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RESUMO

Objetivo : avaliar o risco de varios fatores clinicos de predizer doenca persistente
ou recorrente, apos tratamento de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) por

6'NK4 nestes

conizacdo e o significado clinico da expressdo da p53 e da pl
tumores. Métodos : estudo retrospectivo de pacientes tratadas de NIC 2 e 3 de
colo uterino por conizagcdo, no periodo de janeiro de 1999 a janeiro de 2006l.
Andlise estatistica uni e bivariada, usando teste da proporc¢des(qui-quadrado) e
valor p< 0.05. Resultados :113 pacientes, com idade entre 16 e 86 anos (35%
11.7), sendo 48 pacientes com recorréncia ou progressdo da doenca (grupo
estudo) e 65 com cura clinica (grupo controle). O indice de recorréncia foi de
14.6%. Somente margens excisionais comprometidas por lesdo foram preditores
de recorréncia/progresséo (p<0.05). Os marcadores biolégicos p53 e pl6 INK4a
ndo estiveram relacionados a evolucdo desfavoravel, entretanto a expressao de
ambos foi significativamente maior na NIC 3 e carcinoma invasor que na NIC 1 e
NIC 2. Concluséo : a recidiva ou persisténcia de NIC2 e 3 foi estatisticamente
relacionada com margens excisonais comprometidas do produto de conizacgéo e

os biomarcadores p16 " e p53 naoforam preditores de evolucéo desfavoravel

da NIC tratada mas apresentam alto valor preditivo negativo.

Descritores: neoplasia intraepitelial cervical, conizagéo, recorréncia, marcadores

bioldgicos.
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1 INTRODUCAO

Com aproximadamente 500 mil casos novos por ano no mundo, o cancer
do colo do utero é o segundo tipo de cancer mais comum no sexo feminino. E o
responsavel pelo obito de até 250 mil mulheres ao ano e cerca de oitenta por
cento dos casos acontecem em paises subdesenvolvidos’. Esse tipo de cancer
ainda permanece como um dos maiores problemas de saude publica em paises
em desenvolvimento, especialmente na América Latina e Caribe?. Apesar dessa
doenca ser passivel de prevencao, os esforcos coletivos, de maneira global, para
implementar programas de rastreamento ainda nao tém reduzido, com sucesso, a
mortalidade pela doenca, principalmente na regiéio das Américas?.

No século passado, o cancer do colo de utero era o lider de mortalidade
entre mulheres nos Estados Unidos da América. Esse indice tém se reduzido pela
metade nos ultimos vinte anos. Isso se deve, em grande parte, aos efetivos
programas de rastreamento com citologia oncética por Papanicolaou e ao
adequado tratamento de sua lesédo precursora, a neoplasia intra-epitelial cervical
grau 3 (NIC 3) ou carcinoma in situ do colo uterino®.

Em contrapartida, a América Latina e o Caribe, tém, ainda hoje, uma das
mais altas taxas de incidéncia e de mortalidade do mundo, sendo superadas
apenas pelo leste Africano e a Melanésia®.

O cancer do colo uterino apresenta-se como problema de saude publica
também no Brasil, sendo o segundo cancer mais prevalente na mulher brasileira,
suplantado apenas pelo cancer da mama e apresenta uma incidéncia de 18430
casos nNovos ao ano, com 4800 mortes ao ano®.

Apesar do Brasil ser considerado, hoje, a oitava economia do mundo, seus
investimentos em salde continuam sendo objetivos ndo prioritarios e,
consequentemente, a cada minuto, morrem muitas mulheres por diagnostico
tardio desse tipo de cancer, mesmo sendo ele passivel de prevencdo com
medidas simples e baratas.

Sua incidéncia e mortalidade estdo relacionadas a pobreza, a dificuldade

de acesso aos servicos de saude, a vivéncia em area rural e ao baixo nivel sécio-



educacional, fazendo com que mais de 600 mulheres morram todos os dias,
principalmente em paises em desenvolvimento?.

A incidéncia desse tipo de cancer torna-se evidente na faixa etéaria
compreendida entre os 20 e 0os 29 anos e 0 risco aumenta rapidamente, até
atingir seu pico na faixa etaria entre os 45 e os 49 anos”.

Para o surgimento deste tipo de céncer é necessaria a presenca da
infeccéo pelo virus do papilloma humano (HPV). A maioria absoluta dos casos de
cancer do colo uterino é causada por um dos tipos oncogénicos do HPV, sendo
0S mais comuns o 16 e o 18. Outros fatores que contribuem para a etiologia
desse tumor sdo o tabagismo, a baixa ingestdo de vitaminas, a multiplicidade de
parceiros sexuais, a iniciacdo sexual precoce e o uso de contraceptivos orais®.

A descoberta das lesdes precursoras de maior risco e uma logistica
adequada para seu tratamento, além de medidas abrangentes para a prevencgéo
da infecgao transformante pelo HPV, podem ser o caminho mais adequado para
atingir um objetivo maior: evitar a morte prematura de tantas mulheres .

Reducdo de cerca de 80% da mortalidade pode ser alcangcada com o
rastreamento de mulheres na faixa etaria de risco e pelo tratamento das lesdes
precursoras com alto potencial de malignidade”.

Programas de rastreamento baseados na citologia oncotica tém sido
introduzidos em muitos paises. Quando esses programas sdo organizados de
forma que o rastreamento consiga abranger mulheres na faixa etaria de risco,
promovendo 0 seu seguimento adequado e o tratamento sistematico das lesdes
precursoras, tém demonstrado grande efetividade na reducdo da doenca
invasora®.

Apesar de resultados tdo promissores dos programas de prevencéo, e do
exame de citologia oncoética por Papanicolaou ser altamente efetivo no
diagndstico precoce e na prevencao do cancer invasivo do colo do Utero, as taxas
de mortalidade e incidéncia mantém-se entre as mais elevadas dentre os tumores
malignos que ocorrem nas mulheres brasileiras. Isso se deve principalmente pela
baixa cobertura populacional, ndo atingindo de forma efetiva a populacdo de
maior risco, além das limitacdes inerentes ao teste em si, incluindo-se sua
sensibilidade moderada a baixa®.

Frequentemente, as discussfes estao focadas em qual tipo de teste utilizar

nos programas de rastreamento (citologia, teste de DNA para HPV e outros) que



possam se adequar a realidade dos paises em desenvolvimento. Escolher um
teste efetivo € apenas um dos aspectos do programa de prevencdo. A maior e
mais desafiadora tarefa € a organizacdo e a execucdo de programas como esse.
Entretanto, testes de rastreamento que necessitem de avaliagdes repetitivas para
o diagnéstico e tratamentos cuja logistica possam ser dificeis, podem ser mais
uma barreira para o seu uso em grandes populacdes>.

Atualmente existem testes moleculares que detectam o DNA ou 0 RNA do
HPV. No entanto, ainda se discute amplamente o tipo e o formato desses testes e
sua utilizacdo em numeros expressivos de forma efetiva e sustentavel.
Dificuldades na interpretacdo de seus resultados, na sua utilizacdo na pratica
clinica diaria e no contexto do rastreamento primario ou secundario do cancer do
colo uterino faz-se frequente®.

Destacam-se, neste contexto, 0os esforcos para a introducdo de novas
metodologias de rastreamento, sobretudo em paises com poucos recursos
financeiros. E incessante e intensa a busca atual por marcadores tumorais
capazes de, especificamente, atribuir riscos diferenciados aos tumores
associados ao HPV®.

O presente estudo busca os dados epidemiolégicos, anatomo-patolégicos
e biomoleculares que possam sinalizar quais sdo as pacientes com maior risco de
evolucdo desfavoravel (persisténcia e/ou recorréncia) da lesdo precursora do
cancer cervical e a progressdo para o carcinoma invasor, determinando o real
prognostico das mesmas e podendo adequar estratégias de prevencdo mais

efetivas.



2 OBJETIVOS

Avaliar a expressdo dos biomarcadores p16™?

e p53, nas pecas de
conizacdo de pacientes com diagndstico de neoplasia intra-epitelial do colo
uterino, utilizando a imuno-histoquimica, em microarranjos teciduais,
correlacionando a evolugdo clinica das pacientes com a expressao
imunohistoquimica destes marcadores e avaliando a sua aplicabilidade clinica na
evolucdo desfavoravel (persisténcia e/ou recorréncia) da neoplasia intra-epitelial
cervical tratada por conizacgéao.

