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RESUMO

A neoplasia intraepitelial cervical grau 1l (NIC 1l) é um estagio intermediario do
desenvolvimento do cancer do colo do Utero, que apesar de ser considerada uma
lesdo precursora do cancer apresenta altas taxas de regressdo. As limitacdes
inerentes ao diagnostico histopatologico, principalmente nessa categoria diagndstica,
podem comprometer 0 manejo clinico adequado. A fim de melhorar a confiabilidade do
diagndstico da bidpsia cervical, alguns biomarcadores estdo sendo estudados, como o
pl6 e o Ki-67. Objetivo: compreender o significado da expressao de p16 e Ki-67 nas
bi6psias cervicais com diagndstico de NIC Il. Materiais e métodos: Foram analisadas
104 bidépsias de colo uterino com diagnéstico original de NIC II, provenientes do
Departamento de Anatomia Patolégica e Citopatologia (DAPC) do Instituto Nacional de
Saude da Mulher, da Crianga e do Adolescente Fernandes Figueira, da Fundacao
Oswaldo Cruz (IFF/Fiocruz) no periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2016 com
diagndéstico de peca cirdrgica ou exames de seguimento clinico até um ano apos o
diagndstico inicial de NIC II. A expressao dos biomarcadores p16 e Ki-67 foi avaliada
gualitativamente por um grupo de patologistas experientes e quantitativamente pelo
método de quantificacdo digital e comparadas com os resultados de padréo ouro.
Resultados: Cento e quatro casos de bidpsia de colo uterino com diagnostico original
de NIC Il foram incluidos no estudo. A concordancia interobservador na avaliacdo das
bipsias na coloracéo de rotina e nas imunomarcacdes se manteve substancial, sendo
a classificacéo dicotémica de p16 mais reprodutivel do que a classificagéo histolégica
convencional. A avaliacdo qualitativa e quantitativa das marcacdes imuno-
histoquimicas foram equivalentes. O status de pl6 ndo apresentou relagdo com o
diagnoéstico de padrdo ouro, mas apresentou alta sensibilidade e alto valor preditivo
negativo para o diagnéstico de NIC lll no padrdo ouro. Em contrapartida, o status de
Ki-67 apresentou associacdo com o padrdo ouro e mostrou ser um biomarcador
especifico e com alto valor preditivo negativo para NIC Il e alto valor preditivo positivo
para NIC Il ou mais grave. O uso da classificagdo dicotbmica para p16 na rotina clinica
causaria grande quantidade de sobretratamentos, enquanto que o uso do Ki-67
causaria subtratamento mais frequentemente. Conclusao: O biomarcador p16 néo se
apresentou como um bom preditor de lesdo de maior gravidade no padrdo ouro,
causando mais casos de sobretratamento devido a sua alta sensibilidade. A
aplicabilidade de Ki-67 para definicdo de conduta é limitada devido a sua baixa
sensibilidade, apesar da alta especificidade e de sua associacdo com o padréo ouro,
induzindo maior numero de casos subtratados.

Palavras-chave: neoplasia intraepitelial cervical; imuno-histoquimica; inibidor
pl6 de ciclina dependente de quinase; antigeno Ki-67; analise quantitativa.
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ABSTRACT

Cervical intraepithelial neoplasia grade Il (CIN Il) is an intermediate state of cervical
cancer development, despite being considered a cancer precursor lesion that has high
regression rates. The limitations inherent to histopathological diagnosis, especially in
this diagnostic category, may compromise adequate clinical management. In order to
improve the diagnostic reliability of cervical biopsy, some biomarkers are being studied,
such as pl16 and Ki-67. Objective: The aim of the study is to understand the
significance of p16 and Ki-67 expression in cervical biopsies diagnosed with CIN 1.
Materials and methods: We analyzed 104 cervical biopsies with original diagnosis of
CIN 1l from the Department of Pathological Anatomy and Cytopathology (DPAC) of the
National Institute of Women, Child and Adolescent Health Fernandes Figueira, of the
Oswaldo Cruz Foundation (IFF/Fiocruz), of the period from January 2006 to December
2016 with diagnosis of surgical specimen or clinical follow-up examinations until one
year after the initial diagnosis of CIN Il. The expression of the biomarkers p16 and Ki-
67 was evaluated qualitatively by a group of experienced pathologists and
quantitatively by the digital image analysis method. Results: One hundred and four
cases of cervical biopsy diagnosed with CIN Il were included in the study. Interobserver
agreement of cervical biopsies evaluation in the routine staining and immunostaining
remained substantial, with the dichotomous classification of pl6 being more
reproducible than conventional histological classification. The qualitative and
gquantitative evaluation of immunohistochemical staining was equivalent. The status of
pl6 was not related to the diagnosis of gold standard, but performed a high sensitivity.
In contrast, Ki-67 status was associated with the gold standard and showed to be a
specific biomarker. The use of dichotomous classification for p16 in the clinical routine
could cause a large amount of overtreatment, whereas use of Ki-67 could cause
undertreatment more frequently. Conclusion: The p16 biomarker did not perform to be
a good predictor of greater severity in the gold standard, leading to overtreatment due
to its high sensitivity. The applicability of Ki-67 to the definition of clinical conduct is
limited due to its low sensitivity, despite the high specificity and its association with the
gold standard, inducing a greater number of undertreated cases.

Key words: cervical intraepithelial neoplasia; immunohistochemistry; cyclin-
dependent kinase inhibitor p16; Ki-67 antigen; quantitative analysis.
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Capitulo 1 — Introducéo

O céancer do colo do utero é um problema de saude publica, ocupando a
quarta posicdo entre os tipos de cancer mais frequentes na populacéo feminina

no Brasill.

O principal fator de risco para o cancer do colo uterino é a infeccao
persistente por diferentes tipos de papilomavirus humano (HPV). A infeccéo por
HPV é uma causa necessaria, mas nao suficiente para o desenvolvimento do
cancer do colo do atero, podendo se comportar como uma manifestacao

morfologica transitoria ou como lesdo precursora do cancer.

As lesbes do colo do utero, denominadas neoplasias intraepiteliais
cervicais (NIC), sdo caracterizadas pela maturacdo anormal das células
ocupando a espessura parcial ou total do epitélio escamoso cervical. A neoplasia
intraepitelial grau Il (NIC II) € um estagio intermediario da doenca cervical entre
NIC I e NIC lll, onde NIC | é considerada lesdo de baixo risco para progressao e

NIC Ill, assim como a NIC Il, como uma leséo precursora do cancer.

As Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Cancer do Colo do
Utero recomendam que seja realizado tratamento excisional em mulheres com
diagnéstico de NIC II. No entanto, é recomendado que pacientes jovens sejam
acompanhadas clinicamente, pois a lesdo de NIC Il tem maior chance de

regredir nessa faixa etaria®.

O resultado do exame histopatologico da biopsia do colo uterino é
considerado o padrdo ouro para o diagnostico das NIC, fundamentando a

escolha da conduta clinica adotada para cada paciente. Contudo, a baixa
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reprodutibilidade entre os patologistas, especialmente a categoria diagnostica de

NIC Il, pode comprometer o manejo clinico adequado.

Tendo em vista as limitagbes do diagnoéstico histopatologico da NIC e
suas implicacbes, alguns biomarcadores tem sido estudados na tentativa de
aumentar a confiabilidade diagnoéstica. Diversos autores demonstram a utilidade
da marcacdo imuno-histoquimica de pl16 e Ki-67 para o diagndstico diferencial

entre lesdes de alto grau e seus mimetizadores.

A pl6 € uma proteina inibidora da ciclina dependente de kinase 4 e 6
(CDK-4 e 6), que regula a transicado da fase G1 do ciclo celular para a fase S. A
proteina Ki-67 é uma proteina nuclear expressa durante todas as fases ativas do
ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), exceto em GO e fase inicial de G1. A proteina
viral E7 promove a progressao do ciclo celular, por interromper a ligacdo da
proteina Rb com E2F, levando ao acumulo de p16 na célula e a progressédo no

ciclo celular nas infec¢des de HPV de alto risco.

Em 2012, foi publicada a Terminologia das Lesdes Escamosas do Trato
Anogenital Inferior (do inglés, The Lower Anogenital Squamous Terminology,
LAST), que propde o uso do pl6 nas amostras de NIC Il a fim de definir se a
referida lesdo seria de alto ou baixo grau®. A nova classificagdo prevé
abordagens terapéuticas diferentes nos casos de NIC Il negativos para p16, mas

ainda sédo necessarios estudos de validagéo clinica.

Apesar de terem sido sugeridos beneficios no uso dos marcadores p16 e
Ki-67 para melhorar a concordancia diagnostica das lesdes de NIC Il e sua

expresséo estar relacionada a gravidade das NIC, ainda ndo existe consenso
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sobre o ponto de corte que determine seu perfil de expressédo positiva e sua

utilidade em diferenciar leses de alto e baixo grau.

O presente estudo visa avaliar o impacto clinico da expressao de pl6 e
Ki-67 no diagndstico e na indicacao de tratamento em mulheres com biopsia de
NIC I, correlacionando os perfis de marcagcéo encontrados nas biopsias com 0s

achados de acompanhamento clinico ou de peca cirurgica de tratamento.
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Capitulo 2 — Justificativa

O cancer do colo do utero € o quarto tipo de cancer mais comum na
populacao feminina e a quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil,

sendo mais frequentemente diagnosticado em regides menos desenvolvidas®.

Este tipo de cancer tem alto potencial de prevencdo e cura se
diagnosticado precocemente® em um programa de rastreio organizado. No
entanto, na rotina dos nossos servicos de saude o rastreamento é feito de forma
oportunistica®, o que resulta em baixa cobertura restrita as mulheres que
buscam de forma espontanea os servigos de saude, configurando um cenario de
desigualdade no acesso e uso ineficiente de recursos®.

O cancer do colo do Utero é uma doenca de evolugédo lenta’ e apresenta
lesBes precursoras, conhecidas como lesao de alto grau ou NIC 1l e NIC IIl. A
NIC | representa a manifestacdo morfoldgica da infeccdo por HPV transitéria,
com alta probabilidade de regressao e, por isso ndo € considerada uma lesao

precursora do cancer do colo uterino?.

Apesar de a NIC Il ser considerada uma lesdo de alto grau, estudos
mostram que a taxa de regressdo é alta nesses casos®. Esta claro que nem
todas as lesGes consideradas precursoras progridem para o cancer, mas ainda

nao sabemos o perfil da leséo que se torna maligna quando nao tratada.

A reprodutibilidade interobservador do diagnéstico da NIC é critica nos
programas de prevencdo do cancer do colo do utero, sendo o diagndstico de
NIC Il o que possui menor reprodutibilidade entre os patologistas®%l. Além
disso, a sub-representacdo da lesdo presente no colo uterino e a mimetizacéao

das lesdes de alto grau podem comprometer o diagnéstico histopatol6gico®.
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A conduta clinica apropriada depende do diagnostico acurado das
bidpsias cervicais, pois resultados falso-positivos podem conduzir ao tratamento
desnecessario, aumentando o risco de morbidade obstétrica e neonatal, como
parto prematuro, principalmente em mulheres jovens sem prole constituida?,
enguanto que em pacientes com resultados falso-negativos ocorre o adiamento
do tratamento, possibilitando a eventual progressdo da doenca para a fase

invasiva.

Tendo em vista as limitacdes que cercam o diagndstico histopatoldgico da
NIC, foi publicado, em 2012, um conjunto de recomendacfes pelo Colégio
Americano de Patologistas e a Sociedade Americana de Colposcopia e
Patologia Cervical, denominada LAST. Esse projeto sugere a utilizacdo de pl6
para auxiliar o diagndstico histopatoléogico da NIC I, propondo que essa
categoria diagnodstica seja classificada como lesédo de alto grau se a marcacao
de pl6 for positiva ou lesdo de baixo grau caso a marcacdo de pl6 seja
negativa®. No entanto, os critérios de positividade para pl16 nessa publicacdo
foram arbitrados por um conjunto de especialistas, necessitando ainda de
estudos de validacéo clinica para sua implementacédo na rotina diagnéstica dos
servicos de saude.

Com a proposta de ser um biomarcador complementar no diagnostico
histoldgico, a p16 tem sido associada ao grau de alteracdo celular observada no
epitélio escamoso, ao aumento da concordancia interobservador e apontada
como um marcador de progressdo para cancer!31415 Além disso, a expressao
de pl6 pode melhorar o valor preditivo positivo dos resultados do rastreio
cervical'® e se mostra como um marcador sensivel e especifico de NIC e

carcinoma associado ao HPV?’,
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Apesar de o uso do biomarcador Ki-67 ndo constar nas recomendacdes
LAST, estudos tem mostrado associacao entre a expressao positiva de Ki-67 em
biopsias de NIC Il e o desfecho'* ou diagndstico de NIC Ill em peca de
tratamento posterior'3. Além disso, a marcacdo de Ki-67 tem sido mostrada
como uma ferramenta Util para predizer o grau de NIC e esta correlacionada com
a presenca de HPV oncogénico e com a progressado de NIC em biopsias de NIC
| e NIC 11418,

O presente estudo se justifica pela possibilidade de melhor compreenséao
do significado da marcacao imuno-histoquimica ao correlacionar a expressao de
pl6 e Ki-67 com os achados das pecas de tratamento cirdrgico ou com os dados
de acompanhamento dos casos que tinham essa indicacao clinica.

O atual estudo seria também uma forma de podermos avaliar o ponto de
corte sugerido pela LAST e verificar qual seria o impacto da aplicacdo dessas
recomendacdes, implicando em maior ou menor numero de indicacdes de
tratamento das pacientes anteriormente diagnosticadas como portadoras de NIC
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Capitulo 3 — Objetivos

2.1 Objetivo geral

Compreender a contribuicdo para o diagnéstico e a implicacéo clinica da

expressado de pl6 e Ki-67 em biopsias cervicais com diagnéstico de NIC 1.

2.2 Objetivos especificos

Comparar a concordancia diagnéstica dos patologistas na coloracao de
rotina e nas marcacgdes imuno-histoquimicas de p16 e Ki-67.

Comparar a avaliagdo dos patologistas com o0s resultados da
quantificacdo digital de imagem para as marcac¢des imuno-histoquimicas
de p16 e Ki-67;

Avaliar a associacdo da expressao de pl6 e Ki-67 em biépsias de NIC I
com os resultados de peca de tratamento ou exames de seguimento
clinico até um ano;

Avaliar o desempenho diagnéstico de pl16 e Ki-67 em biopsias de NIC Il
para o diagnéstico de lesBes de alto grau ou cancer nas pecas de
tratamento ou no seguimento de até um ano;

Descrever o impacto clinico da aplicacdo das recomendacdes da LAST
para pl6 e do ponto de corte de Ki-67 nos casos diagnosticados como

NIC II.
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Capitulo 4 — Referencial tedrico

4.1 Cancer do colo do utero

O cancer do colo do utero é considerado um importante problema de saude
publica. Com incidéncia de 528 mil casos e 266 mil 6bitos, o cancer cervical se
apresenta como o0 quarto tipo de cancer mais comum na populacdo feminina

mundiall®20,

No Brasil, a estimativa para o biénio 2018-2019 € de 16.370 novos casos de
cancer cervical, com risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres.
Ocupa a terceira posicao entre os tipos de cancer mais incidentes na populacéo
feminina do pais, atras apenas do cancer de mama e célon e reto, quando se
exclui o cancer de pele ndo melanoma (Figura 1). Em 2015, a mortalidade de

mulheres por este tipo de cancer superou os 5 mil dbitos?.

