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RESUMO

Introducdo: A imuno-histoquimica é uma técnica que avalia a associacdo de
biomarcadores a alteracbes morfoldgicas, oferecendo maior reprodutibilidade,
sensibilidade e especificidade no diagndstico de diversas neoplasias, estando o pl6
associado ao HPV de alto risco e o0 Ki-67, a multiplicacao celular. Objetivo: Determinar
a expressao de pl6 e Ki67 nas lesfes intraepiteliais de alto grau em pacientes com
idade igual ou inferior a 30 anos e correlacionar com varaveis clinicas e recidiva ou
progressdo. Métodos: Estudo transversal retrospectivo, em mulheres com
diagnéstico anatomopatoldgico de (LIEAG) lesao intraepitelial de alto grau - NIC 11/111,
atendidas no ambulatorio de ginecologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, entre
abril de 2004 a abril de 2016. Resultados: Foram avaliadas 68 pacientes. A idade
mediana (md) foi 27 anos e 47 (69,1%), ndo tabagistas. Apenas 21 (30,9%) delas
possuiam o 2.° Grau completo e 5 (7,4%), Ensino Superior. Considerando as
caracteristicas anatomopatolégicas, entre as pacientes, 53 (77.9%) delas
apresentavam neoplasia intraepitelial cervical (NIC) IIl, e 15 (22.1%), neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) Il. Praticamente todas apresentaram pl6'NK4a e Ki67
positivos (97.1% e 98.5%, respectivamente) e 65 (95.6%) receberam alta ambulatorial,
sendo que apenas 1 (1.5%) apresentou recidiva de lesdo durante o seguimento.
P16'Nk4a e Ki67 se relacionaram positivamente (Spearman, p=0.702, p<0.001). As
analises ndo evidenciaram correlacdo do p16 e do Ki67 com as variaveis de interesse
(idade, paridade, tabagismo e imunossupressdo) nem com desfecho clinico (recidiva

ou progressao). Concluséo: Os biomarcadores pl6 e Ki67 nao auxiliaram no
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diagndéstico e no prognostico de lesbes precursoras em mulheres com idade até 30

anos.

Palavras-chave: Lesao intraepitelial cervical de alto grau; Cancer cervical, HPV;

Biomarcadores; p16, Ki-67.
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ABSTRACT

Background: Immunohistochemistry is a technique that evaluates the association of
biomarkers with morphological changes, offering higher level of reproducibility,
sensitivity and specificity in the diagnosis of various neoplasms, with p16, associated
with high-risk HPV and Ki-67 with cell multiplication. Objective: To determine the
expression of p16 and Ki67 in high grade intraepithelial lesions in patients aged 30
years or younger and correlate with clinical variables and relapse or progression.
Methods: Retrospective cross-sectional study, in women diagnosed with histological
of HSIL (high grade squamous intraepithelial lesion) — CIN 2/3 treated at the
gynecology outpatient clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, from April 2004 to
April 2016. Results: Were evaluated 68 patients. The median (md) age was 27 years
and 47 (69.1%), non-smokers. Only 21 (30.9%) of them had finished High School and
5 (7.4%) had Higher Education. Considering the histological characteristics, among
the patients, 53 (77.9%) had cervical intraepithelial neoplasia (CIN) 3, and 15 (22.1%),
cervical intraepithelial neoplasia (CIN) 2. Almost all were positive for p16INK4a and
Ki67 (97.1% and 98.5%, respectively) and 65 (95.6%) were discharged from the
outpatient clinic, and only 1 (1.5%) had a recurrence of the lesion during follow-up.
P16INK4a and Ki67 were positively related (Spearman, p=0.702, p<0.001). The
analyzes showed neither correlation between pl16 and Ki67 with the variables of
interest (age, parity, smoking and immunosuppression) nor with clinical outcome
(recurrence or progression). Conclusion: P16 and Ki67 biomarkers did not help in the

diagnosis and prognosis of precursor lesions in women aged up to 30 years.
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INTRODUCAO

O céncer do colo do utero deve ser alvo de Politicas de Saude Publica bem
estruturadas, devido a alta prevaléncia em paises pouco desenvolvidos. Esse cancer
esta associado a condi¢cdes de vida precaria, baixos indices de desenvolvimento
humano, auséncia ou fragilidade das estratégias de educag¢do comunitaria (promoc¢ao
e prevencdo em saude) e a dificuldade de acesso a servigos publicos de saude para
diagndstico precoce e tratamento das lesfes precursoras [1].

Nesse sentido, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), com o objetivo de
reduzir a alta taxa de mortalidade nos paises em desenvolvimento, lancou a
campanha para eliminar o cancer do colo do Gtero e apresentou os desafios até 2030:
vacinacao de 90% das meninas até 15 anos; rastreamento em 70% das mulheres
entre 35-45 anos; tratamento de 90% das mulheres diagnosticadas com lesdo pré-
invasora ou invasora [2].

E a quarta neoplasia maligna mais frequente entre as mulheres em todo o
mundo [3]. A taxa de incidéncia global é de 15,6/100.000 mulheres, variando de 7,2
na Australia a 51/100.00 em Mocambique [4]. No Brasil, em 2020, a estimativa de
novos casos foi de 16710 e 6.596 mortes em 2019 [5].

O Papilomavirus Humano (HPV) é um DNA virus da familia papilomavirus, e,
até o momento, foram identificados 216 subtipos, caracterizados como baixo, médio
e alto risco. Em torno de 40 infectam o trato genital, causando alteragdes no epitélio
cervical que vao desde condilomas até carcinoma invasor. A infecgao persistente pelo

HPV subtipos de alto risco, principalmente os HPV 16 e 18, é o principal fator
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oncogénico do cancer cervical, estando presente em aproximadamente 70% dos
casos de tumor invasor [6, 7].

As lesBes precursoras sdo geralmente assintomaticas e detectadas pelo
rastreamento da citologia com técnica de Papanicolaou. Entretanto, a eficiéncia do
teste é afetada pela elevada variabilidade interobservador e pelos altos indices de
resultados falso negativo e falso positivo [8].

Estudos recomendam o uso de imunomarcadores, como ferramenta auxiliar no
exame histopatol6gico de hematoxilina-eosina. A p16™K4a (p16) é uma proteina
supressora tumoral, amplamente estudada no ciclo de infeccdo pelo HPV. Diversos
estudos mostram que a sua superexpressao esta presente em quase 100% das
lesBes de alto grau e carcinomas, em 60% das lesdes de baixo grau e, por outro lado,

nao é detectada em células cervicais normais [9].
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REVISAO DA LITERATURA

1 Estratégias para localizar e selecionar as informacgdes

Foram realizadas buscas baseadas nas lesdes cervicais e em sua associacao
com a infeccdo pelo HPV, utilizando associacdes das palavras HPV, HSIL, cervical
cancer, cervical screening, p16 e Ki-67 nas bases de dados, Pubmed, Scielo e Lilacs,

nos ultimos cinco anos (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultado da busca de referéncias nas seguintes bases de dados.