Avaliar os dados epidemiologicos de relevancia clinica e os dados
anatomo-patoldgicos do espécime cirargico, correlacionando-os com a evolugéo

das pacientes.



3 REVISAO DA LITERATURA

Estudos epidemiolégicos e moleculares desenvolvidos nos ultimos 30 anos
levaram ao reconhecimento de certos tipos do Human Papillomavirus (HPV)
como agente etiolégico do cancer cervical. Cerca de metade dos tipos de HPV
conhecidos, incluindo suas variantes, tém sido isolados nas mucosas genitais. A
associacao de alguns tipos de HPV primariamente com tecidos normais e lesdes
benignas, assim como de tipos associados ao cancer, levaram ao conceito de
HPV de baixo e alto risco oncogénico, respectivamente’.

Classificados entre os mais potentes carcindbgenos em humanos, os HPV
de alto risco oncogénico séo considerados, atualmente, os responsaveis por, pelo
menos, 5% de todos os canceres no mundo (cancer de colo uterino, genitalia
externa, anus, pénis e orofaringe), proporcao esta que chega a 15% dos canceres
em mulheres que vivem em paises em desenvolvimento, afetando também
proporcdes consideraveis dos homens®.

Mufioz e Bosch, em sua metanalise, concluiram sobre as fortes evidéncias
da associagao entre a presenca do HPV e o cancer do colo uterino. Segundo
eles, varios estudos epidemiolégicos usando meétodos de hibridizacdo para o
DNA-HPV, evidenciaram a relacdo causal do HPV com a doenca cervical.
Concluiram também sobre a relacdo dose-resposta do aumento da carga viral
com o risco desse cancer e sobre as evidéncias indiretas que sugeriam a
deteccdo do DNA-HPV em células cancerigenas como um bom marcador da
infeccdo por HPV, acontencendo antes do desenvolvimento da neoplasia
invasora®.

Combinando os dados de seu estudo com estudos prévios, Walboomers et
al. concluiram que a prevaléncia mundial do HPV no carcinoma do colo uterino &
de 99,7% e sua presenca em virtualmente todos os canceres do colo uterino
implica numa das maiores prevaléncias de um fator causal atribuido a qualquer
cancer humano®.

Os HPV de alto risco oncogénico expressam proteinas oncogénicas que

interferem com as funcbes do crescimento celular. Como consequéncia da



continua expressdo do genoma viral na célula, a instabilidade cromossdémica pode
acontecer, levando & completa transformac&o celular ’.

Estudos indicam que a persisténcia do HPV de alto risco oncogénico pode
determinar a progressdo para estagios mais severos da doenca cervical,
enquanto que a maioria das infecgbes por HPV é transitéria e ndo parece ser
importante na carcinogénese cervical. O risco para a progressdo da doenca
parece estar associado ao ciclo do HPV no hospedeiro”®%1%* A histéria natural
do HPV no hospedeiro humano apresenta alguns pontos ainda néo totalmente
elucidados. A infeccdo por HPV € muito comum entre mulheres jovens, e durante
a vida sexual, cerca de 70% das mulheres terdo contato e/ou infec¢éo transitoria
pelo mesmo. Apesar desses altos indices de infec¢cdo, poucas mulheres
infectadas terdo cancer cervical*®.

Segundo consenso da Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
aproximadamente 5 a 15% de mulheres negativas para HPV sao infectadas, a
cada ano, com algum tipo de HPV de alto risco oncogénico. A incidéncia dos tipos
de alto risco oncogénico tende a ser maior que os de baixo risco. Os subtipos
mais frequentes sdo os 16, 18, 31, 33 e 51; entretanto, um dos tipos mais
frequentes entre os estudos é o HPV 16,

Um estudo multicéntrico avaliou a prevaléncia dos tipos de HPV em
mulheres brasileiras, canadenses e norte-americanas entre os 15 e os 25 anos e
concluiu que, em média, 26.6% das mulheres apresentam positividade a, pelo
menos, um tipo de DNA-HPV .Destas, 80% apresentaram infec¢cao por um tipo
oncogénico *2. O subtipo mais prevalente nos 3 paises foi 0 HPV 16, seguidos
pelos tipos 51, 52, 31, 66 e 39 e a infeccdo por multiplos tipos foi encontrada em
um terco das infeccdes™.

Os indices de infeccdo por HPV de alto risco tendem a serem maiores
entre mulheres jovens do que entre as de mais idade. Alguns estudos avaliados
pela OMS sugerem que a persisténcia da infeccdo pelo HPV aumente com a
idade™.

A persisténcia da infeccdo por HPV tem implicacdes para a patogénese da
lesdo precursora e do cancer invasor'®. Contudo, mais dados s&do necessarios
para esclarecer porque as Iinfeccdes por diferentes tipos de HPV agem

independentemente na cérvice uterina, modificando a resposta imunolégica de



I*. Em média, 10% das lesées relacionadas ao HPV no colo uterino

forma desigua
progridem para cacinoma in situ e 1% para carcinoma invasor™',

A média de idade para o diagnéstico de mulheres com lesdes precursoras
do cancer, na maioria dos paises que adotam programas de rastreamento, € de
aproximadamente 30 anos. E a idade nas quais se detecta cancer invasivo, tende
a ser 10 anos mais tarde, o que sugere um longo tempo para a progressao da
lesdo pré-cancerosa™.

A historia natural do cancer cervical, tipicamente, estende-se por um
periodo de 15 a 20 anos e envolve um numero de passos criticos, incluindo
infeccdo por HPV, persisténcia da infec¢do, progressao para leséo precursora e
finalmente desenvolvimento do cancer invasor. Em individuos imunocompetentes,
o desenvolvimento de infec¢cdo por HPV e de neoplasias intra-epiteliais de baixo
grau sdo frequentemente reversiveis e o clearence do HPV e a regressao das
lesbes precursoras frequentemente ocorre®®.

A ativacdo da resposta imune do hospedeiro parece ser o0 ponto
determinante entre a resolucdo da infeccdo pelo HPV ou a progressdo para a
doenca da cérvice ou do trato anogenital. Enquanto a natureza exata da resposta
imune permanece incerta, ha evidéncias da colaboracdo das células T helper,
células T citotoxicas e de mecanismos da resposta imune inata. Entretanto, o
HPV é capaz de driblar varias funcbes no mecanismo da resposta imunolégica do
hospedeiro, transformando-a numa resposta lenta e fraca®.

Os virus podem contribuir para o desenvolvimento de tumores em seres
humanos por diferentes mecanismos: indiretamente, por inducdo de
imunossupressao ou induzindo modificacdes no genoma da célula hospedeira,
sem a persisténcia do DNA viral; diretamente, pela inducédo de oncoproteinas ou
pela alteracdo da expressdo das proteinas da célula hospedeira devida a
integracéo do DNA viral'.

A patogénese molecular do céncer causado por HPV de alto risco
oncogénico ainda ndo é totalmente compreendida. Algumas caracteristicas,
entretanto, ja sdo bem evidentes. Esses virus sdo auto-suficientes para induzir
carcinogénese, apesar da infeccdo per se nao ser suficiente para induzir
malignidade. A inducdo de instabilidade cromossO6mica, de mutacbes e de

aneuploidia em células previamente nao proliferativas da camada basal e



suprabasal do epitélio do colo uterino emerge das modificacbes em genes que
controlam a transcri¢o viral e as funcdes das oncoproteinas virais'**°.

O HPV é um virus de formato icosaédrico, pertencente a familia
Papovaviridae. O seu genoma esta dividido em regiées denominadas Open
Reading Frames (ORF), as quais localizam-se em uma mesma fita de DNA e
constituem os genes virais. Os trés fragmentos subgenémicos na organizagéo do
genoma do HPV, até agora identificados, sdo: regido precoce ou E de early,
regido tardia ou L de late e regido n&o codificada ou LCR de long coding region
(figura 1)"°.

Entre os genes indutores de atipia celular, situados na regido precoce,
destacam-se 0 E1 e 0 E2, relacionados com a replicacdo epissomal e a regulacao
da transcricdo; o E6 e o E7, que inativam o gene produtor das proteinas p53 e
pRb, supressoras do crescimento tumoral. JA os genes L1 e L2 estdo

relacionados a formacao do capsideo viral"*°,

Fonte: www.ipoporto.min-saude.pt

Figura 1 — Representacdo esquematica do virus do HPV

O gene p53, localizado no cromossomo 17, expressa a proteina p53 que
tem a importante funcéo de ativar genes que mantém a estabilidade do genoma.
Na divisdo normal da célula, a p53 ndo € necessaria, porém, quando o DNA é de
alguma forma lesado, sua funcéo reparadora € induzida, o que lhe confere o titulo

de “guardid do genoma” *°. Havendo modificacdo do DNA, a expressdo da p53 é



aumentada, ativando a proteina p21, que bloqueia o ciclo celular em G1, para a
reparacédo do DNA. Quando essa reparacdo n&o ocorre, a p53 induz a apoptose™.