Localizagao Primaria Casos %o
Mulheres  Mama Feminina 59.700 20 5%
Gdlon e Reto 18.980 9 4%
Colo do Utero 16.370 81%
Traqueia, Brnguio e Pulmao 12530 6.2%
Glandula Tireoide 8.040 4.0%
Estdmago 7.750 3.8%
Corpo do Utero 5.600 3.3%
Ovdrio 6.150 3,0%
Sisterna Mervoso Central 5.510 2.1%
Leucemias 4.860 2.4%

Figura 1. Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes na
populacdo feminina brasileira estimados para o biénio 2018-2019, exceto

pele ndo melanoma. O cancer de colo de Utero ocupa a terceira posigéo entre os tipos mais
incidentes na populagédo feminina brasileira, atras apenas do cancer de mama e célon e reto.
Adaptado de: Brasil/MS/INCA, 20171
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A taxa de incidéncia de cancer do colo do utero tem diminuido ao longo das
Gltimas trés décadas como resultado da implementacdo dos programas de
prevencao, quando também foi observado aumento na sobrevida de cinco anos,

atingindo a marca de 70% para a populacdo mundial®.

No entanto, a variagdo geografica mundial nas taxas de cancer do colo do
utero refletem as diferencas na desigualdade de acesso a prevencdo. Nas
regides menos desenvolvidas contribui de forma importante para a carga da
doenca em mulheres, figurando como o segundo mais incidente e como a
terceira principal causa de morte por cancer em mulheres!®21,

Reconhecendo que o HPV é uma causa necessaria para o cancer cervical
e gue a vacinacdo para prevencao do HPV representa a reducdo da incidéncia
do cancer do colo do utero e de suas lesGes precursoras, o Ministério da Saude
implementou a vacina tetravalente contra o HPV, que protege contra os subtipos
6, 11, 16 e 18, no calendario vacinal brasileiro em 2014 para meninas de 9 a 13
anos. No entanto, a vacinacdo nao dispensa a realizacdo dos exames de
rastreio para o cancer do colo do Utero, pois a baixa adesdo a vacinagao contra
o HPV e a existéncia de outros subtipos oncogénicos do virus que nao sao
cobertos pela vacina tetravalente implicam em manutencdo de algum risco de

desenvolvimento de cancer422,

4.1.1 Papillomavirus humano

A infeccéo pelo Papillomavirus humano (HPV) é o principal fator de risco para
o desenvolvimento do cancer do colo do Utero?32425 detectavel em 99,7% dos

casos de cancer cervical®3.
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O HPV interage com o epitélio escamoso de duas formas. Em uma das
formas de interacdo, o epitélio sustenta a producdo viral, mas as lesdes sao
transitorias, chamadas de lesdes de baixo grau. A segunda forma de interacédo €
caracterizada pela incorporacdo do genoma viral ao genoma da célula
hospedeira, com quebra do controle coordenado entre a expressao do gene viral
e a diferenciacdo epitelial, dando origem as lesdes precursoras do cancer do
colo do utero. A expressdo dos oncogenes virais E6 e E7 conduz a proliferacédo
celular, produzindo uma expansdao clonal de células indiferenciadas
caracterizadas pela infeccdo viral persistente, anormalidades colposcopicas,
lesbes persistentes e progressivas e risco aumentado de transformacéo

maligna3.

Dessa forma, a infeccédo por HPV néo é suficiente para o desenvolvimento do
cancer, fazendo-se necessaria a persisténcia da infeccdo viral*?%, que esta
relacionada com o tipo de HPV detectado. Mais de 200 gendtipos de HPV foram
caracterizados molecularmente, e cerca de 40 tipos sdo capazes de causar
infeccéo no trato genital?’, sendo classificados como HPV de baixo e alto risco

oncogénico em fungdo de sua associacdo com o cancer cervical?®29,

Os HPV de baixo risco estdo associados com lesfes benignas, como as
verrugas genitais e as lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL, do
inglés, Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion ou NIC 1). Cerca de 90% das

verrugas genitais sdo causadas por HPV 6 e 11%,

Infeccdes por HPV de alto risco oncogénico estdo fortemente associadas
com o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais de alto grau (HSIL, do inglés,

High-grade Squamous Intraepithelial Lesion ou NIC 1l/Ill) e cancer cervical®®. Os
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tipos de HPV 16 e 18 sdo detectados em cerca de 70% dos casos de cancer do

colo do Gtero®°.

4.2 Neoplasia intraepitelial cervical

As lesdes pré-neoplasicas do cancer do colo do utero foram inicialmente
descritas por Cullen, em 1900, e Rubin, em 1910, como achados
histopatolégicos em bordas de tumores invasores, representadas por células
com aspectos morfolégicos semelhantes as do carcinoma invasor, porém,

contidas dentro do epitélio transformado3!.

Em 1949, Papanicolaou introduziu o termo displasia, relatado por Reagan
et al., em 1953, para caracterizar a presenca de células atipicas em parte ou
toda a espessura da camada epitelial®?, dividindo-a em leve, moderada,
acentuada e carcinoma in situ?. Essa classificacdo seria modificada em 1973 por
sugestdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que passou a agrupar as

categorias displasia acentuada e carcinoma in situ em uma Unica classe®.

O conceito de NIC foi estabelecido por Richart, em 1967, para lesdes
precursoras do carcinoma escamoso invasor do colo uterino®* e definido,
segundo Aidé (2009)33, como “lesdes proliferativas com maturagdo anormal e
atipias de graus variaveis substituindo parte ou toda a espessura do epitélio
escamoso cervical”. Dessa forma, as lesdes do colo uterino podem ser
classificadas histologicamente em trés graus: NIC I, NIC Il e NIC Ill. O
diagnéstico de NIC | apresenta células maduras e diferenciadas em grande parte
da espessura epitelial e presenca de anomalias nucleares minimas, com células
indiferenciadas restritas ao tergo inferior do epitélio, enquanto que, na NIC IIl a

diferenciacdo e estratificacdo podem estar ausentes ou presentes apenas em
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pequena parte do terco superficial do tecido epitelial cervical com anomalias
nucleares na espessura total do epitélio®. O conceito de NIC Il serd abordado a

seguir devido a sua relevancia para o estudo.

Baseado no Sistema Bethesda (1988), que propunha uma nova
classificacdo citoldgica cervical com objetivo de facilitar o manejo clinico das
NIC, Richart transportou os conceitos citolégicos para a histologia, classificando
NIC | como uma leséo intraepitelial escamosa de baixo grau e agrupando NIC Il

e NIC Il como lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau.

4.2.1 Neoplasia intraepitelial cervical grau I

A neoplasia intraepitelial grau Il (NIC II) € o diagnéstico intermediario da
doenca cervical entre NIC I, que € considerada uma lesdo de baixo grau e,
portanto, com baixo risco de progressao, e NIC Ill. NIC Il e Ill sdo consideradas

lesdes pré-neoplasicas, ou seja, com risco de progressado para cancers®,

NIC Il é caracterizada pela presenca de células imaturas restritas aos dois
tercos inferiores da camada epitelial, com anomalias nucleares mais acentuadas
gue em NIC | e as figuras de mitose podem ser observadas na metade inferior

do epitélio®” (Figura 2).
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Disceratose

Binucleacéo

Multinucleacéo

Mitose

Figura 2. Histologia de NIC Il. Amostra de colo uterino classificada como NIC I
apresentando coilocitose (halos claros perinucleares), arquitetura tecidual da metade inferior do
epitélio desorganizada, presenca de mitoses fora da camada basal, anisocariose (irregularidade
do contorno nuclear), disceratose, binucleagédo, multinucleacédo. Fonte: IARC38,

4.2.2 Limitacdes do diagndstico histopatologico

O diagndstico histopatologico apresenta limitagdes relacionadas a baixa
reprodutibilidade do diagndstico, acuracia variavel, problemas de

representatividade da amostra e a mimetizagéo de lesdes intraepiteliais.

A reprodutibilidade interobservador é critica nos programas de prevencao
do cancer do colo do utero. De forma geral, o acordo entre os patologistas é
excelente para lesfes invasivas, moderado para NIC Il e fraco para NIC | e NIC
Il baseados somente na histologia® . O diagnéstico de NIC Il é um dos que
possui menor reprodutibilidade entre os patologistas, podendo ser comprometido
tanto pela preparacdo da peca histologica quanto pela interpretacdo do

observadori®!l, Em seu estudo, Castle et al. (2007)!! demonstraram que apenas
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43,4% dos casos de NIC Il ao serem submetidos a avaliagdo pelo grupo de
controle de qualidade de patologia foram também avaliados como NIC I,

demonstrando baixa reprodutibilidade.

Em estudo conduzido no Departamento de Anatomia Patologica e
Citopatologia (DAPC) do Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do
Adolescente Fernandes Figueira (IFF), foi demonstrado que os diagndsticos de
maior gravidade (NIC Ill e carcinoma) tendem a ter uma maior concordancia
interobservador e que os diagnosticos de menor gravidade sdo menos
reprodutiveis. A concordancia para a categoria diagnostica de NIC Il possuiu o
menor coeficiente de concordancia (Kappa) dentre as categorias, revelando ser
um diagnéstico de concordancia fraca®®, de acordo com a classificagdo de

Landis e Koch (Figura 3).

=]
I Avaliador 1 vs. Avaliador 2
— Auvaliador 1 vs. Avaliador 3
© — Auvaliador 2 vs. Avaliador 3
o 7| — Todos os avaliadores
© _|
o
< |
o
N
R
o | \
o
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Inflamatdrio NIC | NIC II NIC Il CA

Figura 3. Concordancia interobservador para as categorias diagndésticas

de inflamatério (negativo), NIC I, NIC I, NIC Ill e carcinoma (CA). A categoria
diagnéstica de NIC Il apresentou o menor coeficiente de concordancia dentre as categorias
apresentadas. Fonte: FERREIRA, 20153,
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Os estudos de variabilidade interobservador revelam que a discordancia
diagnéstica tem efeito importante nas decisdes de tratamento (NIC | versus NIC
[I/1l1), ja que a concordancia € maior para as lesdes pré-neoplasicas (NIC IIlI) que

sdo, indiscutivelmente, indicadas para tratamento'’.

As questdes de amostragem também podem comprometer o diagndstico
das bidépsias, que podem néo revelar as lesdes de maior gravidade presentes na
amostra, levando a sub-representacdo da lesdo presente no colo uterino. A
obtencdo de bidpsias de maior tamanho e aumento do numero de bidpsias
avaliam com maior precisdo a lesdo presente ou o risco de cancer de cada

paciente3.

Processos como metaplasia escamosa imatura, atrofia, alteracdes
epiteliais reparadoras ou a orientacdo do corte podem mimetizar uma leséo pré-
neoplasica, podendo gerar uma conduta clinica inadequada, apesar de né&o

estarem associadas a risco neoplasico? (Figura 4).

Figura 4. Mimetizacdo de uma lesdo de alto grau no epitélio escamoso.
O epitélio mimetiza uma lesé@o pré-neoplasica na morfologia (A), mas a auséncia
de reatividade de pl6 revela que nao se trata de uma lesdo de alto grau (B). A e
B, grande aumento. Fonte: Darragh et al., 20123.
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4.2.3 Histoéria Natural

O cancer do colo do utero € uma doenca de evolucdo lenta, de
aproximadamente 20 anos entre a infeccdo pelo HPV e o surgimento da
doenca’, e apresenta lesbes precursoras, conhecidas como lesées de alto grau
ou NIC Il e NIC Ill. A NIC | representa a manifestacdo morfologica da infeccéo
transitoria por HPV, com alta probabilidade de regressdo e, por isso ndo €

considerada como leséo precursora do cancer do colo uterino?.

Ja estd claro que nem todas as lesGes consideradas precursoras
progridem para o cancer, mas ainda ndo sabemos qual lesdo se torna maligna

quando néo tratada®®.

Estudos prospectivos com lesbes de NIC Il sdo dificeis de realizar, pois
implicam em um maior risco de progresséo para cancer. Motamedi et al. (2015)*°
relatou persisténcia em 92,6% dos casos de NIC Ill e em 1,9% dos casos foi
encontrado carcinoma na peca cirargica subsequente. No entanto, a mediana de

tempo entre a bidpsia e o espécime cirurgico foi de apenas 8,9 semanas.

A taxa de regressao encontrada por estudos prospectivos com pacientes
de NIC Il foi em torno de 70% em até trés anos de acompanhamento, enquanto
gue em 15 a 28% dessas pacientes houve persisténcia ou progressao da lesédo

por igual periodo®41:42:43,

Matsumoto et al. (2011)* observaram em seu estudo que 64% das
pacientes com diagnéstico de NIC | regrediram ao final de dois anos de
acompanhamento, enquanto que apenas 9,7% progrediu para NIC Ill em cinco
anos, representando um risco de progressdo de 2,15 vezes menor do que a

lesdo de NIC II.
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4.2.4 Abordagem Clinica

O rastreamento do cancer do colo do utero € um processo de multiplas
etapas, com objetivo de identificar e tratar as lesbes precursoras, prevenindo o
cancer cervical, ou através do seu diagnostico precoce implicando na reducao

da mortalidade por essa doenca*>46.

O método de rastreamento para as lesdes intraepiteliais e cancer do colo do
Gtero € o exame citopatologico, ou teste de Papanicolaou. Atualmente, as
Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Céancer do Colo do Utero
preconizam a realizacdo do exame de rastreio a cada trés anos apos dois
resultados citoldgicos anuais negativos, para mulheres de 25 a 64 anos de idade

com atividade sexual iniciadaZ.

A conduta clinica depende do diagnéstico histopatolégico da bidpsia, que é
considerado o padrdo-ouro para a decisdo clinica. Em caso de lesdo de baixo
grau (NIC ), a paciente devera ser mantida em seguimento citolégico. Em
contrapartida, para as mulheres com diagnostico histopatolégico de lesédo de alto
grau (NIC 1I/lll) é indicada a realizacdo de procedimentos excisionais como
forma de tratamento?, pois tem como objetivo o diagnéstico dos casos de lesédo
invasiva ndo detectada na citologia, na colposcopia ou na biopsia e prevencao

da sua progresséo para o cancer cervical®2.

Apesar de o diagnostico de NIC Il ser classificado como uma lesédo de alto
grau, as Diretrizes preveem uma conduta especifica para esses casos em
mulheres jovens. Em mulheres de até 24 anos com diagndéstico de NIC I, é
preferivel adotar a conduta expectante com seguimento por meio de exames

citopatolégicos e colposcopicos semestrais por dois anos?. A conduta
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conservadora nesses casos se justifica, pois a NIC Il em mulheres jovens tende
a ter um comportamento evolutivo semelhante a leséo de baixo grau, com altas
taxas de regressdo®. Com isso, € possivel diminuir a possibilidade de
sobretratamento e, consequentemente, diminuir o risco de morbidade obstétrica
e neonatal, como o parto prematuro, tendo em vista que a maior parte delas nao

tem prole constituidaZ.

Resultados falso-positivos na avaliacdo histopatolégica podem conduzir ao
tratamento desnecessario, podendo gerar complicacGes obstétricas relevantes
em mulheres jovens, enquanto que resultados falso-negativos podem levar ao
adiamento do tratamento!3. Os potenciais danos do sobretratamento de pré-
cancer em comparacdo com o risco de desenvolver doenca invasiva, se essas
lesdes ndo sdo tratadas, precisam ser equilibrados®. Por isso, novas formas de

garantir a precisdo e a confiabilidade do diagnostico estdo sendo estudadas.

4.3 Projeto LAST

O projeto denominado Terminologia das Lesdes Escamosas do Trato
Anogenital Inferior (LAST) foi publicado em 2012, pelo Colégio Americano de
Patologistas e pela Sociedade Americana de Colposcopia e Patologia Cervical
com objetivo de avaliar a terminologia das lesGes escamosas associadas a

infeccéo por HPV do trato anogenital inferior, incluindo o colo do Utero®.

O projeto foi composto por cinco grupos de trabalho que se dividiram
entre os objetivos da publicacdo. O grupo de trabalho 4 ficou encarregado de
avaliar o uso de marcadores moleculares em conjunto com a morfologia para

avaliacdo de amostras do trato anogenital inferior, realizando uma revisdo de
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literatura para determinar se o0s biomarcadores disponiveis auxiliam as
recomendacdes de terminologia propostas ou melhoram a confiabilidade e a

reprodutibilidade do diagnéstico histopatoldgico?..

