>

Ao longo desses anos, varias iniciativas publicas tém sido feitas visando a redugdo
desse cancer, entre elas, varias estratégias de diagndstico e prevencao. Apesar disso, para o ano
de 2023 foram estimados 17.010 casos novos de CCU, o que representa um risco considerado
de 13,25 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2022).!

Na analise regional, o cancer do colo do tutero ¢ o segundo tipo mais incidente nas
regides Norte (20,48/100 mil) e Nordeste (17,59/100 mil) e o terceiro na Centro-Oeste
(16,66/100 mil). Ja na regido Sul (14,55/100 mil) ocupa a quarta posi¢do e, na regido Sudeste
(12,93/100 mil), a quinta posi¢io (INCA, 2022).!

Com relacdo as taxas de mortalidade, em 2019, no Brasil, ocorreram 6.596 6bitos por
esta neoplasia. Na andlise regional, as regidoes Norte e Nordeste apresentaram as maiores taxas
de mortalidade por CCU do pais, sendo a Regido Norte, a tinica com tendéncia de crescimento
entre 2000-2017, representando a primeira causa de Obito por cancer feminino nesta regiao

(Figura 1).}
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Figura 1. Mortalidade por Cancer de colo uterino nas regides brasileiras, 1980-2020

..........................

Fonte: INCA. Atlas de Mortalidade. Acesso em 22 de Fevereiro de 2023.

Em 2020, a Organizagio Mundial da Saude (OMS)* reuniu 194 paises, incluindo o
Brasil, para adotarem as medidas necessarias para eliminar o cancer de colo do utero
globalmente até 2030. Essa estratégia esta baseada em trés pilares: prevencdo, rastreamento e
gerenciamento do cancer e das lesdes precursoras.

Baseado nessa acdo da OMS, de acordo com o Ministério da Satde do Brasil,” é
esperado que até 2030, 90% das meninas estejam vacinadas aos 15 anos de idade; 70% das
mulheres sejam rastreadas com um teste de alta qualidade aos 35 anos e, novamente, aos 45 ¢

90% das mulheres diagnosticadas com cancer de colo do utero estejam em tratamento.
1.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO E CANCER DE COLO UTERINO

A relagdo entre papilomavirus humano (HPV) e o cancer cervical estd bem
estabelecida. Na década de 1990, com o advento da clonagem molecular, estudos multicéntricos
confirmaram a presenga do DNA do HPV em quase 100% dos epitélios dos carcinomas
invasivos. A infeccao persistente por um ou mais dos tipos oncogénicos de HPV ¢ uma causa

necessaria para a neoplasia cervical e seus precursores.®”
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O processo natural do cancer de colo do utero ocorre ao longo de varios anos, variando
de 5 a 20 anos. Esse processo tem inicio com a infec¢do pelo HPV, que leva ao desenvolvimento
de uma lesdo pré-cancerosa e, eventualmente, avanca para o estagio de cancer invasivo.'°

Na maioria das pessoas, o sistema imunologico ¢ capaz de eliminar a infec¢do pelo
HPV. No entanto, em uma pequena parcela dos infectados, o corpo ndo consegue eliminar
completamente a infecc¢do, resultando em uma infecgao persistente. A infecc¢ao persistente pelo
HPV esta associada ao risco aumentado de desenvolvimento de cancer cervical, bem como
outros tipos de cancer, como cancer vulvar e vaginal em mulheres, cancer peniano em homens,

e cancer anal e orofaringeo em ambos os sexos. !°

1.3  PAPILOMAVIRUS HUMANO

O HPV ¢ um virus pertencente a familia Papillomaviridae composto por um genoma
de DNA circular de fita dupla.!! Ele infecta células epiteliais em varias partes do corpo,
principalmente na area genital.!?

Ele ¢ dividido em trés regides: precoce (early = genes E que codificam as proteinas
reguladoras da atividade celular), tardia (late= genes L que codificam o capsideo viral) e regido
regulatdria contracorrente (URR).!?

Existem mais de 200 tipos diferentes de HPV, dos quais cerca de 40 podem infectar a
area genital. Esses tipos de HPV sdo classificados em categorias de alto risco e baixo risco,
dependendo de sua associagio com o desenvolvimento de cancer.'*

Os HPVs de baixo risco oncogénico sao os tipos 6, 11, 40, 42, 43, 54, 61, 70, 72, 81,
CP6 108 e os de alto risco sdo os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82.
Os HPVs de baixo risco desenvolvem os condilomas e lesdes de baixo grau, ja os de alto risco
estdo relacionados com o cancer, estando os tipos 16 e 18, presentes em cerca de 70% dos
carcinomas escamosos, seguidos pelos 31, 33, 45, 52 e 58, totalizando 89% dos canceres
epiteliais.'’

A infecgdo pelo HPV se da por acesso do virus a membrana basal do epitélio, por meio
de microtraumas que ocorrem na relagdo sexual. Nos HPV de baixo risco, seu DNA se mantém
na forma circular sem ocorrer integracdo ao DNA celular. Ja na infec¢ao provocada por HPV
de alto risco, o genoma perde sua forma circular e se integra ao DNA da célula hospedeira. Nos
seres humanos, os HPVs infectam conjuntivas, cavidade oral, laringe, arvore traqueobrdnquica,
esofago, bexiga, anus, canal anal e trato genital inferior e localizam-se no nucleo das células do

hospedeiro."
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A infecgdo pelo virus HPV ¢ bastante frequente e pode afetar qualquer individuo
sexualmente ativo. A grande maioria das infec¢des se resolve naturalmente sem causar
complicagdes a saude. Entretanto, quando ocorre a persisténcia da infec¢ao por determinadas
cepas de HPV consideradas de alto risco, existe a possibilidade de desenvolver cancer ao longo
do tempo.*

Além dos aspectos relacionados a propria infeccao pelo HPV, como o tipo especifico
do virus e a quantidade de virus presente no organismo, bem como se a infec¢do ¢ unica ou
multipla, existem outros elementos ligados a imunidade, genética e comportamento sexual que
parecem influenciar os mecanismos ainda desconhecidos que determinam se a infecgdo
regredird ou persistira, e se havera progressao para lesdes precursoras ou cancer. Dessa maneira,
o tabagismo, o inicio precoce da atividade sexual, o envolvimento com multiplos parceiros
sexuais, a multiparidade, a idade e o uso de contraceptivos orais sdo considerados fatores de
risco para o desenvolvimento de cancer de colo do utero.'¢

Em relacdo a idade, estudos mostram que apesar da prevaléncia da infec¢do ser maior
em mulheres jovens e com vida sexual ativa,!” a persisténcia do virus é mais comum nas

mulheres acima de 30 anos.'®

1.4  NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL

As neoplasias invasivas do colo uterino sdo em geral precedidas por uma longa fase
de doenga pré-invasiva, denominada de neoplasia intraepitelial cervical (NIC)."

Pode-se suspeitar de NIC no exame citologico ou por meio do exame colposcopico,
mas o diagnostico final da NIC ¢ estabelecido mediante o exame anatomopatoldgico de uma
biopsia cervical.'’

Portanto, NIC ¢ uma classificacdo histologica categorizada em graus I, II e III
dependendo da propor¢dao da espessura do epitélio atipico que apresenta células maduras e
diferenciadas. Os graus mais graves de NIC (II e III) apresentam uma maior proporcao da
espessura do epitélio atipico composto de células indiferenciadas e, devido a sua maior
probabilidade de progressdo para o cancer, se deixadas sem tratamento, sdo consideradas seus
reais precursores. '

As NIC I sao consideradas lesdes de baixo grau, dificilmente progridem para II ou III
em um periodo de 2 anos, segundo dados do ASCUS-LSIL Triage Study (ALTS),?° sendo as

NIC II e III consideradas as verdadeiras precursoras do cancer.?!
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A maioria das lesdes de baixo grau costuma regredir ao estado normal em um curto
periodo. Por outro lado, a NIC de alto grau apresenta uma maior probabilidade de progredir
para uma neoplasia invasiva, embora uma porcentagem dessas lesdes também possa regredir
ou persistir.?226

No entanto, desde que a membrana basal ndo seja rompida e ndo haja invasdo no
estroma cervical, o tratamento tem uma taxa de prevencdo de 100% contra o cancer cervical.?’