O gene Rb, localizado no cromossomo 13, expressa a proteina pRB, que
se une ao fator de transcricdo E2F na fase G1 do ciclo celular. Durante o ciclo
celular normal, a pRb é fosforilada, liberando E2F. Se a E2F permanecer ativada,
por interferéncia na habilidade da pRb de manter a E2F inativa, fazem com que
haja um crescimento desordenado das células®®.

O genoma do HPV € mantido em sua forma epissomal nas células
infectadas, porém, para a progressao da infeccédo para neoplasia intra-epitelial ou
cancer, é preciso a integracdo ao DNA da célula hospedeira e isso envolve os
genes E1 e E2 do virus, que regulam a expressao viral na célula. Quando o gene
E2 € desmembrado, como resultado da integracdo do genoma viral, altos niveis
dos genes E6 e E7 viral sdo observados. O E1 é responsével pela replicacado do
genoma viral no hospedeiro”***>,

Proteinas especificas celulares ligam-se as oncoproteinas E6 e E7 do HPV
de alto risco. A oncoproteina E7 se une ao gene de susceptibilidade do
retinoblastoma (pRb), enquanto que a E6 se une a p53, que é um gene de
supressdo tumoral’***°. Esta unido promove a degradacéo da p53, removendo o
controle do ciclo celular dependente da p53 e consequentemente, impedindo a
reparacdo do DNA. Em decorréncia disso, surgem 0s genes mutantes, que sao
perpetuados, levando a proliferacdo desordenada, que € uma caracteristica das
lesbes neoplasicas’**1>1°,

A E7, associada a transcricdo de produtos da pRb, promove liberdade para
a transcricdo de muitos genes envolvidos na progressdo de células no ciclo
celular. A E7 parece demonstrar interacdo com ciclina-A e cinase-2 ciclina
dependente, ambas atrapalhando a progresséao do ciclo celular . A E7 liga-se a
pRb, interferindo na sua capacidade de manter a E2F na forma inativa, levando
ao crescimento desordenado das células. Atribui-se ainda ao gene E7 a
capacidade de reduzir a expressdao dos antigenos de histocompatibilidade,
situados em superficie celular, o que pode explicar, pelo menos em parte, 0
retardo da resposta imunolégica do hospedeiro”411¢,

Interferéncias com a funcéo da pRb e da p53 podem determinar a perda do
controle do ciclo celular e promover instabilidade cromossémica e aneuploidia.

Porém, os genes E6 e E7 em infec¢cbes por HPV de baixo risco parecem
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expressar essas oncoproteinas de forma menos efetiva e, por consequéncia,
falham nas modificagbes cromossdmicas. Contudo, a integragéo dos genes E6 e
E7 do HPV de alto risco com as proteinas celulares pRb e p53 representam um
fator de progresséo enddgena, tornando-se importante na progressao das lesdes
pré-malignas e malignas”***°. Somando-se a essas modificacdes endégenas do
DNA da célula hospedeira, ha a contribuicdo de fatores mutagénicos exdgenos,
que provavelmente determina o desenvolvimento do cancer'.

Co-fatores podem ser considerados, aléem do HPV, na patogénese das
anormalidades do colo uterino. Entre eles, destacam-se principalmente fatores
genéticos, alimentares, ambientais, o uso de contraceptivos hormonais, o
tabagismo e o estado imunoldgico. Esses co-fatores interagem, em maior ou
menor intensidade, de maneira a aumentar a susceptibilidade do hospedeiro ao
HPV, favorecendo sua infec¢do, sua multiplicacdo e a persisténcia da sua
atuacao, oferecendo grande oportunidade para a integracdo do genoma viral ao
genoma celular, com concomitante expressao das proteinas virais e perda do

controle celular*t?’

. Quando modificacdes pré-cancerosas sdo encontradas no
tecido cervical, identificadas precocemente e tratadas, o cancer de colo uterino
ndo se desenvolvera?.

Existe grande interesse na atualidade em se pesquisar aspectos
relacionados a etiopatogenia do cancer cervical e suas lesbes precursoras, no
sentido de se estabelecer sua prevengdo priméria. As investigacbes tém se
voltado para estratégias que levem em conta o papel representado pelo agente
causal, que é o papilomavirus humano, bem como para co-fatores que favorecam

a acdo do mesmo™.
3.1 ANEOPLASIA INTRA-EPITELIAL CERVICAL

As lesdes precursoras do cancer de colo de utero foram primeiramente
descritas por Cullen em 1900 e Rubin em 1910, como achados histopatologicos
casuais em bordas de tumores francamente invasores. As células observadas
nessas lesdes tinham aspectos morfoldgicos semelhantes as do tumor infiltrante,
porém estavam contidas dentro do epitélio transformado. A melhor caracterizacao

dessas les@es iniciais deveu-se a dois inovadores procedimentos propedéuticos:
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a colposcopia, idealizada por Hinselmann, em 1925, e a colpocitologia oncética
(CO), preconizada em 1938, por Papanicolaou®®.

Em 1967, Richardt reconheceu que tais lesfes possuiam carater
neoplasico verdadeiro. Preferiu nomea-las como neoplasia intra-epitelial cervical,
graduando-as como NIC 1, NIC 2 e NIC 3, de acordo com a intensidade das
atipias. Em decorréncia das dificuldades na precisdo dos diagnosticos diferenciais
entre NIC 3 e carcinoma in situ, em 1973, Richardt propds, como legenda
diagnéstica tnica, o encontro de NIC 3 e carcinoma in situ®® .

A graduacéo das lesdes precursoras em NIC 1, NIC 2 e NIC 3 é embasada
na intensidade dos distirbios morfolégicos celulares, relacionados,
principalmente, com a proliferacédo, a atipia celular e as mitoses. Esses critérios
morfolégicos sdo avaliados também em relacdo ao nivel que alcancam na
verticalidade do epitélio. Utiliza-se, universalmente, o sistema de divisdo do
epitélio em trés tercos: inferior, mediano e superficial. Desse modo, na NIC 1, as
alteracdes celulares e a perda de diferenciacdo, ficam restritas ao terco inferior do
epitélio; na NIC 2 ocorrem nos dois tercos inferiores e na NIC 3 existem
alterac6es morfoldgicas que ocupam os trés tercos do epitélio™®.

No carcinoma in situ existe inquestionavel envolvimento de toda a
espessura do epitélio, sem qualquer evidéncia de diferenciacéo celular, estando a
membrana basal integra®®.

Ostor concluiu, em 1993, que muitos tipos de carcinomas escamosos da
cérvice uterina eram provenientes de precursores intra-epiteliais e que as
evidéncias desse fato eram embasadas nos seguintes quesitos: a NIC geralmente
ocorria uma década antes do cancer invasivo (0 que suporta o conceito de
evolucdo temporal desse tipo de cancer); mulheres com anormalidades intra-
epiteliais desenvolviam cancer muito mais frequentemente do que as que nao as
tinham; os carcinomas em estadios precoces aconteciam na periferia da NIC ou
na cripta das glandulas e os francamente invasores eram frequentemente
rodeados por uma leséo in situ; existiam evidéncias laboratoriais da semelhanca
entre NIC e carcinoma invasor do colo uterino e estudos epidemiolégicos ja
evidenciavam muita semelhanca nos fatores causais de ambos™®.

As lesbes precursoras do cancer cervical tém, em geral, um curso evolutivo
desigual e lento; podendo progredir, permanecer inalteradas ou sofrer regressao.

Para alguns autores, NIC 1, NIC 2 e NIC 3 representam processos distintos, no
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qual a NIC 1 é autolimitada e espelha a infecgdo pelo papilomavirus sexualmente
transmitido, enquanto que a NIC 2 e a NIC 3 seriam as verdadeiras lesbes preé-
malignas*®.

A NIC origina-se em células metaplasicas imaturas, que mais
provavelmente se alteram devido a uma associacdo de fatores, como agentes
oncogénicos, disturbios imunolégicos e outros, encontrados principalmente em
certos grupos epidemiolégicos™®.

