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RESUMO

Objetivo: Avaliar a associacdo entre graduacdo histolégica e a expressao
imunoistoquimica para P16iNK4a, hTert e ki67, a fim de estabelecer o
comportamento dessas lesdes quanto a recorréncia durante o seguimento de dois
anos.

Pacientes e Métodos: Estudo de coorte histérica incluindo 94 mulheres, em que
foram analisados 3 grupos de pacientes com lesdes intraepiteliais cervicais de baixo
(NIC 1) e alto grau , classificadas em NIC Il e lll, submetidas a conizacéo, a fim de
determinar a recorréncia da doenca conforme a expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos P16iNK4a, Ki67 e hTert.

Resultados: A idade média das pacientes foi de 38,2 anos. Nas pacientes com NIC |,
houve maior frequéncia de P16iNK4a ausente, nas pacientes NIC Il ou I/ll observou-
se maior frequéncia com P16iNK4a <10%. Nas pacientes NIC Ill observou-se maior
frequéncia de expressdo de P16iNK4a (>50%). Na categoria NIC | houve mais
pacientes com Ki67 <10% e menor frequéncia de Ki67 (>50%). Na categoria NIC Il
houve menos pacientes na categoria Ki67 <10% e no grupo NIC Il e lll houve mais
pacientes com Ki67 ausente. Ndo houve associacdo entre a expressao do marcador
imunoistoquimico hTert e graduacdo histoldgica. Quando comparadas as
expressdes dos marcadores entre sujeitos com e sem recorréncia, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas

Concluséo: Houve uma associacdo estatisticamente significativa entre P16iNK4a,
P16iNK4aM e Ki67 e a graduacao histolégica, entretanto ndo houve diferenca
estatistica na expressao desses marcadores em relacdo a recorréncia da doenca no
periodo avaliado.

Descritores: neoplasia intraepitelial cervical, imuno-histoquimica, recidiva.



ABSTRACT

Objective: To evaluate association between histological grade of low (CIN 1) and
high-grade intraepithelial cervical lesions (CIN 1l and |[ll) and the
immunohistochemical expression of p16INK4a, hTert and ki67 in order to establish
the behavior of these lesions and recurrence during follow-up of two years.
Patients and Methods: a historical cohort study of 94 women to analyze 3 groups of
patients with low (CIN 1) and high-grade (CIN Il and Ill) cervical intraepithelial lesions
underwent to knife, to determine the recurrence of disease associated to expression
of immunohistochemical markers p16INK4a, Ki67 and hTERT.

Results: Mean age of the patients was 38.2 years. Patients with CIN I, there was a
lower pl6INK4a expression, while in patients CIN Il or | / Il a higher frequency of
p16INK4a <10% was observed. In patients with CIN Il there was a higher frequency
of p16INK4a expression (> 50%). There were more patients with Ki67 <10% of the
cell population and lower frequency of Ki67 expression (> 50%) in CIN I. In CIN Il
there were fewer patients in the category Ki67 <10% and CIN Il and IIl group there
were more patients with absent expression of Ki67. There wasn't association
between hTert and histological grade. When comparing the markers between
subjects with and without recurrence there was no statistically significant difference.
Conclusion: There was a statistically significant association between pl6INK4a,
P16iNK4aM and Ki67 and histological grade, however there was no statistical
difference in the expression of these markers in relation to recurrence of disease
during the study period.

Keywords: cervical intraepithelial neoplasia, recurrence, immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O céancer de colo uterino € a terceira neoplasia maligna mais comum entre as
mulheres (90% dos casos em paises em desenvolvimento), sabe-se que no Brasil
corresponde a 9,3% das neoplasias ginecoldgicas. Mundialmente, sao
diagnosticados 500.000 novos casos por ano, sendo responsavel por 250.000
mortes anuais (1). Cerca de 75 a 80% dos canceres cervicais sao de ceélulas
escamosas, 0S casos remanescentes sao mais frequentemente adenocarcinomas
(2). Aproximadamente 54% dos casos de céancer cervical ocorrem nos paises
asiaticos e 80% das mortes relacionadas a ele ocorrem em paises em
desenvolvimento; estima-se o aumento para 90% em 2020 (3). Os dados
epidemioldgicos e experimentais tém ligado o céancer cervical a infec¢cdes por
determinados gendtipos do papilomavirus humano (HPV). Dos 120 tipos de HPV,
sabe-se que pelo menos 40 deles infectam o epitélio genital; muitos deles sao
transitorios, mas o principal fator de risco para neoplasia intraepitelial cervical é a

infeccdo cervical persistente por genoétipos de alto risco (4).

O diagnéstico precoce permite o tratamento curativo, para tanto se faz
necessario o rastreio com citopatologia cervical anualmente. O Instituto Nacional do
Cancer (INCA) recomenda que o rastreio seja feito a cada 3 anos apés dois exames
negativos consecutivos em pacientes com idade entre 25 e 64 anos, desde que as

amostras sejam satisfatérias e representativas da juncédo escamo-colunar (5).

A neoplasia maligna de colo uterino € precedida por uma longa fase de lesao
precursora. Essa fase comumente € assintomética, sdo as neoplasias intraepiteliais
cervicais (NIC), e pode perdurar por um periodo de 10 a 20 anos. O HPV é o0 mais
importante agente causal isolado na patogénese dessa doenca (6). A infeccao
genital por esse virus é a doenga sexualmente transmissivel mais comum no mundo
(7). No ano de 1976 Zur Hausen demonstrou a relagao entre a infeccao pelo HPV e
o surgimento de neoplasias do trato genital. Cerca de 35 subtipos de HPV infectam o
trato genital, os tipos 16 e 18 estdo presentes em 70% dos cénceres cervicais
escamosos e 80% de todos os adenocarcinomas, enquanto os tipos 6 e 11 sdo
responsaveis principalmente pelas verrugas genitais (2, 8). O risco de adquirir o

virus durante a vida € cerca de 80% (2), apesar da infeccado ser mais frequente em
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mulheres jovens sexualmente ativas, detecta-se uma prevaléncia relativamente alta
em mulheres pos-menopausicas (decorrente da reativacdo de infec¢des adquiridas
anteriormente ou infec¢cdo adquirida de novos parceiros sexuais nessa fase da vida)
(2, 9); estimando-se que 630 milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas pelo
virus (1). Entretanto, a infeccdo normalmente € transitéria, com resolucdo
espontanea em 70% dos casos no periodo de um ano (1). Aproximadamente 10%
das mulheres com exames citopatologicos (CP) normais sédo portadoras de HPV,
todavia naquelas que apresentam lesdes em colo uterino esse niumero atinge 90 a
100% (10); o HPV é encontrado em 100% das amostras de pacientes com
carcinoma cervical ou NIC Il (11). A prevaléncia de HPV em exames citopatoldgicos
normais pode variar de 1,6 a 41,9% conforme o pais avaliado; entretanto, sabe-se
gue nessas pacientes, 70% das infec¢cdes causadas pelo virus séo decorrentes dos
subtipos de alto risco (12). A infeccao é mais comum em pacientes jovens, como ja
relatado, e na maioria dos casos é transitéria (6 a 14 meses). Outros fatores de risco
para infeccdo também incluem comportamento sexual, idade, fumo, paridade e uso
de contraceptivos (1, 6). Num trabalho com adolescentes brasileiras entre 15 e 19
anos, publicado em 2013, encontrou-se 30 diferentes subtipos de HPV (24,8% alto
risco, sendo mais frequente o HPV 16) e a prevaléncia de HPV nesse grupo foi de
28%. Nesse estudo, a alta prevaléncia em adolescentes associava-se ao numero de
parceiros sexuais; nessa populacdo, a alteracdo no exame citopatolégico
correlacionava-se com a presenca de um ou multiplos tipos de HPV, mas a co-

infeccdo por varios subtipos é que estava associada a progressao da doenca (13).

Os dados da literatura mostram que as les@es intraepiteliais de alto grau
(LIEAG) correspondem a 9,7% dos exames alterados; e 1 a 2% das biépsias
realizadas diagnosticam carcinoma invasor. Além disso, 1% das NIC |, 5% das NIC II
e 12% das NIC Il progridem para cancer invasor (14). (Tabela 1)

Tabela 1: Histéria natural da neoplasia intraepitelial (14, 15)

% REGRESSAO % PERSISTENCIA PROGRESSAO PROGRESSAO PARA
PARA CIS CA INVASOR
NIC I* 57% 32% 11% 1%
NIC II* 43% 35% 22% 5%

NIC 1I* 32% 56% 12% 12%
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*Nomenclatura de 1968, Richart, R., pré-Bethesda 1991. NIC I: lesdo intraepitelial de baixo grau (LIEBG); NIC II, lll e CIS (Carcinoma in situ):
alto grau (LIEAG).

Por outro lado, em relacdo a NIC II, estudos mostram que o0 seu
comportamento é controverso, ha registros de que um grande nimero dessas lesdes
regride espontaneamente (regressao em 55% dos casos num periodo de 4 a 6 anos)
(6); e que a persisténcia dessa lesdo apds 3 anos de acompanhamento € de 40,8%
naquelas pacientes com HPV 16, 17,5% com HPV 18 e 10% com outros HPVs de
alto risco. Também se observa que as lesdes por NIC Il ttm menor associa¢cdo com
0s subtipos de HPV 16 e 18 com o avancar da idade (16, 17). Concomitantemente, a
literatura descreve que o NIC Il € o diagndstico menos reproduzivel, com uma taxa
de concordancia inter-observador de aproximadamente 50%, enquanto para NIC Il
€ de cerca de 87% (18). Em relacdo as lesdes intraepiteliais de baixo grau (LIEBG),
sabe-se que correspondem a 2,3% dos rastreios citopatoldgicos, algumas dessas
lesbes sd@o causadas por gendtipos de alto risco (5). O HPV 16 pode estar presente
em 26,3% delas, enquanto os HPVs 6 e 11 em 12,1%. As LIEBG positivas para HPV
16 e 18 tém maior probabilidade de progresséao para cancer de colo uterino (esses
genotipos estdo presentes em 35% das LIEBG e sdo responsaveis por 70% das
neoplasias malignas de colo uterino) (19). No estudo de Zhou et al, com 808
pacientes, os genoétipos de HPV de alto risco foram encontrados em 74% das

amostras citolégicas de LIEBG (20).