Palavras-chaves Pubmed Scielo Lilacs
HPV 14891 313 439
Cervical HSIL 1296 11 35
Cervical cancer 25580 593 758
Cervical cancer 11671 169 248
screening

pl6 and HPV 1261 7 30
Ki-67 and HPV 190 1 1

Fonte: dados de pesquisa.

Apos foi realizado o cruzamento das palavras e utilizado os seguintes termos

em cada base de dado abaixo apresentadas.

e Pubmed

Lesbes cervicais, HSIL:
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(Uterine Cervical Neoplasms[mh] OR Uterine Cervical Neoplasm*[tw] OR
Cervix Neoplasm*[tw] OR Cancer of the Uterine Cervix[tw] OR Cancer of the
Cervix[tw] OR Uterine Cervical Cancer[tw] OR Cancer of Cervix[tw] OR
Squamous Intraepithelial Lesions of the Cerviximh] OR Squamous
Intraepithelial Lesions of the Cervix[tw] OR HSIL [tw])

AND
HPV:

(Papillomaviridae[mh] OR Papillomaviridae[tw] OR Human Papilloma Virus*[tw]
OR Human Papillomavirus[tw] OR HPV [tw])

AND

(P16 protein, human[Supplementary Concept] OR Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor p16[mh] OR Cyclin Dependent Kinase Inhibitor p16[tw] OR p16INK4
Protein[tw] OR P16[tw]

AND

Ki-67:

Ki-67 Antigen[mh] OR Ki-67[tw] OR Ki 67[tw]) = 278
Scielo

("uterine cervical neoplasm” OR "cervical cancer") AND (“HSIL” OR "Squamous
Intraepithelial Lesions of the Cervix") AND (“Papillomavirus” OR “HPV”) AND
(“p16'NK4a” OR “p16”) = 48

Lilacs

("uterine cervical neoplasm” OR "cervical cancer") AND (“HSIL” OR "Squamous
Intraepithelial Lesions of the Cervix") AND “(Papillomavirus” OR “HPV”) AND
(“p16'NK42” OR “p16”) = 43 — selecionados 80 artigos conforme relevancia.

Foram incluidas também as webpages Pathologyoutlines.com.
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2 Mapa Conceitual

Abaixo esta descrito o mapa conceitual.

MULHERES £ 30 ANOS

X PREVA-

HPY LENCIA

ALTO
RISCO —

! FATOR DIAGNOSTICO

! CAUSAL L ANATOMO- MESMA )
[ IEAG PATOLOGICO IMUND- EXPRESSAC EM
" | EMAIOR ISTOQUIMCA E;ij:“‘m
GRAVIDADE P16/Ki-67 ]
" | CONFIRMA
DIANOSTICO?

As lesbes intraepiteliais de alto grau (LIEAG) sédo as verdadeiras lesdes
precursoras do cancer de colo uterino [6]. Tem como fator necessario a infeccao
persistente de um HPV oncogénico, com maior frequéncia os subtipos 16 e 18,
associado aos fatores de risco, como tabagismo, imunossupressao, inicio precoce das
relacbes sexuais, multiplicidade de parceiros, multiparidade, outras infeccdes
sexualmente transmissiveis (IST) e baixo nivel socioeconémico [7]. Embora seja um
cancer de evolucédo lenta e que passa por periodos de lesdes precursoras, o indice
de mortalidade segue alto nos paises em desenvolvimento [1, 4, 10].

O “LAST Project” Projeto de Padronizacdo de Terminologia Escamosa

Anogenital Inferior para LesGes associadas ao HPV, copatrocinado pelo College of
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Amenican Pathologists (CAP) e pela American Society for Colposcopy and Cervical
Pathology (ASCCP) (2012), passou a recomendar o uso apropriado dos
biomarcadores por sua alta especificidade e sensibilidade, com o objetivo de aumentar
a precisao diagnostica dessas les@es e facilitar a comunicacdo entre patologistas e

outras especificidades médicas [9, 11].

3 Neoplasia intraepitelial cervical (NIC)

A neoplasia intraepitelial cervical (NIC) é uma lesdo do epitélio escamoso da
cérvice uterina, induzida pela infeccdo do HPV, cuja maturacdo anormal ndo vai além
da camada basal do epitélio. Sua classificacdo citologica é dividida em lesdo
intraepitelial de baixo grau (LIEBG) ou NIC 1 e lesao intraepitelial de alto grau (LIEAG)
ou NIC 2/3 [12, 13].

A LIEBG (NIC 1), associada ao HPV de baixo risco, sobretudo os HPV 6/11,
dificilmente progridem para um cancer invasor; por outro lado, as LIEAG (NIC 2/3),
causadas pelos subtipos oncogénicos, na grande maioria HPV 16/18, sé&o
consideradas as verdadeiras lesGes precursoras do cancer cervical.

Destaca-se que as lesdes glandulares ndo possuem a subclassificacdo
anterior, estando o adenocarcinoma in situ (AlS) associado a NIC em 50% dos casos

[14, 15, 16].

3.1 Etiologia e fatores de risco



19

A infeccédo persistente pelo HPV de alto risco € a principal causa de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) e carcinoma invasor de colo do Gtero [7, 10].

O HPV pertence a familia papillomaviridae, virus com uma cadeia de DNA de
dupla hélice, que possui em torno de 8.000 bases nitrogenadas, que codificam todas
as funcdes do virus, e seu genoma esta dividido em 3 regibes: Early “E” ou regido
precoce (E1-E7), Long Control Region “LCR “ou regidao reguladora ou “URR”
Upstream Regulatory Region e Late “L” ou regido distal (L1-L2) [17, 18].

Quanto a regido Early, esta é assim denominada por apresentar precocemente
as suas proteinas no ciclo viral, tem a E6 e E7 como as mais relevantes, por seu grau
de expresséo estar diretamente relacionado ao grau de lesao cervical [19].

Entre os inUmeros subtipos, os de alto risco sdo reconhecidos como o principal
fator oncogénico no cancer de colo uterino e das suas lesdes pré-neoplasicas. Os
mais frequentes sdo o HPV 16 e 18, presentes em torno de 70% dos casos de cancer
cervical, seguidos de outros 9 subtipos, que sédo os HPV 31, 33, 35, 39,45, 51, 53, 56,
58, 59 [20].

