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RESUMO

Evidéncias demonstram que alteragdes epigenéticas, incluindo as modificagdes de histonas,
desempenham um papel determinante no desenvolvimento e progressao tumoral, influenciando
a expressdo de oncogenes e genes supressores tumorais. A acetilacdo de histonas, uma das
principais modificacdes epigenéticas, ¢ regulada pelas enzimas histona acetiltransferases
(HAT) e histonas desacetilases (HDACs), e afeta diretamente a estrutura da cromatina e
transcricao génica. O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) ¢ um dos principais tipos
de cancer de cabega e pescoco e representa um importante problema de satde publica e as
modifica¢des epigenéticas sdo importantes eventos durante sua carcinogénese € progressao
tumoral. Sendo assim, o presente trabalho avaliou a expressdao imuno-histoquimica da histona
desacetilase-2 (HDAC2) em 85 amostras de pacientes com CCEO registrados no Laboratorio
de Patologia Bucal da Universidade Federal de Uberlandia de 2006 a 2013, segregados em
casos sem metastases em linfonodos cervicais (PNM, n = 39) e casos metastaticos (PM, n =
46), comparados com 17 amostras de mucosa oral normal (MN), com a técnica de tissue
microarray. Os resultados mostraram que a porcentagem de area nuclear marcada pela enzima
foi significativamente maior em amostras de pacientes PNM comparados aos casos PM. A
analise da curva ROC demostrou capacidade discriminatoria adequada entre PNM e PM
utilizando essa enzima como parametro, embora ndo houve diferenga na andlise comparativa
entre as amostras de CCEO e MN. Além disso, verificou-se maior expressao de HDAC2 em
estagios iniciais € em amostras < 4 cm. Os resultados encontrados nesse trabalho sugerem que
a diminui¢do da expressao de HDAC2 pode ser um evento importante para a ocorréncia de

metastases em CCEO e, desse modo, considerado um potencial biomarcador prognostico.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas oral; histona desacetilase-2; metastase;

alteragoOes epigenéticas; acetilagdo de histonas.



ABSTRACT

Evidence shows that epigenetic alterations, including histone modifications, play a decisive role
in tumor development and progression, influencing the expression of oncogenes and tumor
suppressor genes. Histone acetylation is one of the main epigenetic modifications, it is
regulated by histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases (HDACs), and directly
affects chromatin structure and gene transcription. Oral squamous cell carcinoma (CCEO) is
one of the main types of head and neck cancer and represents an important public health
problem and epigenetic modifications are important events during its carcinogenesis and tumor
progression. Therefore, the present study evaluated the immunohistochemical expression of
histone deacetylase-2 (HDAC2) in 85 samples from patients with OSCC registered at the
Laboratorio de Patologia Bucal of the Universidade Federal de Uberlandia from 2006 to 2013,
segregated in samples from patients without cervical lymph node metastases (PNM, n = 39)
when compared to metastatic cases (PM, n = 46) compared with 17 samples of normal oral
mucosa (MN), with tissue microarray technique. The results showed that the percentage of
nuclear area marked by the enzyme was significantly higher in samples from patients PNM
compared to PM. The ROC curve analysis demonstrated adequate discriminatory capacity
between PNM and PM using this enzyme as a parameter, although there was no difference in
the comparative analysis between CCEO and MN samples. In addition, higher HDAC2
expression was observed in early stages and in samples < 4 cm. The results found in this study
suggest that decreased HDAC2 expression may be an important event for the occurrence of

metastasis in SCC and, thus, considered a potential prognostic biomarker.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma; histone deacetylase-2; metastasis; epigenetic

modifications; histone acetylation.
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1. INTRODUCAO
1.1 Carcinoma de Células Escamosas Oral

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) ¢ uma neoplasia que origina-se de
populagdes de células epiteliais com capacidade proliferativa e de autorrenovagao do epitélio
escamoso estratificado da boca e da orofaringe, sendo a boca o sitio anatdmico mais
frequentemente acometido e, dentro dessa categoria, a lingua a localiza¢ao mais comum (Faria
et al.,, 2003; Jham; Freire, 2021; Leemans; Snijders; Brakenhoff, 2018; Sanchez-Danés;
Blanpain, 2018). Apesar da disponibilidade de tratamentos com potencial curativo, como
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, especialmente nos casos diagnosticados em estagios
iniciais, uma parcela significativa dos CCEOs ainda ¢ identificada tardiamente (Mody et al.,
2021). O diagnostico tardio estd associado a elevadas taxas de mortalidade e redugao
significativa da sobrevida (Ariyanon et al., 2025). Além disso, em razdo da localizacdo
anatomica, as lesdes podem comprometer de forma permanente a funcionalidade e a estética
das regides afetadas nos pacientes sobreviventes (Rivera; Venegas, 2014).

No ano de 2022, os canceres de 1abio e boca figuraram entre os trés tipos de canceres
mais prevalentes em paises de baixo e médio desenvolvimento (Bray et al., 2024). Em 2023,
ocorreram 7.172 6bitos por canceres de boca no Brasil e estima-se que surjam 17.190 novos
casos de cancer de boca por ano no triénio de 2026 a 2028, fazendo com que este seja
considerado o sétimo tipo de cancer mais incidente, sem considerar o cancer de pele ndo
melanoma (Brasil, INCA, 2026). O CCEO corresponde a mais de 95% dos casos de cancer de
cabeca e pescoco (Munjal et al., 2020; Chen et al., 2008) e acomete principalmente homens,

idosos e individuos de baixa condi¢do socioecondmica (Barsouk et al., 2023).

Clinicamente, o CCEO ¢ diversificado, de coloracdo vermelha, branca ou ambas e,
inicialmente, as lesdes podem ser assintomdticas ou discretamente dolorosas, podendo
apresentar-se como crescimento exofitico papilar ou verrucoso ou como lesdo endofitica de

aspecto ulcerado ou ndo (Tan et al., 2023).