Apesar de estar bem estabelecido o principal agente causal associado as
neoplasias intraepiteliais cervicais e ao cancer de colo uterino, o diagnéstico acurado
dessas lesbes precursoras do cancer cervical permanece um desafio, visto que é
fator determinante de prognostico e de sobrevida. E inquestionavel a associagéo do
HPV na génese da maioria das lesbes cervicais. Por outro lado, nem todas as
pacientes infectadas pelo virus apresentam a mesma evolucao da doenca, ja que tal
comportamento esta ligado a fatores ambientais, imunidade, genética da hospedeira
e fatores celulares (21). Observa-se que a infec¢do pelo HPV oncogénico ndo é
suficiente para a imortalizacdo da célula epitelial hospedeira. Alteracdes
epigenéticas e genéticas que ocasionam o descontrole do ciclo celular s&o
necessarias para a aquisicdo do fenétipo imortal, dentre elas ocorrem modificagcbes

covalentes do DNA e proteinas histonas que alteram a sequéncia e a metilacdo do
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DNA (22). O uso de marcadores moleculares tem auxiliado a histopatologia na
definicdo de casos duvidosos e para identificar mulheres de alto risco para

recorréncia (21, 23).

A P16iNK4a, uma proteina supressora tumoral, esta superexpressa nos casos
de displasia, apresentando alta sensibilidade por correlacionar-se com a severidade
da displasia. Estudos atuais propdem que a P16iNK4a € um biomarcador util para
lesbes de alto risco e para predizer progressdo nas lesdes de baixo risco. Tais
trabalhos mostram uma associagédo significante entre grau da lesdo cervical e
distribuicdo e intensidade da expressao da P16iNK4a (presente em todas as LIEAG
e em 80% das LIEBG - 26,6% com lesdes de alto risco para progresséao) (18, 23).
Quando utilizado como método de triagem para ASC-US, apresenta alta
especificidade e auséncia de perda de sensibilidade em relacéo ao teste HPV. Na
triagem das LIEBG, mostra-se menos sensivel, entretanto mais especifica do que o
teste do HPV, entdo, em virtude disso, mulheres com LIEBG com P16iNK4a
negativo ndo devem ser referenciadas ao protocolo habitual de rastreamento do
cancer de colo uterino (24). A P16iNK4a também apresenta maior especificidade e
valor preditivo negativo (VPN) que a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para o
HPV, por traduzir a atividade viral potencialmente precursora de evolucdo para
carcinoma (25). A positividade NIC Il e Ill / P16iNK4a mostra uma sensibilidade de
83,5% e um valor preditivo positivo (VPP) de 80,1%, ja a sua superexpressao mostra
sensibilidade de 84%, especificidade de 98%, VPP de 83,5% e VPN de 86% na
deteccdo de HPV de alto risco (18). Conforme Cardoso et al, que avaliou 76
mulheres com LIEAG - NIC lll, a contagem no campo de P16iNK4a superior a 167
células / mmz2 (117,1 - 369,8) infere que séo pacientes de alto risco para recorréncia
com necessidade de controle rigoroso. O risco de recidiva da doenca nesse grupo
foi de 30% (P < 0,001; risco de recorréncia de 10%, de doenca residual de 17% e de
invasdo de 3%) (21). Lambert et al demonstrou associacdo entre esse marcador e
graduacdo histologica das lesbes cervicais em uma populagdo do nosso servico
(26). Todavia, em outro estudo com amostra também do nosso hospital, ndo houve
correlacéo significativa entre superexpressédo de P16iNK4a e prognostico das lesdes
cervicais (27). As recomendacdes finais aprovadas em 2012 pelo Colégio de
Patologistas Americanos e pela Sociedade Americana de Colposcopia e Patologia

Cervical para o uso de biomarcadores, para clarificar interpretacdes histologicas e
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elucidar a acuracia diagndstica, concluiu o uso do marcador acima para esse fim,
visto que somente o P16iNK4a é reconhecido no contexto da biologia do HPV ao
refletir a ativacéo da proliferacao celular via E6 e E7 (28). Como ja mencionado e, ao
contrario de outras displasias, esse marcador esta superexpresso nas pacientes
infectadas pelo HPV. A presenca de oncoproteinas E6 e E7 explica essa
superexpressdo, a proteina E7 inativa a proteina Rb, enquanto a E6 induz a
degradacdo do gene supressor tumoral p53. A inativacdo do Rb libera esse
marcador do controle de feedback negativo, causando aumento nos seus niveis e

replicagéo celular descontrolada (29, 30).

O Ki67 € um outro marcador celular de proliferagcdo expresso em todos 0s
estagios do ciclo celular, exceto na fase GO, e que ndo esta envolvido
especificamente no processo carcinogénico cervical, contudo, tem um valor preditivo
independente para graduar e avaliar progressdo da doenca. Sabe-se que a
progressao para cancer € baixa nos casos em que esta presente em menos de 30%
do terco médio do epitélio (6). Conforme Queiroz et al, tal marcador e a P16iNK4a
mostram maior associagdo com graduacdo histolégica em relacdo a outros
marcadores (p53 e ciclina D1), o primeiro com 84,7% de associacdo e o ultimo com
77,4% (31). Quando se avalia a associagdo desses dois marcadores com exames
citopatolégicos com diagnostico de Atipias de Significado Indeterminado (ASC-US) e
LIEBG, mostraram alta acuracia no diagnoéstico de LIEAG e maior especificidade
comparadas a pesquisa de HPV de alto grau (32). Avaliando o Ki67, proteina
expressa em células em diferentes etapas de proliferacdo, como método para avaliar
progressdo de NIC | e NIC I, estudou-se 90 pacientes: dessas, 17% progrediram
para NIC Il (8% do grupo NIC | e 20% do NIC Il), nenhuma delas estava no grupo
do Ki67 de baixo risco para progressao, enquanto 30% delas estavam (células
positivas no minimo em 1/3 do epitélio) (33).

A telomerase é um complexo enzimatico ribonucleico que permite a
manutengao do teldomero em 90% dos casos de cancer. O teldbmero é a porgéao final
do cromossomo humano composto por bandas repetidas da sequéncia TTAGGG
(que tem papel importante na regulacdo da replicacdo celular). Portanto, a
telomerase é uma DNA polimerase RNA dependente que catalisa a adigcdo de

sequéncias repetidas de telébmeros na porcéao distal do cromossomo. Nas células
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7

somaticas normais, a atividade da telomerase é baixa ou indetectavel, e os
teldbmeros se encurtam a cada divisao celular (34, 35). A hTerc é uma subunidade
dela que interrompe a apoptose celular. A deteccéo dela distingue lesdes de baixo e
alto grau para progressdo para cancer, com sensibilidade e especificidade
superiores a 90% e também se correlaciona com a severidade da displasia. A hTerc
foi encontrada em 21,1% das NIC | (57,8% delas com HPV de alto risco), 81,5% das
NIC Il e 100% dos carcinomas (78,5% deles com HPV de alto risco) (34). Ja a hTert
€ a transcriptase reversa da telomerase, sendo o mais importante fator na formacao
da telomerase funcional. A ativacdo da telomerase estabelece a manutengcéo do
comprimento do teldmero e, consequentemente, a imortalidade celular no processo
de progressao e, em varias neoplasias malignas, do comportamento de manutencao
de populacdes celulares de diferentes imunofendtipos agressivos (35, 36). A hTert
esta presente em 28,5% das NIC I, 87,5% das NIC Il e 95% das NIC Il (36). Em
outro estudo, a hTert mostrou sensibilidade de 81%, especificidade de 79% e
acuracia de 80% no diagnostico de neoplasias intraepiteliais cervicais (35). Portanto,
0 avanco da doenca associa-se previsivelmente com o aumento da instabilidade
gendmica em pacientes infectadas (34). No estudo de Wisman, que avaliou 77
pacientes, a positividade para telomerase humana foi de 7% (50% eram hTert) nas
NIC I, 54% (36% hTert) nas NIC Il e 70% (61% hTert) nas NIC Il (37).

Dentre os tratamentos existentes para o0 manejo das neoplasias intraepiteliais
cervicais, nosso hospital realiza a técnica de conizacdo e a de excisao
eletrocirirgica da zona de transformacédo (LEEP). A primeira técnica esta indicada
nos casos de colposcopia insatisfatoria, lesdes recidivantes, lesdes com
comprometimento glandular, suspeita de microinvasdo, adenocarcinoma in situ ou
atrofia cervical. As vantagens dessa técnica sdo a possibilidade de resseccdo da
lesdo e avaliacdo de margens sem a presenca de artefatos de fulguracdo pela
passagem de corrente elétrica, contudo € um procedimento que remove maior
volume de estroma cervical, o0 que poderia acarretar desfechos reprodutivos
adversos. A técnica de LEEP pode ser feita naquelas lesdes restritas ao colo ou
naquelas com colposcopia satisfatéria e com lesdo que envolve no maximo 1
centimetro do canal endocervical. Esse procedimento € mais facil, e pode ser feito
em ambulatério sob anestesia local. Por outro lado, as margens podem ser

inadequadas para avaliacdo, devido aos artefatos histoldgicos causados pelo dano
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térmico, tem maior risco de sangramento e causar estenose cervical em até 6% das
pacientes (5, 21, 38, 39).

A literatura recomenda que as pacientes devem ser seguidas por no minimo
um ano com CP e colposcopia semestralmente apés o LEEP ou a conizagéo, por ser
o periodo de maior risco de recorréncia das lesdes cervicais (2, 40). A taxa de
recorréncia de LIEAG ap0s excisao cirurgica pode ser de 5 a 10%. (Tabela 2) Como
ja mencionado anteriormente, a recorréncia e a persisténcia estdo diretamente
associadas ao subtipo de HPV presente na lesdo. Além disso, a recorréncia e a
doenca residual podem ser vistas naquelas pacientes submetidas a histerectomia
com conizacgao prévia mostrando excisdo completa da lesdo (doenca residual em 20
a 35% dos casos). De acordo com Baloglu et al, os subtipos 16 e 18 foram

identificados em 82,4% das lesbes persistentes num grupo de 42 pacientes (41).

Tabela 2: Recorréncia de LIEAG ap0s conizacédo / LEEP

Recorréncia

Debarge, 2003 (42) 2%
Sarian, 2004 (43) 10,2%
Lindeque, 2005 (39) 15%
Prato, 2008 (44) 9,4%
Cardoso, 2013 (21) 10,5%

Tendo em vista as taxas de complicacBes associadas ao tratamento cirdrgico
dessas lesbes (conizacdes), tais como, sangramento, estenose de orificio cervical
externo, infertilidade, encurtamento de colo uterino e risco de trabalho de parto
prematuro, incompeténcia istmo-cervical, fetos com baixo peso, risco de parto
cesareo e ruptura prematura de membranas (45), analisar a associacdo entre
recorréncia ap6s tratamento cirdrgico e a expressdao dos marcadores
imunoistoquimicos conforme a graduacdo das lesdes intraepiteliais de alto e baixo
grau permitiria a suspensdo de um seguimento clinico rigoroso e reduziria
sobrediagndstico e sobretratamento nas pacientes acometidas por essa doenca.