Portanto, considera-se consenso que o tratamento das lesdes pré-invasivas de alto grau ¢

necessario para impedir a progressio para o cancer (Figura 2).%8

Figura 2. Progressao da lesdo cervical benigna até o cancer invasivo

Particulas virais
infecciosas

Fonte: adaptado de Causin et al.?®

1.5 Rastreamento do cancer de colo uterino e Nomenclatura

O esfregago cérvico-vaginal para o diagndstico do cancer no trato genital feminino foi
introduzido por George N. Papanicolaou em 1941 e foi aceito mundialmente como um método
ndo invasivo para deteccdo e prevencdo do cancer cervical. Desde entdo, varias nomenclaturas
ja foram utilizadas para descrever os achados citopatologicos, porém, em virtude de muitos
conflitos, devidos a falta de padronizacao dos resultados, desencadeou-se, em 1988, a primeira
de uma série de conferéncias de consenso em Bethesda, Maryland (EUA), para desenvolver
uma nova nomenclatura descritiva dos achados da citologia ginecologica, surgindo entdo a
Nomenclatura de Bethesda.>°

A caracteristica principal do sistema de Bethesda foi a criacdo do termo lesdo

intraepitelial escamosa (SIL) e um esquema de dois graus que compreendia lesdes de baixo
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grau (LSIL) e alto grau (HSIL). A classificagdo do sistema de Bethesda combina alteracdes
condilomatosas (HPV) planas e NIC de baixo grau (NIC I) em LSIL, enquanto a HSIL
compreende NIC mais avancada, como NIC II e III. Esta divisdo binaria tem importante
significado na clinica, ja que os casos de HSILs devem ser confirmados histologicamente e
normalmente tratados, enquanto os casos de LSIL podem ser seguramente seguidos através da
citologia e colposcopia.’!

Uma terceira categoria, atipias das cé€lulas escamosas de significado indeterminado
(ASC-US) e células escamosas atipicas nao podendo excluir lesao de alto grau (ASC-H) ¢
utilizado para classificar alteragdes celulares que nao satisfazem os critérios para as categorias
LSIL ou HSIL.?!*2

J& as alteracdes das células glandulares sdo divididas em: atipicas sem outras
especificagdoes (AGC-SOE), quando a atipia nuclear excede alteracdes reativas ou reparadoras,
sem caracteristicas de adenocarcinoma in situ (AIS) ou invasivo; atipicas favorecendo neoplasia
(AGC-NEO), quando as alteragcdes parecem com AIS, mas ndo tem todos os critérios para ser
classificadas como tal; AIS e adenocarcinoma invasivo, que pode ser endocervical,
endometrial, extra-uterino ou sem especificagio. 3>

O sistema de Bethesda passou por revisdes em 1991,°' 2001°° e em 2014.3% A
nomenclatura brasileira utilizada para laudos citopatoldgicos também passa por constantes
alteragdes. A adocao do Sistema de Bethesda, ainda que adaptado ao Brasil, facilitou a
comparagio de resultados nacionais com os encontrados em publicacdes estrangeiras.*

Em 2012, o Colégio Americano de Patologia e a Sociedade Americana de Colposcopia
e Patologia Cervical publicaram o LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology),*® uma
recomendacao histopatoldgica para o trato genital inferior. Com base na baixa reprodutibilidade
e falta de evidéncias que a NIC II seja uma entidade bioldgica distinta, recomendam mudancas
para um sistema de nomenclatura com 2 categorias, as lesdes intraepiteliais de baixo grau —
LIEBG (infecgdes transitorias) e as lesdes de alto grau — LIEAG (lesdes pré-cancer) (Quadro
1).

Para determinar o comportamento das lesdes intermediarias (NIC II) foi utilizado o
pl6 em que uma coloragao forte e difusa indica ser uma lesdo de alto grau e do contrario indica
lesdo de baixo grau ou lesdo nao associada ao HPV, evitando assim o supertratamento dessa
paciente. No entanto, apesar de promissor, persistem casos de pl6-negativos associados a

progressdo para lesio de alto grau e os estudos ainda tém demonstrado resultados variados.?’
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Sendo assim, o uso de outros pardmetros, tais como o conteudo de DNA nuclear,
hibridizacdo in situ por fluorescéncia, imunohistoquimica, AgNOR e teste de HPV merecem

maior atencdo.’>3%%

Quadro 1. Nomenclaturas das lesdes precursoras de cancer de colo uterino

Nomenclatura original da Classificacao Bethesda LAST
NIC 1991

NIC I LSIL LIEBG

NIC II HSIL LIEAG

NIC III HSIL LIEAG

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Legenda: NIC = neoplasia intraepitelial cervical; LAST = Lower Anogenital Squamous Terminology; LSIL =
Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (do inglés low-grade squamous intraepithelial lesion); HSIL = Lesdo
Intraepitelial Escamosa de Alto Grau; LIEBG = Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau; LIEAG = Lesao
Intraepitelial Escamosa de Alto Grau

1.5.1 Teste de HPV

O Teste de HPV ¢ um exame de biologia molecular capaz de identificar o DNA do
virus no material analisado, permitindo nao s6 a identificagdo do virus na amostra, mas também
a diferenciacio entre HPV de alto ou baixo risco oncogénico de colo uterino.*’

Atualmente existem diversos tipos de testes de HPV com diferentes tecnologias
disponiveis. Esses testes podem ser geralmente classificados em dois grupos: os que detectam
apresenca do DNA de alto risco do HPV (testes de DNA de HPV), e os que detectam a presenca
do RNA mensageiro (testes de RNA do HPV). A detec¢do molecular do HPV de alto risco ¢
realizada por meio de testes de amplificacdo de acido nucleico (NAATS), que podem ser
categorizados como testes de amplificagdo de sinal ou ensaios de reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR).!°

O teste de HPV por amplificagdo de DNA ¢ uma técnica molecular amplamente
utilizada para a detec¢do e genotipagem dos diferentes tipos de virus do papiloma humano
(HPV) presentes em amostras clinicas, permitindo a identifica¢do do virus e, em alguns casos,
a genotipagem para determinar os tipos especificos de HPV presentes.*!

A amplificacdo de DNA ¢ realizada por meio da reacdo em cadeia da polimerase

(PCR), que permite a amplificagio especifica de regides genomicas do HPV.#?

1.52 AgNOR
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A Técnica de AgNOR ¢ um método cito-histoquimico que evidencia as regides
organizadoras de nucléolo (NORs), sendo considerado um bom marcador de proliferagao
celular.*

A descoberta e caracterizagdo inicial das regides organizadoras nucleolares (NORs)
foi feita em 1928 por Heitz, que identificou a presenca das NORs no nticleo das células* e as
descreveu como sendo as regides marcadas de cromatina em torno da qual, no fim da teléfase,
o nucléolo ¢ reformado apos seu desaparecimento durante a fase mitotica da célula. Estas
regides correspondem aos constituintes secundarios de cromossomas da metafase.*’

As NORs sdo, portanto, segmentos de DNA que codificam o RNA de proteinas
ribossdmicas. Elas contétm um conjunto de proteinas argirofilicas, que s3o coradas
seletivamente por métodos de prata. Apds a coloragdo com prata, as NORs podem ser
facilmente identificadas como pontos pretos localizados exclusivamente em toda a area
nucleolar e s3o chamadas de “AgNORs”. Portanto, a argirofilia das NORs se deve a um grupo
de proteinas nucleolares, que possuem alta afinidade pela prata (proteinas AgNOR).*¢

A aplicagdo do método de coloragdo com prata para visualizar as NORs e identificar as
AgNORs (pontos pretos distintos) foi introduzida por Howell e Black em 1980, permitindo a
visualizagio e contagem das NORs em células e tecidos.*’

A fim de controlar melhor a reacao de coloragdo e evitar antecedentes nao especificos,
Ploton et al.,*® propuseram uma temperatura mais baixa e um tempo de coloragio mais longo.
Devido a sua confiabilidade e especificidade, este método de coloragdo com prata tornou-se o
mais frequentemente empregado para a visualizagao da proteina AgNOR na cito-histopatologia
de rotina.*

No final da década de 1980, o interesse dos patologistas pelas proteinas AgNOR
aumentou muito apds a observa¢do de que as células malignas frequentemente exibem uma
quantidade maior de proteina AgNOR em comparagdo com as células benignas ou normais
correspondentes. Investigacdes subsequentes também demonstraram que a quantidade da
proteina AgNOR representa um parametro valioso da cinética celular, estando
significativamente associada a rapidez da duplicagio celular.®’

Um maior niimero de AgNOR nos niicleos caracteriza um ciclo celular rapido.>* Sendo
assim, foi sugerido que o nimero de AgNORs em um ntcleo pode refletir a atividade de
proliferagdo das células e o grau de transformacio maligna de certos tecidos.’!>

A andlise das AgNORs pode ser realizada pela contagem de pequenos pontos de
nucléolos dispersos (satélites) e/ou grandes pontos aglomerados (clusters) pelo padrdao de

distribui¢do dos pontos negros dentro do nicleo observado na microscopia optica.’*>
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Os clusters representam concentragdes de sitios de transcricdo ativa do DNA
ribossdmico em determinadas regides nucleolares das células. Por outro lado, os satélites do
AgNOR referem-se a estruturas menores e mais dispersas dentro do nucleo das células coradas
com AgNOR #5657

A quantificagdo e analise das AgNORs tem sido utilizada para investigar a taxa de
proliferacdo celular, avaliar a malignidade de células e tecidos, prognosticar o curso da doenga
e determinar a resposta ao tratamento em uma variedade de canceres e outras condi¢des médicas

(Figura 3).%

Figura 3. Clusters e satélites em coloragdo AgNOR

Ji % ‘,‘ / Satélite

Cluster

Fonte: Adaptado de Pedrini *.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral
Determinar do numero de regides organizadoras de nucléolo (AgNOR) em lesdes do

colo do utero para avaliar a capacidade do AgNOR em diagnosticar lesdes precursoras do CCU

e prever a oncogenicidade do HPV.