A carcinogénese do CCEO consiste no processo de transformagdo de células epiteliais
normais em células malignas, decorrente do aciimulo progressivo de alteragdes genéticas e
epigenéticas nos queratinocitos. Além da predisposicdo genética individual, as células do
epitélio da boca apresentam elevada suscetibilidade a fatores carcinogénicos associados ao
estilo de vida, como o habito de fumar, mascar ou inalar produtos derivados do tabaco, o

consumo de alcool, infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) e a exposicdo a radiacao



ultravioleta (Badwelan et al., 2023; Chen et al., 2008; Lewandowska et al., 2019; Neves Neto,
2024; Stasiewicz; Karpinski, 2022). As mutagdes somaticas induzidas por esses fatores de risco
podem culminar no desenvolvimento de lesdes potencialmente malignas, geralmente
precursoras do CCEQ, caracterizadas histopatologicamente pela presenca de displasia epitelial

(Braun et al., 2025; Neves Neto, 2024).

Assim, o cancer configura-se como uma doenga complexa e multifatorial, resultante da
interacao dinamica entre alteracdes genéticas e epigenéticas, fatores ambientais, habitos de vida
e influéncias do microambiente tumoral. A progressao tumoral ndo depende exclusivamente de
mutagdes somaticas, envolvendo também processos como reprogramagdo epigenética,
inflamac¢ao cronica, plasticidade celular, senescéncia e interagdes com o microambiente, 0s
quais favorecem a aquisicdo de caracteristicas fundamentais para a malignidade (Hanahan,
2022). Os avangos na biologia molecular tém possibilitado a identificagdo de padrdes anormais
de expressao génica e proteica em diferentes tipos de cancer, viabilizando o uso de
biomarcadores no rastreamento da doenca, na avaliagdo de risco, na compreensao da
carcinogénese, na predi¢do de recorréncia, na deteccdo de invasdo e metastase, bem como no
prognodstico e no monitoramento da resposta terapéutica (Ghaderi et al., 2024; Sarhadi;

Armengol, 2022).

1.2 Epigenética e o papel da Histona desacetilase 2 no ciancer

O material genético ¢ praticamente idéntico em todas as células do organismo e
encontra-se armazenado de forma altamente compactada em longas 46 moléculas de DNA
enovelada em proteinas, na estrutura conhecida como cromatina (Millan-Zambrano et al., 2022;
Nacev et al., 2019). A organizacdo da cromatina por meio do enovelamento do DNA permite
que esse material permanec¢a condensado e estavel em um espaco reduzido, a0 mesmo tempo
em que possibilita seu acesso quando necessario. Esse processo de compactacdo ¢ viabilizado
pelas proteinas histonas, que associam o DNA a sua menor unidade estrutural e funcional, o
nucleossomo. O nucleossomo consiste em um octamero de histonas — duas moléculas de cada
uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4 — em torno do qual a fita de DNA se enrola (Millan-
Zambrano et al., 2022).

O termo epigenética descreve alteragdes herdaveis e modificaveis na expressao génica,
sem alterar a sequéncia do DNA. Essas alteracdes podem ocorrer por diferentes mecanismos,
como modificacdes de histonas, metilagio do DNA ¢ acdao de RNAs nao codificantes, os
microRNAs (Cazzato et al., 2024). Fisiologicamente, as modificagdes pos-traducionais de

histonas (MPTH) — que incluem acetilagdo, desacetilagdo, metilacdo, ADP-ribosilacdo e



fosforilagdo, do material genético — envolvem complexas vias de sinalizagdo e atividade
enzimatica que desempenham papel central na regulacdo da transcricao génica, permitindo o
controle da ativag¢ao ou repressao de genes e, consequentemente, da expressao genética. Dessa
forma, ¢ frequente que uma doenca como o cancer apresente alteracdes na cromatina (Millan-

Zambrano et al., 2022; Nacev et al., 2019; Zaib; Rana; Khan, 2022).

Diferentes tipos de vias de sinalizagao podem levar as MPTH e elas se interconectam.
As vias de sinalizagdo escritoras envolvem enzimas que catalisam algum tipo de modificagdo
pos-traducional (MPT), as leitoras reconhecem uma MPT por meio de dominios especificos e
a via apagadora que contém enzimas que removem MPT. As enzimas envolvidas nessas vias
dependem de cofatores que expressam o estado metabodlico celular. Residuos de proteinas
histonas localizados em ou perto de MPT, bem como as enzimas envolvidas nas vias de
sinalizacdo supracitadas, sio mutados em alguns tipos de cancer ¢ essa descoberta permite

estuda-los como fatores oncogénicos (Millan-Zambrano et al., 2022; Nacev et al.; 2019).

As histonas acetiltransferases (HAT) e as histonas desacetilases (HDAC) — que
geralmente ativam e desativam a transcri¢do gé€nica, respectivamente — , sdo exemplos de
enzimas modificadoras de histona. Ao retirar o grupo acetil-CoA da regido N-terminal da cauda
do residuo de lisina, as HDACs, encontradas no nucleo celular, permitem que o DNA e as
histonas se liguem fortemente, o que torna a cromatina condensada e reprime a transcri¢ao
génica. Desse modo, as HDACs estdo presentes em muitos processos fisiologicos, como

metabolismo celular e envelhecimento, mas em doengas, como o cancer (Liu et al., 2023).

As HDAC:s sdo classificadas em quatro grupos de acordo com sua funcdo e atividade
catalitica: as classes I, II e IV possuem sitio ativo dependente de zinco, enquanto a classe III ¢
dependente de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NAD). A HDAC2 pertence a classe I,
classe esta que ¢ bem estudada e interage com diversos fatores de transcricdo. A HDAC2 pode
regular a expressdo de diversos genes e contribuir para o desenvolvimento de doengas,
evidenciando seu papel tumorigénico e de marcador progndstico para varios tipos de cancer (Jo

etal., 2023).