Até o momento, ndo h& descricdo da avaliacdo concomitante dos trés
marcadores imunoistoquimicos - P16iNK4a, Ki67 e hTert nas lesdes intraepiteliais

de alto e baixo grau; a literatura descreve estudos que avaliam isoladamente cada
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marcador, mais frequentemente para lesbes de alto grau, entretanto com escasso
material acerca da subdivisdo dessas lesdes em NIC Il e lll, afim de que se pudesse
avaliar o seu comportamento e risco de recorréncia. Como ja descrito, 0 Unico
marcador que tem utilidade bem estabelecida na avaliacdo de progressao, e ndo de
recorréncia, dessas lesdes é a P16iNK4a (28), os demais marcadores ainda sao
pouco estudados e, portanto, ha poucos trabalhos publicados em relacédo ao Ki67 e
a hTert, ndo apresentando acuracia estabelecida para o emprego na pratica clinica,
embora parecam mostrar diferenca conforme a sua expressao entre as lesdes de
alto e baixo grau (32, 33, 46, 47). Além disso, a literatura médica mostra estudos
com populagbes de tamanho amostral pequeno, que se mostram estatisticamente
significativos quanto a essas discrepancias, permitindo o reconhecimento do perfil
de agressividade das lesfes cervicais através de métodos nao invasivos (21, 31). O
comportamento da NIC Il ainda é incerto, e até 0 momento essa leséo é tratada da
mesma forma que a NIC lll, conduta uniformizada a partir do consenso de Bethesda
de 1991, entretanto, nos ultimos anos tém-se questionado a sua agressividade, pois
comporta-se de forma dubia, com significativo nimero de casos com boa evolucao,
regressdo espontdnea ou comportamento indolente (6, 18). Portanto, o
estabelecimento de marcadores de risco de recorréncia em relacdo a esse tipo de
lesdo é inovador, a fim de que se possa definir quais delas necessitam tratamento
cirdrgico e quais sejam passiveis de se manter em seguimento. Essa resposta ainda

nao existe na literatura.
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2. JUSTIFICATIVA

Em virtude do diagndstico frequente de lesbes intraepiteliais de alto grau na
populacdo jovem, o estudo visa a avaliacdo do comportamento das neoplasias
intraepiteliais de baixo e alto graus quanto a sua subdivisdo em NIC I, NIC Il e NIC
lll. A avaliacdo do grau histologico associado ao estudo imunoistoquimico poderia
demonstrar que a NIC Il apresenta um comportamento de menor agressividade em

relacdo a NIC Il no seguimento apds tratamento cirdrgico.
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3. HIPOTESES

1. As pacientes com maior risco de doenca residual e recorréncia, independente
da graduacdo da NIC, apresentam perfil imunoistoquimico com maior
expressao para P16iNK4a, Ki67 e hTert.

2. No grupo de pacientes com LIEAG, aquelas com NIC Il diferem no seu perfil

imunoistoquimico em comparacéao as com NIC II.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO PRINCIPAL:

e Avaliar a associacdo entre GRADUACAO HISTOLOGICA e a expressao
imunoistoquimica para P16iNK4a, hTert e Ki67, a fim de estabelecer o
comportamento dessas lesfes quanto a recorréncia durante o seguimento de
dois anos.

4.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS:

e Avaliar o perfil epidemiolégico das pacientes portadoras de lesdes
intraepiteliais cervicais assistidas no ambulatorio de Oncologia Ginecolégica
do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

e Avaliar o perfil imunoistoquimico dos marcadores P16iNK4a; Ki67, hTert
nessas pacientes por método semi-quantitativo da area de reacdo
imunoistoquimica.

e Relacionar a graduacao histopatologica com perfil imunoistoquimico.
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5. PACIENTES E METODOS

5.1. DESENHO DO ESTUDO

Este foi um estudo de coorte histérica, em que foram analisados 3 grupos de
pacientes com lesdes intraepiteliais cervicais de baixo (NIC I) e alto grau (NIC 11 e 1lI)
submetidas a conizacdo ou a cirurgia de alta frequéncia. As pacientes foram

seguidas por dois anos, a fim de determinar a recorréncia da doenca.

5.2. TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho da amostra foi calculado a partir de alfa 0,05 e beta de 0,9, com

magnitude de efeito 0,8. Participaram do estudo 94 pacientes.

5.3. AMOSTRA

Pacientes do ambulatério de ginecologia do hospital Sdo Lucas da PUCRS
submetidas a conizacdo ou a cirurgia de alta frequéncia por lesfes intraepiteliais de
alto e baixo graus (pacientes com exame citopatolégico cervical seguido por
colposcopia com biopsia das areas suspeitas, com diagndstico subsequente de
LIEBG e LIEAG) recrutadas por amostragem de conveniéncia (consecutiva). Todos
0s casos do estudo foram revisados por um segundo patologista com experiéncia
diagnéstica superior a vinte anos. Foi preenchido um protocolo de coleta de dados

gue consta de dados de anamnese e de diagndéstico anatomopatoldgico. (Anexo A).

5.4. CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes a partir de 18 anos submetidas a LEEP ou conizagdo com
seguimento poés-cirurgico semestral (CP de colo uterino, colposcopia e bidpsia de
colo se necessario) por no minimo dois anos no ambulatério de ginecologia do
Hospital S&o Lucas da PUCRS, e respectivas pecas cirargicas com margens livres

de neoplasia intraepitelial cervical.



24

5.5. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes menores de 18 anos, pacientes portadoras do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) ou com outras desordens imunossupressivas ou
doencas que necessitassem de imunossupressores (transplantes, doencas

imunologicas) e gestantes.

5.6. TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA

A técnica de imunoistoquimica foi realizada em tecidos fixados em formalina e
incluidos em parafina. O método de deteccao utilizado para pesquisa de antigenos
em tecidos foi avidina-biotina peroxidase. Foram realizados cortes histolégicos com
3um de espessura em micrétomo rotativo Leica RT2150. As laminas foram
desparinifizadas em estufa histolégica por 20 minutos com temperatura de 69°C, 2
incubacdes em xilol por 5 minutos cada, 5 incubacdes com alcool etilico 99° por 2
minutos cada, lavagem em agua corrente até remocao completa e depois mantidas
em tampéao PBS. A recuperacédo antigénica foi realizada utilizando tampao citrato pH
6,0 por 20 minutos em microondas. A atividade da peroxidase endogena foi
blogueada com solucdo de peréxido de Hidrogénio a 5% em alcool metilico com 2
incubacdes de 15 minutos cada e o bloqueio de ligacdes inespecificas foi realizada
com leite em po6 desnatado 10% em tampdo PBS. A incubacdo com o anticorpo
primario foi realizada em incubadora BOD a 5°C por pelo menos 8 horas. Para
deteccdo da reacdo antigeno-anticorpo foi utilizado anticorpo secundario biotinilado
e complexo avidina-HRP. A marcacado foi realizada utilizando como cromogeno a
Diamina Benzidina (DAB, DAKO). Por fim as laminas foram contra coradas utilizando
Hematoxilina de Harris, desidratadas em uma série de alcool etilico 99°, clarificadas
em xilol e montadas com balsamo do Canada. Os clones utilizados para os
marcadores foram E6H4 para P16iNK4a, MML1 para Ki67 e 2C4 para hTert.

Para deteccdo de P16iNK4a, Ki67 e hTert foram utilizados como controles
negativos, laminas sem neoplasia intraepitelial cervical; e foram utilizados como

controles positivos laminas com neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (NIC 1lI).
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5.7. INTERPRETACAO DA P16iNK4A, Ki67 e hTert

A coloracao nuclear foi considerada positiva para as células que expressaram
P16iNK4a. A intensidade de expressao para P16iNK4a nas neoplasias intraepiteliais
cervicais foi graduada como negativa se nenhuma das células expressaram
coloracéo, positivo se expressaram coloragao conforme percentual (menos de 10%,
11 a 50% ou mais de 50%). Também a P16iNK4a foi graduada conforme a

intensidade da coloracdo em fraca, moderada e forte (31).

A Ki67 foi considerada positiva somente se o nulcleo das células estava
corado e determinou-se o percentual de células que a expressavam em menos de
10%, 11 a 50% ou mais de 50%.

A hTert foi considerada positiva também se o ndcleo das células estava
corado. A expressao foi considerada positiva se as células expressavam coloracao e

negativa quando ndo havia expressao.

5.8. ANALISE ESTATISTICA

Foram digitados os dados no programa Excel 2010 e posteriormente
exportados para o programa SPSS v.20.0 para analise estatistica. Foram descritas
as variaveis categéricas por frequéncias e percentuais e associadas pelo teste de
Qui-quadrado. A andlise de residuos ajustados foi utilizada para detectar frequéncias
observadas maiores que as esperadas. As variaveis quantitativas com distribuicao
simétrica foram descritas pela média e o desvio padrdo, comparadas entre duas
categorias pelo teste t de Student para amostras independentes e entre trés
categorias ou mais pelo teste de Analise de Varidncia (ANOVA). As variaveis
quantitativas com distribuicdo assimeétrica foram descritas pela mediana e o intervalo
interquartil (percentis 25 e 75), comparadas entre duas categorias pelo teste de
Mann-Whitney e entre trés ou mais categorias pelo teste de Kruskal-Wallis. Foi

considerado um nivel de significancia de 5%.
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5.9. ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo Cientifica do Programa de POs-
Graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saltde e pelo Comité de Etica/PUCRS,
CAAE 39276114.6.0000.5336 (Anexo B).

A pesquisa ofereceu minimo risco ou dano a vida das pacientes, tendo em

vista que se tratou de um estudo observacional.



6. RESULTADOS

Tabela 3: Tabela descritiva das caracteristicas das pacientes
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n Medidas
avaliado descritivas
Idade, médiatdesvio padrao 93 38,2+11,7
Método Anticoncepcional (MAC), n(%) 91
LT 15 (16,5)
ACO 34 (37,4)
Vasectomia -
Condom 8 (8.,8)
Ac.injetavel 3(3,3)
Nenhum 24 (26,4)
DIU 6 (6,6)
Condom+ACO -
Implante intradérmico 1(1,1)
Fumo, n(%) 86
Sim 27 (31,4)
Nao 46 (53,5)
Ex-tabagista 13 (15,1)
Numero de filhos, mediana (intervalo interquartil) 93 2 (1-3)
Idade da primeira relacao sexual, médiatdesvio 77 16,7£3,9
padrao
NUmero de parceiros sexuais,mediana (intervalo 26 4 (3-5)

interquartil)

Trata-se de um estudo com 94 pacientes cuja média de idade foi de 38,2 anos

e desvio padrao de 11,7.