Pesquisas revelam que o grupo de risco para essa neoplasia € composto
de mulheres jovens, e que fatores como infeccédo persistente por HPV de alto
risco, imaturidade imunoldgica, presenca de ectrdpios cervicais, uso de
contraceptivos hormonais, tabagismo e multiplicidade de parceiros sexuais, dentre

outros, facilitam a instalacédo dessa neoplasia™****’.

3.2 FATORES DE RISCO PARA NEOPLASIAS INTRA-EPITELIAIS CERVICAIS

Estudos epidemioldgicos tém indicado que tanto a infecédo pelo HPV quanto
0 cancer cervical sao fortemente influenciados pela atividade sexual da mulher e
de seu parceiro, uma vez que a infeccao persistente por tipos de HPV de alto
risco oncogénico € um importante determinante das lesdes intra-epiteliais.
Entretanto, fatores adicionais contribuem no processo multifatorial para o

desenvolvimento da neoplasia’*.

Condi¢cdes causando imunossupresséo e
agentes mutagénicos aumentam o risco de aquisicdo e progressao das lesdes
associadas ao HPV'**,

O risco de infeccdo também parece ser influenciado independentemente
por outras variaveis, como paridade, uso de contraceptivo oral e tabagismo
habitual. A idade parece ser um fator importante, pois muitos estudos

demonstram declinio da infeccéo apés os 30 anos’.

3.2.1 Tabagismo

O envolvimento do tabagismo na etiologia do cancer cervical e de suas
lesGes precursoras tem sido topico de debate por muitos anos. O consenso da
OMS* determinou que apesar das diferencas de prevaléncia entre o uso corrente

do cigarro e o seu uso passado, dentre os diversos estudos e populacdes



13

avaliados, o tabagismo estd consistentemente associado ao risco de ter NIC3 e
cancer invasivo do colo uterino. Concluiu ainda que os componentes do cigarro
sao importantes carcindgenos, além de interferirem nas funcdes imunologicas que
atuam no reconhecimento e no clearence do HPV, demonstrando ser o mesmo
um co-fator na génese da neoplasia do colo do utero**.

Diversas hipoOteses sdo postuladas em relacdo a maneira pela qual o
tabagismo poderia induzir as lesbes cervicais, ndo existindo um mecanismo
isolado que possa explicar a carcinogénese cervical relacionada ao cigarro *’. A
complexidade da mistura de carcindgenos presentes na fumaca do cigarro,
associada a susceptibilidade individual, pode significar que diferentes substancias
ocasionam diferentes tipos de danos*’.

Um dos principais mecanismos de acao relacionados a carcinogénese
cervical esta associado a exposicao direta do DNA das células epiteliais cervicais
a concentragfes elevadas desses carcindégenos, seguida de modificagdo dessas
moléculas, com potenciais efeitos mutagénicos'®. O nivel do dano ao DNA celular
tem variacao individual, com influéncia de fatores genéticos e ambientais, bem
como o nimero e o tipo de cigarro consumidos®’.

O fumo parece desempenhar alteragdo nos mecanismos de defesa
imunolégica tecidual, tanto no ambito sistémico quanto no local’’. De maneira
global, o tabagismo modifica tanto a resposta celular quanto a humoral. Em
individuos fumantes, existe diminuicdo dos niveis de imunoglobulinas circulantes,
depressdo da producgdo de anticorpos direcionados a determinados antigenos e
diminuicdo da liberacéo das citocinas pelas células imunocompetentes. Também
ocorre alteracdo nas concentracdes de linfécitos T citotoxicos, supressores e
células natural killer, diminuicdo da liberacdo da migracdo e da quimiotaxia
leucocitaria, bem como queda na atividade fagocitaria'’. Dessa maneira, o
hospedeiro poderia apresentar dificuldades em montar resposta imune efetiva
contra os diversos agentes agressores infecciosos, como por exemplo, o HPV*'.

Autores atuais reconheceram o tabagismo, corrente ou passado, dose e
tempo dependente, como um significante fator de risco para a neoplasia
cervical’®*"1%%  Contudo, outros estudos n&o encontraram correlacdo entre o
habito de fumar e o desenvolvimento da doenca®?®. Syrjanen et al. concluiram,
entretanto, que o tabagismo é um fator de risco para a aquisicdo da infecdo pelo

HPV, mas ndo para o desenvolvimento da NIC?.
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3.2.2 Hormonioterapia

A pesquisa da relacdo do uso de contraceptivos hormonais ou da terapia
de reposicdo hormonal com o desenvolvimento de canceres do sistema
reprodutivo em mulheres ainda apresenta resultados conflitantes. Contudo,
estudos citados por McFarlane-Anderson et al. reportam que a contracepcéo
hormonal (pilulas ou injetaveis) aumenta o risco para 0 cancer cervical,
particularmente em mulheres HPV-positivo, sugerindo que o contraceptivo oral
atue como um promotor da carcinogénese induzida pelo HPV?’ . Em adicdo a
gualquer efeito promotor direto do horménio no desenvolvimento da displasia
cervical, o uso de contraceptivos hormonais pode resultar ainda em maior
frequéncia de atividade sexual desprotegida, colocando o individuo em maior
risco de infeccdo pelo virus HPV e outras doencas sexualmente
transmissiveis'®?’,

Os mecanismos de interacdo entre HPV e esterdides sexuais ndo séo
totalmente esclarecidos™”.

A regulacéo da transcricdo viral ocorre principalmente na regido LCR do
HPV. Pelo menos trés elementos responsivos a glicocorticoides dentro da regido
LCR sao responsivos tanto a progesteronas quanto aos glicocorticoides,
aumentando a transcricdo dos genes E6 e E7. Mas nem todos os elementos
responsivos aos glicocorticoides de cada tipo de HPV responde aos hormonios na
mesma intensidade?®.

O aumento da 16a-hidroxilacdo do estradiol em 16a-hidroxiestrona e estriol
tém sido hipotetizado como um fator de risco para o carcinoma cervical. Quando a
16a-hidroxiestrona se liga aos receptores de estrogénio prolonga o seu efeito e
aumenta a capacidade das células endocervicais imortalizadas pelo HPV 16 e as
células do carcinoma cervical, sugerindo que a 16a-hidroxilagdo do estradiol em
estrona e HPV de alto risco oncogénico aumentem o efeito de um sobre o outro
na promocao da proliferacéo celular®®.

A zona de transformacdo da cérvice uterina é altamente sensivel a
estrogenos, em comparacao a outras areas do sistema reprodutivo. Introduzindo-
se HPV 16 nessas células aumenta-se em oito vezes o risco da conversao do

estradiol em 16a-hidroxiestrona. A exposicado crbnica a estrégenos em HPV 16
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E6/E7 de ratos transgénicos resulta em progressao neoplasica das células do
epitélio escamoso da cérvice e da vagina®®.

Avaliando-se a associacao entre o uso de contraceptivo oral e o carcinoma
escamoso da cérvice, o consenso da OMS™ foi de que ainda ndo é possivel
avaliar adequadamente o risco associado ao consumo das formulagbes mais
comumente usadas, e que mais estudos sao necessarios para inclui-los como co-
fatores na génese do céancer cervical.

Estudos recentes corroboram na hipétese de que o anticoncepcional oral
nao parece estar correlacionado com a etiopatogenia da neoplasia cervical e seus

precursores*®192%,

3.2.3 Soropositividade para HIV

Estudos desta infeccdo, analisados pela OMS, consistentemente tém
demonstrado associacdo entre a infeccdo do colo uterino pelo HPV e pelo HIV
(virus da imunodeficiéncia humana) e, da mesma forma, da associacao entre a
neoplasia intra-epitelial cervical e o HIV. Uma alta percentagem de mulheres
soropositivas para HIV é infectada com multiplos tipos de HPV e a infeccédo da
cérvice uterina pelo HPV tende a ser mais persistente nessas mulheres do que
nas mulheres soronegativas™.

A epidemia do HIV é mundial. No final de 2006, cerca de 39 milhdes de
pessoas conviviam com o virus do HIV a nivel mundial, dos quais 1.7 milhdes
estavam na América Latina e um terco dessas pessoas, no Brasil*®. A melhora
dos indices de sobrevivéncia desses pacientes € consequéncia de um adequado
manejo clinico, da profilaxia contra infeccbes comuns e do uso efetivo de
antiretrovirais®. Esses fatos geraram maior atencdo para as doencas cronicas e
degenerativas, que até entdo pareciam irrelevantes, como por exemplo, o
precursor do cancer cervical, que é mais prevalente em pacientes soropositivas?’.