Tendo em vista a ampliacdo dos conhecimentos sobre a fisiopatologia da
oncogénese cervical associada a infeccdo por HPV, a baixa reprodutibilidade
interobservador da interpretacdo histopatoldgica, principalmente na categoria
diagnéstica de NIC I, e a falta de consenso se NIC Il seria ou ndo uma entidade
biolégica verdadeira, o projeto LAST propds que as lesbes intraepiteliais
cervicais sejam classificadas em lesdes de baixo e alto grau, adicionando o0 uso

de biomarcadores especificos, como o0 p16+’.

A publicacdo sugere que a NIC Il seja considerada como lesdo
intraepitelial escamosa de alto grau, se a marcacdo de pl6 for positiva. Em
contrapartida, amostras de NIC Il e p16 negativas devem ser classificadas como

lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau® (Figura 5).
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Figura 5. Esquema da LAST para uso de pl6 para avaliar a categoria
diagnostica de NIC Il. A LAST propGe que as amostras diagnosticadas como
NIC Il sejam avaliadas pela marcagcdo imuno-histoquimica de pl6, que se for
positiva € considerada uma lesdo de alto grau. Adaptado de: Darragh et al.,
20123,

Segundo as recomendacdes da LAST, a marcacao positiva para pl6 é
considerada como uma marcacao de intensidade forte e padrdo difuso em pelo
menos um terco do epitélio escamoso. Marcagbes negativas e focais ou
multifocais sdo consideradas negativas segundo a recomendagédo, favorecendo

o diagnoéstico de leséo de baixo graus.

O uso do pl6 visa esclarecer interpretacdes histolégicas duvidosas entre
as lesdes de alto grau e as lesGes de baixo grau. Por possuir uma nomenclatura

dicotdmica, a nova recomendacdo tem como intuito melhorar a acuracia e a
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reprodutibilidade diagndstica, principalmente nos diagnosticos de duvida entre

uma lesdo pré-invasiva ou ndo*’.

Embora as mudancas nas estratégias de manejo clinico ndo sejam
discutidas na LAST, a possibilidade de definir de forma mais precisa e
reprodutivel o risco de cancer de cada paciente com base no seu diagndstico

histopatoldgico levara a uma melhor atencdo ao paciente®.

4.4 p16

O p16 é um gene supressor tumoral, cuja proteina regula a transicdo da

fase G1 para a fase S do ciclo celular*®4°,

Durante a fase G1 do ciclo celular, CDK 4 e 6 formam complexos com a
ciclina D1 que, por sua vez, fosforila a proteina retinoblastoma (Rb). A
fosforilacdo da proteina Rb causa a liberacdo do fator de transcricdo E2F do
complexo Rb/E2F, iniciando a transcricdo de genes requeridos na fase S do ciclo

celular®s.

A p16 é uma proteina inibidora da CDK-4 e 64%4°, impedindo a ligacéo
da ciclina D1 e consequentemente, a fosforilagdo da proteina Rb. Dessa forma,
o fator de transcricdo E2F permanece associado a Rb, impedindo a transicédo da

fase G1 para a fase S°° (Figura 6).
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Figura 6. Papel de pl16 e influéncia das oncoproteinas virais no ciclo

celular. A p16 se liga a CDK-4 e 6, bloqueando a fosforilagdo de Rb e impedindo a progresséo
do ciclo celular. A oncoproteina viral E7 dos HPVs de alto risco inativam a proteina Rb,
garantindo a liberacdo de E2F e a consequente progressédo da fase G1 para a fase S do ciclo
celular. Adaptado de: Romagosa et al., 20114°.

A infeccdo por HPV de alto risco induz a liberacdo de E2F através da
inativacdo de Rb pela oncoproteina viral E7, impedindo a acdo da pl16'NK4A
(Figura 6). Dessa forma, lesdes associadas ao HPV sédo caracterizadas pela
super expressao de pl16, detectavel pela marcagcdo imuno-histoquimica (IHQ), ja
que ndo possui efeito sobre a ativagcdo do ciclo celular, passando a ser

acumulada no nucleo e citoplasma das células#>! (Figura 7).
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Figura 7. Marcacdo imuno-histoquimica de p16 em amostra de NIC Il. A
imagem histolégica de biopsia diagnosticada como NIC Il, pelo consenso de pelo menos dois
patologistas, marcada por p16 apresenta marcacgdo difusa nos dois tercos inferiores do epitélio
escamoso cervical. Fonte: SILVA, 201752,

4.4.1 Utilidades clinicas do uso de p16

Além do uso do pl6 ser sugerido pela recomendacdo LAST, o
biomarcador imuno-histoquimico esta sendo associado ao aumento da
reprodutibilidade interobservador®®, a gravidade da lesdo®, a acuracia

diagnoéstica®°¢ e a progresséo da doenca's.

Uma revisdo sistematica e meta-analise reuniu cinco estudos sobre a
concordancia interobservador para a marcacdo de p16 e revelou que a adi¢do
do marcador imuno-histoquimico pl6 na interpretacdo morfolégica melhora a

concordancia entre os patologistas para o diagnéstico de NIC Il ou mais®3.
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Kanthiya et al. (2016)>* demonstrou que a expressdo de pl6 esta
associada com a gravidade das lesdes do colo do utero, apresentando maior
expressdo em diagnosticos de maior gravidade, como 0 carcinoma invasivo e

NIC 1I/1ll, e menor expressao em lesdes de menor gravidade, como a NIC I.

Bergeron et al. (2010)°° relatou que a interpretacéo do pl6 juntamente
com interpretacdo morfologica na coloracdo de rotina (H&E) melhorou a acuracia
diagnéstica da interpretacdo da biopsia, o que pode auxiliar nas decisdes

terapéuticas das pacientes com doenca cervical.

Galgano et al. (2011)°¢ mostrou que a marcacgdo de pl6 de intensidade
forte e padréo difuso € altamente sensivel para o diagnostico de NIC Il ou mais

nas biopsias de colo uterino.

Em estudo recente, De Sam Lazaro et al. (2016)°’ mostrou que o uso de
pl6 diminui significativamente a frequéncia de produtos de tratamento
excisionais negativos, sugerindo que estes casos foram desnecessariamente

excisionados.

Miyamoto et al. (2016)* concluiu em seu estudo que a expressao de pl6
estd fortemente associada com a progressdo da doenca em mulheres com
diagnéstico de NIC I, apresentando diferenca significativa na frequéncia da
expressao positiva para pl6 entre as lesdes de NIC Il que progrediram e as

lesbes que regrediram.

4.5 Ki-67

A proteina Ki-67 € uma proteina nuclear expressa durante todas as fases

ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), exceto em GO e fase inicial de G1°4,
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A infeccéo por HPV altera a regulacao do controle da transicao entre a fase G1 e
a fase de sintese (S) pela degradacdo da proteina retinoblastoma (Rb)4. A
infeccdo por HPV leva a um aumento da proliferacdo celular e o aumento da

marcacédo para Ki-67 pode ser um indicador de infeccdo por HPV>4,

Embora a positividade de Ki-67 seja observada na camada basal do
epitélio escamoso cervical em condicdes normais, a marcacado nos tercos medio

e superior é indicativa de leséo intraepitelial®® (Figura 8).
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Figura 8. Marcacdo imuno-histoquimica de Ki-67 em amostra de NIC II. A
imagem histolégica de biopsia diagnosticada como NIC Il, pelo consenso de pelo menos dois
patologistas, marcada por Ki-67 apresenta marcacdo multifocal em até dois tergos do epitélio
escamoso cervical. Fonte: SILVA, 2017%2.
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4.5.1 Utilidades clinicas do uso de Ki-67

Embora o uso do Ki-67 néo tenha sido sugerido pelas recomendacbes
LAST, a andlise da expressao de Ki-67 em amostras histolégicas de bidpsia de
mulheres com diagndstico de NIC Il tem mostrado que Ki-67 esta relacionado

com o grau de NIC> e a progresséo das lesdes do colo uterino4.

Em estudo de Kanthiya et al. (2016)°*, a expressdo de Ki-67 mostrou
associacdo com a gravidade das lesdes cervicais. Os diagndsticos de carcinoma
invasivo e NIC Il/lll apresentaram maior expressao para o marcador, enquanto a

categoria diagnéstica de NIC | apresentou menor expressao para Ki-67.

Miyamoto et al. (2016)'# encontrou diferengas significativas na frequéncia
da expressao positiva de Ki-67 (em mais de 50% das células) nos casos que
progrediram e regrediram, mostrando que a expressao de Ki-67 esta associada

com o desfecho em mulheres com biépsias de NIC II.

Estudo recente de Miralpeix et al. (2016)*2 revela que casos que possuem
expressao de Ki-67 em mais de 50% das células da biépsia de NIC Il e presenca
de lesdo de alto grau na citologia prévia tem um maior risco de NIC Il
subjacente na amostra, em comparacdo com as pacientes com Ki-67 negativo
(menos de 50% das células marcadas), que devem se beneficiar do manejo

conservador.
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Capitulo 5 — Hipodtese

Nossa hipotese € que a avaliacdo da expressao imuno-histoquimica de
pl6é e Ki-67 melhora o desempenho diagnostico das bidpsias cervicais com
diagnoéstico de NIC Il para a identificacdo de lesdes de alto grau nas pecas

cirdrgicas ou exames de seguimento clinico até um ano apos a bidpsia
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Capitulo 6 — Materiais e métodos

Foi realizado estudo transversal com a inclusdo de 104 casos de biopsias
de colo uterino com diagnéstico de NIC Il no periodo janeiro de 2006 a

dezembro de 2016 diagnosticadas no DAPC do IFF.

Os casos identificados receberam numeracdo sequencial a fim de
proteger a identidade do sujeito da pesquisa e foram submetidos a
imunomarcacéo para pl16'Nk4 e Ki-67 para avaliacdo dos critérios de marcacao

imuno-histoquimica.

Informacdes clinicas como idade da paciente, diagnéstico citolégico dos
casos de acompanhamento e resultado das pecas cirargicas provenientes do
tratamento também foram coletados de registros médicos e consulta a

prontudrios.

6.1 Critérios de inclusao e exclusao

6.1.1 Critérios de inclusao

Casos de bidpsias de colo uterino diagnosticados como NIC Il na
avaliagdo diagnostica de rotina do DAPC do IFF com blocos disponiveis para

recorte e dados de tratamento cirdrgico ou acompanhamento clinico.

6.1.2 Critérios de exclusao

Casos de biépsia de colo uterino que foram consideradas excisionais.

Casos de biopsia de colo uterino que ndo apresentaram a leséo original

nas laminas de imuno-histoquimica.
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6.2 Imuno-histoquimica

Os recortes dos blocos contendo as biépsias de colo uterino foram feitos
com espessura de 5um e montados em laminas silanizadas (HDAS003). Para

menor indice de dobras, as laminas foram deixadas overnight na estufa a 37°C.

No processo de desparafinizacao, as laminas foram colocadas na estufa a
60°C por trinta minutos e mais cinco minutos em cada um dos dois banhos de
xilol a temperatura ambiente. Logo apos, foram hidratados em solucéo de etanol
a 99% em dois banhos, seguidos por dois banhos de etanol a 95%, por cinco
minutos cada. Ainda foram feitos dois banhos em agua destilada por um minuto

cada.

Foi utilizado o kit de sistema de deteccdo de polimero Novolink (Max
Polymer Detection System, Leica) para a técnica de imuno-histoquimica nas
etapas de bloqueio de peroxidase, bloqueio de proteina, anticorpo secundario,

polimero e o cromégeno diaminobenzidina (DAB).

Para fins de inibicdo da peroxidase enddgena, os cortes foram incubados
com o bloqueio de peroxidase durante quinze minutos e, entdo, banhados em
agua destilada por um minuto para, depois, ser feita a recuperag¢do antigénica
em tampéo de recuperacao Trilogy (Cell Marque), por quarenta minutos a 96°C
em banho-maria. Os cortes foram resfriados em agua corrente na propria cuba
com Trilogy por vinte minutos e, apoés, lavados em tampao fosfato-salino (do

inglés, phosphate buffered saline, PBS) por um minuto.

Em seguida, para inibicdo das ligacbes inespecificas, os cortes foram

incubados com o blogueio de proteina, na camara Umida, em temperatura
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ambiente, no periodo de quinze minutos. Foram também lavados em PBS por

dois minutos cada um dos dois banhos.

Os cortes foram, entdo, incubados a temperatura ambiente com o
anticorpo primario p16'Nk42 (BD®; clone G175-405, monoclonal de camundongo)
diluido em 1:100 e Ki-67 (Cell Marque®; clone SP6, monoclonal de coelho)
diluido em 1:200 em solucdo diluidora (da Vinci Green, pH 7,3- BIOCARE)

durante sessenta minutos em camara Umida a temperatura ambiente.

Posteriormente os cortes foram lavados com PBS em dois banhos de dois
minutos cada, seguidos pela incubacdo com o anticorpo secundario por trinta

minutos e em seguida dois banhos de PBS por dois minutos cada.

ApoOs a etapa com o anticorpo secundario, os cortes foram incubados com
o sistema de deteccao polimero por trinta minutos e posteriormente lavados em
dois banhos de tampéo PBS, por dois minutos cada. A marcacéao foi evidenciada
com cromogeno DAB. Ao final desse processo, foi realizada a contracoloracéo

com hematoxilina de Harris e montagem das laminas com goma de Damar.

Para o controle de qualidade positivo da reacdo imuno-histoquimica,
foram confeccionadas laminas de tissue microarray (TMA) com casos
sabidamente positivos para os anticorpos p16 e Ki-67, confeccionados de acordo
com o método desenvolvido por Pires et al. (2006)>°. Para o controle de negativo

da reacdo foi realizada a substituicdo do anticorpo primario por PBS.

Cerca de 60% das reacOes imuno-histoquimicas de pl16 foram realizadas
na Divisdo de Patologia do INCA pelo método automatizado, utilizando como
anticorpo primario o CINtec® pl6 Histology (Ventana) diluido em 1:30 e

incubado overnight.
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6.3 Revisdo das laminas histolégicas

As laminas histolégicas dos casos selecionados, coradas em H&E, foram
revistas por trés patologistas experientes do DAPC/IFF de forma independente e
cega, ou seja, sem conhecimento do diagndéstico dos demais avaliadores, ou dos
dados clinicos, achados colposcépicos ou citoldgicos das pacientes das quais
foram obtidos os espécimes.

Na ficha de coleta de dados (vide apéndice A), os avaliadores
classificaram a amostra em “ndo NIC”, NIC [, NIC Il, NIC Il e carcinoma. O
diagnéstico final de cada caso foi definido através do consenso de pelo menos
dois avaliadores. Em caso de discordancia, os casos foram revistos em conjunto

pelos trés patologistas.

6.4. Avaliacdo das marcacdes imuno-histoquimicas

As laminas de imuno-histoquimica foram avaliadas por trés patologistas
experientes, também de forma independente e cega. Os avaliadores foram
orientados a avaliar as laminas separadamente e na seguinte sequéncia: H&E,

pl6 e Ki-67.

Cada avaliador recebeu instrucdes impressas para a avaliacdo das

laminas de imuno-histoquimica (Vide apéndice B).

6.4.1 Critérios gerais de avaliacao

Na ficha de coleta de dados, as marcac¢des imuno-histoquimicas foram
avaliadas considerando o0s seguintes critérios: localizagcdo (em tercos de

acometimento da espessura epitelial), distribuicdo e intensidade da marcacao. O
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avaliador assinalou como um terco (terco inferior), dois tercos ou trés tercos de
acordo com a localizacdo da marcacdo imuno-histoquimica. A distribuicdo foi
avaliada como focal, multifocal ou difusa. A marcacdo imuno-histoquimica foi
considerada negativa, fraca, moderada ou acentuada para o parametro de

intensidade.