Na tabela 3 apresentamos as caracteristicas das pacientes. A maior parte das

pacientes utilizava anticoncepcional oral combinado como MAC e nao fumava.
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Tabela 4: Tabela descritiva das caracteristicas clinicas

N n(%)
Cirurgia, n(%) 94
Cone 75 (79,8)
LEEP 19 (20,2)
AP, n(%) 94
Normal 2(2,1)
Cervicite crbnica 4 (4,3)
NIC | 14 (14,9)
NIC Il 12 (12,8)
NIC Il 49 (52,1)
NIC Il e I 12 (12,8)
NIClell 1(1,1)
Recorréncia, n(%) 23 (24,5)
Recorréncia tipo, n(%) 23
NIC | 11 (47,8)
NIC II 3 (13,0)
NIC I 8 (34,8)
CP NIC | 1(4,3)

A tabela 4 mostra que as pacientes fizeram na sua maioria cone, pertenciam
ao grupo NIC Il e, dentre as recorréncias, a mais frequente foi a NIC | seguida da
NIC Ill. A recorréncia foi mais comum nas pacientes que realizaram LEEP (31%)

enguanto naquelas submetidas a conizacéao foi de 22%.
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Figura 1: NIC |
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Tabela 5: Tabela descritiva dos marcadores na amostra

n n(%)
P16iNK4a 94
<10 17 (18,9)
11 a 50 6 (6,7)
>50 39 (43,3)
Ausente 28 (31,1)
P16iNK4aM 94
Fraca 8 (8,9)
Moderada 10 (11,1)
Forte 44 (48,9)
Ausente 28 (31,1)
Ki67 94
<10 36 (38,3)
11 a50 13 (13,8)
>50 41 (43,6)
Ausente 4 (4,3)
HTert 92
Positivo 52 (56,5)
Negativo 40 (43,5)

Na tabela 5 sdo apresentadas as frequéncias dos marcadores na nossa
amostra.

Figura 4: Expressao de P16iNK4a



P16iNK4a superexpressa em
mais de 50% das células
nucleares do epitélio cervical.
Aumento de 200 vezes.

Figura 5: Expresséo de Ki67

Ki67 superexpressa em mais
de 50% das células nucleares
do epitélio cervical. Aumento
de 200 vezes.

Figura 6: Expresséo de hTert

hTerc positiva no epitélio
cervical. Aumento de 200
vezes.
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Tabela 6: Tabela comparativa da graduacdo histolégica em relacdo a expressao
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Imunoistoquimica dos marcadores

NIC | NIC I/l e ll NIC 1l NIC Il e llI P
P16iNK4a 0,026
<10 3(23)1) 5(38,5) 8 (16,7) -
11-50 - 1(7,7) 3(6,2) 2 (16,7)
>50 3(23,1) 3(23,1) 28 (58,3) 4 (33,3)
Ausente 7 (53,8) 4 (30,8) 9 (18,8) 6 (50,0)
P16iNK4aM 0,034
Fraca 2 (15,4) 2 (15,4) 4 (8,3) -
Moderada 2 (15,4) - 5(10,4) 3 (25,0)
Forte 2 (15,4) 7 (53,8) 30 (62,5) 3 (25,0)
Ausente 7 (53,8) 4 (30,8) 9 (18,8) 6 (50,0)
Ki67 0,032
<10 9(64,3) 5(38,5) 11 (22,4) 5 (41,7)
11-50 3 (21,4) 1(7,7) 9 (18,4) -
>50 2(14,3) 7 (53,8) 27 (55,1) 5(41,7)
Ausente - - 2(4,1) 2 (16,7)
hTert 0,677
Positivo 7 (50,0) 7 (53,8) 30 (62,5) 5 (45,5)
Negativo 7 (50,0) 6 (46,2) 18 (37,5) 6 (54,5)

Dados apresentados pelo n(%) e comparados pelo teste de Qui-quadrado. Dados
em negrito sado dados cujo residuo ajustado teve valor absoluto maior que 1,96.

Na tabela 6 apresentamos a associacdo entre a graduacao histolégica e a
expressdo imunoistoquimica dos marcadores. Houve uma associacao
estatisticamente significativa entre P16iNK4a, P16iNK4aM e Ki67 e a graduacédo
histol6gica. Na andlise de residuos ajustados observamos que nas pacientes com
NIC I, houve maior frequéncia de P16iNK4a ausente, nas pacientes NIC Il ou I/l
observamos maior frequéncia com P16iNK4a <10%. Nas pacientes NIC Il
observamos maior frequéncia de expressdao de P16iNK4a (>50%) e menor
frequéncia com expressao de P16iNK4a ausente. Nas pacientes com NIC |
observamos maior frequéncia de pacientes com P16iNK4aM ausente e menor com
P16iNK4aM com expressao forte, e no NIC Il observamos maior frequéncia de

P16iNK4aM forte e menor com auséncia de expressdo imunoistoquimica. Na
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categoria NIC | houve mais pacientes com Ki67 <10% e menor frequéncia de Ki67
(>50%). Na categoria NIC Il houve menos pacientes na categoria Ki67 <10% e no
grupo NIC II e lll houve mais pacientes com Ki67 ausente. Nas figuras abaixo

apresentamos estes resultados.

Figura 7: Figura comparativa do P16iNK4a entre os grupos de NIC
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Figura 8: Figura comparativa do P16iNK4aM entre os grupos de NIC
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Figura 9: Figura comparativa do Ki67 entre os grupos de NIC



34

H Fraca ™ Moderada ™ Forte Ausente

o

I 41,7
16,7

L

og

o
M
[
AN~

PERCENTUAL
I 643
I 2
B 143

0
53,8
I
I 184
I 55,1
41
z I (7

NIC 1 NICIHI/ILE 1 NIC 111 IC 11 E 111
Figura 10: Figura comparativa do hTert entre os grupos de NIC
M Positivo ™ Negativo
YL
i~
oo - ol
==
n uf
un
=

PERCENTUAL
37,5

e
=] =] b ~
fre) fra) =
II I |

NIC | NIC I/ E I NIC 111 NIC I E I11



35

edualajip rwnyuau

opueJluodua

"eAlTeIlIUBIS 91UBWERINSNLISD

oeu ‘so021B0j01sIy sneif sajuala)p SO 8.Ud O3Sl ap Salole) SO nosedwod / elagel v

SI[EA-[EXSNIY 9P SIS Lyxx ‘OPRIPEND-ING B 8158} 4« ‘(VAONY) BIOUBLIBA B 3SI[eUY 8p 9131 «

(nuenbuiayul

xxCCV'0 (1) € (CRAR% (G-€)s (Z-T) € O[eAId)Ul) eUBIPAW ‘Slenxas soligded ap 0IsWNN
«TET'0 €' /F7'6T T'€¥7'9T 8'T¥6'GT 6'C¥6'9T oeiped olinsapFelpaw ‘[enxas oedejal eiidwid ep spep]
w¥72'0 (1) € (eT)e (eT)e (€-0) 1 (Inyenbiajul ofeAlsiul) euelpaw ‘soyjl} 8P 0JWNN
(L'9T) ¢ (6'ST) £ (¥'sT) ¢ (2’01 elsibeqe)-x3
(2'99) 8 (¢'ev) 61 (8'e9) £ (6'92) OT OBN
(2'91) 2 (6'0v) 8T (8'0¢) ¥ (¥'sT) 2 wis
x86€'0 (%)u ‘ownd
x/60'0 9'/FT'0V 6'TT¥C'6E 6'CT¥6'6€ 6'TT¥8'0€ oeJped oiAsapFelpaw ‘apep|
d 1l ® 11 DIN 11l DIN 11 @ I/1l DIN | DIN

SIedIAIa siel@udaenul seisejdoau sep so2160j01siy snelb so alua 02S1l 8p Salole) sop eAleledwod glage] :/ elagel



36

Tabela 8: Comparacdo dos fatores de risco entre 0s sujeitos com e sem

recorréncia

Recorréncia

Sim N&o P

Idade, médiatdesvio padrdo 38,7+7,1 38,0+11,4 0,807*
Fumo, n(%) 0,397**

Sim 5(22,7) 22 (34,4)

Nao 12 (54,5) 34 (53,1)

Ex-tabagista 5(22,7) 8 (12,5)

Numero de filhos, mediana (intervalo 3 (1-4) 2 (1-3) 0,166***
interquartil)
Idade da primeira relacdo sexual, 17,4+3,7 16,5+4,0 0,407*
meédiatdesvio padrao
NUmero de parceiros sexuais, mediana 2 (1-4) 4 (3-5) 0,063***

(intervalo interquartil)

* Teste t de Student para amostras independentes, ** teste de Qui-quadrado,
***Teste de Mann-Whitney

Na tabela 8 comparamos os fatores de risco entre 0s sujeitos com e sem

recorréncia, ndo encontrando nenhuma diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 9: Tabela comparativa dos marcadores imunoistoquimicos entre 0s sujeitos
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com e sem recorréncia

Recorréncia

Sim N&o P
P16iNK4a 0,978
<10 4 (19,0) 13 (18,8)
11-50 1(4,8) 5(7,2)
>50 9 (42,9) 30 (43,5)
Ausente 7 (33,3) 21 (30,4)
P16iNK4aM 0,917
Fraca 2 (9,5) 6 (8,7)
Moderada 3(14,3) 7 (10,1)
Forte 9 (42,9) 35 (50,7)
Ausente 7 (33,3) 21 (30,4)
Ki67
<10 11 (47,8) 25 (35,2)
11-50 1(4,3) 12 (16,9)
>50 9(39,1) 32 (45,1)
Ausente 2 (8,7) 2 (2,8)
HTert 0,999
Positivo 12 (54,5) 40 (57,1)
Negativo 10 (45,5) 30 (42,9)

Dados apresentados pelo n(%) e comparados pelo teste de Qui-quadrado.
Quando comparamos os marcadores entre sujeitos com e sem recorréncia

nao obtivemos diferencas estatisticamente significativas, como se pode verificar na
tabela 9.