A elevada expressdo de HDAC?2 foi observada em cancer de mama humano (Garmpis
et al., 2022), cancer de pulmao (Zheng et al., 2023), cancer gastrico (Shetty et al., 2021),
melanoma uveal (Levidou et al., 2021) e cancer colorretal metastatico humano (Jo et al., 2023).
Ademais, a expressdo de HDAC?2 esta relacionada com metastase de cancer de vesicula biliar

(Feng; Zheng, 2025), de cancer pancreatico (Kraub et al, 2021), de cancer de mama (Xu et al.,
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2021). Em vérios tipos de cancer, a inibicdo de HDAC pode ativar genes supressores do tumor
(Shetty et al., 2021). Os inibidores de histona desacetilase (HDAC1), classificados entre
derivados de acido hidroxamico, benzamidas, peptideos ciclicos, derivados de acido carboxilico
e cetonas, sao drogas recentemente estudadas por apresentarem potencial como terapia
oncoldgica que possuem formas quimicas variadas e se adaptam a conformacdo das diferentes
classes de histona, causando a hiperacetilagdo de proteinas histonas e ndo histonas levando a
alteragdes epigenéticas no tumor, que pode levar a apoptose, parada do ciclo celular e

senescéncia (Parveen; Harihar; Chatterji, 2023).

O CCEO ¢ uma doenga complexa e multifatorial que possui como fatores de risco para
sua carcinogénese condi¢des ambientais e habitos de vida (Garcia Junior, 2020; Hanahan,
2022). As modificacdes epigenéticas sdo importantes para o seu desenvolvimento e progressao
(Munshi et al., 2024), e, considerando que a acetilagdo de histonas ¢ umas das principais
modificacdes epigenéticas , evidencia-se a importantancia do estudo de enzimas modificadoras

de histonas no CCEO.

2. OBJETIVO GERAL
O presente trabalho objetivou avaliar a expressdo de HDAC2 em CCEO e mucosa

normal, correlacionando dados demograficos e fatores clinicopatoldogicos.

3. METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Uberlandia (CEP-UFU), sob CAAE: 52906815.7.0000.5152 (Anexo
A).

3.1 Amostras

As amostras selecionadas para o estudo incluiram 85 pacientes acometidos pelo CCEO,
registrados no Laboratorio de Patologia Bucal da Universidade Federal de Uberlandia de 2006
a 2013 e que possuiam acompanhamento por, no minimo, 2 anos, dados sociodemograficos,
clinicopatoldgicos e de progressao da doenca completos e disponibilidade de amostra bioldgica
suficiente para realizagdo dos ensaios imuno-histoquimicos. Do prontuario médico de cada
paciente, foram coletadas as seguintes informacdes: idade, sexo, consumo de alcool, tabagismo,

sintomatologia, historico familiar de cancer, localizagdao e tamanho do tumor, estadiamento da
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doenga e evolucdo da doenca, tipo de tratamento empregado, presenga de recidivas, presenca
de metastase, e condicao clinica na ultima consulta. As amostras de mucosa normal foram
obtidas do arquivo do mesmo laboratdrio e compreendiam fragmentos de tecido epitelial sem
alteragdes histopatoldgicas advindas de margens nao comprometidas de CCEO (n=9) ou
fragmentos de mucosa normal enviados ao Laboratério de Patologia Bucal para investigacao
de diagnoéstico, mas sem qualquer alteragdo (n=6) ou doadas espontaneamente para o estudo

(n=2).

A presenca de metastase locorregional foi estabelecida por exame histopatologico dos
linfonodos coletados durante o esvaziamento cervical. A confirmac¢do de metastase foi usada
para categorizar os pacientes com CCEO em dois grupos: aqueles com tumores primarios nao

metastaticos (PNM) e primarios metastaticos (PM).

3.2 Microtissue Array (TMA)

Para o estudo da expressao de HDAC2, realizou-se a técnica de arranjo em matriz de
amostras teciduais (tissue microarray- TMA). Para organizacdo do TMA, duas areas com maior
quantidade de tecido tumoral foram selecionadas de acordo com as laminas coradas em HE,
coletadas com agulha de captura de 1mm de didmetro e transferidas para bloco receptor a partir
do qual foi realizada microtomia para obten¢do de seccdes de 3um de espessura que,
finalmente, foram posicionados em laminas silanizadas para o procedimento de imuno-

histoquimica (Figura 1).

FIGURA 1. Esquema da técnica de arranjo em matriz de amostras teciduais

indicando a inserc¢ao da agulha no bloco doador e a posterior insercio no bloco receptor

Fonte: AUTORA, 2026.
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3.3 Imuno-histoquimica

O ensaio imuno-histoquimico foi realizado em cortes de 3 pm utilizando o sistema de
polimero indireto ligado a peroxidase (Horseradish Peroxidase- HRP). Inicialmente, as laminas
foram submetidas a temperatura de 75°C por uma hora em estufa histolégica, desparafinadas
em xilol por uma hora e hidratadas em solugdes de etanol em concentracao decrescente (99,5%,
95%, 80%, 70%, cinco minutos em cada solucdo) . Realizou-se a remog¢do do pigmento
formdlico em solugdo de hidroxido de amodnio e etanol 95% durante 10 minutos, seguida de
recuperagao antigénica com tampao citrato (pH 6,0) em panela de pressao a 100-110°C por 10

minutos.

A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com 3,5% (v/v) de perdxido de
hidrogénio (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) durante 10 minutos, e entdo as laminas
foram lavadas em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) e incubadas com
bloqueador de proteinas inespecificas contendo caseina a 0,4% em PBS (Leica Biosystems) por
10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo
primdrio anti-HDAC?2 (Invitrogen, Carlsbad, Califoérnia, 1:1000, policlonal) em cdmara umida
a 4°C, durante 18 horas. A amplificagdo do sinal e a marcagao seguiram o protocolo Novolink
Polymer Detection Systems® (Leica Biosystems). Para revelacdo da reacdo, foi aplicado
cromogeno 3,3’-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina por 3 minutos, e por fim, as sec¢des
foram contra coradas com hematoxilina (Leica Biosystems) por oito minutos. Como controle
positivo foi utilizada amostra de carcinoma de mama e os controles negativos foram obtidos

pela omissao do anticorpo primario.