1.6.2 Objetivos Especificos

-Avaliar o perfil socioecondmico das pacientes atendidas no ambulatério de Patologia

Cervical do HU — UFSC no periodo da realiza¢do da pesquisa;
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-Analisar a hiperexpressdo das regides nucleolares por prata (AgNOR) nas células
atipicas;

-Fazer uma andlise comparativa entre os numeros de clusters, de satélites e do valor
de AgNOR total para avaliar qual desses valores seria mais 1til para o diagnostico das lesdes
de CCU;

-Sugerir um possivel valor de contagem de AgNOR que possa ser utilizado para o
rastreio do CCU;

-Avaliar a acuracia da técnica de AgNOR em predizer a oncogenicidade do HPV;

-Analisar a possibilidade de utilizagdio do AgNOR como adjuvante na decisdo

terapéutica das pacientes baseando-se na sua capacidade de diagnosticar as lesoes.
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2 METODO

Foi realizado um estudo transversal no qual avaliamos a capacidade do AgNOR em
detectar as lesdes precursoras de colo uterino. Para isso foram utilizados dados de um estudo
de doutorado que ja estava em andamento na UFSC, envolvendo mulheres que foram atendidas

no ambulatério de ginecologia e colposcopia do Hospital Universitario da UFSC.

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HU-UFSC,
CAAE: 57423616.3.0000.0121 e teve parecer favoravel para execugcdo (Anexo A). Toda
paciente que se enquadrava nos critérios de inclusdo foi previamente convidada a participar do
estudo e informada acerca da pesquisa. Aquelas que aceitaram participar assinaram um Termo
de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE (Apéndice A) e responderam a um questionario
com dados relativos ao perfil socioecondmico, héabitos e doengas pré-existentes, que foi
aplicado como uma entrevista por um membro da equipe médica do ambulatério de Patologia
do Trato Genital Inferior, do Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago,

da Universidade Federal de Santa Catarina (PTGI do HU-UFSC).

2.1  CRITERIOS DE INCLUSAO

Todas as pacientes que apresentavam algum tipo de alteragdo citologica no

citopatologico do colo uterino e aceitaram participar do estudo.

2.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Aquelas mulheres que estavam gravidas no momento do exame ou menores de 18 anos

e as pacientes em que nao foi realizado o teste de HPV.

2.3  COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As mulheres selecionadas foram submetidas a exame ginecologico e colposcopia. No
momento do exame foram coletadas amostras citologicas com espatula de Ayre e escova
endocervical para a execucao de citologia em base liquida. As amostras foram armazenadas em

solugdo PreservCyt ® Thinprep e posteriormente processadas em citocentrifuga para confecgao
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das laminas e posterior coloragdo AgNOR. O material armazenado em solugdo PreservCyt ®
Thinprep foi utilizado também para o teste de HPV por PCR.

Foi realizada biopsia nas lesdes evidenciadas na colposcopia como ¢ feito na rotina de
acordo com o estabelecido pelo Ministério da Saude. O material obtido pelas biopsias foi fixado
em formol tamponado a 10% e enviado ao Servigo de Anatomia Patologica do HU-UFSC e o

laudo histopatologico foi dado por dois médicos patologistas experientes.

2.3.1 Coloracao de AgNOR

A coloragdo de AgNOR foi realizada de acordo com o método descrito por Ploton et
al.,** (1986), Crocker et al.,** (1989), e Ruschoff et al.;*! com algumas adaptagdes, sendo
realizada uma etapa de fixagdo em etanol absoluto, 96%, 70% e 50% respectivamente com
tempo de 5 minutos em cada frasco e posteriormente, realizada hidratacdo em agua deionizada
por 5 minutos. Logo apo6s, as laminas foram colocadas em cdmara imida e escura para adi¢ao
de 1 mL de nitrato de prata (Solucdo de gelatina em acido formico 1% e Nitrato de Prata 50%)
e incubadas por 20 minutos. Apos esse processo, foram realizadas 3 lavagens com agua
destilada deionizada e submersas em tiossulfato de s6dio 10% por 10 minutos. Por ultimo foi
realizada desidratacdo com uma sequéncia de 5 minutos em cada frasco com etanol a 50%,

70%, 96%, etanol absoluto e xilol, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Coloracao de AgNOR
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Fonte: elaborado pela autora, 2023.

A contagem das NORs foi realizada observando os pontos de colora¢do negra no
interior dos nucléolos em cada célula, por meio de microscopia Optica na magnitude de (1000x)
em 6leo de imersao.

O padrao de contagem das NORs foi realizado considerando-se 10 células/campo,
repetindo-se em 10 campos microscopicos aleatorios, totalizando a contagem em 100 células
por lamina de acordo com o método de Crocker et al.** Em cada célula, contou-se o niimero de
satélites, o numero de clusters e o numero total de AgNORs, como sugerido por Remmerbach

et al.%?

2.3.2 Teste de HPV

Os testes de HPV da pesquisa foram realizados pelo Laboratorio Central de Saude
Publica do Distrito Federal (LACEN-DF).
As amostras foram coletadas e armazenadas em solugdo PreservCyt ® Thinprep e

enviadas para o LACEN-DF para realizagdo das analises.
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As amostras de células coletadas foram analisadas através do teste CLART® HPV2
(Genomica, Madri, Espanha)

Nesse teste foi feita uma amplificagao por PCR de fragmentos do genoma do virus,
gerando ampliagdes que foram comparadas a sondas especificas, permitindo a detecc¢ao do tipo
do HPV. A interpretacdo do resultado foi feita através de um software de processamento de
imagens.

Com isso, o teste de HPV permite ndo s6 a identificagdo do virus na amostra, mas

também a diferenciacao entre HPV de alto ou baixo risco para cancer de colo uterino.

2.4  ANALISE DOS DADOS

O conjunto de dados foi armazenado em planilhas Microsoft Excel, importado e
analisado com o uso do programa IBM Statistical Package for the Social Science (SPSS) versao
23. A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro Wilk. As variaveis
numéricas estdo expressas em tendéncia central e variabilidade e as categoricas em frequéncia
absoluta e relativa. Para analisar a diferenga entre grupos foram empregados os seguintes testes:
Qui-quadrado, Mann-Whitney e Kruskal-Wallis este ultimo com auxilio do Post-Hoc de Dunn.
Foi utilizada a curva ROC para avaliar o poder de discriminacdo da coloragdo AgNOR e
identificar a sensibilidade e especificidade. Para significancia estatistica foi adotado p-valor <

0,05.
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3 RESULTADOS

Participaram deste estudo 87 pacientes cuja média de idade foi 35,6 (DP = 9,4) anos
variando de 18 a 68 anos. O tempo de escolaridade foi computado em anos e variou de 0 a 19
com média de 12,1 (DP = 4,6) anos. Sessenta e nove (79,3%) pacientes ndo eram tabagistas, 11
(12,6%) declararam ser tabagistas e sete (8,0%), ex-tabagistas. Quanto ao estado civil das
participantes, 14 eram casadas, 27 viviam em unido estavel, 36 eram solteiras, uma era vitiva e

nove, divorciadas. A Figura 5 ilustra a distribui¢do em frequéncia relativa.