6.4.2 Avaliacdo da marcacédo de pl6

A marcacdao imuno-histoquimica de p16 foi classificada como positiva ou
negativa, de acordo com as recomendacdes da LAST, que considera como
marcacdo positiva para pl6 os critérios de intensidade acentuada (forte),
distribuicdo difusa (continua) e em pelo menos um terco do epitélio. Marcacdes
negativas, fracas e focais ou multifocais (irregular) sédo consideradas negativas

(Figura 9). Se a amostra de NIC Il for considerada positiva para a marcacéo de

pl6, o avaliador tera marcado a opcdo NIC Il — HSIL e quando a marcacéao for
considerada negativa tera assinalado a opcao NIC Il — LSIL, de acordo com a
LAST.

O diagnostico final de p16 foi definido pelo consenso de pelo menos dois

patologistas independentes.
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Figura 9. Padrdo de marcacdo de pl6. A marcacgdo positiva para pl6 apresenta
intensidade forte, distribuicao difusa e em dois tercos do epitélio (A). A marcacao fraca e focal ou
multifical foi considerada negativa (B). A e B, médio aumento. Fonte: Darragh et al., 20123.

6.4.3 Avaliagdo da marcacéo de Ki-67

A avaliacdo da marcacao de Ki-67 foi realizada pelos patologistas atravées
da quantificacdo de células marcadas pelo Ki-67 em cada terco do epitélio,
utilizando os seguintes intervalos: 0, 1 — 10%, 11 — 25%, 26 — 50%, 51 — 75% e
75 — 100%. A quantificacdo deveria ser feita na area de maior gravidade da
leséo.

O perfil da quantificacao foi definido pelo consenso de pelo menos dois
patologistas independentes para cada terco. Em caso de discordancia, o perfil
de marcacao por tercos foi definido pela média de quantificacdo estipulada pelos
patologistas.

Os patologistas foram orientados a considerar a marcacdo imuno-
histoquimica de Ki-67 como positiva se houvesse mais de 50% de células
marcadas e classificarem os casos de NIC Il com esse percentual de marcagao
como NIC Il — HSIL. Os casos de NIC Il com menos de 50% de células positivas
para o marcador Ki-67 foram considerados negativos e classificados como de

NIC Il - LSIL (Figura 10).
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O diagnostico final de Ki-67 foi definido pelo consenso de pelo menos dois
patologistas independentes.

Para analise de associacdo com o padrdo ouro e calculos de acuracia
diagnodstica, o status de Ki-67 foi considerado negativo quando diagnosticado
como “ndo NIC”, NIC | e NIC Il — LSIL e considerado positivo se diagnosticado

como NIC Il = HSIL e NIC 1.
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Figura 10. Padrdo de marcacao de Ki-67. A marcagdo de Ki-67 é considerada
positiva se mais de 50% das células estiverem marcadas para Ki-67 (A) e considerada negativa
se menos de 50% das células estiverem marcadas para Ki-67 (B). Fonte: Miralpeix et al., 201613,

6.5 Quantificagcdo da marca¢ao imuno-histoquimica de p16 e Ki-67

A marcacdo por pl6 e Ki-67 foi avaliada por quantificacdo através de
software ImageScope apoés digitalizagdo das laminas no scanner Aperio
ScanScope CS5, que foi realizado na Divisdo de Patologia (DIPAT) e no Banco
Nacional de Tumores e DNA (BNT) do Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silva (INCA).

Foi utilizado o algoritmo “Positive Pixel Count v9” para p16 e o algoritmo

“IHC Nuclear v1” para Ki-67 (Figura 11).
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Foi considerada a partir de um terco (aproximadamente 33%) de
marcacao para pl6 como uma marcacdo positiva, independentemente de sua
intensidade, na quantificacdo digital. Para Ki-67 foi considerado como positiva a

marcacdo em mais de 50% das células epiteliais, e como negativa a marcacao

inferior a 50% de células.

Figura 11. Quantificacdo das marca¢fes imuno-histoquimicas de pl6 e

Ki-67. (A) Area de NIC Il selecionada para a quantificacdo digital da marcacéo de p16. (B) Area
de NIC Il com a méascara de quantificacdo digital para pl6, onde os pixels contabilizados na
quantificacdo estdo marcados pela mascara azul se negativo, amarelo se fracamente positivo,
laranja se moderadamente positivo e vermelho se fortemente positivo. (C) Area de NIC I
selecionada para a quantificacéo digital da marcacéo de Ki-67. (D) Area de NIC Il com mascara
de quantificacdo digital para Ki-67, onde os nucleos contabilizados na quantificacdo estao
marcados pela méascara azul se negativo, amarelo se fracamente positivo, laranja se
moderadamente positivo e vermelho se fortemente positivo.

6.6 Categorizacdo do padréo-ouro

As informacdes clinicas e de seguimento foram obtidas por consulta de

registros médicos e laudos de citologia e histologia emitidos pelo DAPC.
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O padrao-ouro foi definido como o diagndéstico do procedimento excisional
posterior a bidpsia ou em novo diagndstico histologico, colposcopico ou
citolégico de paciente mantida em seguimento (néo tratada) apos a biépsia, por
ser jovem ou estar gestante, até um ano apés esse procedimento.

Os diagnosticos de padrdo ouro foram categorizados de quatro formas
distintas. A classificacdo A compreende as categorias de negativo, NIC I, NIC II
e NIC lll. A classificagdo B categoriza como maior ou igual a NIC Il (= NIC I1), se
for diagnosticado como NIC II, NIC IIl ou cancer, ou como menor ou igual a NIC |
(= NIC I), se avaliado como negativo ou NIC I. A classificacdo C agrupa como
<NIC |, os casos com padrdo ouro de negativo e NIC I, separando os casos de
NIC Il e agrupando os casos de NIC Ill ou cancer, como maior ou igual a NIC I
(= NIC 11). A classificacdo D agrega as categorias diagnosticas de nao NIC, NIC
I e NIC Il como menor ou igual a NIC Il (< NIC Il) e a categoria de NIC Ill ou

cancer como maior ou igual a NIC 11l (= NIC 1II).

6.7 Andlise estatistica

Foram utilizados os indices Kappa ponderado para mensurar a
concordancia entre os avaliadores, excluindo a concordéancia ao acaso. Para
avaliar a magnitude da concordéancia, foi utilizada a classificacdo proposta por
Landis e Koch. Valores inferiores a zero indicam nenhuma concordéancia, entre
zero e 0,20 uma concordancia fraca, entre 0,21 e 0,40 razoavel, de 0,41 a 0,60
moderada, entre 0,61 e 0,80 substancial e se o valor de Kappa for entre 0,81 a
1,00 tem-se uma concordancia excelente.

O teste de Kruskal Wallis (KW) foi realizado para medir a significancia

estatistica da associagcdo entre variaveis continuas e categoricas. O teste do qui



52

quadrado (X?) foi utilizado para verificar a associacdo entre variaveis
categoricas. Para verificar a correlacdo entre duas formas de analise, avaliacdo
dos patologistas e quantificacdo digital, utiizamos o teste de correlacdo de
Spearman.

Célculos de sensibilidade, especificidade e valores preditivos foram
realizados tendo como padréo ouro o diagndstico da peca cirdrgica ou exames
de seguimento apoés a bidpsia.

As andlises de concordancia diagnostica (Kappa), Kruskal Wallis, qui
quadrado e teste de correlacdo de Spearman foram realizados no software
SPSS e os calculos de desempenho diagnéstico no software OpenEpi versao
3.01.

A significancia estatistica adotada nas analises foi de 0,05.
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Capitulo 7 — Questdes éticas

O presente estudo é um recorte do projeto “O valor da marcagao imuno-
histoquimica de pl6, Ki-67, p21 e ciclina D1 para o diagnéstico das lesdes
intraepiteliais escamosas do colo uterino” aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) sob o protocolo de Certificado de Apresentacdo para

Apreciacdo Etica (CAAE) n° 11542213.2.0000.5269 (vide anexo A).

A declaracdo de dispensa ao Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) foi emitido pelo Comité de Etica da instituicdo, visto que o
uso dos blocos de parafina ndo traria quaisquer danos a paciente cujo

diagnéstico ja foi estabelecido.

A coleta das informacdes sobre as pecas cirdrgicas e o seguimento das
mulheres néo tratadas foi autorizada pela Area de Atencdo Clinico-cirlrgica a

Mulher do IFF/Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

A identidade das pacientes das quais foram obtidos os espécimes

histolégicos foi mantida em sigilo.
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Capitulo 8 — Resultados

8.1 Descrigao da amostra

Foram identificados 187 casos de biopsia de colo uterino que receberam
diagnéstico de NIC Il no banco de dados do DAPC do IFF/Fiocruz no periodo de
2006 a 2016. No entanto, 41 casos nao possuiam blocos de parafina disponiveis
no DAPC, 28 casos foram provenientes de bidpsia excisional, 10 pacientes néo
apresentaram exames posteriores a bidpsia de NIC Il (padréo ouro) e 4 casos
nao apresentaram a lesdo original nas laminas de imuno-histoquimica e,

portanto, foram excluidos do estudo.

O total de 104 casos de bidpsia com diagnéstico inicial de NIC Il foram
incluidos no estudo (Figura 12). A presente amostra apresentou uma idade
média de 33,6 anos e mediana de 31,4 anos, com idade minima de 16,7 anos e

maxima de 79,1 anos.

Apoés a avaliagcdo dos casos selecionados, o consenso dos patologistas
revisores reclassificou dois casos como “ndo NIC” (1,9%), dez casos como NIC |
(9,6%) e dez casos como NIC Il (9,6%). 78,9% dos casos permaneceram com 0
diagnéstico de NIC Il apos a reavaliacdo das laminas de H&E pelos patologistas.

Nenhum caso foi reavaliado como carcinoma na referida amostra.



55

Casos incluidos
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Figura 12. Fluxograma de casos incluidos no estudo. O fluxograma apresenta
0 numero de casos incluidos no estudo, e a distribuicdo dos casos de acordo com o resultado da
avaliacdo dos biomarcadores pelo status consolidado e pelos diagndésticos de padrédo ouro. !
Dois casos ndo foram considerados na exposi¢céo do fluxograma pela pouca representatividade
da leséo, inviabilizando sua avaliagéo.

8.2 Concordancia interobservador

A concordancia interobservador para o diagnéstico de H&E e para os
diagnoésticos realizados com auxilio das marcagdes imuno-histoquimicas,
considerando a avaliagdo simultanea dos trés patologistas, € apresentada na
Tabela 1. A classificacdo dicotdbmica da LAST obteve uma concordancia
excelente, enquanto que as demais, que possuiam cinco categorias, atingiram

concordancia substancial.
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Tabela 1. Concordancia interobservador para o diagnéstico de H&E

e imunomarcacgoes.

Coloragao/ imunomarcacao Concordancia interobservador (k)2
Classificacao histologica (H&E) 0,630
Classificacao histologica (p16) 0,775
LAST 0,887
Classificacao histologica (Ki-67) 0,700

K= Kappa; H&E= Hematoxilina e eosina; LAST= The Lower Anogenital Squamous Terminology.
aConcordancia interobservador considerando a avaliacao simultanea dos trés patologistas.

8.3 Avaliacdo das marcac¢fes imuno-histoquimicas de p16 e Ki-67

A Figura 13 apresenta a coloracdo de H&E e as marcac¢des imuno-
histoquimicas de p16 e Ki-67 para cada categoria diagnéstica utilizada no estudo
(“ndo NIC”, NIC I, NIC Il — LSIL, NIC Il — HSIL e NIC IIl) de acordo com o
consenso do grupo revisor.

Na Tabela 2 é apresentada a distribuicdo dos casos por categoria
diagnéstica na avaliacdo da coloracdo de H&E, marcag¢des imuno-histoquimicas
de plé e Ki-67 e na classificacdo LAST realizada pelo consenso dos
patologistas. Na classificacdo histolégica realizada com auxilio de p16 a maior
parte dos casos foi avaliada como NIC Il — HSIL (68,3%) e como HSIL (81,5%)
na classificacdo da LAST. A classificacao histolégica utilizando Ki-67 classificou

63,1% dos casos como NIC Il — LSIL.
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Figura 13. Categorias diagndsticas definidas pelo consenso do grupo
revisor. Imagens representativas na coloracdo de H&E (A, D, G, J, M) e imunomarcagbes de
pl6 (B, E, H, K, N) e Ki-67 (C, F, I, L, O) para as categorias diagnésticas de nao NIC (A — C),
NIC I (D - F), NIC Il = LSIL (G —1), NIC Il = HSIL (J — L) e NIC lll (M — O).
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Tabela 2. Distribui¢cdo dos casos por categoria diagnostica.

dc.ate99ri‘?‘s . H&E p16 Ki-67b
iagnosticas

Classificacédo histologica
N&o NIC 2 (1,9%) 4 (3,8%) 5 (4,9%)
NIC | 10 (9,6%) 10 (9,6%) 9 (8,7%)
NIC II 82 (78,9%) - -
NIC Il - LSIL - 9 (8,7%) 65 (63,1%)
NIC Il - HSIL - 71 (68,3%) 14 (13,6%)
NIC IlI 10 (9,6%) 10 (9,6%) 10 (9,7%)

LAST®

LSIL - 19 (18,5%) -
HSIL - 84 (81,5%) -

a O consenso dos patologistas foi utilizado para esta andlise. ® Um caso de “amostra nao
diagndstica” nao foi considerado na analise. NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical. LSIL: Low-
grade Squamous Intraepithelial Lesion. HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial Lesion. LAST:

The Lower Anogenital Squamous Terminology.H&E: hematoxilia e eosina.

8.4 Quantificacdo digital das marca¢fes imuno-histoquimicas de p16 e Ki-67

As categorias diagnésticas utilizadas na avaliagdo das laminas de H&E
foram comparadas com a quantificacdo digital da marcagdo imuno-histoquimica
de p16 e Ki-67. A Tabela 3 apresenta o nivel de significancia para cada variavel
de quantificacdo em relacdo as categorias diagnésticas da avaliacdo da
coloracdo de H&E. Entre as categorias diagnosticas das bidpsias na coloracdo
de H&E foi observada diferenca significativa entre as medianas das variaveis de
marcacao total, forte, moderada, intensidade forte e moderada agrupada e
negativa de pl6 obtidas pela quantificacdo digital. Na avaliagdo de Ki-67, a
mediana de marcacdo total ndo diferiu entre as categorias diagndésticas na

avaliacao da coloragéo de H&E.



59

Tabela 3. Nivel de significancia observado nas compara¢gfes das
variaveis de quantificacdo entre os diagndésticos da bidpsia na coloracao
de H&E.

Imunomarcacéo Variavel de quantificagao p-valor@
Marcacdo total (%) 0,006
Marcacdo forte (%) 0,010
Marcacdo moderada (%) 0,013
016 Marcacéo forte e moderada (%) 0,003
Marcacdo fraca (%) 0,103
Marcacdo negativa (%) 0,001
Total de pixels (n) 0,581
Area (mm?) 0,954
Ki-67 Marcacéo total (%) 0,623

aTeste de Kruskal-Walllis: p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. mm2: milimetros
quadrados.

A média de marcacao de pl6 foi de 68,9% (+32,1) da quantidade total de
pixels analisados pelo software de quantificacdo digital. A area meédia
quantificada foi de 0,526 mm?, o equivalente a 2.442.634 pixels, com area
minima de gquantificacdo de 0,029 mm? (120.867 pixels) e maxima de 5,935 mm?

(23.973.290 pixels).