Mulheres soropositivas tém alta prevaléncia e incidéncia tanto para
infeccdo por HPV quanto para NIC 3, quando comparadas as mulheres
soronegativas. A prevaléncia do HPV nas mulheres infectadas pelo HIV esta
fortemente associada com a contagem de células CD4 e com a carga viral.
Mulheres soropositivas com contagem de CD4 menor que 200 células por

microlitro, tém um risco trés vezes maior para a infeccdo pelo HPV que as
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soronegativas. Da mesma maneira, quando a carga viral € maior que 10.000
cépias por mililitro, o risco de infecéo por HPV aumenta em trés vezes *°.

Estudos citados por Russomano et al. tém consistentemente mostrado que
mulheres soropositivas apresentam alto risco de neoplasia intra-epitelial cervical

persistente e recorrente, mesmo ap6s terapéutica padrao?’.

3.3 O MANEJO DA NEOPLASIA INTRA-EPITELIAL CERVICAL

O manejo improprio das neoplasias intra-epiteliais pode aumentar o risco
do carcinoma invasivo do colo uterino e, a0 mesmo tempo, existem as
complicacdes relativas ao tratamento destas®.

No tratamento das lesdes precursoras, tanto o tratamento ablativo quanto o
excisional sdo utilizados. Os métodos ablativos incluem crioterapia, ablacdo a
laser, eletrofulguracdo e cauterizagdo quimica. Os meétodos excisionais, que
promovem a avaliacdo anatomo-patoldgica por meio do espécime retirado, séo a
conizacao por bisturi a frio, a cirurgia de alta frequéncia (CAF, LOOP, LEETZ), a
conizac&o a laser e a conizacgéo por agulha eletrocirdrgica®..

A escolha da técnica a ser usada no tratamento (excisdo ou destruicdo
local) depende de critérios que devem ser considerados pelo examinador: idade
da paciente, paridade, desejo reprodutivo, risco de perda de seguimento,
habilidade do operador e colposcopia satisfatdria®’.

Atualmente, a cirurgia de alta frequéncia com alca (CAF), método
introduzido por Prendiville, vem sendo cada vez mais utilizada para a excisao de
toda a zona de transformacdo. Inicialmente, a conizacdo com CAF era reservada
para 0S cas0sS nos quais a zona de transformacdo era totalmente visivel e
confinada ao colo uterino e quando ndo havia suspeita de doenga microinvasora
ou invasora na citologia e na colposcopia. Porém, tem sido demonstrado que a
conizacao por CAF apresenta resultados terapéuticos similares aos da conizacéo
por bisturi a frio e € um método mais rapido, mais econdémico e com menos
complicacdes®.

A conizacdo por bisturi a frio € o procedimento cirargico tradicional e
também o método “padrao-ouro”, no qual se baseiam os dados para estudos de
outros métodos, porém esta associado com significativa morbidade,

principalmente hemorragia e estenose cervical®®.
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Fatores relacionados a neoplasia residual e recorréncia ap0s conizacao
sdo o grau da NIC, margens excisionais comprometidas e envolvimento glandular
no produto de conizacgéao, idade, raca, numero de gravidezes e partos, nivel sécio-
econdbmico, habito de fumar, estado marital e associagdo com o papilomavirus
humano®.

A frequéncia de comprometimento das margens do cone varia de 7.2 a
43.5% e depende de varios fatores, tais como: grau de severidade da NIC,
envolvimento de endocérvice, dimensdes do cone e técnica de conizacdo. Sabe-
se hoje que uma conizagcdo ampla e com adequada avaliagdo das margens
cirirgicas é suficiente para o tratamento da NIC 3 e até do carcinoma
microinvasor (estadio clinico la1)®.

A presenca de NIC nas margens cirurgicas do cone, vista na analise
histopatolégica, é frequentemente utilizada na clinica para predizer a presenca de
lesdo residual. Essa relacdo foi baseada na presenca de lesdo residual em
espécimes cirurgicos de histerectomia de pacientes com margens comprometidas
na conizacdo. Entretanto, a auséncia de comprometimento das margens néo da a

34
|

certeza da auséncia de neoplasia residual **. Isso demonstra que os estudos a

respeito das margens de conizagdo ainda ndo sao completamente conclusivos no

que tange & recorréncia ou presenca de neoplasia residual®.

3.4 A RECORRENCIA OU A PERSISTENCIA DA NEOPLASIA INTRA-
EPITELIAL CERVICAL

A persisténcia da neoplasia intra-epitelial cervical ocorre entre 5 e 35% das
pacientes apOs tratamento conservador, seja por conizacdo ou ablacao,
provavelmente devida a falha do tratamento priméario ou novo desenvolvimento da
doenca. Em outras palavras, a maioria das recorréncias ocorre possivelmente por
doenca residual ou infeccdo sub-clinica por HPV que nao é erradicada®.

Conizacdo do colo uterino, feita com bisturi a frio ou eletrocautério pode
efetivamente erradicar a infecgéo por HPV de alto risco oncogénico e a neoplasia

intra-epitelial cervical *°.

A persisténcia de infeccdo por HPV de alto risco
oncogénico e de alteracdes histologicas ap0s a conizagcdo, aumenta o risco de
NIC persistente ou recorrente e esta pode progredir para carcinoma invasor na

auséncia de um tratamento efetivo®.
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O conhecimento de fatores de risco para a persisténcia da infecgédo por
HPV ou NIC persistente/recorrente é essencial para a sua deteccdo precoce %.
Idade, paridade, grau da leséo, status da margem e extenséo glandular tém sido
descritos como fatores de risco para HPV persistente e doenca residual apos
conizagdo. Contudo, nem todos esses fatores sao citados em todos os artigos e
seu significado clinico exato ainda precisa ser bem estabelecido®.

A incidéncia de recidiva registrada em portadoras do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) é muito alta. O controle clinico e laboratorial da
paciente infectada pelo HIV, mediante contagem das células CD4 e a
quantificacdo da carga viral, parece estar intimamente relacionada a persisténcia
el/ou recidiva da leséo, tendo sido verificados altos indices de recidiva apés todas
as modalidades de tratamento nas imunossuprimidas, mesmo apos

histerectomia®’.

3.5 O PAPEL DA TECNOLOGIA NO RASTREAMENTO E NO SEGUIMENTO DA
NEOPLASIA INTRA-EPITELIAL CERVICAL

Embora néo seja a realidade para a maioria das neoplasias que ocorrem
em humanos, a incidéncia e a mortalidade por cancer do colo do utero podem ser
controladas pelo rastreamento. O que particulariza este cancer em relacdo as
demais neoplasias é o fato de que esse tipo se desenvolve a partir de lesdes pré-
invasivas bem definidas, de comportamento conhecido, e de evolugao lenta, as
chamadas “neoplasias intra-epiteliais cervicais” *°.

As NIC’s, além da histéria natural lenta, ocorrem em regido anatémica de
facil acesso, favorecendo o diagnostico. Os avancos médicos ocorridos a partir da
Ultima metade do século XX permitiram, com mutilagcdes minimas e de pequena
repercusséo clinica, tratar as NIC's com probabilidade de cura de 90%%*,

Nos locais onde ocorre com sucesso, 0 rastreamento para o cancer da
cérvice uterina é realizado com o uso da colpocitologia oncética (CO). Algumas
regibes e paises obtiveram reducdes de até 70% da incidéncia de cancer do colo
uterino, com equivalente reducdo da mortalidade®. Contudo, os beneficios do
rastreamento por meio da colpocitologia oncotica ndo foram obtidos de forma
homogénea em todo o mundo. Ainda hoje, a cada ano, meio milhdo de mulheres

sdo vitimas do cancer do colo uterino e metade delas morre pela doenca.
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Entretanto, o rastreamento por meio da CO so6 foi efetivamente introduzido em
regibes bem respaldadas economicamente, fracassando, por outro lado, nos
locais mais pobres. Nado € por acaso que 78% dos novos casos desse tipo de
cancer ocorrem no chamado “mundo em desenvolvimento” .

O exame de colpocitologia oncética (Papanicolaou) ainda é o principal
método utilizado para a deteccdo do cancer da cérvice e suas lesdes precursoras.
Essa técnica, descrita por George Papanicolaou, em 1941, consiste na avaliacao
morfolégica das células de esfregacos obtidos da superficie do colo uterino.