J& os subtipos 6 e 11 produzem verrugas e lesBes com baixo risco de
progressdo. Em lesbes de baixo grau, o DNA do HPV se encontra de forma epissomal,
e, nas lesdes de alto grau, o DNA HPV se integra ao DNA da célula [21].

O processo oncogénico do HPV é determinado pela expressédo desregulada
das proteinas virais E6 e E7 durante a divisdo celular. Ele infecta as células epiteliais
da cérvice, formando particulas virais que se espalham pela camada basal, iniciando-
se, desta forma, o processo de neoplasia intraepitelial. As células pré-neoplasicas

resultam da integracdo do DNA do HPV no genoma celular do hospedeiro com a
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superexpressao continua das oncoproteinas . A E6 se liga a proteina p53, levando a
sua degradacdo, e a E7 se liga e inativa a proteina do Retinoblastoma (pRb),
interferindo na regulacao do ciclo celular, causando uma proliferacéo descontrolada e
favorecendo o avanco das lesdes intraepiteliais cervicais [18, 22, 23].

E a infeccéio de transmissdo sexual mais frequente no mundo. Estima-se que
cerca de 80% das mulheres irdo se contaminar com o HPV, principalmente nos 5
primeiros anos, apés o inicio da vida sexual. Com o0 passar dos anos e 0 maior
conhecimento sobre a evolucao do virus, os protocolos de rastreamento, seguimento
e tratamento das lesfGes precursoras passaram a ser mais conservadores. Apesar dos
altos indices de prevaléncia da infeccdo pelo HPV, a maioria é transitéria e
autolimitada, com taxas de eliminacdo espontanea em torno de 80% em 6 a 24 meses.

A patrtir dos 30 anos de idade, € mais frequente a progressao da leséo [5, 15, 24].

3.2 Rastreamento e diagndstico

A estratégia de rastreamento populacional do cancer de colo uterino tem como
objetivo identificar precocemente as lesdes precursoras (NIC 2/3), visando diminuir a
taxa de incidéncia de leséo cervical invasora e impactando positivamente a diminuigédo
da mortalidade [15, 16].

De acordo com o Ministério de Saude e o Instituto Nacional de Céncer (INCA),
0 rastreamento deve ser realizado dos 25 anos aos 64 anos na populagéo
sexualmente ativa. Os dois primeiros exames devem ser realizados com intervalo

anual e, se ambos os resultados forem negativos, 0s proximos exames devem ser
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realizados a cada trés anos. Esta indicacdo estd baseada na baixa incidéncia de
cancer cervical e na alta prevaléncia de infeccéo transitoria pelo HPV em pacientes
jovens. O rastreamento antes dos 25 anos ndo causa um impacto importante na
incidéncia ou mortalidade por cancer de colo do utero [1]. J& a Federacao Brasileira
das Associacdes de Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO) orienta que o
rastreamento seja iniciado aos 21 ou aos 25 anos [15].

A American Cancer Society (ACS), assim como algumas sociedades europeias,
também recomenda que o rastreamento comece aos 25 anos e termine aos 65. O
intervalo das avaliacdes esta na dependéncia dos métodos disponiveis: citologia, teste
de DNA-HPV ou coteste (citologia e teste de DNA-HPV) e devem ser realizados a
cada 3 ou 5 anos [25, 26, 27].

A OMS/OPAS preconizam trés tipos de triagem na atualidade, de acordo com
0s recursos disponiveis de cada Pais [28]:

- Citologia convencional (CC) e citologia em base-liquida (CBL);

- Inspecao visual com &cido acético;

- Teste de HPV para subtipos especificos de alto risco.

1. Citologia: o citopatolégico de colo uterino ou Pap test ou exame de
Papanicolaou tem por finalidade rastrear e identificar pacientes portadoras de lesdes
precursoras ou invasivas no colo uterino, tendo em vista que este cancer se inicia com
uma leséo pré-invasiva, curavel em quase 100% dos casos [29]. E realizada de duas
maneiras: convencional ou em meio liquido, ambas com sensibilidades semelhantes.
A citologia liquida tem custo maior e permite a pesquisa de HPV, Chlamydia e

Neisseria no mesmo material [30].



22

A citologia convencional, colhida da ectocérvice e da endocérvice, com
espatula de Ayre e cytobrush, é a estratégia de rastreamento recomendada pelo
Ministério da Saude no Brasil [1].

2. Colposcopia: € um exame realizado com um microscopio que visualiza a
vagina e o colo do atero, com uma lente de aumento, chamada “colposcopio”.
Possibilita ver a extenséo e a gravidade da leséo e dirige a biopsia na area de maior
gravidade [31, 32].

A citologia do colo uterino e a colposcopia foram introduzidas no Brasil a partir
de 1940, e hoje sdo realizados aproximadamente 12 milhdes de exames
citopatolégicos pelo Sistema Unico de Sadde (SUS) [1, 5].

3. Teste de Biologia Molecular: é utilizado como ferramenta diagnéstica no
rastreamento, diferenciando lesdes benignas de lesdes com potencial pré-neoplasicas
e, No seguimento, apos tratamento de uma lesao precursora [33].

4. Bidpsia: o laudo histopatoldgico da o diagnéstico confirmatorio.

Os testes de biologia molecular utilizam principalmente as seguintes
metodologias [34, 35]:

Captura Hibrida (CH) consegue diferenciar os grupos de HPV de alto risco dos
HPV de baixo risco, porém néo identifica o subtipo especifico.

Hibridizagdo in situ (HIS) ndo € considerada um teste diagndstico pela
necessidade de outra técnica adicional para detectar o tipo viral.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma reacdo enzimética que resulta

na multiplicacdo de copias de seguimentos de genomas virais em amostras de DNA
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e na amplificacdo da regido L1 do HPV. E a Unica técnica utilizada de forma confiavel
em cortes de tecido fixados com formalina.

O Teste Cobas (4800 HPT Test), aprovado pela Food Drug Administration
(FDA), € um PCR em tempo real que detecta individualmente o HPV16 e 18 e outros
12 gendtipos de HPV de alto risco agrupados.

O rastreamento, baseado em teste de HPV, tem maior sensibilidade e
reprodutibilidade com menor variabilidade, quando é comparado com a citologia
convencional ou em base liquida, o que acarreta um namero maior de colposcopias.
Consequentemente, um maior numero de neoplasia intraepitelial cervical (NIC 3) e de
cancer cervical é diagnosticado [36].

A deteccdo do DNA-HPV de alto risco é capaz de identificar 90% das LIEAG
ou cancer cervical. Sdo mais de 40 subtipos carcinogénicos HPV que produzem
infeccbes persistentes com risco de progressdo das LIEAG. Nao esta indicada a
genotipagem em pacientes jovens, abaixo de 30 anos, porque essa faixa etaria, na
sua grande maioria, apresenta infeccdo autolimitada, com eliminacdo espontanea da
leséo e, em grande parte, o clearance do virus [37, 38].