A marcacao positiva total, marcacao forte, moderada, forte e moderada,
fraca e negativa, obtidas através da quantificacdo digital, foram diferentes
(p<0,001) entre as categorias diagnésticas de pl6, tanto na classificacao
histoldgica quanto na LAST. Apenas as variaveis de numero de pixels e o
tamanho da &rea nao apresentaram diferenca nas classificacfes utilizadas

(Tabela 4).
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Tabela 4. Estatistica descritiva e comparacdes entre o resultado da

quantificacdo digital de imagem e as categorias diagndsticas de p16

Classificagao
) ) ) o LAST?
pl16 Média + DP Minimo Maximo histolégica®
p-valor®
Marcacdo positiva total
%) 68,944 + 32,056 0,040 98,942 <0,001 <0,001
0
Marcacdo forte (%) 17,314 + 15,076 0,001 59,620 <0,001 <0,001
Marcac@o moderada (%) 45,185 + 22,108 0,013 79,956 <0,001 <0,001
Marcacgéo forte e
62,498 + 29,595 0,016 95,377 <0,001 <0,001
moderada (%)
Marcagao fraca (%) 6,446 * 4,810 0,007 26,154 <0,001 <0,001
Marcac&o negativa (%) 31,056 + 32,056 1,057 99,959 <0,001 <0,001
Total de pixels (n) 2.442.634 + 3.203.458 | 120.867 | 23.973.290 0,133 0,316
Area (mm?) 0,52622 + 0,664 0,029 5,935 0,912 0,750

a Considerando o diagnéstico de consenso na avaliacdo dos patologistas. ? Teste de Kruskal-
Wallis: p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. mm?2: milimetros quadrados; DP:
desvio padrédo. LAST: The Lower Anogenital Squamous Terminology.

A Tabela 5 descreve a média e o desvio padrdo das varidveis de

quantificacdo digital de pl6 por categoria diagnoéstica de pl6. Nota-se um

predominio de marcacéo forte a moderada nas lesées de NIC Il - HSIL e NIC Il

(HSIL na classificacdo LAST), enquanto que nas categorias ndo NIC, NIC | e

NIC Il - LSIL (LSIL na classificagdo LAST) predominou a marcacéo negativa.
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Tabela 5. Perfil de marcacdo nas categorias diagndésticas na

marcacgéo de p16.

Classificagao Marcacgao Marcacao Marcagao Marcacéao forte Marcacgao Marcacédo

de pl6 total? forte? moderada?® e moderada? fraca? negativa?
Classificagéo histolégica
N&o NIC 6,6% + 5,7 0,3% £ 0,5 5,4% £ 4,8 5,7% £ 5,2 0,9% + 0,7 93,4% + 5,7
NIC | 30,1% + 33,1 42% 7,0 21,3% + 24,6 25,5% + 30,5 4,7% £ 3,6 69,9% = 33,1
NIC Il - LSIL 19,0% + 24,9 1,1% +1,7 15,2% + 20,5 16,3% + 21,7 2,7% £ 4,6 80,9% + 24,9
NIC Il — HSIL 80,7% + 18,7 | 21,2% £ 14,1 52,4% + 14,9 73,6% + 17,2 7,2% £ 4,7 19,3% = 18,7
NIC 11l 90,1% + 7,6 22,9% + 16,2 58,7% + 9,5 81,6% + 8,6 8,5% + 4,3 9,9% + 7,6
LASTP
LSIL 13,9% + 18,4 0,7% +1,3 10,7% + 15,2 11,5% + 16,1 2,5% £ 3,6 86,0% + 18,4
HSIL 815% +17,9 | 21,1% + 14,2 53,1% + 14,4 74,2% + 16,6 7,4% + 4,6 18,5% = 17,9

a Média do percentual de marcacéo e desvio padréo (média £ DP). NIC: Neoplasia Intraepitelial
Cervical. LAST: The Lower Anogenital Squamous Terminology. LSIL: Low-grade Squamous
Intraepithelial Lesion. HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial Lesion.

Os patologistas revisores nao observaram diferenca entre o método

manual e o automatizado das reagdes imuno-histoquimicas para p16.

A marcacdo média de Ki-67 foi de 21,4% (+14,004%) dos nucleos

contabilizados pelo software de quantificacdo, cuja média foi de 3.384,08

ndcleos contados, com quantidade minima de 158 nucleos e maxima de 29.038

nucleos. A marcagéo positiva total de Ki-67 foi significativamente diferente entre

as categorias diagnosticas de Ki-67 (p<0,001).

A Tabela 6 evidencia que o percentual de nlcleos positivos para Ki-67 foi

maior nas categorias diagndsticas de maior gravidade, NIC Il — HSIL e NIC Il
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Tabela 6. Perfil de marcacdo das categorias diagndésticas na

marcacao de Ki-67.

Classificacdo de Ki-672 | Marcacdo total®
Nao NIC 15,8% £ 7,7
NIC | 21,1% = 13,2
NIC Il - LSIL 17,3% + 10,7
NIC Il — HSIL 36,6% + 15,1
NIC Il 29,3% = 17,7

a O consenso dos patologistas foi utilizado para esta andlise. . Média + desvio padrdo. DP:
desvio padrdo. NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical. LSIL: Low-grade Squamous Intraepithelial
Lesion. HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial Lesion.

8.5 Status de p16 e Ki-67: consenso do grupo revisor versus quantificagao digital

de imagem

A Tabela 7 apresenta a distribuicdo dos casos entre o status de pl6 e a
quantificacdo digital. Observamos que 88,2% dos casos negativos pela
quantificacdo foram também indicados como negativos pelos patologistas e que
96,5% dos casos positivos pela quantificacdo foram apontados como positivo
pelos avaliadores. Foi verificada associacao entre as duas formas de avaliacéo

(X2=69,942; p<0,001).

Tabela 7. Distribuicdo do status de p16 entre a quantificacdo digital

e 0 consenso do grupo revisor.

Quantificacédo digital
Consenso : __ Total?
Negativo Positivo
Negativo | 15 (88,2%) 3 (3,5%) 18
Positivo 2(11,8%) 82 (96,5%) 84
Total 17 (100%) 85 (100%) 102

aDois casos foram excluidos do estudo pela pouca representatividade da lesédo, inviabilizando a
avaliacdo desses casos.
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A Figura 14 ilustra as divergéncias encontradas na avaliacao de p16. Os
casos classificados como negativos pelo consenso de patologistas e positivos
pela quantificacdo digital apresentaram marcacéao fraca, apesar de distribuicdo
difusa em pelo menos um terco do epitélio, o0 que ndo atendeu aos critérios de
positividade estabelecidos pela LAST. Os casos avaliados como positivos pelo
consenso dos patologistas e negativos pela quantificacdo digital também nao
atendiam aos critérios de positividade (marcacéao difusa em pelo menos um terco

do epitélio).

Os casos discordantes foram revistos e os resultados dos dois métodos
de avaliagdo confrontados para definicdo do status de pl6. Todos 0s casos
discordantes foram considerados negativos para pl6 apos a revisdo. No total, 20
(19,6%) casos foram classificados como negativos e 82 (80,4%) casos como

positivos para a marcag¢ao imuno-histoquimica de p16.

A distribuicdo do status da marcagdo imuno-histoquimica de Ki-67 pelo
consenso e a categorizacdo dos resultados de quantificacdo digital para o
mesmo marcador esta descrita na Tabela 8. Verificamos que 79,4% dos casos
classificados como negativo pela quantificacdo digital também foram avaliados
como negativo pelo consenso dos patologistas e 80% dos casos positivos na
quantificacdo também foram classificados dessa forma pelo grupo revisor. O
teste do qui-quadrado demonstrou que existe associagao entre as duas formas

de avaliacéo (X?=9,318; p=0,002).
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Figura 14. llustracdo dos casos divergentes entre o consenso do grupo
revisor e o resultado da quantificagdo digital de imagem na avaliacdo de

pl6. As imagens A — D foram classificadas como negativas na avaliagdo dos patologistas e
positivas na quantificacdo digital. As imagens E e F foram positivas pelo consenso dos
avaliadores e negativas pela quantificacdo digital. (A) A bidpsia apresenta um padrdo de
marcacao fraco e difuso, o que foi considerado negativo, de acordo com os critérios da LAST. (B)
A méascara de quantificagdo digital mostra a predominancia da marcagdo moderada (laranja) no
epitélio cervical, mas ndo consegue distinguir o padrdo difuso do multifocal. (C) Lesé&o
papilomatosa em area tangencial com marcacdo moderada, ndo sendo possivel a avaliagdo dos
tercos. (D) Lesdo em area tangencial com predominio de marcacdo moderada (laranja) em
contraste com a marcacao negativa (azul), na area ndo tangencial a marcagédo nao era difusa e
também né&o predominava a marcacdo moderada, sendo classificada como negativa. (E) Apesar
da marcacado ser predominantemente multifocal, a morfologia de HSIL influenciou na avaliacdo
dos patologistas. (F) A mascara de quantificacdo digital demonstra predominio da marcacao
negativa (azul), com percentual inferior a 33% de marcagdo moderada (laranja), sendo esse
caso considerado negativo.
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Tabela 8. Distribuicdo da classificagdo de Ki-67 entre a
guantificacao digital e o consenso do grupo revisor.

Quantificacéo digital

Consenso : _ Total?
Negativo Positivo

Negativo 77 (79,4%) 1 (20,0%) 78
Positivo 20 (20,6%) 4 (80,0%) 24

Total 97 (100%) 5 (100%) 102

aDois casos foram excluidos do estudo pela pouca representatividade da lesédo, inviabilizando a
quantificacao digital.

A Figura 15 exemplifica a discordancia entre a avaliagdo de Ki-67 pelo
consenso do grupo revisor e pela quantificagdo digital. O caso que foi avaliado
como negativo pelo consenso e positivo pela quantificacao digital foi prejudicado
por falhas relacionadas a realizacdo da técnica de imuno-histoquimica
(marcacdo inespecifica difusa). Os casos classificados como positivos pelo
consenso e negativos pela quantificacdo digital foram ocasionados por
problemas pré-analiticos (dobra — 5%; artefato diatérmico — 15%; imprecisdo da
quantificacdo visual — 10%; contra coloracdo intensa com hematoxilina — 20%;
corte tangencial — 5%), analitico (m& aplicacdo do ponto de corte — 10%) e pOs-
analitico (categorizacdo inadequada das amostras classificadas como NIC Il em

positivas para Ki-67 — 35%).

Apbés a revisdo dos casos discordantes entre os dois métodos de
avaliacdo da imunomarcacdo de Ki-67, 11 casos discordantes foram
considerados negativos e 10 casos como positivos. No total, 88 (86,3%) casos

foram classificados como negativos e 14 (13,7%) como positivos.



Figura 15. llustracdo dos casos divergentes entre o consenso do grupo
revisor e o resultado da quantificacéo digital de imagem na avaliacao de Ki-

67. As imagens A - C foram classificadas como negativa na avaliagdo dos patologistas e
positiva na quantificacdo digital. As imagens D - | foram positivas pelo consenso dos avaliadores
e negativas pela quantificagao digital. (A) A amostra histologica apresentou fundo proveniente de
DAB, evidenciando a falha na técnica de imuno-histoquimica, que levou a superestimagdo da
marcacao na quantificacdo digital. (B e C) A mascara de quantificagdo digital mostra células
areas de fundo (area tracejada preta), sendo contabilizadas como nucleos positivos (area
circundada por linha continua preta). (D) Amostra apresentando pouco contraste entre a
contracoloragdo com hematoxilina e a marcagao imuno-histoquimica de Ki-67. (E e F) A mascara
de quantificacdo digital mostra predominio da marcacao negativa (azul). Nucleos positivos nao
foram contabilizados pelo software de quantificagdo digital (circulos vermelhos). (G) O consenso
de patologistas considerou como marcacdo de Ki-67 positiva, viés ocasionado por corte
tangencial. (H e I) O software de quantificacdo digital classificou a amostra como negativa,
realizando a analise da marcacao total presente na area selecionada da amostra.

O teste de Spearman mostrou correlagdo (p=0,729; p<0,001) entre a
quantificacdo digital da marcacdo imuno-histoquimica de Ki-67 e sua

quantificacdo por tergos realizada pelos patologistas.
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8.6 Associacdo da marcacdo imuno-histoquimica de pl6 e Ki-67 e o diagndstico

padrao ouro

O estudo contou com 24 casos (23,1%) com padréo ouro “ndo NIC” (idade
mediana de 24,5 anos), 25 casos (24,0%) com NIC | (idade mediana de 36,9
anos), 34 casos (32,7%) com NIC Il (idade mediana de 29,6 anos), 17 casos
(16,4%) com NIC lll (idade mediana de 38,1 anos) e 4 casos (3,8%) com HSIL

(idade mediana de 29,1 anos).

A Tabela 9 apresenta a distribuicdo do diagndstico de H&E obtido através
do consenso do grupo revisor em relagdo ao diagnéstico padréo ouro. Ressalta-
se que apenas 32,9% dos casos diagnosticados como NIC Il apéds revisdo dos

patologistas foi confirmado pelo diagnéstico padrao ouro.

Tabela 9. Distribuicdo do consenso do grupo revisor na coloracao

de H&E em relacdo ao padréo ouro.

Categorias Padréo ouro
) o Total
diagnoésticas N&o NIC NIC | NIC II NIC Il HSIL
Né&o NIC 1(42%) 1 (4,0%) 0 0 0 2
NIC | 2 (8,3%) 2(8,0%)  5(14,7%) 1 (5,9%) 0 10
NIC Il 18 (75,0%) 21 (84,0%) 27 (79,4%) 13 (76,5%) 3 (75,0%) 82
NIC 1II 3(12,5%) 1 (4,0%) 2(59%)  3(17,6%) 1 (25,0%) 10
Total 24 (100%) 25 (100%) 34 (100%) 17 (100%) 4 (100%) 104

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical. HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial Lesion.

A distribuicdo entre o status de pl16 e o diagnéstico de padréo ouro pode

ser observada na Tabela 10, ressaltando que para todos os diagndésticos de
padrdo ouro a maior parte dos casos teve a marcacdo de pl6 considerada

positiva em todos os métodos de avaliagao.
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N&o foi verificada associacao entre a marcacao de pl6 e padrdo ouro em

nenhuma das categorizacGes de padréo ouro testadas.

Tabela 10. Distribuic&o do status de p16 em relagcéo ao padrao ouro.

Padré&o ouro

o Categorias
Avaliagéo ) o
diagnosticas N&o NIC NIC | NIC Il NIC I HSIL

Consenso do Negativo 7(29,2%)  3(12,0%)  7(21,2%) 2 (11,8%) 0
grupo revisor® Positivo 17 (70,8%) 22 (88,0%) 26 (78,8%) 15 (88,2%) 4 (100%)
Quantificagéo Negativo 6 (25,0%)  3(12,0%)  7(20,6%) 2 (12,5%) 0

digital de

. b Positivo 18 (75,0%) 22 (88,0%) 27 (79,4%) 14 (87,5%) 4 (100%)

imagem

Status Negativo 8(33,3%)  3(12,0%)  7(21,2%) 2 (12,5%) 0

consolidado® Positivo 16 (66,7%) 22 (88,0%) 26 (78,8%) 14 (87,5%) 4 (100%)

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical. HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial Lesion. @ Um
caso foi excluido da analise por ter sido classificado como “ndo diagnéstico” pelo consenso dos
patologistas. ° Um caso foi excluido do estudo pela pouca representatividade da leséo,
inviabilizando a quantificacdo digital. ¢ Dois casos foram excluidos do estudo pela pouca
representatividade da leséo, inviabilizando a avalia¢cdo desses casos.

A distribuicdo entre o status de Ki-67 e o diagnostico de padrao ouro pode
ser observada na Tabela 11, ressaltando que para todos os diagnésticos de
padrdo ouro a maior parte dos casos teve a marcacdo de Ki-67 considerada

negativa pelos trés métodos de avaliagao.

Foi verificada associacdo entre a marcacao de Ki-67 e o padrdo ouro
apenas na categorizagcdo de =<NIC | e =NIC Il (classificagdo B) quando a
marcacdo de Ki-67 foi definida pelo consenso dos patologistas (X?=4,250;

p=0,039).

Ao avaliar a associacdo entre o status consolidado de Ki-67 e o

diagnéstico padréo ouro foi verificada associacao significativa na classificacao B
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(sNIC I e 2NIC IlI; X2=4,603; p=0,031), classificagdo C (<NIC I, NIC Il e 2NIC lII;

X?=7,424; p=0,024) e classificagdo D (SNIC Il e =2NIC llI; X2=5,247; p=0,021).