7. DISCUSSAO
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A neoplasia maligna de colo uterino €, dentre todos os carcinomas, a de maior
potencial de prevencado, entretanto torna-se um problema de saude publica, em
virtude de que estudos mostram incidéncia e mortalidade altas em paises em
desenvolvimento, enquanto é uma doenca bem controlada em paises desenvolvidos
que tém programas efetivos de rastreamento (48, 49). De acordo com Jiang et al,
diagnostica-se mais de um milh&o de casos de NIC | e cerca de quinhentos mil
casos de NIC 1l e Ill ao ano (50). Embora a coleta do citopatologico do colo uterino
reduza a incidéncia do cancer cervical, nota-se que tal método apresenta limitacdes,
tais como sensibilidade variavel de 47 a 62% e especificidade de 60 a 95% para
deteccado de NIC Il e NIC I, além de uma variacdo de 5 a 20% de falsos negativos.
Naquelas pacientes com CP apresentando ASC-US e LIEBG, a frequéncia de NIC II
varia de 5 a 22% e 9 a 30% respectivamente. Estudos mostram que os marcadores
imunoistoquimicos P16iNK4a e Ki67 tém maior acuracia em identificar lesGes
precursoras em pacientes com menos de 30 anos e CP mostrando LIEBG.
Constatou-se que a expressao desses marcadores esta associada a severidade das
lesdes histolégicas. No estudo de Possati-Resende et al, 18 pacientes realizaram
bidpsia de colo uterino, e a expressdo de P16iNK4a e Ki67 estava presente em
46,5% dos NIC I, 82,8% dos NIC Il e 92,8% dos NIC Il (48). Em nosso trabalho, que
realizou o seguimento de 94 pacientes tratadas cirurgicamente com seguimento pos-
operatorio de dois anos, a P16iNK4a esteve superexpressa pelo método
imunoistoquimico em mais de 50% das células de cada amostra em 43,3% dos
casos, apresentando intensidade forte em 48,9% dos exames. O marcador Ki67% foi
expresso em 43,6% dos casos (positiva em mais de 50% da amostra); ja a hTert foi

positiva em 56,5% dos casos analisados.

Embora a incidéncia das neoplasias malignas de colo tem-se reduzido,
observa-se diagndsticos e tratamentos excessivos de lesdes cervicais com alto
potencial de regressdo. Nesse contexto, 0 uso de marcadores imunoistoquimicos
ligados a superexpressédo de E6 e E7 na histologia auxiliam na avaliagdo dessas
lesdes (49). Conforme guidelines americanos, pacientes que apresentam neoplasia
intraepitelial cervical suspeita de alto grau e pl6INK4a superexpressa,
beneficiariam-se de tratamento cirlrgico. A positividade para esse marcador esta

ligada ao inicio da transformacdo oncogénica para desenvolvimento do céancer;



39

utilizé-la detectaria lesbes pré-neoplasicas e reduziria tratamentos desnecessarios
(49, 51, 52).

Conforme estudo de Calil et al, a P16iNK4a esta expressa em 100% das
lesBes intraepiteliais de alto grau, assim como a Ki67 tem uma expressao associada
a graduacao histolégica. A importancia da avaliacdo desses marcadores deve-se ao
fato da ampla variabilidade inter e intra-observador e pobre reprodutibilidade dos
critérios citomorfologicos utilizando hematoxilina e eosina para o diagnéstico das
neoplasias intraepiteliais cervicais, limitacdo que este trabalho procurou minimizar
pela concordancia de diagnostico entre dois patologistas: o interpretador original do
caso e o revisor. A positividade para P16iNK4a infere a necessidade de colposcopia,
pois € um marcador para NIC Il e lesdes mais agressivas. O uso desses marcadores
complementa os diagndsticos duvidosos, evitando tratamentos desnecessarios (53,
54). A analise do marcador Ki67 em NIC | e NIC Il em histologias de colo uterino é
um forte fator preditivo independente para graduacao e progressao da doenca, além
de ter uma reprodutibilidade interobservador de 100%. Entretanto, € apenas um
marcador de proliferacdo celular e ndo tem papel direto na carcinogénese do colo

uterino, traduzindo somente a taxa de proliferagéo celular (33, 55, 56).

A literatura mostra que o0s marcadores imunoistoquimicos avaliados
(P6iNK4a, Ki67, hTert) estdo claramente associados a graduacéao histoldgica, alguns
demonstram associacdo com o risco de progressao para neoplasias de alto grau e
cancer, mas nenhum deles mostra que sua superexpressdo esteja associada a
recorréncia apds tratamento. A recorréncia esta comprovadamente associada a
margens comprometidas pela doenca apds cone ou LEEP (49, 57), assim como ao
tratamento inadequado da NIC, a reinfec¢do por HPV de alto risco e a persisténcia
de infeccbes latentes por HPV (58). Idealmente, a conizacdo deve remover
completamente a lesdo, mantendo a anatomia do colo, a fim de minimizar o risco de
desfechos obstétricos adversos. A taxa de recorréncia da NIC normalmente varia
entre 5 a 10%, conforme ja citado anteriormente (21, 43, 44). Contudo, no estudo de
Serati et al, que seguiu pacientes durante dez anos, a recorréncia ocorreu em 19,4%
das excisGes com margens livres, e foi duas vezes mais comum apos o LEEP (57).
Outro trabalho constatou que n&o houve diferenca nas taxas de doenca residual e
recorrente associada ao tipo de procedimento com remocdo incompleta da leséo

cervical (22% LEEP X 27% conizacdo), metanalise com 5137 casos. Além disso,
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concluiu que a taxa de recorréncia de doenca de alto grau quando removida
completamente é de 3% comparada a 18% quando permanece lesao no colo uterino
(50). Na metanalise de Rositch et al, a idade média entre 30 e 34 anos, assim como
a incidéncia de HPV de alto risco estiveram associadas a recorréncia (58). Muitos
autores corroboram que o envolvimento de margem apds tratamento cirdrgico € um
dos mais fortes preditores para doenca residual e recorrente (59). Embora tenha
sido incluido apenas pecas cirurgicas com margens livres na populacdo do estudo
realizado no HSL, a incidéncia de recorréncia foi de 24,5%, que é elevada
comparada as taxas descritas na literatura. Contudo, Malapati et al seguiu 717
pacientes elegiveis apés LEEP e a persisténcia / recorréncia no pos-operatorio foi de
24,7% (60). O tipo de recorréncia mais comum foi a NIC | (47,8%), seguida da NIC Il
(34,8%), a maior parte das recorréncias ocorreram nos primeiros 6 meses apds o
tratamento (56% delas). N&o houve diferenga entre a expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos avaliados (P16iNK4a, Ki 67 e hTert) quanto a recorréncia da
doenca, nem mesmo quando avaliados individualmente em cada graduacdo
histol6gica. Tal fato pode ser decorrente do numero pequeno de casos e a
subdivisdo da positividade da expressao imunoistoquimicas dos marcadores
avaliados ( igual ou inferior a 10%, 11 a 50% e maior que 50%), visto que outros
estudos analisaram tal variavel quantitativamente em nimero absoluto. O estudo de
Cardoso et al foi um dos poucos que mostrou significancia estatistica entre
superexpressao de P16iNK4a e recorréncia da doenga, assim como o de Nam et al
(21, 55). Fonseca et al publicou que a P16iNK4a estava superexpressa em 43% das
recorréncias, com intensidade forte em 58% delas, entretanto n&do foi
estatisticamente significativo (P 0,1). A utilidade da avaliacdo da expressado desses
biomarcadores seria determinar o risco de progressao das neoplasias intraepiteliais
cervicais de colo uterino para carcinoma, 0 progndéstico e 0 sucesso do tratamento
dessas displasias (61), Num grupo de 90 pacientes com neoplasia intraepitelial
cervical com P16iNK4a e Ki67 superexpressas, houve progressdo em 15 casos
(17%), 2 casos no grupo de 25 pacientes com NIC | (8%) e 13 casos no grupo de 65
pacientes com NIC Il (20%) (33). A expresséao de Ki67 no nosso estudo mostrou-se
positiva em 10% ou menos na NIC | e superexpressa em mais de 50% de cada
amostra em 53% das NIC Il e 55% das NIC Ill, com P 0,032.
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Um estudo com 682 pacientes mostrou que as pacientes acometidas por
neoplasias intraepiteliais cervicais tinham em média 37,8 anos, 63% eram fumantes
e a recorréncia foi de 11,1% apOs tratamento cirargico. Essa recorréncia foi
significativamente associada ao tabagismo e a graduacédo histolégica, assim como
margens positivas e persisténcia de HPV de alto risco. O fator idade n&o mostrou
associacdo com recorréncia (62). O risco de carcinoma cervical mostra-se 2 a 8
vezes maior em pacientes que tiveram a primeira relacdo sexual antes dos 18 anos
e 3 a 6 vezes maior em mulheres com 6 ou mais parceiros sexuais. O tabagismo, o
uso de anticoncepcionais orais e a multiparidade também s&o fatores de risco para
cancer de colo uterino (63). O papiloma virus humano apresenta prevaléncia de
54%, incidéncia de 45% e persisténcia de 34% em mulheres sexualmente ativas
(64). No nosso estudo, a idade média das pacientes foi de 38 anos, 37% delas
faziam uso de anticoncepcional oral e 26% delas ndo utilizavam nenhum método
anticoncepcional. Apenas 31% delas eram tabagistas, a média de filhos erade 2 e a
média da primeira relacdo sexual foi aos 16 anos. A maior parte das pacientes
realizaram conizacdo (79,8% delas). Os resultados anatomopatolégicos mais
frequentes foram NIC Il (52%), seguidos da NIC | (14,9%) e NIC Il (12,8%). A idade,
o tabagismo, o numero de filhos, a idade da primeira relacdo sexual e o nimero de
parceiro sexuais ndo mostraram diferenca significativa quanto a recorréncia da
doenca. Contrariando nossos achados, a literatura mostra que idade maior ou igual
a 35 anos e tabagismo séo fatores de risco para recorréncia, assim como alteracées
citolégicas maiores, infeccdo por HPV de alto risco no pré-operatorio, margens
endocervicais positivas e infeccao por HIV (59, 60, 65).

O marcador P16iNK4a mostra-se superexpresso em 90% ou mais das lesbes
intraepiteliais de alto grau, enquanto o Ki67 cora fortemente os nucleos celulares em
mais de 50% das células com lesdes displasicas moderadas ou severas (54). Em
relacdo ao cancer de colo uterino, uma metanalise baseada em 15 publica¢fes, com
1633 casos mostrou que tal marcador ndo tem associacdo com estadiamento,
graduacéo histolégica, tamanho do tumor ou invaséao vascular. Porém, correlaciona-
se com auséncia de metastase linfonodal, aumento das sobrevidas geral e livre da
doenca (66). A expressdo da P16iNK4a foi estatisticamente significativa nesse
trabalho conforme a graduacdo histologica, pois foi negativa em 53% das NIC I,

superexpressa em mais de 50% das NIC Ill em 58% dos casos e expressa em
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menor porcentagem (igual ou menos de 10% da amostra) em 38,5% dos casos das
NIC Il, com P 0,026. Observou-se que as NIC Il tém menor percentual de
positividade para P16iNK4a que a NIC Ill, embora ambas superexpressem tal
marcador e com forte intensidade (53,8% das NIC Il e 62,5% das NIC III).