Desta forma, a maneira mais eficaz e confidvel de reduzir a mortalidade por
essa neoplasia maligna € encorajar as mulheres a participarem de um programa de
rastreamento organizado. Nos EUA, cerca de metade das mulheres diagnosticadas
com cancer cervical nunca foram submetidas ao Papanicolaou ou, pelo menos, nédo
realizaram o exame nos ultimos 5 anos. Assinala-se que 0s canceres em pacientes
adolescentes e no inicio da segunda década de vida sdo de progressao rapida, fogem

da histéria natural da doenca e, na sua grande maioria, ndo seréo diagnosticados por
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técnicas de rastreamento viaveis [39, 40]. Nesse contexto, € preciso lembrar que o

diagnostico se baseia na triade: citologia + colposcopia + biopsia (histologia).

3.3 Tratamento das lesGes precursoras

O tratamento das lesdes precursoras vai depender do grau de displasia e dos
fatores de risco associados.

No caso das LIEBG, a conduta, no geral, é conservadora, pois existe a
eliminacéo espontanea da lesdo em torno de 70-80% apds um seguimento de 2 anos
[41]. As LIEAG regridem espontaneamente em torno de 15-20%. Estudos mostram
que somente as lesdes das mulheres com HPV de alto risco irdo progredir para uma
lesdo mais grave — cerca de 10% em 30 meses. Sendo assim, o tratamento oportuno
e adequado da LIEAG diminui a chance de progressao para a doenca invasora,
impactando, de maneira positiva, a incidéncia e a mortalidade do cancer de colo [25,
36, 41].

1. Tratamentos ablativos: (crioterapia, termo ablacdo e laser de di6xido de
carbono) sdo métodos ambulatoriais, de baixo custo, que ndo necessitam de
anestesia e apresentam taxas de sucesso superiores a 90% em pacientes
adequadamente selecionadas. Como limitacdo, ndo fornecerem peca cirargica para
avaliagdo histopatologica da leséo e de suas margens [42, 43].

2. Métodos excisionais: fornecem tecido para avaliacdo anatomo patoldgica e

sdo meétodos seguros e efetivos, os quais sao detalhados a seguir [44].
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Conizacdo com lamina fria: é a biopsia alargada do colo uterino, com a retirada
de tecido em um formato de cone, abrangendo a ectocérvice e incluindo toda zona de
transformacao e o canal endocervical. Atualmente, é indicado quando ha suspeita cito-
histopatolégica de lesdo invasora ou adenocarcinoma in situ ou microinvasao
diagnosticada em biopsia.

LLETZ (Large Loop Excision of the Transformation Zone), LEEP (Loop
electrosurgical excision procedure) ou CAF (cirurgia de alta frequéncia): trata-se da
excisdo ampla da zona de transformacdo, realizada por um equipamento
eletrocirargico que contém uma alca, a qual combina corte com hemostasia, 0 que
permite ressecar a maior parte da lesdo de uma vez sO, sem prejudicar a avaliacao
histopatoldgica. Diversos estudos mostram a mesma efetividade, quando comparada
a conizacao a frio, entretanto gera menos efeitos adversos gestacionais, como parto
prematuro e estenose de canal cervical [45, 46].

Em 2013, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) passou a recomendar o
método “ver e tratar “(do inglés see and treat). Em paises de poucos recursos, com
altas taxas de incidéncia e falta de profissionais de saude e infraestrutura, é utilizada
a inspecao do colo com acido acético (VIA) e, se alterada, € preciso que seja feito o
tratamento imediato com ablacé&o (crioterapia ou termo ablacdo) ou CAF. Tal conduta
€ preconizada na primeira consulta, o que reduz o tempo entre a captacdo e o
tratamento, evitando-se, assim, uma eventual perda de seguimento da paciente. O
teste do HPV é o método mais indicado para rastreamento nesses paises. Quando

comparados os dois métodos, percebe-se que o teste de HPV fornece maior acuracia
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diagndstica das lesfes precursoras e impacta positivamente a reducdo da mortalidade
[1, 5, 47, 48].

Em agosto de 2020, a Assembleia Mundial de Saude aprovou uma resolucéo
gue adotasse uma estratégia global, a fim de acelerar a eliminacéo do cancer de colo
uterino, acabando com o sofrimento desnecessario de um cancer que pode ser

prevenido e tratado. [8, 49, 50].

4 Imuno-histoquimica

Imuno-citoquimica: é a técnica de identificacdo de epitopos que analisam o
material citopatolégico (esfregaco sanguineo, aspirado ou swabs).

Imuno-histoquimica: € a técnica com 0 mesmo objetivo da imuno-citoquimica,
porém, com analise anatomopatoldgica (corte de tecido parafinado ou congelado) [51,
52].

O primeiro marco histérico importante nessa area foi a conjugacdo de um
anticorpo em soro de coelho antipneumococcus para detectar antigenos, no qual fora
utiizado um corante fluorescente. Essa técnica foi realizada por um médico
patologista e imunologista, professor Albert Hewett Cools e colaboradores, do
departamento de Bacteriologia e Imunologia de Harvard em 1941, e o artigo publicado
fora em 1942 [53]. Albert Hewett Cools revolucionou a imunologia e biologia celular
com técnicas de imunofluorescéncia, para detectar antigenos, anticorpos e proteinas
antigénicas nas células e tecidos. O referido método é considerado um divisor de

aguas na Anatomia Patoldgica, por possibilitar a combinacdo de um marcador a um
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anticorpo, sem lesar a ligacdo estabelecida e possibilitar a visualizacdo microscopica
dos locais onde se encontram o epitopo e o parotopo. Entretanto, com o passar dos
anos, investigadores e patologistas vém desenvolvendo técnicas cada vez mais
detalhadas, para “aumentar a marcacgao”, ou seja, a coloragédo que esta associada ao
antigeno [54, 55].

A imuno-histoquimica é uma técnica integral, mundialmente difundida, que
avalia a associacdo de biomarcadores com as alteragcdes morfolégicas, oferecendo,
portanto, maior reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade no diagndstico de
diversas doencas infecto-parasitarias, degenerativas, neoplasicas, entre outras [55].

Na ultima década, houve um avanco no desenvolvimento de biomarcadores
tumorais. Eles fornecem ferramentas de biologia molecular que auxiliam no
diagnéstico precoce, prognadstico, eficacia de tratamento e risco de recorréncia nas
neoplasias. E cada vez mais evidente que, com o avanco da tecnologia
multidisciplinar, haja um alcance maior na precisdo diagndéstica, 0 que propicia um

tratamento individualizado e eficaz, com boa relacdo custo-beneficio [56, 57].