Figura 5. Distribui¢ao quanto ao estado civil das pacientes incluidas no estudo

31,0%

16,1%

10,3%

1,2%

Casada Unido estavel Solteira Viava Divorciada

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

O inicio da atividade sexual teve a idade minima registrada de 12 a e a maxima de 42
anos, sendo a mediana de 17 (15 — 18) anos. Quanto ao uso de preservativos, a maioria (85,1%)
das pacientes relatou ndo fazer uso ou usavam esporadicamente. Oitenta pacientes (92,0%)
negaram ter sido vacinadas contra o HPV. A maioria das pacientes (66,7%) relatou nao sofrer
de algum tipo de Infeccdo sexualmente transmissivel (IST). O método contraceptivo mais
utilizado foi o hormonal, citado por 45 (51,7%) pacientes. A mediana da idade que a paciente
tinha no momento do primeiro parto foi 20 (17 — 24) anos, variando de 14 a 36 anos. Ja em
relagdo as gestagoes incluindo abortos, a mediana foi 1 (0 — 2) variando de 0 a 11 gestagdes. A
idade das pacientes foi dicotomizada com base na média, assim, foi possivel detalhar as

variaveis acima citadas (Ver Tabela 1).



Tabela 1. Perfil das participantes estratificado por faixa de idade

Variaveis ?

< 35 anos > 35 anos
Uso de preservativos
Nao 38 (51,4%) 36 (48,6%)
Sim/as vezes 6 (46,2%) 7 (53,8%)
Vacina contra o HPV
Nao 38 (47,5%) 42 (52,5%)
Sim 6 (85,7%) 1 (14,3%)
Método contraceptivo
Nao hormonal 23 (54,8%) 19 (45,2%)

Hormonal
Historico de IST
Nao
Sim
HIV
Nao
Sim
Sifilis
Nao
Sim
Clamidia
Nao
Sim
Tricomoniase
Nao
Sim
Herpes genital
Nao
Sim
Condilomas
Nao

Sim

21 (46,7%)

27 (46,6%)
17 (58,6%)

41 (50,6%)
3 (50,0%)

42 (51,2%)
2 (40,0%)

43 (50,0%)
1 (100,0%)

44 (51,2%)
0 (0,0%)

41 (50,6%)
3 (50,0%)

34 (46,6%)
10 (71,4%)

24 (53,3%)

31 (53,4%)
12 (41,4%)

40 (49,4%)
3 (50,0%)

40 (48,8%)
3 (60,0%)

43 (50,0%)
0 (0,0%)

42 (48,8%)
1 (100,0%)

40 (49,4%)
3 (50,0%)

39 (53,4%)
4 (28,6%)

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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Legenda: HPV = Papilomavirus humano (do inglés human papillomavirus); IST = Infec¢des Sexualmente
Transmissiveis; HIV = virus da imunodeficiéncia humana (do inglés Human immunodeficiency virus).
Nota: ? valores expressos em nimero absoluto e relativo.

Entre os tipos de IST identificados, 14 eram condilomas, 5 sifilis, 6 HIV e herpes

genital e 1 tricomoniase e clamidia. Frequéncia relatada na Figura 6.

Figura 6. Infec¢des sexualmente transmissiveis relatadas pelas pacientes

ENio ®Sim

93.1% 94.3% 93.1%
83,9%
16,1%
9,8%
6,9% 5,7% 9.8%
2% 2%
Sifilis Clamidia Tricomoniase ~ Herpes genital Condilomas

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Legenda: HIV = virus da imunodeficiéncia humana (do inglés Human immunodeficiency virus).

No que se refere ao diagndstico do exame de colpocitologias do encaminhamento, 29
(33,7%) foram classificadas com lesdes de baixo grau, 27 (31,4%) com lesdes de alto grau, 16
(18,6%) foram classificadas com células escamosas atipicas de significado indeterminado, 13
(15,1%) células pouco diferenciadas em que ndo se pode excluir uma lesdo de alto grau e 1
(1,2%) células glandulares atipicas sem outras especificacdes. Nao foi encontrada diferenca
com significincia estatistica quando foi comparada por faixa de idade [y*4) 7,120; p = 0,13]. A

Tabela 2 descreve esses achados com maiores detalhes estratificados por idade.
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Tabela 2. Frequéncia quanto ao diagnostico da citologia de encaminhamento

Classificacao Idade
< 35 anos > 35 anos
LSIL 19 (65,5%) 10 (34,5%)
HSIL 9 (33,3%) 18 (66,7%)
ASC -US 9 (56,3%) 7 (43,7%)
ASC-H 6 (46,2%) 7 (53,2%)
AGC-SOE 0 (0,0%) 1 (100,0%)

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Legenda: LSIL = Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (do inglé€s low-grade squamous intraepithelial
lesion); HSIL = Lesao Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (do inglés high-grade intraepithelial lesion); ASC —
US = — Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado (do inglés atypical squamous cells of
undetermined significance); ASC-H = Células Escamosas Atipicas ndo podendo excluir Lesdo Intraepitelial de
Alto Grau (do inglés atypical squamous cells, cannot exclude high-grade squamous intraepithelial lesion); AGC-
SOE = Células Glandulares Atipicas Sem Outras Especificagdes (do inglés Atypical glandular cells).

Sessenta e cinco (74,7%) pacientes apresentaram HPV de alto risco para cancer (16,
18,31, 33, 35, 39,45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82), contudo, nao foi detectada diferenga entre
faixa de idade e HPV de risco para cancer ou ndo [x*1)0,186; p = 0,67] (Ver Figura 7).
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Figura 7. Distribui¢do entre pacientes com e sem HPV de alto risco para cancer

B Nio(n=22) ® Sim(n=065)

54,5%

50,8%

<35 anos > 35 anos

Faixa de idade

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Legenda: HPV = Papilomavirus humano (do inglés human papillomavirus).

Os resultados dos exames histopatoldgicos revelaram que 23 (26,4%) das amostras
estavam classificadas como NIC I, 28(32,2%) eram NIC II, 20 (23,0%) NIC III e 16 (18,4%)
classificadas como cervicite cronica. Foi observada diferenca significante entre as classes
histologicas e faixa de idade [%3)9,654; p = 0,02], sugerindo que as pacientes com idade abaixo
de 35 anos tinham suas amostras classificadas em NIC I e cervicite cronica quando comparadas
aquelas com idade superior a 35 anos. Por outro lado, as pacientes com idade acima de 35 anos
tinham amostras classificadas em NIC II e NIC III comparadas com as pacientes com idade

inferior a 35 anos (Ver Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados e classificacdo do teste histoldgico

Variaveis Idade
< 35 anos > 35 anos
NIC I 16 (69,6%) 7 (30,4%)
NICII 13 (46,4%) 15 (53,6%)
NIC 11 5(25,0%) 15 (75,0%)
Cervicite cronica 10 (62,5%) 6 (37,5%)

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Legenda: NIC = neoplasia intraepitelial cervical.

Em relagdo aos tipos de HPV mais relacionados ao cancer de colo do utero, 32 (36,8%)
tinham os tipos 16 e 18 presentes em suas amostras, 23 (26,4%) tinham a presenca dos tipos
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 em seus materiais biologicos e 32 (36,8%)
apresentaram outros tipos. A Tabela 4 mostra esses resultados divididos por faixa de idade.
Destaca-se nesta mesma tabela que os tipos mais agressivos estavam presentes nas amostras
das pacientes com idade abaixo dos 35 anos refletindo em 62,5% dos casos comparados com

as pacientes com idade igual ou superior a 35 anos.
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Tabela 4. Tipos de HPV presentes nas amostras das 87 pacientes envolvidas no estudo

Tipos de HPV Idade
< 35 anos > 35 anos
16e 18 20 (62,5%) 12 (37,5%)
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 ¢ 82 7 (30,4%) 16 (69,6%)
Outros 17 (53,1%) 15 (46,9%)

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Legenda: HPV = Papilomavirus humano (do inglé€s human papillomavirus).

No que se refere a técnica AgNOR, a mediana de satélites por ntcleo foi 105,0 (74,5
— 151,0); a mediana de clusters foi 177,5 (136,5 — 220,5), o AgNOR total apresentou mediana
de 280,0 (248,5 — 327,5) por nucleo e a mediana da média de AgNOR 2,7 (2,4 — 3,2).