3.4 Analise e avaliacao das imagens

Inicialmente, as ldminas submetidas as reacdes imuno-histoquimicas foram capturadas
em microscopio optico Eclipse E200 (Nikon, Téquio, Japao) utilizando ampliacao de 400x.
Para cada amostra, cinco a dez campos histologicos foram fotografadas para andlise, conforme
a disponibilidade de material tumoral.

A anélise quantitativa das imagens foi realizada usando o software ImagelJ, versao 1.54g

e descrita detalhadamente no Apéndice A.

3.5 Estatistica

Os testes foram processados utilizando os softwares GraphPad Prism versdo 10.6.1 e
MedCalc Statistical Software versao 22.021, adotando-se nivel de significancia de 5% (p <
0,05). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro—Wilk. Para comparagdes

entre trés grupos independentes, foram utilizados testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis para
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comparac¢do da distribui¢ao dos dados em relagdo a mediana dos dados, com aplicagdo de teste
p6s-hoc de Dunn com corre¢do Bonferroni para identificacdo das diferengas entre os grupos,
para a comparagao entre dois grupos utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Adicionalmente, a
capacidade discriminatoria entre PNM e PM utilizando a expressao de HDAC2 como parametro
foi avaliada por meio de curva ROC, com determinagdo da area sob a curva (AUC), intervalo

de confianga de 95%, ponto de corte pelo método de Youden, sensibilidade e especificidade.

4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacio da amostra

Os dados demograficos e clinicopatoldgicos estao descritos na Tabela 1. Dos 85 casos
de CCEO analisados, 64 (75,3%) eram provenientes de pacientes do sexo masculino e 21
(24,7%) de pacientes do sexo feminino. A média de idade foi de 59 anos, com variacdo entre
34 e 99 anos. A maioria dos pacientes relatou histérico de tabagismo (90,6%) e consumo de
alcool (80%). No momento do diagndstico, 82,3% dos pacientes apresentavam sintomatologia
relacionada a doencga, 74,4% tinham mais de 3 meses de evolugcdo ¢ 71,8% foram
diagnosticados com a doenga j& avancada. O sitio anatdmico principal das lesdes foi a lingua
(38,8%). A terapia trimodal foi o principal esquema de tratamento oncologico, adotado em 28
(32,9%) dos pacientes. No periodo de acompanhamento, a recorréncia foi observada em 19 casos

(22,4%) e 60% dos pacientes estavam vivos.

Das 17 amostras de mucosa normal, 10 (58,8%) eram do sexo masculino € o restante
(41,2%) eram do sexo feminino. Os demais dados sociodemograficos e clinicopatologicos nao

foram coletados para esse grupo.

TABELA 1. Analise descritiva dos dados sociodemograficos e clinicopatologicos dos 85 pacientes com CCEO

Variaveis Pacientes (N=85) PNM (N=39) PM (N=46)
Sexo Masculino 64 (75,3%) 27 (69,2%) 37 (80,4%)
Feminino 21 (24,7%) 12 (30,8%) 9 (19,6%)
Idade <45 anos 12 (14,1%) 6 (15,4%) 6 (13,0%)
> 45 anos 73 (85,9%) 33 (84,6%) 40 (87,0%)
Sim 77 (90,6%) 34 (87,2%) 43 (93,5%)
Tabagista Nao 6 (7,1%) 3(7,7%) 3 (6,5%)
NI 2 (2,3%) 2 (5,1%) 0 (0%)
Sim 68 (80%) 30 (76,9%) 38 (82,6%)
Etilismo Nao 15 (17,6%) 7 (18,0%) 8 (17,4%)
NI 2 (2,4%) 2 (5,1%) 0 (0%)

Sim 36 (42,3%) 15 (38,5%) 21 (45,7%)



Historico de
cancer na
familia

Sintomatologia

Evolucao

Localizacao

Tamanho

Estagio clinico

Recidiva

Tratamento

Condicao
clinica

Niao
NI
Presente
Ausente
NI
< 3 meses
> 3 meses
NI
Lingua
Assoalho bucal
Outro local
<4 cm
>4 cm
NI
Inicial
Avangado
NI
Presente
Ausente
NI
Cirurgia

Radioterapia

Cirurgia + radioterapia
Cirurgia + quimioterapia

Quimioterapia + radioterapia

Trimodal
NI
Vivo com doenga
Vivo sem doenga

Obito

40 (47,1%)
9 (10,6%)
70 (82,3%)
11 (12,9%)
4 (4,7%)
19 (22,3%)
64 (75,3%)
2 (2,4%)
33 (38.,8%)
24 (28,2%)
28 (33,0%)
37 (43,5%)
34 (40,0%)
14 (16,5%)
23 (27,1%)
61 (71,8%)
1 (1,1%)
19 (22,4%)
46 (54,1%)
20 (23,5%)
10 (11,8%)
10 (11,8%)
11 (12,9%)
1 (1,2%)
21 (24,7%)
28 (32,9%)
4 (4,7%)
22 (25,9%)
29 (34,1%)
34 (40,0%)

17 (43,6%)
7 (17,9%)
29 (74,4%)
7 (17,9%)
3 (7,7%)
9 (23,0%)
29 (74,4%)
1 (2,6%)
14 (35,9%)
13 (33,3%)
12 (30,8%)
20 (51,3%)
11 (28,2%)
8 (20,5%)
19 (48,7%)
19 (48,7%)
1 (2,6%)
12 (30,8%)
17 (43,6%)
10 (25,6%)
10 (25,6%)
3(7,7%)
6 (15,4%)
1 (2,6%)
7(17,9%)
10 (25,5%)
2 (5,1%)
11 (28,2%)
18 (46,2%)
10 (25,6%)

23 (50,0%)
2 (4,3%)
41 (89,1%)
4 (8,7%)
1 (2,2%)
10 (21,7%)
35 (76,1%)
1 (2,2%)
19 (41,3%)
11 (23,9%)
16 (34,8%)
17 (37,0%)
23 (50,0%)
6 (13,0%)
4 (8,7%)
42 (91,3%)
0 (0%)

7 (15,2%)
29 (63,1%)
10 (21,7%)
0 (0%)

7 (15,2%)
5 (11,0%)
0 (0%)
14 (30,4%)
18 (39,1%)
2 (4,3%)
11 (23,9%)
11 (23,9%)
24 (52,2%)

NI: ndo informado; PNM, grupo primario ndo metastatico; PM, grupo primario metastatico
Fonte: dados da pesquisa.