4.1 Biomarcadores

Os biomarcadores, utilizados nesta pesquisa, sao apresentados a seguir.
1. P16INK4-alfa: proteina supressora de tumor, codificada pelo gene CDKN2A,
gue impede a progressao para a fase S do ciclo celular e inibe complexos
quinase-dependentes. Nas infec¢des persistentes pelo virus HPV de alto risco,

h& supresséo da proteina retinoblastoma (pRb), como consequéncia da acao
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modulada pela oncoproteina E7, o que leva a exacerbacdo do pl6. Sendo

assim, a expressdo aumentada do pl6 esta diretamente relacionada a

infeccdo de um HPV de alto risco. Sua coloracdo € pouco prevalente em

lesGes de baixo grau e ndo cora células epiteliais cervicais normais. Quando

superexpressa, da ao citoplasma uma colacao marrom [58].

Sua coloracdo também esta na presenca em lipossarcomas, linfomas,
adencarcinoma gastrico e pulmonar, carcinoma neuroenddécrino e vem sendo cada
vez mais utilizada em outros tumores ginecoldgicos [59].

Conforme o estudo LAST, o pl6 deve ser utilizado para definir o diagnéstico
diferencial de lesdo de alto grau na morfologia de Hematoxilina-Eosina (HE), com
lesbes que mimetizam lesdes de alto grau, atrofia, metaplasia escamosa e alteracfes
epiteliais reparativas. Nos casos de NIC 2, quando ha duvidas entre a manifestacao
de infeccao pelo HPV (LIEBG) ou uma leséo pré neoplasica (LIEAG), o p16 negativo
é favoravel a uma lesédo de baixo grau ou doenca néo relacionada ao HPV, entretanto
a superexpressao do marcador caracteriza a lesédo de alto grau.

Assinala-se que nédo é recomendada de rotina, quando a avaliacéo histologica
da biépsia for NIC 1 ou negativa, exceto quando a citologia for ASC-H, LIEAG e ASC-
US com HPV 16+ [12, 60, 61].

Foi descrito pela primeira vez em 1983 e se expressa em todas as fases do
ciclo celular ativo, exceto nas iniciais GO e G1. E uma proteina nuclear que da ao
nacleo celular uma coloracdo vermelha. Sua expressdo € proporcional ao indice
mitotico, e a sua exacerbacgdo esta intimamente relacionada ao grau de proliferacéo

celular. Apresenta-se na camada parabasal do epitélio escamoso estratificado da
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cérvix. Quando existe a infeccao pelo HPV de alto risco, observa-se a sua coloracéo
em 2/3 do epitélio nas displasias moderadas e, em toda a sua espessura, nas
displasias graves ou carcinoma in situ [62].

O Ki-67 é utilizado para diferenciar tumores malignos e benignos, como
neuroendaocrinos, hipofisarios, sarcomas, preditor de mau progndstico nos canceres
de bexiga e prostata, cordoma e em neoplasias mamarias, juntamente com ER, PR e

HER [59, 63].
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4.2 Protocolos utilizados para a realizacdo das imuno-histoquimicas

1. Anticorpo: p16 INK4a (G175-405) Zeta Corporation

A reacdo imuno-histoquimica foi realizada na plataforma de automacéo

Benchmark ULTRA® (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona).

1. As amostras, em bloco de parafina, foram cortadas em micrétomo regulado
para 3um, e cada lamina recebeu, adicionalmente, um controle positivo.

2. A desparafinizacéo foi realizada no equipamento pelo reagente EZ PREP.

3. A recuperacdo antigénica foi realizada com o tampéo CC1 (Cell Conditioning
1), pH 9,0, a 100°C por 64 minutos.

4. O anticorpo primario anti p16, clone G175-405, da marca Zeta Corporation, foi
incubado por 40 minutos na temperatura de 38°C.

5. Apés a incubacdo do anticorpo primario, ocorreu a deteccédo da reacao pelo
sistema de deteccdo OptiView DAB IHC Detection Kit (mutimeros+ linker),
utilizando o cromégeno diaminobenzidina (DAB), presente no kit.

6. As laminas, entdo, foram contracoradas com hematoxilina de Mayer,
diferenciadas com o bluing reagent (Li2CO3+ Na2CO3) e examinadas apds

desidratacdo e montagem.

2 Anticorpo: anti Ki67 (30-9) Roche
A reacdo imuno-histoquimica foi realizada na plataforma de automacao

Benchmark ULTRA® (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona).
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1. As amostras, em bloco de parafina, foram cortadas em micrétomo regulado
para 3um, e cada lamina recebeu, adicionalmente, um controle positivo.

2. A desparafinizacao foi realizada no equipamento pelo reagente EZ PREP.

3. A recuperacao antigénica foi realizada com o tampé&o CC1 (Cell Conditioning
1), pH 9,0, a 95°C por 64 minutos, seguida do bloqueio da peroxidase, com o
reagente Ultra View Universal DAB Inhibitor (H202 a 3%), presente no sistema
de deteccéo.

4. O anticorpo primario anti Ki-67, clone (30-9), da marca Roche, foi incubado por
16 minutos na temperatura de 37°C.

5. Apos a incubacdo do anticorpo primario, ocorreu a detec¢do da reacao pelo
sistema de deteccdo Ultra View Universal DAB detection kit, (mutimeros),
utilizando o cromégeno diaminobenzidina (DAB), presente no Kkit.

6. As laminas, entdo, foram contracoradas com hematoxilina de Mayer,
diferenciadas com o bluing reagent (Li2CO3+ Na2CO3) e examinadas ap0s

desidratacdo e montagem.

Os estudos mostram que o ideal é que um marcador tenha 100% de
sensibilidade e especificidade, mas ainda nédo foi possivel encontrar nenhum com
essas caracteristicas [64].

A seguir, sdo apresentadas a Figura 1, que trata da classificacdo das displasias
cervicais; a Figura 2, da expressado imuno-histoquimica da proteina ki-67, detectada
por anticorpos primarios, resultado de uma coloracdo vermelha; a Figura 3, da
expressdo imuno-histoquimica da proteina p16, detectada por anticorpos primarios,

resultado de uma colora¢cdo marrom.
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Figura 1 - Classificacao das displasias cervicais.

Cytology LSIL HSIL |

Hisology | conNt1 | cn2 | CIN3 '

| Normal I Very mild/ I Moderate | Severe | nsitu T Invasive |
mild dysplasia  dysplasia dysplasia carcinoma carcinoma

Fonte: Diretrizes Brasileiras para rastreamento do cancer do colo do Utero (2016).