Os resultados revelaram que ndo houve diferenga com significincia estatistica entre a
coloracdo por AgNOR satélite e HPV de alto risco para cancer [U = 516,500; p = 0,77]. Ja entre
clusters foi observada diferenga estatisticamente significativa [U = 322,500; p = 0,01],
demonstrando que as amostras com maior nimero de clusters eram das pacientes com HPV de
alto risco quando comparadas com as amostras das pacientes com HPV de baixo risco.
Também, foi verificado que houve diferenca significante entre AgNOR total [U = 380,000; p =
0,02], mostrando que as amostras das pacientes com HPV de alto risco oncogénico tinham
maiores numeros de AgNOR total por nicleo em comparagao com aquelas pacientes com HPV
de baixo risco oncogénico. Além disso, os resultados revelaram diferenca na média dos
AgNORs por ntcleo das pacientes com HPV de alto risco oncogénico, as quais apresentavam
um valor mais alto comparadas com aquelas de baixo risco [U = 505,000; p = 0,04] (Ver Tabela

5).
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Tabela 5. Resultados da comparacdo da técnica AgNOR entre grupo de mulheres com e sem HPV de alto risco oncogénico

HPYV de alto AgNOR ?
z;s;:egzra Satélite p valor Cluster p valor Total p valor Média p valor
Nao 120,0 156,0 262,5 2,6 (2,4-2,8)
(67,5 —-165,5) (109,0 — 179,0) (245,5 —287,3)
0,77 0,01 0,02 0,04
Sim 99,0 181,0 290,0 2,8(2,4-3,4)
(76,0 — 138,0) (153,0 — 234,0) (252,0 — 349,5)

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Legenda: HPV = Papilomavirus humano (do inglés human papillomavirus); AgNOR = regides organizadoras de nucléolo coradas com prata.
Nota: ? valores expressos em mediana e intervalo interquartil; ® Teste de Mann-Whitney.
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Quando comparados os resultados dos exames de biopsia com os resultados da

coloragao AgNOR, a contagem de satélites por nicleo ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa [¢%3)0,598; p = 0,90]. No entanto, pode-se verificar que houve diferenca
estatisticamente significativa para os AGNOR clusters [x*3)13,718; p <0,01]. Com teste de Post-
Hoc de Dunn foi possivel identificar que essa diferenca estava presente em amostras com
resultados NIC I e NIC III demonstrando que havia clusters em maior nimero entre as amostras
de NIC III em comparacdo com NIC I. Também foi identificado que houve diferenca
significante entre a contagem de AgNOR total por niicleo [°3) 8,565; p = 0,04] entre as
categorias de NIC I e NIC III. Igualmente, verificou-se diferenga com significancia estatistica
para a média dos AgNORs por nucleo [y%3) 8,581; p = 0,04], cuja diferenga também estava nas
amostras com resultados NIC I e NIC III (Tabela 6).



Tabela 6. Resultados da comparacdo entre a técnica AgNOR e classificacdo histologica

Classificacao histologica ?

AgNORP

Satélite

Cluster

Total

Média

NICI
NICII
NIC III

Cervicite cronica

110,0 (91,0 — 174,0)
105,5 (74,0 — 105,5)
101,5 (80,5 — 131,0)
104,0 (64,0 — 163,0)

162,0 (90,0 — 178,0)

180,5 (153,0 — 220,5)
227,0 (169,5 — 278,8)
160,0 (140,0 — 203,0)

261,0 (251,0 — 277,0)
287,5 (242,5 — 337.8)
312,0 (268.5 — 376,5)
276,0 (250,0 — 307,0)

2,6 (2,427
2,8 (2,4-3,3)
3,1(2,6-3,7)
2,7 (2,1-2,9)

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Legenda: AgNOR = regides organizadoras de nucléolo coradas com prata; NIC = neoplasia intraepitelial cervical.
Nota: *valores expressos em mediana e intervalo interquartil; ® Teste Kruskal-Wallis.
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No grafico abaixo visualizamos como os marcadores AgNOR se comportaram em

relagdo as classificagdes NIC I, II e III (Figura 8).

Figura 8. Grafico representativo da comparagdo entre a técnica AgNOR e classificacao

histologica
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Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Legenda: AgNOR = regides organizadoras de nucléolo coradas com prata; NIC = neoplasia intraepitelial cervical.
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Satélite

A andlise da curva ROC permitiu avaliar o poder de discriminacdo da coloragdo

AgNOR sendo a bidpsia o padrdo ouro para comparagdo. Foram analisadas as trés classes

histologicas NIC I, NIC II e NIC II1.

Na Figura 9, pode-se visualizar as curvas ROC elaboradas com as trés contagens:

satélite, cluster e total. Em relacdo a classe NIC I, nenhuma das contagens manifestou poder de
sensibilidade ao NIC I: AgNOR satélite [AUC = 0,55; (1C95%:0,40-0,71); p = 0,46]; AgNOR
cluster [AUC = 0,29; (1C95%:0,17-0,41) p =0,01] e AgNOR total [AUC = 0,32;(1C95%:0,19-

0,44); p=0,01].
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Figura 9. Curva ROC para classe histolégica NIC I
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Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Legenda: ROC = Receiver Operator Characteristics; AgNOR = regides organizadoras de nucléolo coradas com

prata.

Da anélise envolvendo AgNOR e NIC II, pode-se observar na Figura 10 que as trés
curvas ilustradas ndo demonstraram poder discriminativo para sensibilidade. Nota-se nesta
mesma figura que as trés curvas se aproximaram muito da bissetriz, indicando que a colorag¢do
AgNOR ndo teve capacidade discriminativa para NIC II. AgNOR saté¢lite [AUC = 0,48;
(1C95%:0,34-0,62); p = 0,81 AgNOR cluster [AUC = 0,55; (1C95%:0,41-0,69); p = 0,49]; e
AgNOR total [AUC = 0,52; (1C95%:0,37-0,67); p = 0,79].
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Figura 10. Curva ROC para classe histologica NIC II
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Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Legenda: ROC = Receiver Operator Characteristics; AgNOR = regides organizadoras de nucléolo coradas com

prata.

Quanto a comparagdo envolvendo a classificagdo NIC III, a coloracdo AgNOR satélite
nao mostrou boa performance no rastreio [AUC = 0,49; (1C95%:0,35-0,63); p = 0,89], contudo,
notou-se desempenho aceitavel para rastreio com: AgNOR cluster [AUC = 0,74; (1C95%:0,59-
0,88); p <0,01] e AgNOR total [AUC = 0,73;(1C95%:0,60-0,87); p < 0,01]. As curvas ROC

estdo representadas na Figura 11.
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Figura 11. Curva ROC para classe histologica NIC II
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Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Legenda: ROC = Receiver Operator Characteristics; AgNOR = regides organizadoras de nucléolo coradas com

prata.

As coordenadas da curva ROC foram avaliadas com intuito de propor um ponto de
corte para rastreio de NIC III. Com base nos resultados, foi possivel sugerir apenas valores para

AgNOR cluster e AgNOR total. A Tabela 7 mostra as coordenadas da curva ROC até¢ o valor

estabelecido como ponto de corte.



Tabela 7. Coordenadas da curva ROC para AgNOR clusters e total
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AgNOR cluster * AgNOR total?
1- 1-
Contagem Sensibilidade Especificidade Contagem Sensibilidade Especificidade
18,0 1,00 1,00 -1,0 1,00 1,00
25,5 1,00 0,98 71,5 0,95 0,97
38,0 1,00 0,97 160,5 0,95 0,95
47,0 1,00 0,95 187,5 0,95 0,93
53,5 1,00 0,93 199,0 0,95 0,92
57,5 0,94 0,93 206,0 0,95 0,90
72,5 0,94 0,91 219,5 0,95 0,88
87,5 0,94 0,90 229,5 0,95 0,87
88,5 0,94 0,88 234,0 0,95 0,85
89,5 0,94 0,86 238,0 0,95 0,83
91,0 0,94 0,83 240,5 0,95 0,82
99,0 0,94 0,81 243,0 0,95 0,78
112,0 0,94 0,79 245,0 0,95 0,75
122,0 0,94 0,78 246,5 0,95 0,72
127,0 0,94 0,76 248.,5 0,90 0,70
130,0 0,94 0,72 250,5 0,90 0,68
133,5 0,89 0,72 252,0 0,90 0,65
136,0 0,83 0,72 253,5 0,84 0,65
138,5 0,83 0,71 255,0 0,79 0,63
142,0 0,83 0,69 256,5 0,79 0,62
148,5 0,83 0,67 258.,5 0,74 0,62
154,5 0,83 0,64 260,5 0,74 0,60
157,5 0,83 0,62 263.,0 0,74 0,58
159,5 0,83 0,59 266,5 0,74 0,55
161,0 0,83 0,57 270,0 0,74 0,52
163,0 0,83 0,53 272,5 0,74 0,50
164,5 0,83 0,52 273,5 0,74 0,48
165,5 0,78 0,52 275,0 0,74 0,47
166,5 0,72 0,52 276,5 0,74 0,45
167,5 0,72 0,50 278,5 0,74 0,43
169,5 0,72 0,48 283.,5 0,68 0,42
173,0 0,72 0,47 287,5 0,68 0,40
176,0 0,72 0,45 289,0 0,68 0,35
177,5 0,72 0,43 292,5 0,68 0,33
178,5 0,72 0,41 296,0 0,68 0,32
179,5 0,72 0,38 302,0 0,63 0,30
180,5 0,67 0,36 308,0 0,63 0,28

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Legenda: ROC = Receiver Operator Characteristics, AgNOR = regides organizadoras de nucléolo coradas com

prata.
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Estes pontos de corte propdem uma contagem de 179,5 AgNOR cluster para rastrear
NIC I com 72% de sensibilidade com 38% de especificidade. Isto indica que, a probabilidade
¢ de que 72% das amostras positivas sejam corretamente classificadas (verdadeiro positivo),
com margem de erro de 38% indicando que este percentual se refere a probabilidade de
classificar erroneamente amostras negativas como sendo positivas (falso negativo).