A colpocitologia oncotica € considerada um teste bastante especifico para
o diagnéstico de lesbes pré-cancerosas e do cancer invasor, porém a depender
da qualidade da coleta, da fixagdo e do condicionamento do material, além do
adequado treinamento da equipe envolvida no processo, sua sensibilidade sera
apenas moderada®.

Apesar do impacto da colpocitologia em programas de rastreamento do
cancer do colo uterino, esse método possui muitas limitagbes: altas taxas de
falso-negativos, a natureza subjetiva do teste, a necessidade de ser repetido em
intervalos frequentes e a larga variacédo de sensibilidade e especificidade entre os
laboratérios %% Algumas causas podem explicar o erro no diagnéstico da
neoplasia cervical e de lesBes precursoras a colpocitologia, como a falta de
critérios morfolégicos seguros para microinvasao, a auséncia de amostragem da
juncdo escamo-colunar e a escassez de células neoplasicas nas amostras®*%.

A sensibilidade da colpocitologia em detectar NIC 2 e 3 estd em torno de
60% e sua especificidade em torno de 75%. A citologia de base liquida é
provavelmente mais sensivel, porém menos especifica para detectar neoplasia
cervical invasora®.

Em programas de rastreamento, a sensibilidade e a especificidade sao dois
parametros importantes na escolha do exame. No caso da CO, embora a
sensibilidade varie entre 18 e 76%, sua escolha como método de rastreamento
em muito se deve a sua elevada especificidade. Mesmo que a sensibilidade da
CO seja relativamente baixa, a longa duracéo da fase pré-invasora permite que a
doenca, ainda que nao diagnosticada em uma determinada rodada de
rastreamento, seja detectada na seguinte; ou seja, a mera repeticdo do exame
resultaria em melhora substancial da deteccédo de lesGes precursoras, mas iSso

ressalta a necessidade de um programa organizado® .



20

A identificacdo e a utilizacdo de ferramentas que possam complementar
tanto o diagndstico quanto o rastreamento das lesdes precursoras do cancer do
colo uterino é de suma importancia. Uma vez que a grande maioria das lesdes
precursoras desse cancer regride espontaneamente, a identificacdo de lesbes
que realmente necessitem serem tratadas evitaria a utilizagdo de métodos
agressivos desnecessarios, enquanto lesdes com maior chance de progredirem
seriam passiveis de tratamento antes do desenvolvimento de um céancer
invasivo™.

Quatro vertentes vém sendo utilizadas como alternativas ou suplementos
ao rastreamento citoloégico: a deteccdo molecular do DNA de tipos de
papilomavirus humano (HPV) de alto risco oncogénico; o rastreamento baseado
na inspecdo visual do colo do utero; as formas alternativas da propria
colpocitologia (citologia de meio liquido ou citologia automatizada assistida por
computador) e 0s novos biomarcadores associados a alteracdes citoldgicas
decorrentes da infeccdo por HPV (imunohistoquimica para certas proteinas
associadas as infeccdes pelo HPV)3,

Com as limitagbes da citologia, tem-se tentado usar o0s testes
biomoleculares para deteccdo do DNA do HPV como alternativa para o rastreio
primario, entretanto, devida a alta prevaléncia de infeccbes assintomaticas, a
mera deteccdo do HPV de alto risco tem um baixo valor preditivo positivo para a
presenca de neoplasia intra-epitelial do colo uterino, uma vez que a prevaléncia
para esse tipo viral em mulheres sem lesdes varia de 20 a 40%°%%

Os primeiros estudos, publicados na década de 1990, foram claros ao
demonstrar que a adicdo de testes de HPV ao rastreamento contribuiria em muito
para o aumento global da sensibilidade do programa, mas ao custo de destruir a
excelente especificidade da colpocitologia. Isso ocorre porque 40% das mulheres
residentes em areas urbanas, com idade entre 25 e 35 anos, sdo portadoras do
HPV, embora apenas 1% delas desenvolva algum tipo de lesdo de importancia
clinica. Quanto mais jovem a mulher, maior a probabilidade de um teste positivo
para HPV vir acompanhado de CO normal®®.

Testar a presenca de tipos oncogénicos de HPV de alto risco parece légico,
uma vez que é de conhecimento que praticamente todas as neoplasias cervicais
sdo causadas por esses virus. O teste de captura hibrida Il (teste biomolecular

para HPV) detecta 13 tipos de HPV de alto risco oncogénico e esta positivo em
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torno de 90% dos casos, entretanto seu indice de especificidade é baixo (62-
96%), o que faz com que o valor preditivo positivo desse teste seja menor que 0
dos métodos citoldgicos*.

O teste para DNA HPV pode ser usado na triagem de mulheres com
anormalidades citolégicas duvidosas, e tem potencial para a identificacdo de
mulheres com risco de doenca residual ou recorrente apos o tratamento da NIC.
Entretanto, falha na triagem de lesdes de baixo grau; e se usado no rastreamento
primario, necessitaria de mais um marcador especifico de doenca para identificar
as mulheres que precisariam realizar uma colposcopia para finalizar um
diagnéstico*.

Combinando a citologia com o teste para HPV, em mulheres em que
simultaneamente a citologia esta alterada e a captura hibrida é positiva, ainda
assim a sensibilidade serd, em torno, de 94% ou mais para a deteccdo da
neoplasia do colo uterino, contudo ocorrera uma modesta redugcdo da
especificidade*'.

O estudo Ascus-LSIL Triage Study [ALTS], entre outros que o precederam,
forneceu evidéncias de que o uso dos testes para HPV pode aumentar em 50% a
deteccdo de NIC 3 se as mulheres com diagnostico de atipias celulares limitrofes
de células escamosas (do inglés, ASCUS) e testes de HPV positivo forem
encaminhadas a colposcopia, em comparacdo com a simples repeticdo da
citologia e 0 encaminhamento para colposcopia apenas se a segunda CO estiver
alterada®.

Os primeiros estudos sobre a combinacdo dos testes de HPV com CO no
rastreamento primario do cancer cervical conseguiram demonstrar que, quando
ambos os testes estdo negativos, a probabilidade de a mulher vir a desenvolver
NIC 3 nos dez anos seguintes ao rastreamento € menor do que 1%. Estudos mais
recentes detectaram que o teste com HPV de fato aumenta a sensibilidade do
rastreamento a niveis proximos de 100% em algumas circunstancias, mas eleva o
namero de colposcopias desnecessarias (por falso-positivos) a quantidades
impraticaveis>®.

Os métodos visuais de rastreamento de lesdes precursoras se baseiam no
fato de que a maioria dessas lesfes pode ser identificada a olho nu apds a
aplicacdo de acido acético diluido ou compostos iodados, como o lugol. A

inspecdo visual com &cido acético (IVA), que consiste na visualizacéo direta da
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cérvice uterina apos a aplicacdo de acido acético a 3 ou 5%, € o método de
rastreamento mais estudado como alternativa de substituicio ou de
suplementacdo da CO depois da deteccdo do HPV 3%,

Tecnicamente, a IVA é um método muito simples. Consiste no exame
direto, a olho nu, da cérvice uterina, auxiliado apenas por iluminacao artificial apos
um a dois minutos da aplicagdo do acido acético. As maiores vantagens do
exame sao a simplicidade e o baixo custo. Outra vantagem é o fato de que o
resultado do teste € imediato e a mulher a ser referida a propedéutica
suplementar (colposcopia) recebe indicagdo na mesma consulta. Nao € por acaso
gue tem sido utilizado em regides pobres, para as quais a CO é logistica e
economicamente inviavel ou muito dificil, quem dir& ento os testes de HPV®.

Mas a IVA é um exame subjetivo e, mesmo quando executado por
profissionais bem treinados, pode resultar em um numero elevado de falso-
positivos, comprometendo sua especificidade e poder preditivo positivo. Ainda é
preciso desenvolver padrdes para o controle de qualidade da IVA, e a obtencao
de um bom desempenho, em condicdes de campo, pode ser muito dificil®.

Apesar da histologia nas biopsias de colo uterino ser considerada *
padrdao-ouro” na avaliagao das neoplasias intra-epiteliais e carcinomas invasores,
€ dependente da variabilidade intra-inter observador. Novos marcadores
aplicados nos espécimes cirdrgicos e/ou nas biopsias poderiam melhorar a
identificacdo de mulheres com resultados ambiguos que requeiram tratamento®.