4.2 Expressao imuno-histoquimica de HDAC2

Imagens representativas da expressdo imuno-histoquimica de HDAC2 podem ser
observadas na Figura 2. Nas amostras de mucosa normal, a marcagdao foi nuclear e a
intensidade das células marcadas foi homogénea e predominante na camada basal, parabasal

e intermediaria do tecido epitelial. J4 nos casos de CCEO, a imunomarcacdo foi

predominantemente nuclear e a intensidade de marcagao nuclear foi heterogénea.
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FIGURA 2. Expressao imuno-histoquimica de HDAC2 em mucosa normal (MN), tumor
primario nio metastatico (PNM), tumor primario metastatico (PM). Aumento de 100 e

400x.
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Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados da expressao de HDAC2 de acordo com os fatores clinicopatologicos
foram descritos na Tabela 2. Observou-se diferenga estatisticamente significante (p=0,0202) na
porcentagem de area nuclear marcada por HDAC2 em relagdo ao tamanho (< 4 cm ou >4 cm),
sendo maior (mediana = 87,40%) em pacientes com lesdes menores ou iguais a de 4 cm. De
forma similar, observou-se significancia (p=0,0250) nos casos de estadiamento clinico inicial

(mediana= 87,70 %) quando comparados com o estdgio avangcado da doenga (mediana =
79,40%).

TABELA 2. A mediana da expressdo de HDAC2 de acordo com fatores clinicopatologicos dos 85 pacientes

acometidos por CCEO
Variaveis (n*) HDAC2 (m!) Valor de p**

Masculino (64) 83,80

Sexo 0,4400 A
Feminino (21) 82,10
<45 anos (12) 72,65

Idade 0,1603 A
> 45 anos (73) 84,10
Sim (77) 83,50

Tabagismo 0,3535 A
Naio (6) 77,45

Etilismo Sim (68) 83,65 0,4197A



Naio (15) 82,10
s A Sim (36 78,10

Historico de’ ?ancer (36) 0,6508A
na familia Nio (40) 83,65
Presente (70) 81,80

Sintomas 0,0908 A
Ausente (11) 88,40
< 3 meses (19) 76,80

Evolucao 0,4367 A
>3 meses (64) 84,10
Lingua (33) 87,40

Localizacio Assoalho bucal (24) 85,75 0,1756 B
Outra (28) 71,55
<4cm (37) 87,40

Tamanho 0,0202 A
>4 cm (34) 73,10
: Inicial (23 87,70

Estadrla.mento (23) 0,0250 A
clinico Avangado (61) 79,40
Presente (19) 85,30

Recidiva 0,7180 A
Ausente (46) 82,95
Vivo (51) 84,20

Desfecho . 0,3657A
Obito (34) 81,80

* - Corresponde aos casos em que a informagdo necessaria para a categorizacdo estava disponivel.
** - (A) Teste de Mann-Whitney; (B) Teste de Kruskal-Wallis; 1 - nimero (mediana);

Fonte: dados da pesquisa.

Quanto aos grupos de interesse, todas as amostras de mucosa normal apresentaram
imunorreatividade nuclear para HDAC2, com mediana de 86,20% de area nuclear marcada.
Nos casos de CCEO, também todas as amostras apresentaram positividade nuclear para
HDAC2, com mediana de 83,5%. Quando consideramos os casos PM ¢ PNM, a mediana de
porcentagem de marcagao foi, respectivamente, 77,30% e 90,20%. Foi identificada diferenca
estatisticamente significante (p= 0,0029) entre os grupos PNM e PM, conforme se observa

na Figura 3.
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FIGURA 3. Expressao de HDAC2 em mucosa normal (MN), tumor primario

metastatico e tumor primario nio metastatico.
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Fonte: dados da pesquisa. Legenda: Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s. **p=0,0029

A andlise da curva ROC indicou capacidade discriminatoria adequada entre PNM e PM
utilizando a expressdo de HDAC2 como parametro (Figura 4), com AUC de 0,715 (p<0,001,
Youden index J = 0,3904, sensibilidade=69,23%, especificidade=69,81%).

FIGURA 4. A analise da curva ROC para discriminacido de PM e PNM
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Fonte: dados da pesquisa. Legenda: Foi utilizado como parametro a expressdo de HDAC2. AUC = 0,715, p <
0,001.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a expressdo de HDAC2 em amostras de mucosa normal e
em CCEO por técnica imuno-histoquimica e analise quantitativa de area nuclear marcada. Os
resultados demonstraram que nao ha diferenca significativa na imunomarcagao da enzima entre
os dois grupos. Contudo, a analise comparativa entre casos de CCEO que apresenteram ou nao
metastase em linfonodos cervicais evidenciou uma maior expressao dessa enzima nos casos nao
metastaticos. Desse modo, os resultados sugerem que a HDAC2 pode nao estar relacionada aos
eventos iniciais da transformagdo maligna, mas a progressao tumoral e aquisicao de carater
metastatico.

Estudo prévio de nosso laboratério avaliou o mesmo grupo de pacientes com base na
presenca e auséncia de metastases em linfonodos cervicais, e foi encontrada uma associagao
significativa entre o tamanho do tumor, estagio clinico e o tempo de seguimento (Matsuo et al.,
2018). O presente estudo avaliou um numero menor de casos (n=85) do que o reportado
anteriormente (n=90), devido a perda de cinco amostras durante os experimentos.