Tabela 11. Distribuicdo do status de Ki-67 em relagcdo ao padréao

ouro.
] Categorias Padré&o ouro
Avaliagéo . .
diagnosticas N30 NIC NIC | NIC II NIC 1l HSIL
Consenso do Negativo 21 (87,5%) 21 (84,0%) 24 (70,6%) 10 (62,5%) 3 (75,0%)
grupo revisor? Positivo 3(12,5%)  4(16,0%) 10(29,4%) 6 (37,5%) 1 (25,0%)
Quantificagéo Negativo 23 (95,8%) 24 (96,0%) 33(97,1%) 13(86,7%) 4 (100%)
digital de
iti 0, 0, 0, 0,
imagem® Positivo 1(4,2%) 1 (4,0%) 1(2,9%)  2(13,3%) 0
Status Negativo 24 (100%) 22 (88,0%) 28(82,4%) 10 (66,7%) 4 (100%)
i b
consolidado Positivo 0 3(120%)  6(17.6%) 5 (33,3%) 0

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical. HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial Lesion. @ Um
caso foi excluido da analise por ter sido classificado como “n&o diagnéstico” pelo consenso dos
patologistas. ? Dois casos foram excluidos do estudo pela pouca representatividade da leséo,
inviabilizando a quantificac&o digital.

A Tabela 12 mostra a distribuicdo da porcentagem de marcacéo de Ki-67
nos tercos do epitélio em relacédo ao diagndstico de padrdo ouro. E possivel
observar que a marcagcao no terceiro terco ndo € frequentemente descrita nos
casos cujo padrao ouro foi “ndo NIC”, NIC | e NIC Il. Enquanto que metade dos
casos com padrdo ouro de NIC lll obteve algum percentual de marcacdo no

terceiro terco do epitélio.

A marcacgdo de 1 — 25% de células para Ki-67 predominou no primeiro
(44,7%) e no segundo terco (37,9%) do epitélio, enquanto que no terceiro tergo

do epitélio ndo houve marcacao para 66,9% dos casos.
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N&o foi verificada associacédo entre a distribuicdo da marcacdo de Ki-67

nos tercos do epitélio com o diagndstico de padrdo ouro em nenhuma das

classificacfes de padrdo ouro testadas.

Tabela 12. Distribuicdo da porcentagem de marcacédo de Ki-67 nos

tercos em relacédo ao padrao ouro

Padrédo ouro?

Tergos do | Porcentagem T
epitélio de marcagéao ~ otal
N&o NIC NIC | NIC Il NIC Il HSIL
0 0 0 0 0 0 0
1-10% 3(12,5%) 4 (16,0%) 5 (14,7%) 2 (12,5%) 0 14 (13,5%)
11-25% | 10 (41,7%) 16 (64,0%) 11 (32,4%) 6 (37,5%) 3 (75,0%) 46 (44,7%)
Prtig:gego 26 — 50% 9(37,5%) 4(16,0%) 12(35,3%) 5(31,3%) 1(250%) 31 (30,1%)
51— 75% 2(83%)  1(40%)  3(88%)  2(12,5%) 0 8 (7,8%)
76 — 100% 0 0 3(88%)  1(6,2%) 0 4 (3,9%)
Total® 2(250%) 3(37,5%) 2 (250%) 1 (12,5%) 0 103 (100%)
0 2(8,3%)  3(12,0%) 2(59%)  1(6,3%) 0 8 (7,8%)
1-10% 12 (50,0%) 11 (44,0%) 12 (353%) 2 (12,5%) 1(250%) 38 (36,9%)
11 - 25% 9(37,5%) 9(36,0%) 12(353%) 7(43,7%) 2 (50,0%) 39 (37,9%)
S‘ig;‘gnodo 26 — 50% 0 2(8,0%)  5(14,7%) 4(250%) 1(250%) 12 (11,7%)
51 - 75% 1 (4,2%) 0 2(5,9%) 2 (12,5%) 0 5 (4,8%)
76 — 100% 0 0 1(2,9%) 0 0 1 (0,9%)
Total? 15 (24,6%) 14 (22,9%) 23 (37,7%) 7(11,5%)  2(3,3%) 103 (100%)
0 17 (70,8%) 17 (68,0%) 25 (73,5%) 8 (50,0%) 2 (50,0%) 69 (66,9%)
1-10% 7(29,2%) 8(32,0%) 8(235%) 5(31,3%) 2(50,0%) 30 (29,1%)
11 - 25% 0 0 0 2 (12,5%) 0 2 (2,0%)
ng‘r:ggo 26 — 50% 0 0 1(3,0%)  1(6,2%) 0 2 (2,0%)
51— 75% 0 0 0 0 0 0
76 — 100% 0 0 0 0 0 0
Total® 7(20,6%) 8(23,5%) 9(26,5%) 8(23,5%) 2(59%) 103 (100%)

aUm caso foi excluido da analise por ter sido classificado como “n&o diagndstico” pelo consenso
dos patologistas. P Total de casos com marcacéo até o primeiro terco (1/3), segundo terco (2/3) e
terceiro terco (3/3). Neoplasia Intraepitelial Cervical. HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial

Lesion.
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8.7 Desempenho diagnostico das marcacgfes imuno-histoquimicas de pl16 e Ki-
67

A Tabela 13 apresenta as medidas de desempenho diagnostico da
avaliacdo da coloracdo de H&E e do status da marcacdo imuno-histoquimica de
pl6 e Ki-67 para o padrao ouro de <NIC | e 2NIC II. A avaliagdo do diagndstico
de consenso do grupo revisor na coloracdo de H&E apresentou alta
sensibilidade, porém baixa especificidade. A avaliagdo de p1l6 demonstrou alta

sensibilidade e baixa especificidade, enquanto que a avaliacdo de Ki-67

demonstrou baixa sensibilidade e alta especificidade.

Tabela 13. Avaliacdo de desempenho diagndstico na avaliacdo da

coloracdo de H&E e do status da marcacdo imuno-histoquimica para o
padréo ouro de SNIC | e 2NIC II.

Teste Sensibilidade Especificidade VPP VPN
H&E
Consenso 89,09% (78,17-94,9) 12,24% (5,735 — 24,24)  53,26% 50%
pl6
Consenso 83,33% (71,26 - 90,98) 20,41% (11,48 - 33,64) 53,57% 52,63%
Quantificacéo digital | 83,33% (71,26 — 90,98) 18,37% (9,976 - 31,36) 52,94%  50,00%
de imagem
Status consolidado 83,02% (70,77 — 90,8) 22,45% (13,02 - 35,88) 53,66%  55,00%
Ki-67
Consenso 31,48% (20,68 — 44,74) 85,71% (73,33-92,90) 70,837% 53,16%
Quantificacéo digital | 5,66% (1,944 — 15,37) 95,92% (86,29 - 98,87) 60,0% 48,45%
de imagem
Status consolidado 20,75% (12,00 — 33,46) 93,88% (83,48 — 97,9) 78,57%  52,27%

VPP: valor preditivo positivo. VPN: valor preditivo negativo.
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O desempenho diagnéstico da coloracdo de H&E e das marcacdes
imuno-histoquimicas também foi avaliado para o padrao ouro de <NIC |l e =NIC
lll. A avaliacdo do diagnoéstico de consenso do grupo revisor na coloracdo de
H&E apresentou baixa sensibilidade e alta especificidade. A avaliacdo da
marcacado de pl6 apresentou alta sensibilidade e baixa especificidade e Ki-67
obteve baixa sensibilidade e alta especificidade, assim como na categorizacao

de padréao ouro anterior (NIC II) (Tabela 14).

Tabela 14. Avaliacdo de desempenho diagndéstico na avaliacdo da
coloracdo de H&E e das marcacdes imuno-histoquimicas para o padréo
ouro de <NIC Il e 2NIC IIl.

Teste Sensibilidade Especificidade VPP VPN
H&E
Consenso 17,65% (6,191 —41,03) 92,77% (85,11 - 96,65) 33,33%  84,62%
pl6
Consenso 88,24% (65,66 — 96,71)  20,73% (13,37 —30,72) 18,75%  89,47%
Quantificacao digital 87,5% (63,98 — 96,5)  19,28% (12,23 —29,04) 17,28%  88,89%
Status consolidado 87,5% (63,98 — 96,5) 21,95% (14,35 -32,05) 17,95% 90%
Ki-67
Consenso 37,5% (18,48 — 61,36) 79,52% (69,62 — 86,8) 26,09%  86,84%
Quantificac&o digital | 13,33% (3,736 — 37,88)  96,39% (89,9 — 98,76)  40,0%  86,02%
Status consolidado 33,33% (15,18 - 58,29) 89,16% (80,66 —94,19) 35,71% 88,1%

VPP: valor preditivo positivo. VPN: valor preditivo negativo.

Ao agrupar o status da marcacdo de pl6 e Ki-67 obtidos através da
consolidacéo dos resultados das analises de quantificacao digital e consenso do
grupo revisor, notamos predominio da combinacdo em que a expressao de pl6

foi classificada como positiva e o status de Ki-67 como negativo, sendo
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encontrado em maior frequéncia nos casos com padrdo ouro de NIC II. A
expressao positiva para ambos marcadores imuno-histoquimicos também foi
predominante nos casos com diagnostico padrao ouro de NIC II. O diagndstico
de padréo ouro “ndo NIC” obteve maior frequéncia de status negativo para pl6

e Ki-67 (Tabela 15).

Tabela 15. Combinagdo do status de pl6 e Ki-67 em relagcdo ao

padréo ouro na avaliagcao do status consolidado.

Status da Padrédo ouro
Total?

marcagao Nao NIC NIC | NIC 1l NIC 11l HSIL
pl6+/ Ki-67+ 0 3 (25,0%) 6 (50,0%) 3 (25,0%) 0 12 (100%)
p16-/ Ki-67- 8 (44,4%) 3 (16,7%) 7 (38,9%) 0 0 18 (100%)
pl6+/ Ki-67- | 16 (23,2%) 19 (27,5%) 20(28,9%) 10 (14,5%) 4 (5,8%) 69 (100%)
p16-/ Ki-67+ 0 0 0 2 (100%) 0 2 (100%)

Total 24 25 33 15 4 101

a Trés casos foram excluidos do estudo pela pouca representatividade da leséo, inviabilizando a
quantificacao digital.

8.8 Impacto clinico da aplicacdo das recomendacfes LAST para pl6 e o ponto
de corte de Ki-67.

Em nossa amostra, 31 casos (29,8%) fizeram acompanhamento clinico,
cuja idade mediana foi de 25,3 anos e tempo de acompanhamento de 291 dias
para esse grupo, enquanto que 73 casos (70,2%) sofreram algum tipo de
tratamento, apresentando 33,7 anos como idade mediana e tempo entre a

bidpsia e o tratamento de 106 dias.

A maior parte da amostra teve o padrao ouro definido pelo diagndstico de
peca cirurgica (68,3%), seguido de exames de colposcopia (17,3%), citologia

(10,6%), bidpsia e histerectomia (ambas em 1,9% dos casos).
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A Tabela 16 expde a distribuicdo da conduta aplicada a paciente em
relacdo as categorias diagndsticas do padrdo ouro. Ressalta-se que 75% dos
casos negativos foram acompanhados clinicamente, no entanto 64% dos casos
com padrdo ouro de NIC | foram submetidos a procedimento excisional. Em
contrapartida, quase a totalidade dos casos de NIC Il e NIC Ill foram submetidos

a tratamento (97,1% e 100%, respectivamente).

Foi verificada associacdo entre a conduta aplicada e o diagndstico de
padrdo ouro nas trés classificagGes utilizadas: classificacdo A (X?=46,739;
p<0,001), classificagdo B (X?=28,333; p<0,001) e classificacdo C (X?=37,837;

p<0,001).

Tabela 16. Distribuicdo da conduta aplicada a paciente em relacao

ao padréo ouro.

Padrédo ouro

Conduta Total
Negativo NIC | NIC I NIC 1l HSIL
Seguimento | 18 (58,1%) 9 (29,0%) 1 (3,2%) 0 3(9,7%) | 31 (100%)
Tratamento 6(8,2%) 16 (21,9%) 33(452%) 17 (23,3%) 1 (1,4%) | 73 (100%)
Total 24 25 34 17 4 104

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical. HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial Lesion.

De acordo com o diagnéstico de padrédo ouro, vinte e dois casos foram
sobretratados. Se as recomendacgBes LAST fossem aplicadas na rotina clinica
para a definicAo de conduta, o sobretratamento teria sido evitado em 27,3%

(6/22) dos casos, havendo subtratamento em 11,8% (Tabela 17).

Por outro lado, ao avaliarmos o grupo das pacientes seguidas, ao
agruparmos o diagndstico de NIC Il como HSIL por causa da positividade da

pl6, levariamos ao tratamento desnecessario (sobretratamento) de 87,5%
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(21/24). Apenas um caso que realizou seguimento clinico obteve diagndstico
padrao ouro de NIC Il e foi considerado negativo para p16. Todos 0s casos com
diagnéstico padrdo ouro de HSIL seriam reconhecidos pela LAST como positivos

para pl6 e, portanto, lesdo de alto grau (Tabela 17).

Tabela 17. Classificacdao LAST e status de pl6 em relacdo do
padrdo ouro de acordo com a conduta clinica.

Padrédo ouro
Conduta | P16 | LAST Total
Nao NIC NIC | NIC 1l NIC 11l HSIL
- LSIL 5 (20,8%) 1 (4,0%) 1 (3,0%) 0 0 7
Seguimento
+ HSIL 13 (54,2%) 8 (32,0%) 0 0 3 (75,0%) 24
- LSIL 3 (12,5%) 3 (12,0%) 8 (23,5%) 2 (11,8%) 0 16
Tratamento
+ HSIL 3 (12,5%) 13 (52,0%) 25 (73,5%) 15(88,2%) 1 (25,0%) 57
Total 24 (100%) 25 (100%) 34 (100%) 17 (100%) 4 (100%) 104

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical. LSIL: Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion. HSIL:

High-grade Squamous Intraepithelial Lesion.

O ponto de corte utilizado para a avaliagcdo de Ki-67, utilizando o status
consolidado para a analise, evitaria 0 sobretratamento de 90,9% dos casos
sobretratados pela rotina clinica, persistindo o sobretratamento em 9,1% dos

casos, havendo subtratamento em 66,7% (Tabela 18).

Apenas um caso que realizou seguimento clinico obteve diagndstico
padrdo ouro de NIC II, considerado negativo para Ki-67. Em contrapartida,
apenas um caso que seguiu em acompanhamento clinico foi considerado
positivo na avaliacdo e obteve diagnostico de padrdo ouro de NIC I. Todos os
casos com diagndstico padrao ouro de HSIL foram considerados negativos para

Ki-67 (Tabela 18).
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Tabela 18. Status de Ki-67 consolidado em relag&do do padrdo ouro

de acordo com a conduta clinica.

e x Padréao ouro
Conduta CI%SSE'.ngaO Total?
e Ki- Nao NIC NIC | NIC 1l NIC 11l HSIL
Negativo 18 (75,0%) 8 (32,0%) 1(2,9%) 0 3 (75,0%) 30
Seguimento
Positivo 0 1 (4,0%) 0 0 0 1
Negativo 6 (25,0%) 14 (56,0%) 27 (79,4%) 10 (66,7%) 1 (25,0%) 58
Tratamento
Positivo 0 2 (8,0%) 6 (17,7%) 5 (33,3%) 0 13
Total 24 (100%) 25 (100%) 34 (100%) 15 (100%) 4 (100%) 102

a Dois casos foram excluidos do estudo pela pouca representatividade da lesédo, inviabilizando a

quantificacdo digital.
Intraepithelial Lesion. HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial Lesion.

NIC: Neoplasia

Intraepitelial

Cervical.

LSIL: Low-grade Squamous
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Capitulo 9 — Discusséo

O presente estudo visou compreender a contribuicdo da expressdo de
pl6 e Ki-67 para o diagnoéstico de NIC Il, bem como a aplicabilidade clinica das
recomendacdes LAST para pl6 e do ponto de corte em 50% para a expressao

de Ki-67.