Figura 2 - Expressao imuno-histoquimica da proteina ki-67, detectada por
anticorpos primarios, resultado de uma coloragéao vermelha.

Fonte: Setor de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (2021).
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Figura 3- Expressao imuno-histoquimica da proteina p16, detectada por anticorpos
primarios, resultado de uma coloracdo marrom.

S

-

Fonte: Setor de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (2021).
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JUSTIFICATIVA

A identificagdo de biomarcadores em lesdes intraepiteliais de mulheres jovens

pode auxiliar na deciséo de tratamentos mais conservadores.
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HIPOTESES

Hipotese nula

P16 e Ki67 ndo auxiliam no diagndstico e no progndéstico de lesbes precursoras

em mulheres com até 30 anos.

HipoGtese alternativa

P16 e Ki67 sdo biomarcadores que auxiliam no diagnéstico e determinam o

prognéstico de lesdes precursoras em mulheres com até 30 anos.
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OBJETIVOS

Principal

e Determinar a expressao de p16 e Ki67 nas lesfes intraepiteliais de alto grau

em pacientes com idade igual ou inferior a 30 anos.

Secundarios

¢ Relacionar a expressao de positividade de p16 com a expressao de
positividade de Ki-67.
e Correlacionar a expressao de pl16 e Ki-67 com as variaveis clinicas e com

desfecho — recidiva ou progressao
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Abstract

Background: Immunohistochemistry is a technique that evaluates the association of
biomarkers with morphological changes, offering higher level of reproducibility,
sensitivity and specificity in the diagnosis of various neoplasms, with p16, associated
with high-risk HPV and Ki-67 with cell multiplication. Objective: To determine the

expression of p16 and Ki67 in high-grade intraepithelial lesions in patients aged 30
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years or younger and correlate with clinical variables and relapse or progression.
Methods: Retrospective cross-sectional study, in women diagnosed with HSIL, treated
at the gynecology outpatient clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, from April
2004 to April 2016. Results: Were evaluated 68 patients. The median (md) age of the
was 27 years and 47 (69.1%), non-smokers. Only 21 (30.9%) of them had finished
High School and 5 (7.4%) had Higher Education. Considering the histological
characteristics, among the patients, 53 (77.9%) had the diagnosis of cervical
intraepithelial neoplasia (CIN) 3, and 15 (22.1%), cervical intraepithelial neoplasia
(CIN) 2. Almost all were positive for pl6INK4a and Ki67 (97.1% and 98.5%,
respectively) and 65 (95.6%) were discharged from the outpatient clinic, and only 1
(1.5%) had a recurrence of the lesion during follow-up. P16INK4a and Ki67 were
positively related (Spearman, p=0.702, p<0.001). The analyzes showed neither
correlation between pl16 and Ki67 with the variables of interest (age, parity, smoking
and immunosuppression) nor with clinical outcome (recurrence or progression).
Conclusion: P16 and Ki67 biomarkers did not help in the diagnosis and prognosis of

precursor lesions in women aged up to 30 years.

Keywords: High-grade cervical intraepithelial lesion; Cervical cancer; HPV;

Biomarkers; p16, Ki-67.

Introduction

High grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) are associated with persistent

infection by human papillomavirus virus (HPV). Of an oncogenic subtype in 70% of the
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cases HPV 16 and 18, and are the precursor lesions of cervical cancer. [1, 2].
Approximately 5% of CIN 2 and 15% of CIN 3 will progress to an invasive lesion. [3, 4]
Treating CIN when necessary and performed in a timely manner, the cure rate is
approximately 100%. [5] It is only by HPV vaccination programs, organized screening,
and appropriate treatment of pre-invasive lesions that a positive impact on cervical
cancer incidence and mortality can be achieved. [6, 7, 8, 9]

Cervical cancer is the fourth most common malignancy among women
worldwide. The global incidence rate is 15.6/100,000 women, ranging from 7.2 in
Australia to 51/100.00 in Mozambique. [7, 10, 12, 13] In Brazil, the estimative of new
cases was 16,710, and 6,596 deaths in the year 2020. [14]

Immunohistochemistry is a technique that evaluates the association of
biomarkers with morphological changes, offering greater reproducibility, sensitivity and
specificity in the diagnosis. [15] The p16 biomarker is used by many pathologists to
make the diagnosis of HSIL more efficient, and its staining is overexpressed in
infections, caused by a high-risk of HPV. Ki-67 is expressed in all phases of the active
cell cycle, except for the initial GO and G1. [16] Its exacerbation is closely associated
with the rate of cell multiplication. [17, 18] According to the criteria, defined by the
LAST project (The Lower Anogenital Squamous Terminology) of the American Society
for Colposcopy and Cervical Pathology (ASCCP) and The College of American
Pathologists (CAP), to reclassify an HPV-associated lesion, LIEAG in LIEBG with
regard to immunohistochemistry for p16, if negative, favors clinical follow-up, avoiding,
therefore, unnecessary surgeries, especially in young patients, in which follow-up

migth influences their reproductive future. [19, 20, 21, 22]
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The objective of this is study was to associate the expression of these markers

in the HSIL in young (less than 30 years old) patients.

Methods

It was a retrospective cross-sectional study, carried out with women diagnosed
histological with HSIL, treated at the gynecology outpatient clinic of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, a tertiary university hospital in South of Brazil, from April 2004
to April 2016. Patients aged up to 30 years or under were selected, with histological
diagnosis of HSIL.

The immunohistochemical reaction was performed on the Benchmark ULTRA®
automation platform (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona): Antibody pl6
INK4a (G175-405) Zeta Corporation: As a sample, they were cut into a paraffin block
on a microtome set to 3um, and each slide additionally received a positive control.
Dewaxing was performed on the instrument using the EZ PREP reagent. Antigen
retrieval was performed with the conditioner CC1 (Cell Conditioning 1), pH 9.0, at
100°C for 64 minutes. The primary anti p16 antibody, clone G175-405, from Zeta
Corporation, was incubated for 40 minutes at 38°C. After the primer incubation, the
reaction was detected by the OptiView DAB IHC Detection Kit detection system
(multimers+ linker), using the chromogen diaminobenzidine (DAB). The slides, then,
with differentiated Mayer differentiation, with Mayer blution reagents (LiICO3+ Na2) and
examinations with the slides after separation were assembled. Antibody: anti Ki67 (30-

9) Roche: The samples, in paraffin block, were cut in a microtome set to 3um, and
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each slide additionally received a positive control. Deparaffinization was performed on
the instrument using the EZ PREP reagent. Antigen retrieval was performed with CC1
buffer (Cell Conditioning 1), pH 9.0, at 95°C for 64 minutes, followed by peroxidase
blocking, with the Ultra View Universal DAB Inhibitor reagent (3% H202), present in
the detection system. The primary anti Ki-67 antibody, clone (30-9), Roche brand, was
incubated for 16 minutes at 37°C. After the incubation of the primary antibody, the
reaction was detected by the Ultra View Universal DAB detection kit (multimer)
detection system, using the chromogen diaminobenzidine (DAB), present in the Kkit.
The slides were then counterstained with Mayer's hematoxylin, differentiated with the
bluing reagent (Li2CO3+ Na2CO3) and examined after dehydration and mounting.