No estudo de Genoves que avaliou 92 pacientes, a P16iNK4a esteve
superexpressa em 7 de 54 pacientes com NIC | e em 17 de 23 pacientes com NIC II.
O trabalho ressalta que o diagndéstico de NIC Il ndo deve ser baseado somente na
positividade desse marcador, e que a auséncia de expressdo dele também nao
implica em regressédo da lesdo (18). Num outro trabalho com 6557 pacientes, a
prevaléncia de P16iNK4a foi de 42,7% das NIC I, 75,5% das NIC Il e 79,6% das NIC
lll. Nas pacientes com NIC | ndo tratadas e seguidas por 2 anos, ha um risco de
progressdo para NIC Il ou lll naquelas com o marcador superexpresso, com um
odds ratio de 1,43, porém com um intervalo de confianca de 0,5 a 3,9 (67). Tal
marcador ndo apresenta qualquer valor prognostico para predicdo de auséncia de
HPV de alto risco no seguimento de dois anos de pacientes tratadas com conizagao
ou LEEP (68). Em relag&o ao risco de progressao das NIC Il, um estudo que avaliou
52 pacientes acometidas com tal lesdo, mostrou regressdo da doenca em 28 casos,
progressao para NIC Il em 13 casos e persisténcia da lesdo em 11 casos. Naquelas
gue progrediram, 91% das lesbes apresentavam P16iNK4a superexpresso com forte
intensidade (69).

Em relacdo a hTert, a literatura também descreve a sua superexpressao em
lesBes intraepiteliais de alto grau (P menor de 0,001) em 88% a 90% das amostras
(70, 71), enquanto as lesdes intraepiteliais de baixo grau tém baixa expressdo em
94% dos casos (70). Segundo Peters et al, mais de 90% das células malignas tém
aumento na atividade da telomerase. Na avaliagdo de 50 pacientes, com idade
média de 37 anos, 11 delas tinham o diagndstico de NIC | e 18% de positividade
para hTert, 17 tinham NIC I e 11 NIC Ill. Nas pacientes com NIC Il e lll a
positividade para esse marcador foi de 28% (72). Em virtude do aumento da
transcricdo do gene hTert pela via E6 do HPV, 15% das NIC Il progridem para NIC
Il (73). Pode-se inferir que a expressdo desse marcador representa uma
manifestacdo precoce do processo displasico, portanto esti superexpressa em 45%
das NIC I, 70% das NIC Il e 80% das NIC Il (P 0,024) (74). Em nosso estudo, a
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hTert ndo mostrou significancia estatistica em relacdo a graduacéo histolégica (P
0,677), embora tenha-se mostrado positiva em 62,5% das NIC Ill, 53,8% das NIC Il
e 50% das NIC I.

Embora a expressdo dos marcadores imunoistoquimicos tenha sido positiva
na NIC Il e na NIC lll, observou-se expressao variavel, mostrando-se mais intensa e
em maior porcentagem de células na displasia de alto grau. Tal comportamento da
NIC Il evidencia que essa lesdo tem, provavelmente, um comportamento de menor
agressividade comparada a NIC Ill. Segundo Wilkinson et al, a taxa de regressao da
NIC Il é semelhante & da NIC | num seguimento de dois anos (17% X 12%),
constando que ha um risco de sobretratamento principalmente em mulheres abaixo
de 25 anos portadoras dessas lesfes, visto que o risco de desenvolvimento de
cancer cervical em mulheres néo tratadas com displasias de alto grau é inferior a
1,5% (75). Mais estudos sao necessarios bem como a prospeccdo de novos
marcadores potenciais a fim de estabelecer com melhor precisdo as caracteristicas
dessas lesbes, permitindo 0 manejo conservador naquelas que apresentam um

comportamento mais indolente.
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8. CONCLUSOES

Os diagnosticos histolégicos mais comuns apés a conizacdo foram NIC Il
(52%), NIC | (14,9%), NIC 1l (12,8%) e NIC II/lll (12,8%).

A incidéncia de recorréncia foi de 24,5% no seguimento de 2 anos.

A expressdo dos marcadores imunoistoquimicos pl6INK4a e Ki67 foi
estatisticamente significativa conforme a graduacao histolégica.

N&o houve associacdo entre a expressdo do marcador imunoistoquimico
hTert e graduacéo histoldgica.

A idade, o tabagismo, a idade da primeira relacdo sexual, 0 numero de
parceiros sexuais ndo mostrou correlacdo estatistica com a graduacao histologica,
bem como com o risco de recorréncia.

N&o houve associacdo entre a expressdo dos marcadores imunoistoquimicos

e a recorréncia da doenca no periodo avaliado.
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ANEXO C - ARTIGO ORIGINAL

RESUMO

Objetivo: Avaliar a associacdo entre graduacdo histolégica e a expresséo
imunoistoquimica para P16iNK4a, hTert e ki67, a fim de estabelecer o
comportamento dessas lesfes quanto a recorréncia durante o seguimento de dois
anos. Pacientes e Métodos: Estudo de coorte histérica incluindo 94 mulheres, em
qgue foram analisados 3 grupos de pacientes com lesdes intraepiteliais cervicais de
baixo (NIC 1) e alto grau, classificadas em NIC Il e Ill, submetidas a conizacéo, a fim
de determinar a recorréncia da doenca conforme a expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos P16iNK4a, Ki67 e hTert. Resultados: A idade média das
pacientes foi de 38,2 anos. Nas pacientes com NIC I, houve maior frequéncia de
P16iNK4a ausente, nas pacientes NIC Il ou I/ll observou-se maior frequéncia com
P16iNK4a <10%. Nas pacientes NIC |Il observou-se maior frequéncia de expressao
de P16iNK4a (>50%). Na categoria NIC | houve mais pacientes com Ki67 <10% e
menor frequéncia de Ki67 (>50%). Na categoria NIC Ill houve menos pacientes na
categoria Ki67 <10% e no grupo NIC Il e lll houve mais pacientes com Ki67 ausente.
Quando comparadas as expressdes dos marcadores entre sujeitos com e sem
recorréncia, ndo houve diferencas estatisticamente significativas Conclusao: Houve
uma associacao estatisticamente significativa entre P16iNK4a, P16iNK4aM e Ki67 e
a graduacao histologica, entretanto ndo houve diferenca estatistica na expressao
desses marcadores em relacao a recorréncia da doenca no periodo avaliado.

Descritores: neoplasia intraepitelial cervical, recidiva, imuno-histoquimica.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate association between histological grade of low (CIN I)
and high-grade intraepithelial cervical lesions (CIN 1l and 1lI) and the
immunohistochemical expression of p16INK4a, hTert and ki67 in order to establish
the behavior of these lesions and recurrence during follow-up of two years. Patients
and Methods: a historical cohort study of 94 women to analyze 3 groups of patients
with low (CIN 1) and high-grade (CIN Il and lll) cervical intraepithelial lesions
underwent to knife, to determine the recurrence of disease associated to expression
of immunohistochemical markers p16INK4a, Ki67 and hTert. Results: Mean age of
the patients was 38.2 years. Patients with CIN I, there was a lower pl6INK4a
expression, while in patients CIN Il or | / Il a higher frequency of p16INK4a <10% was
observed. In patients with CIN Ill there was a higher frequency of pl6INK4a
expression (> 50%). There were more patients with Ki67 <10% of the cell population
and lower frequency of Ki67 expression (> 50%) in CIN I. In CIN Il there were fewer
patients in the category Ki67 <10% and CIN Il and Il group there were more patients
with absent expression of Ki67. When comparing the markers between subjects with
and without recurrence there was no statistically significant difference Conclusion:
There was a statistically significant association between p16INK4a, P16iNK4aM and
Ki67 and histological grade, however there was no statistical difference in the
expression of these markers in relation to recurrence of disease during the study
period.

Keywords: cervical intraepithelial neoplasia, recurrence, immunohistochemistry.
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Avaliacao da expresséo de telomerase (hTert), Ki-67 e P16iNK4a em lesGes
intraepiteliais cervicais de baixo e alto grau

Introducéo

O cancer de colo uterino é a terceira neoplasia maligna mais comum entre as
mulheres (90% dos casos em paises em desenvolvimento), sabe-se que no Brasil
corresponde a 9,3% das neoplasias ginecoldgicas. Mundialmente, sé&o
diagnosticados 500.000 novos casos por ano, sendo responsavel por 250.000
mortes anuais (1). O Instituto Nacional do Cancer (INCA) recomenda que o rastreio
citopatologico cervical seja feito a cada 3 anos apds dois exames negativos
consecutivos em pacientes com idade entre 25 e 64 anos, desde que as amostras
sejam satisfatérias e representativas da juncdo escamo-colunar (2). A neoplasia
maligna de colo uterino é precedida por uma longa fase de lesdo precursora. Essa
fase comumente é assintomatica, sdo as neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC), e
pode perdurar por um periodo de 10 a 20 anos. A infeccdo é mais comum em
pacientes jovens, entretanto comportamento sexual, idade, fumo, paridade e uso de
contraceptivos sdo também fatores de risco para essa neoplasia. No ano de 1976
Zur Hausen demonstrou a relacdo entre a infeccdo pelo HPV e o surgimento de
neoplasias do trato genital (1). Por outro lado, nem todas as pacientes infectadas
pelo virus apresentam a mesma evolucdo da doenca, ja que tal comportamento esta
ligado a fatores ambientais, imunidade, genética da hospedeira e fatores celulares
(3). Com esse propoésito, o uso de marcadores moleculares tem auxiliado a
histopatologia na definicdo de casos duvidosos e para identificar mulheres de alto
risco para recorréncia (4). A P16iNK4a, uma proteina supressora tumoral, esta
superexpressa nos casos de displasia, apresentando alta sensibilidade por

correlacionar-se com a severidade da displasia. Estudos atuais propbéem que a
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P16iNK4a é um biomarcador uatil para lesdes de alto risco e para predizer
progressdo nas lesdes de baixo risco. Tais trabalhos mostram uma associacao
significante entre grau da lesdo cervical e distribuicdo e intensidade da expressao da
P16iNK4a (4, 5). O Ki67 € um outro marcador celular de proliferacdo expresso em
todos os estagios do ciclo celular, exceto na fase GO, e que néo esta envolvido
especificamente no processo carcinogénico cervical, contudo, tem um valor preditivo
independente para graduar e avaliar progressao da doenca (6). A telomerase é um
complexo enzimatico ribonucleico que permite a manutencao do telémero em 90%
dos casos de céancer. Nas células somaticas normais, a atividade da telomerase é
baixa ou indetectavel, e os teldbmeros se encurtam a cada diviséo celular. A hTert é a
transcriptase reversa da telomerase, sendo o mais importante fator na formacéo da
telomerase funcional. A ativacdo da telomerase estabelece a manutencdo do
comprimento do teldmero e, consequentemente, a imortalidade celular no processo
de progresséao e, em varias neoplasias malignas, do comportamento de manutencéo
de populacdes celulares de diferentes imunofenétipos agressivos (7). A hTert esta
presente em 28,5% das NIC I, 87,5% das NIC Il e 95% das NIC Il (8). Dentre os
tratamentos existentes para 0 manejo das neoplasias intraepiteliais cervicais, nosso
hospital realiza a técnica de conizacdo e a de excisdo eletrocirirgica da zona de
transformacdo (LEEP). A primeira técnica tem a vantagem de possibilitar a
resseccdo da lesdo e avaliar as margens sem a presenca de artefatos de fulguracéao
pela passagem de corrente elétrica, contudo € um procedimento que remove maior
volume de estroma cervical, o que poderia acarretar desfechos reprodutivos
adversos. A técnica de LEEP é um procedimento tecnicamente mais simples, e pode
ser feito em ambulatério sob anestesia local. Por outro lado, as margens podem ser