Destaca-se que a faixa etaria da presente amostra (idade mediana de
31,4 anos) representa a faixa etaria acometida pelo cancer do colo do utero e é
alvo das recomendacfes para o seu rastreamento. No entanto, a distribuicdo de
idade apresentada pelo grupo estudado (idade minima de 16,7 anos e maxima
de 79,1 anos) retratou o rastreamento realizado nas pacientes que procuram 0s
servicos de saude de forma espontanea. As Diretrizes Brasileiras para o
Rastreamento do Cancer do Colo do Utero preconizam o rastreio citol6gico em

mulheres com idade entre 25 a 64 anos, com atividade sexual iniciada?.

A concordancia diagnostica substancial na coloracdo de rotina (H&E)
apresentada pelo grupo revisor nesse estudo foi superior a concordancia
encontrada por estudos anteriores para NIC 113960.6162 que variou entre fraca e

moderada.

A avaliacdo por trés patologistas independentes e cegos para informacdes
clinicas foi realizada para diminuir a possibilidade de viés de afericdo decorrente
da subjetividade da interpretacdo diagnostica. No presente estudo, todas as
classificagcbes diagnosticas utilizadas resultaram em wuma concordancia
substancial, tendo a classificacdo LAST uma excelente concordancia

diagnéstica.
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Como era de se esperar, a reprodutibilidade das recomendacbes LAST,
classificando a biopsia com diagnostico inicial de NIC Il em positiva ou negativa,
apresentou concordancia excelente, visto que se trata de uma classificacdo
dicotbmica, enquanto as demais classificacbes foram constituidas por cinco

categorias diagnosticas.

Todavia, 0 aumento da concordancia diagnostica ndo é devido apenas as
diferencas de quantidade de categorias diagndsticas por classificacdo, outro
fator é a avaliacdo do p16. Essa hipotese foi testada em estudo anterior®? onde
uma avaliagao dicotdmica na coloragdo do H&E em <NIC | e =NIC Il e de p16
no mesmo corte apresentaram o mesmo perfil que o nosso estudo, onde essa
classificacdo com H&E foi substancial (0,787) e com pl6 excelente (0,81).
Maniar et al. (2015)%’ também encontrou alta concordancia (substancial)

utilizando as recomendacfes LAST para a positividade de p16.

A distribuicdo das categorias diagnosticas apos a reavaliacdo do grupo
revisor demonstrou que os diagndsticos originais de NIC Il nessas bidpsias
estavam corretos em 78,9% dos casos. Castle et al (2007)!! encontrou
proporc¢ao inferior (43,4%) de concordancia entre a interpretacdo das biopsias de
NIC Il por patologistas de um centro clinico e a avaliacdo por um grupo de
patologistas para controle de qualidade das biopsias cervicais. Em estudo de
base populacional, Carreon et al. (2007)%2 relatou que dois patologistas revisores
do Instituto Nacional do Céancer da Costa Rica concordaram em apenas 13% e

31% dos diagnosticos de NIC Il das bidpsias encaminhadas para reviséo.

O bom desempenho observado no nosso estudo pode ser explicado, em
parte, pelo fato de os patologistas revisores fazerem parte do grupo que

diagnosticou as biopsias originalmente como NIC Il e, portanto, com tendéncia a
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reproduzir os diagndsticos anteriores, além da ampla experiéncia em patologia
ginecolégica que pode resultar em melhor desempenho e, portanto, maior
concordancia interobservador. Além disso, hossa amostra foi composta por um
grupo homogéneo de bidpsias com diagnadstico original de NIC II, circunstancia
conhecida pelos avaliadores, que pode ter gerado tendéncia ao diagnostico de

NIC Il em casos de interpretacdo morfolégica duvidosa.

Ambos o0s biomarcadores tiveram uma distribuicdo diagndstica
semelhante ao consenso da avaliacdo da coloracdo de H&E, ressaltando que a
guantidade de casos interpretados como NIC Il ndo variou entre as diferentes
formas de interpretacao, por este ser um diagndstico morfologico. O efeito mais
frequente do uso dos marcadores foi a diminuicdo da graduacdo diagndstica,

mais acentuada na utilizacdo do marcador Ki-67.

Embora a concordancia interobservador tenha se mantido substancial na
avaliacdo das marcacdes imuno-histoquimicas de p16 e Ki-67 em nosso estudo,
ambos os biomarcadores apresentaram aumento da concordancia em relacéo a
coloracdo de rotina, sugerindo que a técnica de imuno-histoquimica seria uma
ferramenta capaz de melhorar a reprodutibilidade do diagndéstico. No entanto, o
desenho do presente estudo ndo é adequado para transpor os resultados para a
realidade diagnostica por causa do predominio de casos com diagnostico de NIC

Os dados da literatura sobre esses dois marcadores séo diferentes e, por
isso, podemos interpretar os dados de forma distinta. Em relacdo ao pl6
tendemos a julgar que sua utilizagcdo melhora a reprodutibilidade diagndstica,
especialmente quando o mesmo foi empregado no contexto da LAST, ou seja,

para classificar NIC Il como LSIL e HSIL.
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Estudos anteriores com desenhos mais adequados para analise da
concordancia diagnostica ja demonstraram uma significativa melhora na
concordancia diagnoéstica com a utilizacédo de p16°3.5564.656667 Apenas o estudo
de Pacchiarotti et al (2014)%8, que comparou a reprodutibilidade diagnéstica na
coloracdo de rotina e na marcacdo de pl6, ndo observou melhora significativa
na concordancia. O Kappa por ele apresentado na coloracdo de rotina ja era
substancial, tendo como avaliadores um grupo de patologistas experientes,

cenario semelhante ao nosso.

Em outro estudo realizado no DAPC/IFF foi observado aumento da
concordancia interobservador com a avaliacdo da marcacado imuno-histoquimica
de pl16 ao categorizar o diagnéstico em NIC I- e NIC I+, enquanto que para Ki-
67 ndo houve melhora na concordancia diagnoéstica. Ao avaliar a categoria de
NIC Il isolada das demais, ambos os biomarcadores ndo foram capazes de
melhorar significativamente a concordancia diagnéstica®?, o que ocorreu de

forma semelhante no presente estudo.

N&o existe consenso sobre o ponto de corte para a expressao positiva de
Ki-67 na literatura, mas optamos pelo ponto de 50% por sua associacdo com
desfecho de NIC Il ou cancer mostrada em estudos anteriores®4, Apesar de
ter sido definido um ponto de corte especifico para a expressao positiva de Ki-
67, foi observada certa resisténcia a utilizacdo do método pelos patologistas,
tendendo a classificacao de biépsias de NIC Il como positivas com marcagdo em
torno de 30% e presenca de marcacdo para Ki-67 nos dois ter¢cos superficiais,

explicando sua menor reprodutibilidade em relagdo ao p16°°.

O predominio de amostras positivas para pl6 era esperado, pois NIC II,

apesar do comportamento biolégico incerto, ainda € considerado como HSIL na
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classificacdo de citologica de Bethesda, mas alguns estudos apresentaram um

percentual maior de casos de NIC Il negativos para p16 (66,7%)%2.

Tendo em vista que a marcacéao de pl6 e Ki-67 tem relagcdo com o grau
da lesdo, ou seja, quanto maior a area do epitélio marcada, maior a gravidade da
lesdo®*70.71 | é interessante notar que os casos avaliados para a marcagéo
imuno-histoquimica de p16 pelo consenso dos patologistas como NIC Il — HSIL
apresentaram propor¢ao de marcacao total semelhante a encontrada nos casos
de NIC 11l (80,7% e 90,1%, respectivamente). Enquanto que a marcacao de pl6
nos casos classificados como NIC Il — LSIL mostrou-se inferior a marcacéo total
apresentada pelo diagndstico de NIC I, sugerindo que os casos que compdem o
grupo diagnostico de NIC 1l — LSIL devem ser, em grande parte, casos
mimetizadores de HSIL, ou lesdes relacionadas a HPV de baixo risco e,

portanto, potencialmente regressoras.

Dessa forma, € possivel supor que existam dois perfis de lesdo de acordo
com a marcacao de pl6, que tornam-se evidentes ao separar 0S casos COmMo
LSIL e HSIL de acordo com a LAST (13,9% e 81,5% de marcacao total,
respectivamente). Assim, esse marcador mostra-se (til para esclarecer
interpretacdes diagnosticas duvidosas entre HSIL e seus mimetizadores, tendo
em vista relatos prévios da relacdo de expressédo de p16 com a infeccédo viral por
HPV de alto risco’. A proporcdo de nucleos positivos para Ki-67 foi inferior na
categoria diagnéstica de NIC Il — LSIL em relacdo ao diagndstico de NIC I,

corroborando nossos achados de p16.

Diferentemente do pl6 onde a distribuicdo dos percentuais de marcacéo
entre categorias diagndésticas € bem distinta, o percentual de marcacéo do Ki-67

apresenta muita sobreposicdo entre as categorias diagnosticas (Tabela 6),
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condicdo que dificulta a avaliacdo diagnéstica feita pelo patologista. Por esse
motivo, é importante a definicAo de um ponto de corte que auxilie na construcao
do diagndstico. O ponto de corte utilizado parece alto (50%), tendo em vista que
a média de percentual de expressao do Ki-67 ficou em torno de 30% nas lesdes

de alto grau.

Considerando que a avaliacdo da expressao imuno-histoquimica também
€ dependente de observador e, por isso, sujeita a subjetividade da interpretacao,
a quantificacdo digital dos espécimes histolégicos foi realizada para garantir
maior reprodutibilidade dos resultados das analises, pois a técnica possui
parametros fixos e objetivos de avaliacdo. No entanto, essa mesma
caracteristica que a torna mais reprodutivel também a torna limitada pela
impossibilidade de se adequar as limitacdes inerentes a amostra histolégica e a
técnica de imuno-histoquimica, tais como: fundo, contraste, dobras e inclusdes

anguladas.

Nosso estudo utilizou os dois métodos para avaliagdo das marcacdes
imuno-histoquimicas, o consenso de pelo menos dois patologistas e a
quantificacdo digital, que mostraram-se equivalentes. Os resultados de ambos
0s métodos de avaliacdo foram revistos e 0s casos divergentes confrontados,
deixando claro que a associacdo dos dois métodos de anadlise seria capaz de
prevenir uma avaliagcdo equivocada devido as limitacBes inerentes a cada
método. Maniar et al. (2015)*’ jA havia relatado algumas dificuldades da
avaliacdo das bidpsias de grau intermediario, causando discrepancias nas
interpretacbes dos patologistas em relacdo aos critérios de positividade
determinados pela LAST para pl6, mas como houve treinamento dos

patologistas e discussao sobre os critérios de positividade determinados pela
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LAST anterior a avaliacdo dos patologistas, ndo foram encontradas muitas
discrepancias (5 casos - Tabela 7), atingindo um Kappa excelente para a

classificacdo LAST.

As discrepancias entre os dois métodos de avaliacdo de Ki-67 foram mais
proeminentes (21 casos - Tabela 8), e quase inviabilizaram a percepcdo da

relacdo do Ki-67 com o padrao ouro.

Essa diferenca de discrepancia, discreta em pl6 e mais acentuada em Ki-
67, se deve: ao padrdo de marcacdo dos anticorpos (o0 primeiro é nuclear e
citoplasmatico e o segundo apenas nuclear); aos diferentes algoritmos de
andlise (area marcada versus nucleos marcados); e a forma de avaliar dos
patologistas (0 pl6 semiquantitativo em tercos e por intensidade, o Ki67
guantitativo), sendo a analise do p16 menos complexa que a do Ki-67. Enquanto
0 patologista ndo € tdo preciso em quantificar, o software ndo consegue se

adaptar a variabilidade do tamanho do nucleo e do contraste de cores da reacéo.

Algumas discordancias entre o0 consenso do grupo revisor e a
guantificacdo digital poderiam ter sido evitadas com o recorte de novas laminas,
repeticdo das reacdes de imuno-histoquimicas e treinamento dos patologistas na
utilizacdo do ponto de corte determinado no estudo para o Ki-67. Como essas
medidas ndo foram tomadas previamente a coleta de dados, os possiveis vieses
de afericdo inerentes a cada forma de quantificar foram diminuidos na anélise

do status consolidado.

O desenho do estudo € transversal, composto por uma amostra de
ocasido proveniente de um centro de referéncia e que foi caracterizado pela

coleta de dados retrospectivos em banco de dados, configurando, assim, uma
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limitacdo do estudo. Dessa forma, apesar de excluirmos todas as bidpsias
sabidamente excisionais do estudo e limitarmos o tempo em até um ano apos a
biopsia para definicdo do padrdo ouro, ndo podemos excluir completamente a
possibilidade de biopsia excisional, nem as possibilidades de regressao e

progressao da doenca.

E importante ressaltar que a histologia é uma representacéo estatica de
um processo dinamico. Tendo em vista que a histéria natural da doenca foi
alterada pelo tratamento na maior parte dos casos, hdo podemos assegurar que
as pacientes que permaneceram com o diagnéstico de NIC Il nas pecas de
tratamento cirargico apos a bidpsia progrediriam para NIC Ill ou cancer ou se

haveria regressao espontanea, caso fossem acompanhadas por mais tempo.

O presente estudo encontrou 23,1% dos casos com o diagndéstico de
padrdo ouro de “ndo NIC”, 24% de NIC I, 32,7% de NIC Il e 16,4% de NIC IlI
como padrdo ouro. O fato dos diagnosticos de padrdo ouro ndo terem sido
revistos ndo explicaria a magnitude da diversidade dos diagndsticos de padrao
ouro, tendo em vista que estes também foram diagnosticados por um grupo
experiente de patologistas. A subjetividade da interpretacédo diagndstica da peca
cirrgica é compensada pela maior representatividade da lesdo, conferindo

menor dificuldade ao diagndstico em relagdo a bidpsia,

Talvez esse achado reflta a heterogeneidade do comportamento
bioldgico de NIC II, onde nem todas as lesbes morfologicamente de alto grau e
com expressao positiva para pl6é (80,4%) possuem todas as alteracbes
moleculares necessarias para sua caracterizacdo como lesdo pré-neoplasica. A
variedade na distribuicdo do diagnostico de padréo ouro nos faz refletir sobre a

necessidade de ter um marcador mais confiavel do que a faixa etaria para evitar
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sobretratamentos e, na auséncia deste, manter uma categoria diagndstica que

reflita a incerteza do comportamento bioldgico.

Tendo em vista que o cancer do colo do utero é uma doenca de evolugéao
lenta’, era esperado que a maior parte dos casos obtivesse diagnéstico de NIC
no padrdo ouro, pois este foi determinado pelos achados de peca cirdrgica ou
exames de seguimento clinico até um ano apos a bidpsia. Apesar do diagndstico
de NIC Il predominar em relacdo aos demais, apenas 32,7% dos casos foram
confirmados como NIC Il no padrdo ouro e em 52,9% dos casos foi observado

lesé@o de alto grau (NIC II, NIC 1l ou HSIL).

Miralpeix et al. (2016)*3 também apresentou predominio do diagnostico de
NIC 1l no cone posterior a biépsia, com cerca de 28,5% de NIC Ill, e apenas
1,6% de “ndo NIC”. As diferencas aqui relatadas poderiam estar relacionadas ao
padrdo ouro constituido exclusivamente por peca cirargica. Enquanto que o
nosso estudo utilizou padrdo ouro composto com casos que fizeram
acompanhamento clinico até um ano. Além disso, ha no grupo acompanhado
clinicamente predominio de pacientes jovens (mediana de 25,3 anos) e com
maior tempo entre a bidpsia e o padrdo ouro (mediana de 291 dias), variaveis

gue apresentaram relacdo com padrao ouro de menor gravidade.