All immunohistochemistry slides were reanalyzed by two pathologists from the
Department of Pathology of Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

The study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

Demographic and clinical data (age, diagnosis, education, parity, smoking,
comorbidities, and immunosuppression) and follow-up for 12 and 24 months after
treatment were collected from the hospital records. Patients with LSIL, atrophy,
metaplasia and 3 patients with squamous cell carcinoma were excluded.

Data were input in the SPSS program, version 18.0 [SPSS Inc. Released 2009.
PASW Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.]. Descriptive
analyzes were expressed by measures of central tendency and dispersion: for
guantitative variables by means + standard errors of means (xSME) or by medians

(md) and interquartile ranges (IQR, 25th and 75th percentiles), according to the
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Shapiro-Wilk normality test, for qualitative variables by absolute (n) and relative (%)
frequencies. To identify possible associations between qualitative variables of interest,
the Qui-squared test was used, with adjusted residual analyses. Besides, Spearman
correlations were conducted between the variables of interest in the study. In all

analyses, the significance level was set at 5%.

Results

Considering all previously analyzed patients (N=110). Of these, 21 (19.1%) of
the histological slides were unavailable for analysis. In addition, another 21 (19.1%)
were excluded because they did not meet all the inclusion criteria: (2, due to wear of
the histological slides; 1, presence of artifact or pre-analytical defect of fixation; 1,
atrophy; 1, low-grade lesion; 3, squamous cell carcinoma; and 13, metaplasia).
Therefore, the final sample analyzed consisted of 68 patients. (Figure 1).

The median (IQR) age at diagnosis was 27.0 (18.0 — 29.0) years, ranging from
18 to 30 years. Most patients were self-declared non-smokers (69.1%), multiparous
(35.3%) or primiparous (39.7%), with incomplete Elementary School (35.3%) or
complete High School (30.9%) in relation to educational level. Considering the total,
17 (23.9%) women had some comorbidity, namely: 10 (14.7%), HIV/AIDS; 3 (4.4%),
hepatitis C; 2 (2.9%), systemic arterial hypertension; 2 (2.9%), epilepsy; 1 (1.5%),
diabetes mellitus; 1 (1.5%), Crohn's disease. Of the total, 11 (16.2%) had
immunosuppression, namely: 10 (14.7%), HIV/AIDS; 1 (1.5%), Crohn's disease; and

11 (16.2%), immunosuppression (Table 1).
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The histological characteristics, 53 (77.9%) patients had cervical intraepithelial
neoplasia CIN 3, and 15 (22.1%), CIN 2. Almost all had positive P16INK4a and Ki-67,
that is, 66 (97.1%), and 67 (98.5%), respectively. Eventually, 65 (95.6%) were
discharged from the outpatient clinic, and only 1 (1.5%) relapsed during follow-up.
Three (4.4%) did not undergo follow-up after diagnosis (Table 2).

Patients with CIN 2 were discharged from the outpatient clinic after a follow-up
of 12-24 months without recurrence. Only one of the patients with CIN 3 relapsed
during follow-up. She had positive immunohistochemistry for both markers, and
multiparity was the only risk factor she had. She received additional surgical treatment

and, at follow-up, was discharged from the outpatient clinic.

The analyzes did not show correlations between any of the variables of interest
(age, age less than or equal to 30 years, parity, smoking and immunosuppression) with
the markers studied (P16INK4a and Ki-67 positive), and there was no correlation
between recurrence or progression of disease (Spearman correlations, p>0.05 for all
analyses). Apart from that, P16INK4a and Ki-67 were positively related (Spearman,

p=0.702, p<0.001) (Table 3).

Discussion

Based on the results, 68 women with a median age of 27 years were evaluated.

It was observed that immunohistochemistry, for the focused markers, was positive in

most of the pieces analyzed, as 66 (97.2%) were positive for p16, and 67 (98.6%), for
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Ki-67. The staining for p16 was negative in only 2 (2.8%) CIN 3, and among these, 1
(1.4%) was also negative for Ki-67.

Regarding the number of patients with HSIL, we had a small sample when
compared to a study carried out in 2016, in Western Australia, based on the Western
Australian Data Linkage System. During a 10-year period, the incidence of HSIL was
much higher, 2,692 patients aged 18 to 24 years had histological diagnosis (CIN 2),
but 59.5% had spontaneous resolution of the lesion in 24 months of clinical follow-up
without the need for surgery. In our research, only 15 patients were diagnosed with
CIN 2 and all underwent surgery. [4]

Unlike our results, a study carried out in India for the International Agency for
Research on Cancer (IARC) from 2010 to 2015 selected patients between 30 and 60
years old, healthy and not pregnant. They underwent screening with hybrid capture
(HR-HPV test) and inspection of the cervix with acetic acid, those who had both tests
positive underwent colposcopy and biopsy as needed. Women diagnosed with CIN
(CIN 1=128; CIN 2=68; CIN 3=52) were selected for the p16 and Ki-67 immunostaining
Slides were analyzed in France by a gynecological pathologist. A small amount of
immunohistochemistry was found for p16 and Ki-67 positive, 24.4% for CIN 1 and a
greater amount 47.6% positive for CIN 2 and 60.5% for NIC 3. They concluded that
immunohistochemistry as a technique adjuvant can improve diagnostic accuracy in
routine histopathology and concluded that dual staining can be used as an auxiliary
tool to improve diagnostic accuracy. [23] Likewise, in the Certain study (In the CERvical
Tissue Adjunctlve aNalysis), 1100 biopsies diagnosed with CIN2/3 divided into 275

cases by stratified randomization were evaluated. All HE slides were read by 17 to 18
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surgical pathologists. And after carrying out the immunohistochemistry of pl16 and
rereading by the least specialists. There was an improvement in diagnostic agreement
by 4.7%, driven by an increase in sensitivity and specificity, 11.5 and 3% respectively,
ensuring better treatment without treating more patients. [24].