Para a contagem de AgNOR total foi identificado ponto de corte de 278,5 para rastreio
do NIC III com 74% de sensibilidade e 43% de especificidade. De posse destes achados, a
probabilidade das amostras classificadas corretamente positiva ¢ de 74% (verdadeiro positivo),
contudo, com erro estimado em 43% para classificar incorretamente amostras negativas como

sendo positivas (falso negativo).
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4 DISCUSSAO

O cancer de colo uterino ¢ uma doenca evitavel e tratavel, desde que diagnosticada
precocemente ¢ manejada de maneira eficiente. Porém ainda ¢ uma grave questao de saude
publica mundial tanto pela sua frequéncia elevada, quanto pela gravidade e importante impacto
psicossocial.

Nesse contexto, nesse trabalho avaliamos a utilizacdo da técnica de AgNOR para o
diagnostico das lesdes precursoras do cancer cervical e para a identificacdo do HPV de alto ou
baixo risco oncogénico.

Participaram do estudo 87 pacientes que haviam sido encaminhadas ao ambulatorio de
patologia cervical do HU-UFSC por apresentarem alguma alteragdo citoldgica no
citopatologico de colo uterino.

Avaliamos as caracteristicas demograficas das participantes, no que diz respeito aos
principais fatores de risco para o CCU, uma vez que compreender esses fatores ¢ de extrema
importancia para a identificacao precoce da doenga, implementagao de medidas preventivas e
promocao da saude da mulher.

Primeiramente ¢ importante ressaltar que, todas as pacientes estavam infectadas por
algum subtipo de HPV, uma vez que foram excluidas as pacientes em que nao foi realizado o
teste de HPV. Observou-se que a faixa etaria média foi de 35,6 anos, com uma variagdo entre
18 e 68 anos, sendo a maior parte representada por pacientes jovens e sexualmente ativas. Esse
dado ¢ consoante com a literatura que mostra uma maior prevaléncia de infec¢ao por HPV nesse
grupo de pacientes.!’

Além disso, o tempo de escolaridade das participantes variou de 0 a 19 anos, com uma
média de 12,1 anos. Esse dado ¢ relevante, uma vez que a educacao formal pode influenciar o
nivel de conscientizag¢do e conhecimento sobre a importancia do rastreamento do cancer de colo
uterino. Portanto, ¢ fundamental levar em consideracao os diferentes niveis de escolaridade ao
analisar os resultados e interpretar as implicacdes para a saude publica.

A maioria das participantes (79,3%) ndo era tabagista, enquanto 12,6% declararam ser

tabagistas e 8,0% eram ex-tabagistas. Esse dado difere de algumas publicacdes®*® que

correlacionam o tabagismo a presenga de lesdes precursoras e neoplasia cervical, sendo
inclusive o tabagismo um fator de risco estabelecido para CCU.'® Essa divergéncia pode ser um
reflexo da efetividade de programas antitabagismo na regido onde foi desenvolvida a pesquisa,

reduzindo a prevaléncia de pacientes tabagistas na amostra.
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Em relagdo ao estado civil das participantes, 14 eram casadas, 27 viviam em unido
estavel, 36 eram solteiras, uma viuva e nove divorciadas, ou seja, a maior parte delas nao tinha
parceiro fixo. Embora o estado civil em si ndo seja um fator de risco para o cancer de colo
uterino, ele pode estar associado a outros fatores que influenciam a saude reprodutiva e o
comportamento sexual, visto que a multiplicidade de parceiros ¢ considerada um fator de risco
para CCU.!'6

No que se refere ao uso de preservativos, a maioria das pacientes relatou nao fazer uso
ou usa-los esporadicamente (85,1%). Esses dados indicam uma baixa adesdo ao uso de
preservativos, o que pode aumentar o risco de infecgdes sexualmente transmissiveis, incluindo
o HPV e sdo consistentes com o estudo epidemioldgico sobre a prevaléncia nacional de infecg¢ao
pelo HPV no Brasil que demonstrou que a maioria dos 8.562 jovens avaliados ndo utilizava
preservativos regularmente.®

Outro resultado relevante ¢ o fato de que a maioria das pacientes (92,0%) negou ter
sido vacinada contra o HPV. Porém, essa vacina esta disponivel gratuitamente no Brasil desde
2014 e o publico-alvo sao as meninas de 9 a 14 anos, entdo para que a maioria das pacientes
desse estudo recebessem a vacina, elas teriam que ter feito de forma privada.

Essa baixa taxa de vacina¢do encontrada no estudo esta em linha com a baixa cobertura
vacinal no Brasil relatada no estudo realizado pela Fundagao do Cancer em 2023 que revela
que todas as capitais e regides brasileiras estdo com a vacinagao contra o HPV abaixo da meta
estabelecida pelo Programa Nacional de Imunizagdes (PNI) e pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS).%’

Laz e Rahman em 2018°% corroboraram com a informagio, ao citarem que o Brasil
apresentou uma cobertura vacinal contra o HPV relativamente baixa em comparacdo com
outros paises.®® Esses achados sdo preocupantes, uma vez que a vacinagdo é uma medida
importante para a prevengdo do cancer cervical e das lesdes precursoras. Assim, ressalta-se a
necessidade de agdes para aumentar a conscientiza¢ao sobre a importancia da vacinagdo contra
o HPV e melhorar a cobertura vacinal entre as populagdes de mulheres em idade apropriada.

Outro fator extremamente relevante de ser avaliado no contexto do CCU ¢ a infeccao
por HPV e o tipo de HPV que causou a infec¢do para a determinacdo de sua oncogenicidade,
uma vez que o CCU é HPV induzido.*”

Em relagdo aos tipos de HPV mais relacionados ao cancer de colo, tivemos como
resultado que 32 pacientes (36,8%) tinham os tipos 16 e 18 presentes em suas amostras,
resultado consistente com o da literatura, que relata que aproximadamente 291 milhdes de

mulheres no mundo sdo portadoras do HPV, sendo que 32% estao infectadas pelos subtipos 16,
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18 ou ambos.®” Ademais, vimos que 23 pacientes (26,4%) tinham a presenca dos tipos 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 em seus materiais bioldgicos e 32 (36,8%)
apresentaram outros tipos.

Nesse trabalho foi realizada a avaliagdao da capacidade do AgNOR em identificar o
HPYV com potencial oncogénico. Com base nos resultados obtidos, foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa entre a presenga de clusters e AgNOR total em relacdo aos
subtipos de HPV de alto risco oncogénico. Especificamente, as amostras das pacientes com
HPV de risco apresentaram um maior numero de clusters e total em comparagdo com as
amostras das pacientes com HPV de baixo risco.

No entanto, pode-se observar que o resultado de AgNOR satélite ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa na detec¢@o dos subtipos oncogénicos de HPV.

Esses dados sdo semelhantes aos encontrados por Srivastava et al.,’”® que realizaram a
avaliagdo e seguimento de 115 pacientes por 1 ano e demonstraram que contagens de clusters
mais elevadas foram encontradas em amostras com HPV de alto risco em comparagdo com
HPV de baixo risco. Além disso, seus resultados também mostraram que contagens mais
elevadas de AgNOR estavam associadas com a positividade do HPV e com a persisténcia de
LSIL. Esses resultados sugerem que a contagem de clusters ¢ AgNOR total pode ser uma
abordagem util como um método adjuvante para identificar subtipos de HPV de alto risco
oncogénico, complementando as informagdes citoldgicas e histologicas, fornecendo insights
adicionais sobre a presenga de alteracdes nucleares associadas aos subtipos de HPV de risco.