Alteragdes no funcionamento da HDAC2 podem levar ao silenciamento de genes
supressores tumorais, como a p53, e ja foi demonstrado que em diferentes tipos de cancer, o
tratamento com inibidores de HDOOAC2 podem reativar a expressao de genes supressores de
tumor responsaveis por apoptose, parada do ciclo celular e inibicao de angiogénese e metéstase
(Shetty et al., 2021). Estudos prévios demonstraram o aumento da expressdo de HDAC2 em
diferentes neoplasias, incluindo cancer de mama (Garmpis et al., 2022), cancer de pulmao
(Zheng et al., 2023), cancer gastrico (Mutze et al., 2010) e CCEO (Krishna et al., 2020).

Alguns estudos ja demostraram que o aumento da expressio de HDAC2 esta
relacionado com a ocorréncia de metastases em diferentes tipos de cancer, como cancer
pancreatico (Kraub et al, 2021) e cancer colorretal (Qi et al., 2021), paradoxalmente, outros
trabalhos relatam efeito oposto. Hu et al. (2020), demostraram uma menor expressdo de
HDAC?2 em lesoes primarias de cancer colorretal quando comparados com tecidos metastaticos
e uma menor expressao da enzima também foi correlacionada com pior prognostico em
pacientes com esse tipo de cancer. Além disso, foi encontrada uma correlagdo positiva entre a
expressdao de HDAC2 e E-caderina. No mesmo trabalho, experimentos in vivo, utilizando
camundongos nocautes para HDAC2, demostrou que a perda da expressao do gene leva a um
aumento de metastases colorretais. No presente trabalho, assim como no artigo anteriormente
citado, a expressao de HDAC2 foi menor em tumores metastiticos quando comparados a
tumores nao metastaticos (Figura 3), reforcando que o papel dessa enzima na progressao

tumoral e ocorréncia de metéstase ainda precisa ser elucidado.
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O papel da HDAC2 no desenvolvimento de metastase ¢ complexo e multifatorial,
envolvendo mecanismos como a modulagdo de E-caderina (Von Burstin et al., 2009), um
marcador negativo de transicdo epitélio-mesenquimal e metastases, regulacdo de
metaloproteinases de matriz (MMPs), responsaveis pela degradagao de proteinas da matriz
extracelular (Wang et al., 2013), regulagdo de fatores de crescimento (Kiweler et al., 2018) e
modifica¢ao de histonas (Edwards et al., 2021).

O desempenho diagnostico de um teste ou a sua precisdo para discriminar casos
patologicos de casos normais ou, como no resultado do presente estudo, na identificacao de
casos potencialmente mais agressivos, pode ser avaliado usando a analise da curva ROC. Neste
trabalho, uma vez que os grupos metastatico e ndo metastatico apresentaram diferenca
estatistica na porcentagem de 4rea nuclear marcada para HDAC2, nds utilizamos esta anélise
como parametro para discriminar PM e PNM (Figura 4). A andlise por curva ROC demonstrou
capacidade discriminatéria adequada, indicando potencial de aplicabilidade como biomarcador
auxiliar de prognostico. Entretanto, o valor de AUC ndo configura excelente, sugerindo que
este seja utilizado associado a outros biomarcadores em CCEO.

A correlagdo de expressdo da enzima e parametros clinicopatoldgicos indicou também
diferenca significativa que corresponde a menor expressdao de HDAC2 em tumores maiores que
4 cm e em estadiamento clinico avangado (Tabela 2). Em constraste aos achados do nosso
trabalho, Krishna et al., (2020) demonstrou que a expressao de HDAC2 foi maior em CCEO e
lesdo pré-maligna do que em mucosa normal e, ao comparar as lesdes, a expressao foi
significativamente maior em CCEO do que em lesdes pré-malignas. Além disso, a maior
expressao de HDAC?2 esta correlacionada com a menor sobrevida dos pacientes.

Entre as limitagdes do estudo, pode-se citar que o nimero amostral, principalmente das
amostras de mucosa normal, possa ndo representar a populagdo. Ademais, ndo foi possivel
acompanhar o seguimento dos pacientes desde a ultima pesquisa com essa populagao.

Apesar das limitacdes, os resultados sugerem que a HDAC2 desempenha papel
relevante no CCEOQO, principalmente na sua distincdo entre tumores metastaticos e nao
metastaticos. A integracdo dessa enzima a outros marcadores epigenéticos moleculares podera

contribuir para o desenvolvimento de estratégias prognosticas mais precisas.

6. CONCLUSAO
Em suma, a anélise quantitativa, por meio da analise de porcentagem de area nuclear
marcada de HDAC2, demonstrou que nao ha diferenca significativa na expressao dessa enzima

entre mucosa normal e CCEO. Entretanto, a andlise comparativa entre casos que apresentaram
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metastase em linfonodos cervicais e casos que ndo apresentaram metdstase demonstrou
diferengas significativas e atestou que os casos com metastase expressam menos HDAC2,
sugerindo que a enzima esta associada a estagios iniciais da carcinogénese do CCEO. Desse
modo, esses resultados apontam que a expressao da enzima pode ser utilizada como

biomarcador de progndstico na progressao tumoral, se associada a outros biomarcadores.
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APENDICE A — ANALISE QUANTITATIVA DAS IMAGENS UTILIZANDO O
SOFTWARE IMAGEJ

Inicialmente, abriu-se a tela inicial do software (Figura 1) e imagem de interesse de
quantificagdo da imunomarcacdo (Figura 2) e realizou-se a separacdo dos canais RGB das
imagens para selecionar o canal de cor que melhor representa as areas nucleares e apresenta
menos artefatos. O canal escolhido foi o azul. Para isso, selecionou-se a imagem e a opgao
Image > Color > Split Channels (Figura 3). Em sequéncia, a area nuclear total foi selecionada
no canal azul através da ferramenta Image > Adjust > Threshold e convertida em uma selecao
com a ferramenta Edit > Selection > Create Selection > Add to ROI Manager (Figura 4).
Posteriormente, utilizou-se o plugin Colour Deconvolution 2 (Figura 5) para separar os vetores
de hematoxilina e DAB da imagem original, selecionou-se novamente a area nuclear marcada
com DAB através da ferramenta Threshold (Figura 6). A sele¢do da area nuclear total criada no
vetor azul foi entdo aplicada a imagem de DAB, sendo calculado o percentual de area nuclear
marcada através da opcao Measure do ROI Manager (Figura 7). Por ultimo, foi obtida a média

da é&rea nuclear marcada dos casos a partir das fotomicrografias individuais (Figura 8).