Os biomarcadores tumorais sao indicadores de alteragdes que ocorrem
durante o processo neoplasico. A expressdo desses marcadores pode refletir
diversos processos em andamento nas ceélulas tumorais. Um biomarcador tumoral
ideal possui relacéo direta com o processo maligno, correlaciona-se com a massa
tumoral, permite a caracteriza¢ao do tipo de tumor, a localizag&o, o estadiamento,
bem como fornece uma avaliagéo prognéstica do tumor em quest&o™.

Além da recorréncia e/ou persisténcia da NIC nos primeiros anos de
seguimento, as mulheres que foram tratadas de NIC 2 ou 3 permenecem em risco
de desenvolver um carcinoma invasivo por um longo perido de tempo, sendo por
isso 0 seguimento prolongado necessario®.

N&o é possivel, até o presente momento, predizer quais casos de NIC irdo
progredir ou regredir. Seguimento regular por citologia pode proporcionar boa

protecdo através da deteccdo das alteracdes celulares e conseguir, com isso,
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significante reducdo nos indices de morbi-mortalidade do cancer do colo uterino,
entretanto, o custo-efetividade deste seguimento ainda esta em debate™.

Um grande numero de protocolos de seguimento tém sido recomendados.
Estes incluem citologia, colposcopia, a combinacdo da citologia com a
colposcopia e testagem para a presenca de DNA-HPV, todos testados numa
grande variedade de intervalos™".

Revisdes sistematicas da performance do Teste DNA-HPV no seguimento
pos-tratamento parece ser bom e excede aos resultados da CO. Em alguns
estudos, a combinacdo do teste DNA-HPV com a citologia oncética parece
resultar no aumento da sensibilidade®.

As principais linhas de investigacdo associadas aos processos
anteriormente mencionados para a ocorréncia e a progressdo da neoplasia
cervical focam, sobretudo, a identificacdo de proteinas celulares/teciduais ou
circulantes, cuja expressao se encontre alterada em resposta a expressdo das
oncoproteinas virais®.

Diversos estudos visam a analise dos niveis de proteinas relacionados ao
evento da integracdo do DNA-HPV/oncoproteinas virais ao ciclo celular do
hospedeiro. As principais descritas na literatura sdo: p53, p16™“*? MCM2-7,
EGFR, ciclina D, ciclina E, p21 " e p27 P!, entre outras®.

Pesquisas atuais estdo focadas no desenvolvimento de objetivos
biomarcadores que possam distinguir infeccédo transformante por HPV e predizer
a severidade da doenca®. Para paises em desenvolvimento, é necesséaria uma
avaliacdo do papel das novas tecnologias para a prevencédo do cancer do colo
uterino que sejam Uteis no contexto da saude. Qualquer combinacao de quaisquer
testes de rastreio aumenta a sensibilidade, mas diminui a especificidade e
aumenta o custo. Apesar de promissores, ndo h& ainda estudos suficientes
mostrando qual é a melhor combinac&o®.

3.5.1 A Proteina Supressora Tumoral p16™<*2

6 N4 tem sido identificada como

A proteina supressora tumoral celular pl
um marcador da transformacéo da infeccdo por HPV. Fisiologicamente, a p16
bloqueia a atividade das Kinases ciclo-dependentes CDK4/6. Em uma infeccao

HPV transformante, os oncogenes virais E6 e E7 interferem substancialmente
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com a apoptose e a regulagdo do ciclo celular. Mais importante, a ruptura da
proteina Rb pelo E7 promove a progressdo do ciclo celular, ativada pela
CDK4/6* . Células afetadas expressam fortemente a pl6 para controlar a
ativacdo do ciclo celular irregular. Com o tempo, a p1l6 acumula no ndcleo e no
citoplasma das células afetadas, podendo ser detectado por imunohistoquimica®.

O ciclo da p53 e da pRb, em parte, é controlado pela CDKN2A
(INK4A/ARF), em cujo locus estdo codificadas duas proteinas supressoras
tumorais: a p16™ ** e a p14*fF. A p16™“** ¢ um elemento da via pRb e pode
induzir o ciclo celular G1 pela inibicdo da fosforilagdo de cinase-4 e 6 ciclina-

dependente, e também, a p16™<*A

tem um importante papel na senescéncia
celular®.

A proteina p16 € uma cinase 4-ciclina dependente, que € expressa em um
limitado numero de tecidos normais e tumores. A pl6 esta integralmente
relacionada & mediacado do controle da transicdo da fase G1-S do ciclo celular **.

A expressdo da pl6 em tecidos humanos varia com a idade. Em criancas,
sua expressao é essencialmente confinada ao timo, enquanto que em adultos ha
expressdo no endométrio proliferativo, ductos mamarios, células do antro
gastrico, epitélio escamoso esofageano, glandulas salivares e algumas células
neuroenddcrinas**.

A perda da funcéo da p16 foi demonstrada em algumas neoplasias; de fato,
a alta frequéncia de delecéo da pl6 em linhas tumorais sugere um importante
papel na carcinogénese. Foi inicialmente sugerida a sua inativagdo em pacientes
com melanoma familiar, e também, em outros tipos de tumores forte expressao da
plé tém sido documentada. Positividade difusa tem sido descrita em
dermatofibrossarcomas protuberantes, adenocarcinomas gastricos, linfomas
Hodgkin e ndo Hodgkin, varios tumores pulmonares neuroenddcrinos e tumor de
pequenas células*.

Atualmente, a maior aplicacdo de imuno-histoquimica para pl6 tem sido
no campo das doencas ginecoldgicas. Positividade difusa (em oposicdo a
positividade focal) com pl16 em cérvice uterina pode ser identificada como um
marcador da presenca do virus do papiloma humano (HPV)*.

Em lesbdes escamosas cervicais, a pl6 € positiva na maioria das lesbes
intra-epiteliais cervicais de alto grau e em alguns casos de lesdes de baixo grau,

usualmente aquelas associadas & infeccdo por HPV de alto risco oncogénico*. A
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positividade da pl6 pode ser util para identificar algumas lesdes intra-epiteliais
focais de alto grau em colo uterino, distinguindo alguns casos de NIC focal em
epitélio metaplasico imaturo de epitélio metaplasico imaturo sem atipias e para
diferenciar de lesdes benignas mimetizando NIC*.

A maioria dos carcinomas escamosos cervicais, glandulares e de pequenas
células é pl6 positivo. Em lesdes glandulares cervicais, a pl6 é util para
diferenciar entre adenocarcinoma in situ (positividade difusa) e carcinoma
endometrial tipo adenocarcinoma (positividade negativa ou focal)**.

A meta-analise produzida por Tsompou et al. concluiu que, apesar de haver

6Nk correlacionar-se  com a severidade das

boas evidéncias do pl
anormalidades citoldgicas e bioldgicas, sua reprodutibilidade é limitada devido a
padronizacao insuficiente da interpretacdo da imunohistoquimica, entretanto, um
consenso precisa ser procurado para a validacdo do pl6 e sua aplicabilidade
clinica em questées especificas*.

Poucos estudos, entretanto, correlacionaram a expressdo do pl6 com a
evolugdo desfavoravel da NIC pds coniza¢cdo. Nam et al, em seu estudo na Korea,
demonstraram a utilidade da expressédo do p16 como um biomarcador preditor de
recorréncia da NIC e do risco de progressao para carcinoma invasor e, segundo
eles, a expressdo do pl6 pode ser utilizada clinicamente para estratificar as

pacientes que requeiram tratamento mais agressivo®.

3.5.2 A Proteina p53

A proteina 53 (p53 ou proteina tumoral p53) é uma proteina supressora
tumoral que nos seres humanos € codificada pelo geneTP53. A p53 é importante
em organismos multicelulares, que tem ciclo celular regulado e cuja funcdo de
supressao tumoral esta envolvida na prevenc¢do do cancer. Por isso mesmo a p53
tem sido descrita como a “guardid do genoma” *°.

A p53 pode ser ativada em resposta a uma série de tipos de stress, que
incluem dano ao DNA (induzido por radiacdo UV, acdo de agentes quimicos,
stress oxidativo, choque osmotico, deplecao ribonucleotide e desregulacdo da

expressdo de oncogenes)®.
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Certos patégenos podem afetar a p53 e a expressdo do gene TP53. O
virus do papiloma humano codifica a proteina E6, que modifica a proteina p53 e
inativa a mesma“®.

A real importancia da inativacdo da p53 na carcinogénese cervical tem sido
bem documentada, entretanto, segundo Braganca et al. muitos estudos tém
falhado em demonstrar diferentes escores de imunorreatividade da p53 em
neoplasia intra-epitelial cervical HPV—positiva, HPV-negativa e o cancer cervical.
Também tém reportado resultados conflitantes da relacdo entre a expressao do
p53 e a progressdo da neoplasia intra-epitelial do colo uterino®’.