O exame histopatologico ¢ amplamente reconhecido como o padrdo-ouro para a
deteccao e classificagdo das lesdes precursoras de cancer cervical, como as lesdes intraepiteliais
cervicais.”!’> Na avaliacdo dos resultados dos exames histoldgicos, foi observado que uma
proporgao significativa das amostras apresentava lesdes precursoras do cancer de colo uterino,
sendo 26,4% classificadas como NIC I, 32,2% como NIC II, 23,0% como NIC III, o que era
esperado, uma vez que as pacientes foram encaminhadas para o ambulatorio por apresentarem
alguma alterag@o no citopatolégico de colo uterino.

A andlise da relagdo entre as classes histoldgicas e a faixa etaria revelou uma diferenca
significativa. Pacientes com idade abaixo de 35 anos tendiam a ter suas amostras classificadas
como NIC I e cervicite cronica, enquanto aquelas com idade superior a 35 anos tinham amostras
classificadas como NIC II e NIC III em maior propor¢do. Esses resultados sugerem uma maior
prevaléncia de lesdes precursoras de alto grau entre as mulheres mais velhas, corroborando as

descobertas de Landy ef al. em 2016.7
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Com o objetivo de avaliar a capacidade do AgNOR em diagnosticar as lesdes
precursoras de CCU, fizemos a comparagao do valor da contagem de AgNOR satélites, clusters
e AgNOR total e correlacionamos esses resultados com o resultado histoldgico. Com isso,
encontramos que a contagem de satélites por nucleo nao mostrou diferenga estatisticamente
significativa entre as trés categorias de NIC.

No entanto, em relacdo a contagem de clusters e AgNOR total encontramos que os
valores foram diretamente proporcionais ao grau da lesdo, tendo sido encontrados valores
maiores de AgNOR nas lesdes de NIC III, o que estd em conformidade com o resultado
encontrado por Mohanty et al.,’* que demonstraram um aumento da quantidade de AgNOR em
lesdes precursoras de alto grau e em células de CCU invasivo em relagdo as lesdes de baixo
grau e as células de epitélio sem alteracdes.

Porém, diferenca estatisticamente significativa que nos permitisse fazer uma
diferenciagdo entre as categorias foi encontrada apenas entre as NIC I e III, ndo sendo possivel
estabelecer uma relacdo significativa entre nimero de AgNOR e NIC II. Dados que corroboram
o estudo de Filippin et al.,** que encontraram valores extremamente mais altos de AgNOR nas
lesdes de alto grau, mas sem significincia estatistica que permitisse a diferenciagdo entre NIC
I e III.

Isso se deve, provavelmente, ao fato da NIC II ser uma lesao de dificil identificacao, e
seu diagnostico ndo ser consenso entre os patologistas, visto que ha controvérsias se realmente
¢ uma categoria isolada ou se seria NIC I ou III ndo diagnosticadas.”

Com o objetivo de avaliar o poder de discriminagdo do AgNOR, utilizando a bidpsia
como padrdo ouro para a comparagdo, fizemos a analise da curva ROC que nos permitiu
concluir que apenas o AgNOR clusters apresentou valores aceitaveis de sensibilidade e
especificidade para o NIC III e vimos que os pontos de corte propdem uma contagem de 179,5
AgNOR cluster (em 100 células) para rastrear NIC III com 72% de sensibilidade e 38% de
especificidade. Sugerem também que, uma contagem de 278,5 AgNOR total (em 100 células)
para rastreio do NIC III com 74% de sensibilidade e 43% de especificidade. Porém, para o
estabelecimento de um ponto de corte aplicavel na pratica clinica, mais estudos sdo necessarios.

Diante desses resultados, sugerimos que o AgNOR nio seria indicado como um teste
unico de rastreio, mas sim como adjuvante aos testes citoldgicos e histologicos nas decisdes
terapéuticas, como um método objetivo e acessivel que por ser um marcador de proliferagdo
celular e de oncogenicidade do HPV, auxiliaria na predi¢do do comportamento biolégico das
lesdes precursoras, principalmente as NIC II, uma vez que esse resultado representa um desafio

clinico devido a variabilidade de comportamento dessas lesdes, especialmente em mulheres
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jovens, podendo tanto progredir para estdgios mais avangados quanto regredir
espontaneamente.

Tanto na avaliacao da capacidade do AgNOR em detectar as lesdes precursoras do
CCU, quanto na avaliacdo de sua capacidade de determinar a oncogenicidade do HPV,
realizamos as andlises para as categorias de AgNOR clusters, satélites e total para avaliarmos
qual desses parametros da contagem de AgNOR apresentariam um resultado mais satisfatorio.
Portanto, nesse trabalho, encontramos que as contagens de clusters e consequentemente
AgNOR total, apresentam melhor correlagao com a gravidade das lesdes do que a contagem de
satélites. Dados semelhantes aos encontrados por Lorand-Metze et al.,’® que avaliaram o
AgNOR como parametro da cinética celular na leucemia linfocitica cronica e perceberam que
a porcentagem de células com aglomerados (clusters) foi o pardmetro AgNOR que melhor se
correlacionou com o tempo de duplicagao de linfocitos € com os valores da massa tumoral total.

Além disso, o bom desempenho da contagem de clusters na determinacdo do grau de
lesdo também foi evidenciado por Mohanty et al.,”* que mostraram um aumento do nimero de
clusters com o aumento do estadio das lesdes precursoras de cancer cervical e foram
comparados com dados citologicos e histologicos dos doentes. Assim, os clusters podem ser
muito uteis para estabelecer o prognostico da doenga e podem desempenhar um papel crucial
na discriminac¢do de diferentes graus de LSIL e na determinacdo do diagndstico de casos
limitrofes.

O desempenho satisfatorio do AgNOR no rastreio do cancer de colo uterino como
marcador de proliferagdo celular e gravidade de lesdes precursoras, malignidade e de HPV de
alto risco oncogénico encontrado nesse trabalho, tem sido também demonstrado em outros tipos
de cancer.

Em um estudo realizado por Muenzner et al.,”’ os autores investigaram o valor
prognostico das AgNORs em pacientes com cancer colorretal. Eles observaram que uma
contagem aumentada de AgNORs estava associada a um pior prognostico € maior recorréncia
do cancer.

No estudo realizado por Onofre et al.;’®

propuseram a aplicagcdo sequencial de
imunocitoquimica, analise de DNA-ICM e AgNOR para estabelecer um diagnostico citologico
de mesotelioma maligno em derrames serosos, uma vez que foram encontrados valores
elevados de AgNOR total em 89,3% dos mesoteliomas malignos e 96,7% dos carcinomas
metastaticos.

l.,79

Outra pesquisa foi conduzida por Iezzoni et al.,” em pacientes com cancer de mama.

Nesse estudo, os pesquisadores analisaram a relagdo entre as AgNORs e outros parametros



51

histopatologicos do tumor. Eles descobriram que uma maior quantidade de AgNORs estava
correlacionada com caracteristicas agressivas do cancer de mama, como maior tamanho do
tumor e presen¢a de metastases linfonodais.

Outro estudo foi realizado por Savera et al.,*

em que os autores investigaram a
expressao de AgNORs em células de cancer de pulmao de pequenas células. Eles observaram
que uma alta contagem de AgNORs estava associada a uma menor taxa de sobrevida dos
pacientes.

Portanto, a transi¢ao de células normais para malignas ¢ marcada pelo aumento na
sintese de proteinas e a quantidade de regides organizadoras nucleolares (NORs) coradas com
prata tem sido amplamente utilizada como um indicador para o diagnostico de malignidade em

55,81

varias lesdes neoplasicas ¢ de acordo com os resultados desse trabalho, aventamos a

hipdtese que o AgNOR também poderia ser bastante util no rastreio do cancer de colo uterino.
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5 CONCLUSAO

A contagem de AgNOR demonstrou ser util como adjuvante tanto no diagnostico de
lesdes precursoras de colo uterino quanto na identificacdo do HPV de alto risco oncogénico,
sendo um bom marcador de diferenciagdo celular, proliferagdo e de transformacao maligna.

Vimos ser possivel a determinagdo de valores de corte para o rastreio das lesdes de
alto grau, auxiliando em casos duvidosos da citopatologia ¢ como adjuvante na decisdao
terapéutica.