FIGURA 1. Tela inicial do ImageJ
d Image) - X
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
0 olc|o| /4| N|A|o|m| 4| o] £] 6| #| s
Color picker 255,255,255/0,0,0 (alt or long click for menu) .
Fonte: AUTORA, 2026.

ApOs carregar as imagens de interesse para analise quantitativa da expressao de HDAC2
(Figura 2), € necessario separar a imagem original em canais RGB — que sdo os trés
componentes basicos da cor: vermelho, verde e azul — para selecionar o canal de cor que
melhor representa a drea nuclear e que mostre poucos artefatos e os granulos de queratina

presentes no CCEO.
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FIGURA 2. Imagem para quantificar imunomarcacio

4 B340A C207 32.3%) S e
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Fonte: A autora no Laboratorio de Patologia Oral e Maxilofacial da Universidade Federal de Uberlandia, 2026.

FIGURA 3. Imagem separada entre os canais vermelho (A), verde (B) e azul (C)

Fonte: A autora no Laboratorio de Patologia Oral e Maxilofacial da Universidade Federal de Uberlandia, 2026.

Ap6s escolher a imagem cujo canal de cores melhor representa as areas nucleares, cria-
se a selecdo da area nuclear sobre essa imagem, para que seja possivel avaliar a marcacao de

DAB dentro da area nuclear.
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FIGURA 4. Linha amarela contornando os nucleos celulares

4 89408 C2.ui (bhue) (333%) . Y %
250211944 09211044); B-bit 4 8MB
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Fonte: A autora no Laboratorio de Patologia Oral e Maxilofacial da Universidade Federal de Uberlandia, 2026.

Ademais, procedeu-se a deconvolucdo da imagem utilizando o plugin Colour
deconvolution, optando pelo vetor HDAB que separa a coloragdo da imagem em trés: colora¢ao

do DAB, coloragdo da hematoxilina e o branco e/ou imagem residual

FIGURA 5. Deconvolucio da imagem em hematoxilina (A) e DAB (B)

Fonte: A autora no Laboratdrio de Patologia Oral e Maxilofacial da Universidade Federal de Uberlandia, 2026.

E necessario colocar a imagem de DAB manualmente em 8 bit e selecionar toda a area

marcada pelo DAB utilizando a ferramenta threshold.



30

FIGURA 6. Sele¢ao da area de marcac¢ao do DAB

4 BO0A Catit(Calour2) (33.3%)
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Fonte: A autora no Laboratdrio de Patologia Oral e Maxilofacial da Universidade Federal de Uberlandia, 2026.

Por ultimo, reposicionou-se a selegdo da area nuclear criada a partir da imagem que teve
o canal RGB separado por cima da imagem de 4rea de marcacdo do DAB e obtém-se a

porcentagem de area nuclear marcada pelo DAB.

FIGURA 7. Representacio da area marcada pelo DAB em vermelho e a area nuclear

total contornada em amarelo

4 8340A C2.0-(Colowr 2) (333%) = o x
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dade éderal de Uberlandia, 2026.

Fonte: A autora no Laboratdrio de Patologia Oral e Maxilofacial da Universi

FIGURA 8. Resultado em porcentagem da marca¢io de DAB em relacio a area nuclear
total
i Results — O X

File Edt Font Results

1 996110 59524

Fonte: A autora no Laboratdrio de Patologia Oral e Maxilofacial da Universidade Federal de Uberlandia, 2026
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Patroclnador Princlpal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.001.481

Apresentacdo do Projeto:

Conforme apresenta o protocolo: As modificacoes epigenéticas tém ganhado atencao no estudo da
carcinogénese juntamente com as alteragdes genéticas. Evidéncias recentes sugerem a participagéo de
componentes epigenéticos também em lesdes cancerizaveis. Esse estudo foi desenvolvido para analisar as
alteracdes epigenéticas associadas a carcinogénese humana na regido bucomaxilofacial. Padrées dessas
alteractes tém sido observados em amostras dessas neoplasias. A identificacdo e caracterizacéo desses
distintos padrdes se faz essencial para o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes e efetivas, além de
proporcionar a tentativa de explicar a etiopatogenia, e detectar possiveis influéncias das mesmas no
comportamento desses tumores.Até recentemente, o sequenciamento de DNA para identificar mutacoes
genéticas em neoplasias era impraticavel e caro. Os recentes avancos tecnologicos nesse processo, como a
criacéo do método de sequenciamento de ultima geracdo, baseada no uso de semicondutores lon Proton,
otimizou o custo e o tempo do sequenciamento, além de oferecer resultados mais confiaveis.

Usando o lon Proton, os pesquisadores sequenciaréo genes mais comumente relacionados as alteracoes
em histonas, buscando identificar o papel dessas alteracOes epigenéticas em amostras de tumores benignos
e malignos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal,
tumores benignos e malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis
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(leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica). Serdo considerados na composicdo da amostra tumores
benignos e malighos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de
mucosa bucal, tumores benignos e malignosodontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia
e queilite actinica). Todos os casos incluidos nesse estudo serzo coletados prospectivamente, a partir da
aprovacao do presente projeto, e retrospectivamente, a partir de 1978 (inicio do arquivamento das amostras
cirargicas do Laboratério de patologia bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Uberlandia). A coleta dos casos em ambas as situacdes se fara até 2021 periodo limite do
desenvolvimento do estudo, perfazendo um numero provavel de 320 amostras ao final, baseado na
frequéncia de seus diagnésticos registrados no Laboratério de Patologia do Curso de Odontologia. Todos 0s
casos eletivos serdo incluidos no estudo a partir da aceitacéo do paciente, mediante a assinatura de termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Objetlvo da Pesqulsa:

Obijetivo Primario:

Identificar e analisar alteracoes epigenéticas, em amostras de tumores benignos e malignos de glandula
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e
malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica) e sua relacdo
com comportamento biolégico e parametros clinicopatolégicos das lesdes supracitadas.