However, during a first phase of this study, where all immunohistochemistry
tests were positive, Stoler et al criticized this system, which prioritized the costs of
immunohistochemistry rather than considering the clinical importance for patients,
what is best for them and what is needed for them. Findings and conclusions
compatible with our analyses.

In both studies mentioned above, immunohistochemistry improved diagnostic
reproducibility, but we could not reach the same finding because
immunohistochemistry was positive for most analyses, which has no statistical value
for such a statement.

Only 1 patient relapsed during follow-up and, therefore, immunohistochemistry
was not found to be a risk factor for relapse or progression. Unlike our analyses, a
survey carried out in Italy in 2021 by Lukic and colleagues evaluated 62 patients under
the age of 35 years. All with histological diagnosis of CIN 2, 31 (50%) of them with
positive immunohistochemistry for P16 and the other half negative. After 2 years of
treatment 19.4% had LSIL and 6.5% HSIL on cytology. In 5 years of follow-up: 9.7%
of the patients progressed from CIN 2 to CIN 3. Of the patients who presented negative
P16, none progressed. And after 2 years of treatment 3.2% had LSIL on cytology. They
found a higher risk of persistence, recurrence and greater progression from CIN 2 to

CIN 3, when p16 is positive. [25]



54

It is possible that there are higher chances of recurrence or progression when
immunohistochemistry is positive for both markers, so surgical treatment is more
appropriate than clinical follow-up, even in young patients.

Our study was carried out with a small number of patients, all of whom had a
histological diagnosis of CIN 2/3, or which may have been a delimiting fact for our

analyses.

Conclusion

Most patients were positive immunohistochemistry for both markers, and there
was no correlation with clinical outcome. Although the staining was positive in the
markers, the use of this technique is not justified, considering the additional cost
generated to the Health System. We expected a greater number of negative
immunohistochemical tests because patients under 30 years of age were analyzed. A

future study with a larger sample is necessary for more accurate results.
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Figure 1- Participant selection flowchart. Caption: n — absolute frequency
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Table 1 — Sociodemographic characterization of the analyzed patients

Variable Total (N=68)
Age at diagnosis (in years) — md (IQR) 27.0 (24.0 — 29.0)
(Minimum — Maximum) (18.0 — 30.0)
Schooling — n (%)
Incomplete Elementary School 24 (35.3)
Complete Elementary School 9(13.2)
Incomplete High School 9 (13.2)
Complete High School 21 (30.9)
High Education 5(7.4)
Parity — n (%)
Nulliparous 15 (22.1)
Primipara 27 (39.7)
Multipara 24 (35.3)
INO 2(2.9)
Smoking — n (%)
No 47 (69.1)
Yes 19 (27.9)
INO 3(2.9)
Comorbidities — n (%)
No
HIV/AIDS 49 (72.1)
L 10 (14.7)
Hepatitis C 3 (4.4)
Systemic arterial hypertension 2 (2.9)
Diabetes mellitus '
. 1(1.5)
Epilepsy
Crohn's disease 2(2.9)
1(1.5)
INO 2(2.9)
Immunosuppression— n (%)
No 55 (80.9)
Yes 11 (16.2)
INO 2(2.9)

Legend: md — median. IQR — interquartile range (25th — 75th percentiles). n — absolute frequency.
n% — relative frequency. INO — information not obtained. HIV — human immunodeficiency virus. AIDS

—acquired immunodeficiency syndrome.
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Table 2 — Pathological changes and outcomes.

Variable Total (N=68)

Anatomopathological — n (%)

NIC II 15 (22.1)
NIC 1l 53 (77.9)
P16'NK4a — n (%)
Negative 2 (2.9)
Positive 66 (97.1)
Ki67 — n (%)
1 (1.5)
Negative
67 (98.5)
Positive
Clinical outcome — n (%)
Outpatient discharge 65 (95.6)
INO 3(4.4)

Legend: n— absolute frequency. n% — relative frequency. CIN — cervical intraepithelial
neoplasia. NSA — not applicable. INO — information not obtained. P16INK4a and Ki67

— immunohistochemical markers.
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Table 3 — Correlations between variables of interest

Ki67* P16*

Variable

P p-value P p-value
Ki67* 1.000 - 0.702 <0.001
P16* 0.702 <0.001 1.000 -
Age 0.207 0.090 0.018 0.885
Age <25 years 0.165 0.178 0.054 0.664
Parity 0.178 0.153 0.178 0.153
Smoking 0.081 0.510 0.081 0.510
Immunosuppression 0.055 0.658 0.055 0.658

Legenda: p — Spearman correlation coefficient. p — index of statistical significance.

P16INK4a and Ki67 — immuno histochemical markers.
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CONSIDERACOES FINAIS

A imuno-histoquimica vem sendo muito utilizada para melhor reprodutibilidade
diagnostica sobre as displasias intraepiteliais cervicais, principalmente quando h&
davidas na sua classificacdo e nas alteracdes que possam mimetizar lesdes, bem
como quando h& discordancia entre patologistas em relagdo ao diagndstico.

Nesta pesquisa, ndo se comprovou beneficio com o uso desta técnica e, até o
momento, 0 seu uso rotineiro ndo esta justificado, pois tal conduta acarreta mais
gastos com Saude Publica, sem trazer uma real vantagem para o tratamento e

seguimento de nossas pacientes.
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PERSPECTIVAS

Os marcadores sdo muito importantes para melhorar a sensibilidade e
reprodutibilidade do diagndstico das neoplasias intraepiteliais cervicais e, com isto,
evitar procedimentos cirdrgicos desnecessarios principalmente em pacientes jovens.

Salienta-se ainda que devem ser realizados outros estudos com um maior

namero de pacientes, a fim de compreender melhor o papel dos marcadores em foco.



ANEXO | — Instrumento de coleta de dados

1. IDENTIFICACAO
Numero identificador:
Data de nascimento:
Prontuario:

Data da primeira consulta:

2. ACHADOS CITO/HISTOPATOLOGICOS
Resultado anatomopatolégico:
Data diagnéstico:

Procedimento diagnostico:

3. CARACTERISTICAS CLINICAS

Idade no diagndstico:

Paridade:

Imunossupressdo: ( ) NAO () SIM - Qual:
Tabagismo: ( ) NAO ( ) SIM

Observacgoes:

4. TRATAMENTO

Procedimento cirdrgico: ( ) NAO () SIM

Tratamento n&o cirargico: ( ) NAO () SIM - Qual (is):
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5. IMUNOISTOQUIIMICA
Imunomarcacéo de P16: ( )NAO ( ) SIM

Imunomarcacéo de ki-67: ( ) NAO () SIM

6. SEGUIMENTO
Normal /Alta: ( )NAO  ( )SIM

Recidiva durante o seguimento: () NAO ( )SIM
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