Em nosso estudo, o diagnéstico de padrao ouro menos frequente foi NIC
Il (16,4%). E interessante notar que dos dezessete casos com NIC Il no padr&o
ouro, apenas trés tiveram esse diagnostico identificado na biopsia apos a revisédo
pelos patologistas (Tabela 9). Do total de casos com padrdo ouro de NIC I,
76,5% tiveram diagnostico de NIC Il na biopsia apds consenso dos patologistas.
Considerando o pouco tempo entre a bidpsia e 0 exame de padrdo ouro, 0 mais

provavel é que esse resultado seja decorrente de sub-representacédo da leséao
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mais grave na biopsia. Esse achado esta coberto pelas as Diretrizes Brasileiras
para o Rastreamento do Cancer do Colo do Utero, que prevé o tratamento
excisional em mulheres com diagndstico de NIC Il e com idade superior ou igual
a 25 anos pela possibilidade de lesédo mais grave do que a verificada na biopsia

e por sua possibilidade de progresséao.

Assim como 0 nosso, outros estudos também nao observaram casos com
padrdo ouro de carcinoma cervical*®#’, sugerindo a baixa probabilidade de

pacientes com diagndstico de NIC Il em bidpsia cervical terem cancer.

Para facilitar a andlise do desempenho diagnéstico optamos por
confrontar o status do marcador imuno-histoquimico com o padrdo ouro
composto. Levando em consideracdo todas as limitacbes do nosso estudo,
acima citadas, o desempenho diagndstico para a avaliacdo de pl6 mostrou alta
sensibilidade e baixa especificidade, enquanto Ki-67 demonstrou alta
especificidade e alto VPP, mas baixa sensibilidade quando utilizado o ponto de
corte em =NIC Il para o padrao ouro. No ponto de corte em =NIC Ill para o
padrdo ouro, a sensibilidade aumentou para pl16, assim como o VPN, enquanto
gue a especificidade de Ki-67 se manteve alta e melhorou seu VPN, apesar da

diminuicao do valor preditivo positivo.

Interessante notar que o desempenho diagnéstico do consenso de H&E
em relagdo ao corte em = NIC Il apresentou desempenho ligeiramente melhor
que p16 com perfil semelhante: alta sensibilidade. Enquanto que no corte em =
NIC Ill, o perfil de desempenho do H&E mostrou-se semelhante ao Ki-67: alta
especificidade. Outro dado relevante € que com o corte em =NIC Il todos

tiveram alto VPN.
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Bergeron et al. (2010)* relataram desempenho semelhante para pl6
(sensibilidade: 87%; especificidade: 12%), mas outros estudos demonstraram
alta sensibilidade e especificidade para ambos os biomarcadores °471.73.74.75.76
No entanto, nenhum dos estudos citados avaliaram o desempenho diagndstico
em relacdo ao diagnostico de padrdo ouro, mas em relacdo ao padrdo de
marcacao na prépria biépsia. Também ha relatos que ao associar a marcagao
dos dois biomarcadores, pl16 e Ki-67, nao foi verificada melhora no desempenho

diagnostico®*73,

Nosso estudo ndo apresentou associacdo da marcacdo imuno-
histoquimica de p16 com nenhuma categorizacdo de padrdo ouro testada. Esse
dado é consistente com os achados de Guedes et al. (2007)7 e Miralpeix et al.
(2016)*3, mas divergem dos dados apresentados por Miyamoto et al. (2016)*4,
gue apesar do desenho metodoldgico semelhante, encontraram associacdo de
pl6 com o padrdo ouro testado, assim como Maniar et al. (2015)*’, mas neste
altimo estudo havia outras amostras da regido anogenital e ndo apenas colo
uterino. O presente estudo identificou a associacdo da marcacao positiva de Ki-
67 (em mais de 50% das células) com o padrédo ouro em todas as classificaces
de padrédo ouro testadas. Outros estudos que utilizaram o mesmo critério de
positividade para Ki-67 também verificaram que houve associacdo significativa

entre os grupos de padréo ouro verificados!314,

A distribuicdo da expressdao de Ki-67 por tercos nao apresentou
associacdo com o diagnoéstico de padrdo ouro. Outros estudos corroboram

nossos achados371,

Também pudemos verificar no estudo que a mediana de idade para

pacientes com padréao ouro “ndo NIC” era inferior a mediana para pacientes com
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algum grau de alteracdo nos exames de seguimento. Esses dados estdo de
acordo com a literatura de que pacientes mais jovens tendem a regressao de

lesdes de NIC 1414243

Nossa amostra (idade média de 33,6 anos) mostrou uma tendéncia em
realizar tratamento cirdrgico em pacientes com diagndéstico de NIC 1l (70,2%), o
que corresponde as recomendacfes vigentes, que preveem 0 manejo
conservador apenas em pacientes jovens com diagnostico de NIC Il (idade igual
ou inferior a 24 anos). Maniar et al. (2015)*’ também encontrou proporcéo
elevada de casos com lesdo de grau intermediario que fizeram tratamento
excisional (78,9%), porém, incluiu biopsias com lesdes relacionadas ao HPV de

outros sitios.

O baixo percentual de NIC Il encontrado nas pecas de tratamento
excisional, observadas ndo somente neste estudo, mas também nos estudos de
Maniar et al. (2015)*” e Miralpeix et al. (2016)'%, associado aos relatos de altas
taxas de regressado (40%'8; 83,7%°) dos casos de NIC Il seguidos clinicamente,
demonstram a ineficiéncia dos métodos diagndsticos atualmente disponiveis em
identificar com precisdo as leses pré-neoplasicas das lesdes potencialmente

regressoras, gerando sobretratamento na maioria desses casos.

Nossos resultados apontam associacdo entre a conduta clinica adotada e
o diagnéstico de padrdo ouro obtido, onde a conduta clinica frente ao
diagnéstico de NIC 1, derivada da aplicagcéo das diretrizes vigentes, foi capaz de
reconhecer e tratar todas as pacientes com lesao pré-neoplasica (NIC Ill) no
decorrer de um ano apés o diagnostico de NIC Il e ainda identificar 55,1% das
pacientes com potencial de regressao, sem a utilizacdo de biomarcadores. Esse

fato se explica, em parte, pelo carater transversal e com coleta de dados
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retrospectiva com exclusdo de casos sem dados de acompanhamento clinico
apos a bidpsia.

O presente estudo mostrou tendéncia na classificacdo de amostras de
NIC Il como positivas na avaliacdo de pl16. Caso as recomendacfes da LAST
fossem aplicadas na amostra deste estudo, causariamos mais sobretratamentos
nas pacientes que foram acompanhadas. Esses achados também foram
observados por Thrall et al. (2016)%° que além de observarem o aumento do
namero de casos diagnosticados como HSIL apos a implementacdo da LAST na
rotina diagnostica, ainda verificaram que esse aumento foi mais expressivo na
faixa etaria de mulheres jovens (15 a 24 anos), que possui altas taxas de
regressdo (cerca de 70% em trés anos)*4243 causando o sobretratamento

dessas pacientes.

No grupo tratado, a utilizacdo da LAST poderia ter evitado 27,3% dos
casos de sobretratamento, em contrapartida, levaria ao subtratamento de casos

de NIC lll, o que néo é desejavel.

Clark et al. (2016)%' referiram em seu estudo que o0s erros mais
significativos encontrados na implementacdo das recomendacfes LAST foram a
utilizacao desnecessaria em casos inequivocos de NIC | e reclassificacdo para o

diagnéstico de HSIL em lesdes com morfologia de alto grau questionavel.

Apesar de ndo termos encontrado associacao entre a marcacao de pl6
com o padrdo ouro, estudo prospectivo mostrou relacdo entre a marcacao
imuno-histoquimica de p16 em amostras de NIC Il com o desfecho de =NIC Il
nessas pacientes'® e, nesse ponto de corte, o VPN encontrado foi alto em nosso

estudo, bem como a sensibilidade.
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Verificamos tendéncia em avaliar as marcacdes de Ki-67 como negativas,
o que ndo foi confirmado por outros estudos!®. Poucos estudos avaliam a
utilidade de Ki-67 na predicdo do desfecho das pacientes com diagndstico de

NIC 111314,

Nossos achados mostram alguma aplicabilidade desses marcadores na
pratica clinica, mas ainda ndo ha dados suficientes que sustentem sua aplicacao
na avaliagcdo diagndstica de rotina em todas as biopsias de NIC Il como

preconiza a LAST.

Considerando o aumento da reprodutibilidade diagnostica com o uso do
pl6 e de sua alta sensibilidade em identificar lesdo de =NIC Ill, assim como seu
alto valor preditivo negativo, a aplicacdo deste biomarcador seria mais util nos
casos de davida entre HSIL e seus mimetizadores. O mesmo ocorre com o Ki-
67, pela alta especificidade e valor preditivo negativo em identificar lesées de

=NIC IIl e seu alto valor preditivo positivo para lesdes de =NIC II.

Estudos prospectivos com maior poder estatistico, sem interferéncia na
histéria natural da doenca, sdo necessarios para avaliar a validade clinica
desses biomarcadores na rotina diagndstica e o valor progndéstico da expressao
positiva de p16 e Ki-67 nas pacientes com diagndstico de NIC Il na biépsia do

colo do utero.
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Capitulo 10 — Conclusdes

A expressao imuno-histoquimica de p16 e Ki-67 melhora a concordancia
interobservador, sendo a LAST mais reprodutivel do que a classificacdo

histolégica convencional.

As duas formas de avaliacdo das marcacbes imuno-histoquimicas,
quantificacdo digital de imagem e consenso do grupo revisor, sdo equivalentes.
No entanto, a associacdo dos dois métodos melhora o desempenho diagnostico

de Ki-67.

O status de pl6 ndo tem associacdo com o diagndstico das pecas
cirdrgicas ou exames de acompanhamento clinico até um ano apés a biépsia de

NIC Il, enquanto que o status de Ki-67 mostrou essa associacao.

A avaliacdo de pl6 € sensivel e tem alto valor preditivo negativo,
enquanto que a avaliacdo de Ki-67 demonstrou alta especificidade e alto valor

preditivo negativo para diagnostico de =NIC II.

A utilizacdo de pl6 para classificar os casos de NIC Il em LSIL e HSIL,
causaria mais frequentemente o sobretratamento das pacientes de NIC I,

engquanto que Ki-67 causaria maior frequéncia de casos subtratados.

A aplicabilidade do Ki-67 para definicAo de conduta clinica em um

programa de rastreio € limitada devido a sua baixa sensibilidade.
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APENDICE B - Instrucées para preenchimento da ficha de coleta

Pds-graduagdo em Pesquisa Aplicada a Saude da Crianga e da Mulher — IFF/Fiocruz

O significado da expressido de p16™*!4? e Ki-67 em bidpsia cervical de NIC I

INSTRUGOES PARA PREENCHIMENTO DA FICHA DE COLETA

Vocé devera avaliar a Idamina de H&E, registrando sua impressdao quanto ao diagndstico
na ficha de coleta, e na sequéncia avaliar as laminas de p16 e Ki-67. No total serdo avaliadas 420

laminas, provenientes de 140 casos, sendo 280 laminas de imuno-histoquimica.
A coluna “caso” deverd ser preenchida com a numeracao registrada nas laminas.

Na coluna “diagndstico H&E” deverad ser registrada sua impressao quanto ao diagndstico
antes de observar as laminas referentes as marcagdes imuno-histoquimicas, p16 e Ki-67. Uma
das seguintes alternativas devera ser assinalada na ficha de coleta: ndo NIC, NIC I, NICII, NIC lll e

carcinoma.

A avaliacdo do marcador p16 serad realizada em trés etapas. Vocé devera avaliar os
critérios da marcagao para IHQ terco, distribuicdo e intensidade.

1. Para IHQ tergo, vocé deverd assinalar 1, 2 ou 3, de acordo com o terco onde
podem ser observadas células marcadas para pl6. 1=células basais; 2=células
intermediarias; 3=células superficiais.

2. Paradistribuicdo, vocé deverd assinalar F se a distribuicdo da marcacgao for focal,
MF se a marcacdo for multifocal e D para a marcagdo difusa.

3. Para intensidade, vocé deverd assinalar N (negativo) se ndo houver marcacgdo

para pl6, F para a marcagdo fraca, M para a marcagao moderada e A para a
marcagao acentuada.

A segunda etapa da avaliagdo de pl6 consistird na determinagdo se a marcagao é
positiva ou negativa de acordo com os critérios da LAST. Segundo a LAST, a marcag¢do positiva
para pl6 consiste em uma marcacdo forte, difusa e em pelo menos um terco do epitélio.

Marcacdes focais ou multifocais sdo consideradas negativas pela recomendacgao (LAST).

A terceira etapa consiste em dar o diagndstico do caso pela marcac¢do de p16, conforme
recomendado pela LAST. Nesse caso, casos de NIC Il positivos para p16, segundo os critérios ja
citados estabelecidos pela LAST, sdo classificados como NIC Il - HSIL. J& para os casos

considerados p16-negativos segundo os critérios da LAST serdo classificados como NIC Il — LSIL.
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Vocé ainda terd a opgdo de escolher entre NIC I, NIC IIl e outros. Caso a alternativa escolhida

seja “outros” vocé devera especificar o diagndstico.

A avaliacdo de Ki-67 também sera realizada em trés etapas, devendo avaliar os critérios
de IHQ terco, distribuicdo e intensidade.

1. Para IHQ terco, vocé deverd assinalar 1, 2 ou 3, de acordo com o ter¢co onde
podem ser observadas células marcadas para Ki-67. 1=células basais; 2=células
intermedidrias; 3=células superficiais.

2. Paradistribuicdo, vocé deverd assinalar F se a distribuicdo da marcacao for focal,
MF se a marcacdo for multifocal e D para a marcacdo difusa.

3. Para intensidade, vocé deverd assinalar N (negativo) se ndo houver marcacgdo

para Ki-67, F para a marcagdo fraca, M para a marcacdao moderada e A para a
marcag¢do acentuada.

A segunda etapa da avaliacdo de Ki-67 devera ser feita pela descricdo dos tergos do
epitélio. Vocé devera especificar a porcentagem aproximada de células marcadas para Ki-67 em
cada terco. Sugerimos a utilizagcdo das seguintes faixas de porcentagem na avaliagdo dos tercos
do epitélio: 0, 1 — 10%, 11 — 25%, 26 — 50%, 51 — 75% ou > 75%. 12 terco = células basais; 22

terco = células intermedidrias; 32 terco = células superficiais.

Na terceira etapa da avaliacdo de Ki-67 vocé devera escolher uma das categorias
diagndsticas para o caso através da marcacdo de Ki-67. As op¢des disponiveis sdo NIC I, NIC Il —
LSIL, NIC Il — HSIL, NIC Ill e outros. Caso a alternativa escolhida seja “outros” vocé devera

especificar o diagndstico.

Na coluna “observagdes” vocé devera sugerir a exclusdo de algum caso, em que houver
diferenca na representatividade da lesdo entre as laminas de H&E e de imuno-histoquimica (p16
e Ki-67), ou alguma possivel incongruéncia entre a expressdo dos dois marcadores entre si ou
com o HE, ou ainda referir qualquer outra situacdo que julgue importante em relacdo a

dificuldade diagndstica.
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Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de um projeto para avaliar a melhoria da qualidade do diagndstico das biopsias de colo uterino,
através de marcadores biologicos e de tecnologias de digitalizacdo de imagem,tentando identificar os
elementos que atrapalham esse processo, visando 0 uso racional desses recursos e capacitagao/reciclagem
dos profissionais envolvidos no diagnostico.

Objetivo da Pesquisa:
Analisar o valor diagnéstico da expressdo dos marcadores Ki-67, pl6, p21, ciclina D1 nas Les0es
intraepiteliais escamosas cervicais (SIL) com auxilio de analise digital.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Auséncia de riscos fisico ou bioldgico ao paciente, tendo em vista que estudo sera realizado em material de
arquivo de blocos de parafina do servico, sem necessidade de coletar novas amostras para esse
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prognéstico). Para instituicao/pratica dianostica:Melhorar a preciséo

diagnéstica através de métodos mais objetivos (imuno-histoquimica e andlise digital)Estabelecer um
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