Objetivo Secundario:

A) Descrever as caracteristicas clinicopatolégicas das lestes estudadas, considerando, quando pertinente, a
possibilidade de estudar casos isolados ou pequenas serie de casos, especialmente quando 0s casos
trouxerem informagoes inusitadas em relacdo ao que € conhecido pela literatura;

B) Descrever e semiquantificar os padroes de reatividade imunoistoquimica de varios antigenos
representativos das modificacdes de histonas, nas lesdes supracitadas;

C) Analisar os padrdes de reatividade imunoistoquimica com os dados clinico-patoloégicos nas diferentes
lesdes a busca de associacoes entre 0s padroes e comportamento biologico das lesdes e sobrevida dos
pacientes.

D) Quantificar por Western Blotting, a presenca de proteinas histonas modificadas, em amostras de tumores
benignos e malignos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de
mucosa bucal, tumores benignos e malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia
e queilite actinica);
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E) Mapear as mutactes génicas de histonas em amostras de tumores benignos e malignos de glandula
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e
malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica;F) Avaliar a
presenca de miRNA relacionados as proteinas histonas em amostras de tumores benignos e malignos de
glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores
benignos e malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica.

Avallacdo dos Rlscos e Beneficlos:
Segundo os pesquisadores:

Riscos: Os participantes incluidos na pesquisa serdo submetidos a riscos considerados minimos, que
consistem em incémodo ou desconforto no momento da coleta do material. Os mesmos serdo coletados
apobs a retirada cirtrgica, que aconteceria, independentemente da realizacao desta pesquisa. Essa coleta
sera realizada por profissional experiente das clinicas de estomatologia e cirurgia da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia. O risco de identificacdo do participante da pesquisa
sera minimizado através da aplicacao das seguintes medidas: a privacidade do participante da pesquisa
sera respeitada, ou seja, seu home ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, 0
identificar, sera mantido em sigilo. Nao serado utilizadas identificacdes como as inicias do nome do
participante, cada participante sera identificado por um namero no instrumento de coleta de dados e nos
tubos que serdo coletadas as amostras, garantindo assim o sigilo da sua identidade em todas as etapas da
pesquisa.

Beneficios: Quanto aos beneficios, o projeto pretende proporcionar um melhor entendimento acerca da
patogenia dessas lesoes. Entendemos que, a depender dos resultados obtidos, o conhecimento gerado por
este estudo podera somar-se a outros ja presentes na literatura ou motivar sua expans&o para que,
oportunamente, possamos vislumbrar o surgimento de técnicas terapéuticas no combate a essas
neoplasias, de forma menos invasiva e mais eficiente, proporcionando melhor qualidade de vida aos
pacientes tratados.

Comentarlos e Conslderacdes sobre a Pesqulsa:
O projeto de pesquisa esta descrito de maneira detalhada, permitindo adequada interpretacao para a
elaboracdo do parecer ético deste comité.
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Conslderacoes sobre os Termos de apresentacdo obrlgatérla:
Todos os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendacoes:
N&o ha.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacdes:
As pendéncias apontadas no parecer consubstanciado numero 1.864.897, de 05 de Dezembro de 2016,
foram atendidas.

De acordo com as atribuices definidas na Resolucdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacéo do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacéo e da metodologia apresentadas.

Conslderacoes Finals a critérlo do CEP:

Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2018.
Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2019.
Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2020.
Data para entrega de Relatorio Final ao CEP/UFU: Setembro de 2021.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGCAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resoluc&o 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentacao
pertinente ao projeto.

c- a aprovacéo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolucdo
CNS 466/12, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientacdes ao pesquisador :
+ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS
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466/12 ) e deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele
assinado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apos analise das razoes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agdo
imediata.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacéo ao CEP e a
Agéencia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

+ Eventuais modificactes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
amesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item lll.2.e).

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacado
Informacées Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 14/12/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 804983.pdf 20:23:48
Outros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 14/12/2016 |ADRIANO MOTA Aceito

CEP_1864897.pdf 20:23:12  |LOYOLA

Outros Respostas_pendencias_CEP.pdf 14/12/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
20:22:32 |LOYOLA

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 14/12/2016 | ADRIANO MOTA Aceito

Brochura 20:18:20 |[LOYOLA

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 14/12/2016 |ADRIANO MOTA Aceito

Assentimento / 20:17.07 |LOYOLA

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 07/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
11:31:04 |LOYOLA

Outros Questionario.pdf 06/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
13:03:59 LOYOLA
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Outros Declaracao_Instituicao_Co_Participante.| 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
pdf 10:03:35_|LOYOLA

Declaracédo de termo_de_compromisso_da_equipe_exe|] 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
Pesquisadores cutora.pdf 10:01:55 |LOYOLA

Outros Carta_de_encaminhamento_de_protocol] 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
o.pdf 10:00:30_[LOYOLA

Outros Diretor_HO.pdf 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
_ 09:58:04 [LOYOLA

Outros Diretor_FOUFU pdf 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
09:57:24 |LOYOLA

Outros Lattes.pdf 05/10/2016 |ADRIANO MOTA Aceito
09:53:57 [LOYOLA
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(Coordenador)

Endereco: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Monica

Balrro: Santa Monica
UF: MG
Telefone:

CEP: 38408-144

Municiplo: UBERLANDIA
(34)3239-4131

Fax: (34)3239-4335 E-mall:

cep@propp.ufu br

36