inadequadas para avaliacdo, devido aos artefatos histolégicos causados pelo dano
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térmico, tem maior risco de sangramento e causar estenose cervical em até 6% das
pacientes (9). A literatura recomenda que as pacientes devem ser seguidas por no
minimo um ano com CP e colposcopia semestralmente ap0s a cirurgia, por ser o
periodo de maior risco de recorréncia das lesdes cervicais (10). A taxa de
recorréncia de LIEAG apds exciséo cirurgica varia de 5 a 10% anteriormente (3, 11,
12). Tendo em vista as taxas de complicacfes associadas ao tratamento cirargico
dessas lesGes , tais como sangramento, estenose de orificio cervical externo,
infertilidade, encurtamento de colo uterino e risco de trabalho de parto prematuro,
incompeténcia istmo-cervical, fetos com baixo peso, risco de parto cesareo e ruptura
prematura de membranas (13), analisar a associacdo entre recorréncia apos
tratamento cirdrgico e a expressdo dos marcadores imunoistoquimicos conforme a
graduacédo das lesdes intraepiteliais de alto e baixo grau permitiria a suspenséo de
um seguimento clinico rigoroso e reduziria sobrediagnostica e sobretratamento nas
pacientes acometidas por essa doenca. Até o momento, ndo ha descricdo da
avaliacdo concomitante dos trés marcadores imunoistoquimicos - P16iNK4a, Ki67 e
hTert nas lesbes intraepiteliais de alto e baixo grau. Como ja descrito, o Unico
marcador que tem utilidade bem estabelecida na avaliacdo de progresséo, e nédo de
recorréncia, dessas lesfes é a P16iNK4a (14), Os demais marcadores ainda sao
pouco estudados e, portanto, ha poucos trabalhos publicados em relacéo ao Ki67 e
a hTert, ndo apresentando acuracia estabelecida para o emprego na pratica clinica,
embora paregam mostrar diferenca conforme a sua expressao entre as lesdes de
alto e baixo grau (15). Além disso, o comportamento da NIC Il ainda é incerto, e até
0 momento essa lesdo é tratada da mesma forma que a NIC Ill, conduta
uniformizada a partir do consenso de Bethesda de 1991, entretanto, nos ultimos

anos tém-se questionado a sua agressividade, pois comporta-se de forma dubia,
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com significativo numero de casos com boa evolucdo, regressao espontanea ou
comportamento indolente (5, 6). Portanto, o estabelecimento de marcadores de risco
de recorréncia em relacdo a esse tipo de lesdo € inovador, a fim de que se possa
definir quais delas necessitam tratamento cirargico e quais sejam passiveis de se
manter em seguimento. Essa resposta ainda ndo existe na literatura.

Métodos

Trata-se de um estudo de coorte histérica em que foram analisadas 94
pacientes divididas em 3 grupos com lesdes intraepiteliais cervicais de baixo (NIC 1)
e alto grau (NIC Il e lll) submetidas a conizacdo ou a LEEP. As pacientes foram
seguidas por dois anos, a fim de determinar a recorréncia da doenca. AMOSTRA:
Pacientes do ambulatério de ginecologia do hospital Sdo Lucas da PUCRS que
realizaram exame citopatologico cervical seguido por colposcopia com biopsia das
areas suspeitas, com diagndstico subsequente de NIC recrutadas por amostragem
de conveniéncia (consecutiva). Todos os casos do estudo foram revisados por um
segundo patologista com experiéncia diagnoéstica superior a vinte anos. Foi
preenchido um protocolo de coleta de dados que consta de dados de anamnese e
de diagndstico anatomopatolégico. CRITERIOS DE INCLUSAQ: Pacientes a partir
de 18 anos submetidas a LEEP ou conizacdo com seguimento poés-cirirgico
semestral (CP de colo uterino, colposcopia e bidpsia de colo se necessario) por no
minimo dois anos e respectivas pecas cirdrgicas com margens livres de neoplasia
intraepitelial cervical. CRITERIOS DE EXCLUSAO: Pacientes portadoras do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) ou com outras desordens imunossupressivas e
gestantes. TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA: Realizada em tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina. O método de deteccao utilizado para pesquisa de

antigenos em tecidos foi avidina-biotina peroxidase. Foram realizados cortes
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histolégicos com 3um de espessura em microtomo rotativo Leica RT2150. As
laminas foram desparinifizadas em estufa histolégica com temperatura de 69°C, 2
incubacdes em xilol, 5 incubacdes com alcool etilico 99°, lavagem em agua corrente
até remocao completa e depois mantidas em tampé&o PBS. A recuperacédo antigénica
utilizou tampao citrato pH 6,0 por 20 minutos. A atividade da peroxidase enddgena
foi bloqueada com solucédo de peroxido de Hidrogénio a 5% em alcool metilico. A
incubacdo com o anticorpo primario foi realizada em incubadora BOD a 5°C. Para
deteccdo da reacdo antigeno-anticorpo foi utilizado anticorpo secundario biotinilado
e complexo avidina-HRP. A marcacéo foi realizada utilizando como cromégeno a
Diamina Benzidina (DAB, DAKO). Por fim as laminas foram contra coradas utilizando
Hematoxilina de Harris, desidratadas em uma série de alcool etilico 99°, clarificadas
em xilol e montadas com balsamo do Canada. Os clones utilizados para os
marcadores foram E6H4 para P16iNK4a, MM1 para Ki67 e 2C4 para hTert. Para
deteccdo de P16iNK4a, Ki67 e hTert foram utilizados como controles negativos,
laminas sem neoplasia intraepitelial cervical; e foram utilizados como controles
positivos laminas com neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (NIC IlI).
INTERPRETACAO DA P16iNK4A, Ki67 e hTert: A colorac&o nuclear foi considerada
positiva para as células que expressaram P16iNK4a. A intensidade de expressédo
para P16iNK4a nas neoplasias intraepiteliais cervicais foi graduada como negativa
se nenhuma das células expressaram coloracéo, positivo se expressaram coloracéo
conforme percentual (menos de 10%, 11 a 50% ou mais de 50%). Também a
P16iNK4a foi graduada conforme a intensidade da coloragdo em fraca, moderada e
forte. A Ki67 foi considerada positiva somente se o0 nucleo das células estava corado
e determinou-se o percentual de células que a expressavam em menos de 10%, 11

a 50% ou mais de 50%. A hTert foi considerada positiva também se o0 ndcleo das
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células estava corado. A expressdao foi considerada positiva se as células
expressavam coloracdo e negativa quando ndo havia expressdo. ANALISE
ESTATISTICA: Foram digitados os dados no programa Excel 2010 e posteriormente
exportados para o programa SPSS v.20.0 para analise estatistica. Foram descritas
as variaveis categoricas por frequéncias e percentuais e associadas pelo teste de
Qui-quadrado. As variaveis quantitativas com distribuicdo simétrica foram descritas
pela média e o desvio padrdo, comparadas entre duas categorias pelo teste t de
Student para amostras independentes e entre trés categorias ou mais pelo teste de
Andlise de Variancia (ANOVA). As variaveis quantitativas com distribuicdo
assimétrica foram descritas pela mediana e o intervalo interquartil (percentis 25 e
75), comparadas entre duas categorias pelo teste de Mann-Whitney e entre trés ou
mais categorias pelo teste de Kruskal-Wallis. Foi considerado um nivel de
significancia de 5%. ASPECTOS ETICOS: O projeto foi aprovado pela Comisséo
Cientifica do Programa de P6s-Graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude e pelo
Comité de Etica/PUCRS.

Resultados

O grupo apresentou média de idade de 38,2 anos e desvio padrdo de 11,7. A
maior parte das pacientes utilizava anticoncepcional oral combinado como método
anticoncepcional e ndo fumava. Fizeram na sua maioria cone, pertenciam ao grupo
NIC Il e, dentre as recorréncias, a mais frequente foi a NIC | seguida da NIC III.

A recorréncia foi mais comum nas pacientes que realizaram LEEP (31%)
enquanto naquelas submetidas a conizacao foi de 22%. Houve uma associagao
estatisticamente significativa entre P16iNK4a, P16iNK4aM e Ki67 e a graduacao

histologica (Tabela 1).
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Tabela 1. Tabela comparativa da graduacdo histolégica em relacdo a expressao

imunoistoquimica dos marcadores

NIC | NIC I/l el NIC 1l NIC Il e 1l P
P16iNK4a 0,026
<10 3(23,1) 5 (38,5) 8 (16,7) -
11-50 - 1(7,7) 3 (6,2) 2 (16,7)
>50  3(23,1) 3(23,1) 28 (58,3) 4 (33,3)
Ausente 7 (53,8) 4 (30,8) 9 (18,8) 6 (50,0)
P16iNK4aM 0,034
Fraca 2 (15,4) 2 (15,4) 4 (8,3) -
Moderada 2 (15,4) - 5 (10,4) 3 (25,0)
Forte 2 (15,4) 7 (53,8) 30 (62,5) 3 (25,0)
Ausente 7 (53,8) 4 (30,8) 9 (18,8) 6 (50,0)
Ki67 0,032
<10 9(64,3) 5 (38,5) 11 (22,4) 5 (41,7)
11-50 3 (21,4) 1(7,7) 9 (18,4) -
>50 2 (14,3) 7 (53,8) 27 (55,1) 5 (41,7)
Ausente - - 24,1 2 (16,7)
HTert 0,677
Positivo 7 (50,0) 7 (53,8) 30 (62,5) 5 (45,5)
Negativo 7 (50,0) 6 (46,2) 18 (37,5) 6 (54,5)

Dados apresentados pelo n(%) e comparados pelo teste de Qui-quadrado. Dados em negrito
sdo dados cujo residuo ajustado teve valor absoluto maior que 1,96.

N&do houve diferenca estatisticamente significativa entre

fumo,

paridade, idade da primeira relacdo sexual e numero de parceiros sexuais e 0s
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diferentes graus histologicos, assim como nao houve diferenca significativamente
estatistica em relacdo a recorréncia da doenca. Quando se comparou 0S
marcadores entre sujeitos com e sem recorréncia ndo houve também diferencas
estatisticamente significativas.