Ademais, a contagem de clusters ¢ AgNOR total foram mais adequadas do que a de
satélites tanto para o rastreio do grau histologico da lesdo precursora de CCU, quanto para a

determinagdo do HPV de alto risco oncogénico.
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Centro de Ciéncias da Saade
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Departamento de Analises Clinicas

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
Onofre. Nesse estudo pretende-se avaliar o grau de sevenidade da lesio evidenciada no
seu ultimo exame preventivo utilizando algumas metodologias tais como a citometria do
DNA (DNA-ICM)., imunocitoquimica, teste de Papiloma virus humano (HPV),
coloragio pela prata das regides organizadoras de nucléolos (AgNOR) e hibridizagio in
situ por fluorescéncia (FISH).

O motive que nos levou a este estudo ¢ poder proporcionar um diagnostico
precoce das lesdes que poderio progredir ao cincer do colo do Otero, tendo como
beneficio um tratamento e'ou controle mais adequado para seu caso, visando sempre a
cura completa da lesio. Devido a lesdo diagnosticada no seu dltimo exame, vocé sera
submetida ao exame colposcopico (exame necessiano 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 preventive para confirmar o resultado anterior, o acesso ao material
pertencente a senhora (preventivo e biopsia) e também as informacies que estio nas
fichas dos exames de preventivo, colposcopia e bidpsia e respondera a um questionario
epidemiologico. Essa nova coleta de preventivo além de confirmar o resultado anterior,
podera ser utilizada para a realizagdo dos outros testes tais como DNA-ICM,
imunocitoquimica, HPV, AgNOR e FISH. Como desconfortos e riscos, vocé podera
sentir um pequeno desconforto durante a coleta do preventivo, durante a introducio do
espéculo ou coleta de células do colo do dtero. Como havera acesso aos seus dados, ha
um risco de perda de sigilo dessas informacdes, mas os pesquisadores garantem que
tomardo todos os cuidados para evitar que 1ss0 ocorra.

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

A Sra tem a garantia que receberi respostas ou esclarecimentos a todas as suas
perguntas sobre os assuntos relacionados a pesquisa, por meio do contato com os
pesquisadores. A Sra ndo terda 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 cumpririo as exigéncias contidas na Resolugdo CNS
466/2012 (especialmente nos itens IV.3 e IV.4), que o sigilo/privacidade dos
participantes serda garantido durante todas as etapas da pesquisa, inclusive na divulgagio
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dos resultados, que os participantes terdo direito ao ressarcimento de eventuais despesas
e indenizacio diante de eventuais danos produzidos pela pesquisa. Os resultados
da pesquisa estardo a sua disposicio quando finalizada.

A Sra. tera assegurado o seu tratamento e acompanhamento clinico da mesma
forma como € feito com as mulheres que fazem controle por neoplasia intraepitelial
cervical, ou seja, serd 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. sera encaminhada a sua unidade basica de saide 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 voce.

Drividas sobre a pesquisa envolvendo principios éticos poderio ser questionadas
diretamente a Dra Adriane Pogere ou ao Comité de Ftica em Pesquisa da UF5C
localizado no prédio Reitoria 11, 4°andar, sala 401, localizado na Rua Desembargador
Vitor Lima, n® 222, Trindade, Floranopolis. Telefone para contato: 3721-6094.

Eu, .
portadora do RG/CPF . concordo em participar desta
pesquisa, bem como com a utilizacio dos dados coletados, desde que seja mantido o
sigilo de minha identificagio, conforme normas do Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos. A minha participaciio € 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 obrigagio, e que
recebi uma copia deste termo, assinada pelos pesquisadores.

Florianopolis, de de

Nome e assinatura da paciente

Dr. Alexandre Sherlley Casimiro Onofre Dra. Adriane Pogere
Responsavel pela Pesquisa Pesquisadora Participante
(48137213474 (48) 30394417

e-mail: asonofrei@hotmml.com e-mail: adripogere(@hotmail.com
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plotaforma
SANTA CATARINA - UFSC %ﬁﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titule da Pesquisa: Analise Mullimodal das Alipias do Colo Uterino
Pesquisador: Alexandre Sherlley Casimiro Onofre

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 57423616.3.0000.0121

Institui¢do Proponente: Universidade Federal de Santa Calarina
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 3.762.408

Apresentacio do Projeto:

Trala-se de emenda com o seguinte leor: "Esla emenda tem por justificaliva: Incluir a parlicipagio do
professor Or. Aldo von Wanganheim no projalo. Informar gue as laminas, coradas am Feulgen para analise
da ploidia & coradas em nitrato de prala para analise do AgNOR, ambas analisadas manualmente, serdo
fotografadas via microscopiofcamera. As imagens das células folograladas serdo enviadas ao LAPIX/UFSC
localizado no Deparamento de Ciéncias da Compulagao @ Eslatistica — IME — do Centro Tecnologia — CTC
— da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, sob a responsabilidade do professor Dr. Aldo von
Wangenheim. As imagens das células serSo analisadas a cega & posleriormente o resultlado encontrado
comparado com a analise manuwal que foi realizada no Laboratdrio de Citologia Clinica da UFSC. Esclarego
qué nao havera alleragdo do projeto original em nenhuma das elapas. 0s resullados que poder3o sar
farnecidos via automatizada, nfo acarretarfo qualquer mudanga na conduta das pacientes. Servira
unicameante para validar o métedo de forma automatizada na tentaliva de obler resultados mais rapidos e
preferancialmeante reproduliveis.”

Porlanio nesta emenda esta em analise a inclusio de um pesquisador @ a analise da laminas por mais uma

medlodologia (digital) para verificar se & possivel emitir laudos a partir dessa analise automatizada.

Endarega: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria I, R: Dessmbargadar Vitar Lima, n® 222, sala 401

Bairra: Trindada CEP: A [E0-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: |[48)3721-6004 E-mail: cep.propesy@contaio ufss br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC

Continuagdo do Pareoer. 3.7E2 408

Objetivo da Pesquisa:

Ja avaliados.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Ja avaliados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesguisa:

M&o se aplica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Foi incluida nova aulorizagdo instilucional do HUWUFSCIEBSERH.

Recomendacoes:
Mao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
0 CEPSH lomou conhacimento da emenda e recomenda 5ua aprovacao.

Consideracoes Finais a criterio do CEP:

R

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autar Situagao
Informacdes Basicas| PE_INFORMAGOES_BASICAS_147224] 02122019 Acaito
do Projela 3 E2.pf 07-41:56
Daclaracio de DeclaracacGerenteHU. pdf 021272018 |Alexandre Sherllay Aceito
Instituigio & 07:41:21 | Casimiro Onolra
Lnfraesiniturg
Daclaracio de DeclaracacAldo.pdl 141172019 | Alexandra Sherllay Aceito
Pesguisadores 11:06:15 | Casimiro Onofre
Daclaracio de Declaracao.pdl 22/04/2018 |Alexandre Sherllay Aceito
Instituicio & 10:58:01 [Casimiro Onolra
Outros Emenda_pdl 22/04/2019 |Alexandre Sherllay Aceito

10:58:08 | Casimiro Onolra
Projeto Detalhado /| ProjetouardaChuva2i 6. pdf 28/08/2018 |Alexandre Sherllay Aceito
Brochura 15:00:45 |Casimiro Onolra
investigador
Daclaracio de Declaracaoliretor. pdf 28/08/20168 |Alexandre Sherllay Aceito
Instituicio & 15:00:27 [Casimiro Onolra
nfrgesinuturg
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 28/08/2018 | Alexandre Sherllay Aceito
Assenlimeanta / 14:58:51 [Casimiro Onolre
ificati
Endersgo: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Restaria I, R: Desembargadar Wilor Lira, n* 222, sala 401
Bairra: Trindads CEP: Bg 040-400
UF: B5C Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: [48)3721-5004 E-mail: cep. propesqBeontaio ufiss br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC

Continuaglio do Fanecer. 3762 408

Auséncia TCLE pdf 2B/06/2016 | Alexandre Sherlley Aceilo
14:58:51 | Casimire Onolre

Falha de Rosio FolhadeRasto. pdf 28/06/2016 | Alexandre Sherlley Aceito
14:54:13 | Casimire Onofre

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

o]

FLORIAMOPOLIS, 11 da Dezembro de 2019

Assinado por:

Maria Luiza Bazzo
(Coordenador{a))

Endersga: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Restaria I, R: Desembargadar Vitar Lima, n® 222, sala 401

Bairra: Trindade CEP: 8g 40-4D0
UF: 5C Municipio: FLORBWNOPOLIS
Telefone: [48)3721.6004 E-mail: cep.propesqiBoontaio ufss br
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