Discusséao

A neoplasia maligna de colo uterino €, dentre todos os carcinomas, a de maior
potencial de prevencado, entretanto torna-se um problema de saude publica, em
virtude de que estudos mostram incidéncia e mortalidade altas em paises em
desenvolvimento, enquanto € uma doencga bem controlada em paises desenvolvidos
que tém programas efetivos de rastreamento (16). Estudos mostram que 0s
marcadores imunoistoquimicos P16iNK4a e Ki67 tém maior acuracia em identificar
lesbes precursoras em pacientes com menos de 30 anos e CP demonstrando
LIEBG. Constatou-se que a expressao desses marcadores estd associada a
severidade das lesbes histologicas. No estudo de Possati-Resende et al, 18
pacientes realizaram bidpsia de colo uterino, e a expressdo de P16iNK4a e Ki67
estava presente em 46,5% dos NIC |, 82,8% dos NIC Il e 92,8% dos NIC Ill (16). Em
nosso trabalho, a P16iNK4a esteve superexpressa pelo método imunoistoquimico
em mais de 50% das células de cada amostra em 43,3% dos casos, apresentando
intensidade forte em 48,9% dos exames. O marcador Ki67% foi expresso em 43,6%
dos casos (positiva em mais de 50% da amostra); ja a hTert foi positiva em 56,5%
dos casos analisados. Embora a incidéncia das neoplasias malignas de colo tem-se
reduzido, observa-se diagndsticos e tratamentos excessivos de lesdes cervicais com
alto potencial de regressdo. Nesse contexto, 0 uso de marcadores
imunoistoquimicos ligados a superexpressédo de E6 e E7 na histologia auxiliam na

avaliacdo dessas lesbes (17). Conforme guidelines americanos, pacientes que
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apresentam neoplasia intraepitelial cervical suspeita de alto grau e pl6INK4a
superexpressa, beneficiariam-se de tratamento cirdrgico. A positividade para esse
marcador esta ligada ao inicio da transformacdo oncogénica para desenvolvimento
do céancer; utiliza-la detectaria lesdes pré-neoplasicas e reduziria tratamentos
desnecessarios (17). A importancia da avaliacdo desses marcadores deve-se ao fato
da ampla variabilidade inter e intra-observador e pobre reprodutibilidade dos critérios
citomorfoldgicos principalmente quanto a classificacdo em trés categorias € utilizada
(NIC), utilizando hematoxilina e eosina para o diagndstico das neoplasias
intraepiteliais cervicais, limitacdo que este trabalho procurou minimizar pela
concordancia de diagndstico entre dois patologistas: o interpretador original do caso
e o revisor. O uso desses marcadores complementa os diagndsticos duvidosos,
evitando tratamentos desnecessarios (18, 19). A analise do marcador Ki67 em NIC |
e NIC Il em histologias de colo uterino € um forte fator preditivo independente para
graduacdo e progressdao da doenca, além de ter uma reprodutibilidade
interobservador de 100% (20). A literatura mostra que o0s marcadores
imunoistoquimicos avaliados (P6iNK4a, Ki67, hTert) estdo claramente associados a
graduacdo histoldgica, alguns demonstram associacdo com o risco de progressao
para neoplasias de alto grau e cancer, mas nenhum deles mostra que sua
superexpressao esteja associada a recorréncia apos tratamento. A taxa de
recorréncia da NIC normalmente varia entre 5 a 10%, conforme ja citado
anteriormente (3, 11, 12). Contudo, no estudo de Serati et al, que seguiu pacientes
durante dez anos, a recorréncia ocorreu em 19,4% das excisbes com margens
livres, e foi duas vezes mais comum apés o LEEP (21). Embora tenha sido incluido
apenas pecas cirargicas com margens livres na populacdo do estudo, a incidéncia

de recorréncia foi de 24,5%, que € elevada comparada as taxas descritas na
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literatura. Contudo, Malapati et al seguiu 717 pacientes elegiveis apés LEEP e a
persisténcia / recorréncia no pés-operatoério foi de 24,7% (22). O tipo de recorréncia
mais comum foi a NIC | (47,8%), seguida da NIC Il (34,8%), a maior parte das
recorréncias ocorreram nos primeiros 6 meses apos o tratamento (56% delas). Nao
houve diferenca entre a expressdo dos marcadores imunoistoquimicos avaliados
(P16iNK4a, Ki 67 e hTert) quanto a recorréncia da doenca, nem mesmo quando
avaliados individualmente em cada graduacdo histologica. Tal fato pode ser
decorrente do numero pequeno de casos e a subdivisdo da positividade da
expressao imunoistoquimicas dos marcadores avaliados (igual ou inferior a 10%, 11
a 50% e maior que 50%), visto que outros estudos analisaram tal variavel
guantitativamente em namero absoluto, método que ainda apresenta limitacbes para
implementacéo na rotina diagndstica na patologia cirdrgica. O estudo de Cardoso et
al foi um dos poucos que mostrou significAncia estatistica entre superexpressao de
P16iNK4a e recorréncia da doenca, assim como o de Nam et al (3, 23). Fonseca et
al publicou que a P16iNK4a estava superexpressa em 43% das recorréncias, com
intensidade forte em 58% delas, entretanto ndo foi estatisticamente significativo (P
0,1) (24). Num grupo de 90 pacientes com neoplasia intraepitelial cervical com
P16iNK4a e Ki67 superexpressas, houve progressao em 15 casos (17%), 2 casos
no grupo de 25 pacientes com NIC | (8%) e 13 casos no grupo de 65 pacientes com
NIC Il (20%) (20). A expressao de Ki67 no nosso estudo mostrou-se positiva em
10% ou menos na NIC | e superexpressa em mais de 50% de cada amostra em 53%
das NIC Il e 55% das NIC Ill, com P 0,032. No nosso estudo, a idade média das
pacientes foi de 38 anos, 37% delas faziam uso de anticoncepcional oral e 26%
delas nado utilizavam nenhum meétodo anticoncepcional. Apenas 31% delas eram

tabagistas, a meédia de filhos era de 2 e a média da primeira relacdo sexual foi aos
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16 anos. A maior parte das pacientes realizou conizacdo (79,8% delas). Os
resultados anatomopatolégicos mais frequentes foram NIC IIl (52%), seguidos da
NIC | (14,9%) e NIC Il (12,8%). A idade, o tabagismo, o numero de filhos, a idade da
primeira relacdo sexual e 0 nimero de parceiro sexuais ndo mostraram diferenca
significativa quanto a recorréncia da doenca. Contrariando nossos achados, a
literatura mostra que idade maior ou igual a 35 anos e tabagismo séo fatores de
risco para recorréncia, assim como alteracdes citolégicas maiores, infeccado por HPV
de alto risco no pré-operatdrio, margens endocervicais positivas e infeccdo por HIV
(22, 25, 26). A expressao da P16iNK4a foi estatisticamente significativa nesse
trabalho conforme a graduacé&o histoldgica, pois foi negativa em 53% das NIC |,
superexpressa em mais de 50% das NIC Ill em 58% dos casos e expressa em
menor porcentagem (igual ou menos de 10% da amostra) em 38,5% dos casos das
NIC 1l, com P 0,026. Observou-se que as NIC Il tém menor percentual de
positividade para P16iNK4a que a NIC Ill, embora ambas superexpressem tal
marcador e com forte intensidade (53,8% das NIC Il e 62,5% das NIC IIl). No estudo
de Genoves que avaliou 92 pacientes, a P16iNK4a esteve superexpressa em 7 de
54 pacientes com NIC | e em 17 de 23 pacientes com NIC Il. O trabalho ressalta que
o diagndstico de NIC Il ndo deve ser baseado somente na positividade desse
marcador, e que a auséncia de expressédo dele também né&o implica em regresséo
da lesédo (5). Em relacdo ao risco de progressao das NIC Il, um estudo que avaliou
52 pacientes acometidas com tal lesdo, mostrou regressao da doenca em 28 casos,
progressao para NIC Ill em 13 casos e persisténcia da lesdo em 11 casos. Naquelas
que progrediram, 91% das lesbes apresentavam P16iNK4a superexpresso com forte
intensidade (27). Em relagcdo a hTert, a literatura também descreve a sua

superexpressao em lesdes intraepiteliais de alto grau (P menor de 0,001) em 88% a
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90% das amostras, enquanto as lesdes intraepiteliais de baixo grau tém baixa
expressao em 94% dos casos (28). Pode-se inferir que a expressédo desse marcador
representa uma manifestacdo precoce do processo displasico, portanto esta
superexpressa em 45% das NIC I, 70% das NIC Il e 80% das NIC Il (P 0,024) (29).
Em nosso estudo, a hTert ndo mostrou significancia estatistica em relagcdo a
graduacéo histologica (P 0,677), embora tenha-se mostrado positiva em 62,5% das
NIC 11, 53,8% das NIC Il e 50% das NIC |. Embora a expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos tenha sido positiva na NIC Il e na NIC lll, observou-se expressao
variavel, mostrando-se mais intensa e em maior porcentagem de células na displasia
de alto grau. Tal comportamento da NIC Il evidencia que essa lesdo tem,
provavelmente, um comportamento de menor agressividade comparada a NIC Il
Segundo Wilkinson et al, a taxa de regressao da NIC Il é semelhante a da NIC | num
seguimento de dois anos (17% X 12%), constando que ha um risco de
sobretratamento principalmente em mulheres abaixo de 25 anos portadoras dessas
lesbes, visto que o risco de desenvolvimento de cancer cervical em mulheres néo
tratadas com displasias de alto grau é inferior a 1,5% (30). Portanto, mais estudos
sdo necessarios bem como a prospecc¢édo de novos marcadores potenciais a fim de
estabelecer com melhor precisdo as caracteristicas dessas lesdes, permitindo o
manejo conservador naquelas que apresentam um comportamento mais indolente.
Conclusdes

Embora seja comprovada na literatura a importancia do uso de marcadores
imunoistoquimicos na progressao de neoplasias intraepiteliais cervicais, também
comprovadas nesse trabalho; ndo houve associacdo do uso desses marcadores na
avaliacdo da recorréncia dessas lesbes displasicas. Tal estudo apresentou

limitacbes que poderiam justificar tais achados, tais como numero pequeno de
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pacientes, bem como afericdo de variaveis qualitativas ao invés de categoricas.
Portanto, mais estudos sdo necessarios bem como a prospeccdo de novos
marcadores potenciais a fim de estabelecer com melhor precisdo as caracteristicas
dessas lesbes, permitindo 0 manejo conservador naquelas que apresentam um
comportamento mais indolente.
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