A deteccgéo de alteragOes celulares originadas pela expressao desregulada
das oncoproteinas virais pode vir a caracterizar marcadores de progressao
tumoral e contribuir, dessa forma, para a identificacdo de populagcbes celulares
com maior risco de progresséo para o cancer de colo uterino. A identificagdo e o
estabelecimento do padrédo de alteracdo desses fatores poderdao definir

marcadores com alto poder preditivo positivo®.
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4 Métodos

Foi realizado um estudo retrospectivo das pacientes com diagndstico
histologico de neoplasia intra-epitelial do colo uterino, que foram tratadas por
conizacao (pela técnica classica e/ou cirurgia de alta frequéncia / CAF), no
Hospital Erasto Gaertner (HEG) / Curitiba / PR, no periodo compreendido entre
janeiro de 1999 a janeiro de 2006, e que apresentaram evolugdo desfavoravel
(persisténcia, recidiva e/ou progressao da doenca) no periodo de seguimento de
18meses, e comparadas com um grupo controle, pareado, submetido ao mesmo
tratamento, no mesmo periodo, e que tiveram evolucao favoravel (cura clinica).

A amostra de pacientes foi composta de dois grupos:

- Grupo A: grupo ESTUDO (pacientes com evolucdo desfavoravel:
persisténcia e/ou recorréncia da neoplasia intra-epitelial cervical ou progressao
para neoplasia invasora, apos o tratamento de conizac¢ao);

- Grupo B: grupo CONTROLE (pacientes com diagnostico de cura clinica
apos tratamento e seguimento minimo de 1,5 anos).

O estudo foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

HEG sob protocolo no 1947 (pré-texto).

4.1 SELECAO DA AMOSTRA

De um total de 491 pacientes que foram submetidas ao tratamento
cirirgico por conizacdo, devido ao diagnostico, por colposcopia e bidpsia, de
neoplasia intra-epitelial cervical grau 2 e 3 (NIC 2 e 3) do colo uterino, no periodo
compreendido entre janeiro de 1999 a janeiro de 2006, foram extraidas 72
pacientes que evidenciaram persisténcia, recidiva ou progressdao da NIC e
determinou-se o grupo estudo.

O grupo controle foi determinado, dentre todas as pacientes conizadas
nesse periodo, por uma amostra aleatoria de pacientes também com diagndéstico

de NIC 2 e 3, tratadas neste mesmo periodo.
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Foram critérios de exclusdo de pacientes: dados insuficientes de prontuario
fisico elou eletrbnico, tempo de seguimento clinico pos-conizacédo inferior a 1,5
anos, pacientes submetidas a histerectomia por doenca benigna durante o
seguimento, bloco de parafina do produto de conizacdo em condi¢cdo técnica
inadequada para confecgdo das laminas de imunohistoquimica, e auséncia de
evidéncias de neoplasia intra-epitelial apos avaliagdo microscopica do produto de
conizacao.

Com esses critérios de exclusdo, o estudo ficou assim desenhado: 113
pacientes, ficando o grupo estudo composto por 48 pacientes e o grupo controle
por 65 pacientes.

4.2 DA ANALISE DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Foi realizada uma revisdo sistematica dos prontuarios fisico e eletrdnico
das pacientes selecionadas, e analisados os seguintes dados epidemioldgicos:
idade, tabagismo, método  anticoncepcional, doencas  associadas,
soropositividade para HIV, presenca de lesdo em vagina simultanea a do colo,
ocorréncia de gestacdo no primeiro ano pés-conizacao, técnica de conizagdo
realizada, positividade das margens do espécime cirurgico, severidade da NIC no
produto de conizacao e presenca de extenséo glandular no produto de conizacao.

A testagem da soropositividade do HIV de cada paciente é uma rotina
desse servico de patologia cervical e o exame é realizado mediante autorizacéo,
por termo de consentimento assinado pela paciente no laboratorio do referido

hospital, antes da sua execucéo.

4.3 DA TECNICA DE CONIZACAO

Foram utilizadas duas técnicas de conizacdo: a Cirurgia de Alta
Frequéncia (CAF) e a técnica de Conizacgao Classica.

Fez-se a cirurgia de conizagdo com cautério de alta frequéncia (CAF) sob
anestesia local, com retirada de duas pecas (margem ectocervical e margem
endocervical do colo uterino), através das alcas do cautério de alta frequéncia, as
quais foram encaminhadas para avaliacdo anatomo-patolégicas com suas

margens verdadeiras marcadas por nanquim (figura 2).
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A técnica de cirurgia de conizacdo classica foi realizada sob anestesia
geral associada a anestesia local, com retirada de espécime cirargico Unico, de
formato conico, e também marcada nas suas margens verdadeiras com nanquim
antes de serem enviadas para estudo anatomo-patoldgico (figura 3).

A escolha da técnica a ser utilizada em cada paciente foi determinada por
protocolo do Servico de Patologia Cervical do referido hospital, no qual as lesbes
consideradas mais extensas e/ou profundas foram previamente determinadas
para a técnica classica, e as demais para a técnica de CAF.

O material utilizado para a técnica de conizagédo englobava espéculo com
ajuste para aspirador, pinga Pozzi, eletrocautério, alcas proprias para cirurgia de
alta frequéncia, algodao, gase, solucbes reagentes para colposcopia (lugol e
acido acetico), carpule para anestesia local e tubetes com cloridrato de lidocaina

a 1% para anestesia local .
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Fonte: HEG/ Servigo de Patologia Cervical
Figura 2- Espécime cirargico obtido por conizacao por CAF
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Fonte: HEG, Servigo de Patologia cervical

Figura 3- Espécime cirargico obtido por técnica de conizagao classica

4.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA DAS PECAS DE CONIZACAO

A avaliacdo dos cortes histologicos do produto de conizacdo de cada
paciente foi concentrada nos quesitos diagnostico, margens excisionais livres ou
comprometidas pela doenca, extensdo glandular da doencga presente ou ausente
e calculado o volume das pecas de conizagdo. O material avaliado foi o
proveniente das laminas confeccionadas e estudadas na época da conizacéo,
seguindo os critérios padrdes do servico de anatomia patolégica do referido
hospital e no momento desse estudo, revisadas. Esses cortes histologicos foram
preparados por técnica convencional e corados pela hematoxilina-eosina.

O volume de colo uterino retirado foi calculado multiplicando-se o
comprimento pela altura pela espessura da peca retirada e quando realizado CAF
em duas pecas o volume das 2 pecas foi somado para calculo do volume final
daquele produto de conizacao.

No espécime da conizagdo foi novamente confirmado o diagnéstico de
neoplasia intra-epitelial cervical e em alguns casos, houve divergéncia do
resultado da bidpsia prévia, ficando os espécimes cirlrgicos classificados como
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NIC 1 (quando a alteracao histologica ficava restrita ao tergo inferior do epitélio),
NIC 2 (quando a alteracédo histolégica ocupava aos dois ter¢os basais do epitélio),
NIC 3 (quando a alteracdo histolégica ocupava toda a extensdo do epitélio) e
carcinoma escamoso invasor de colo uterino (quando a alteracdo histoldgica

ultrapassava a membrana basal) (figura 4).
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Fonte: Servico de Anatomia-Patolégica do HEG

Figura 4: Representacdo histologica de NIC/ carcinoma invasor do colo uterino

(da esquerda para a direita: NIC 1, NIC3, Carcinoma invasor)

45 TECNICA DE PREPARO DAS LAMINAS PARA REALIZACAO DA
IMUNOHISTOQUIMICA

Foram confeccionados cortes histolégicos do produto de cada conizacao,
pela técnica de tissue microarray, a partir dos blocos de parafina originais, para
serem submetidas & aplicacdo dos imunomarcadores p53 e p16™*? de forma
artesanal, no Laboratorio de Patologia Experimental da PUCPR.

Para confeccdo das laminas de tissue microarray, a partir dos blocos de
parafina originais dos produtos de conizagdo, foram avaliadas todas as laminas
feitas a partir desses blocos e demarcada a area de lesdo mais representativa
com caneta de retroprojetor. A &rea marcada foi colocada sobre o bloco
correspondente e o material a ser retirado foi identificado. Com pinga do tipo
punch, de dois milimetros de diametro e ligeiramente aquecida, foi retirado do
bloco de parafina a area marcada e colocada nas caixas de arrays, seguindo
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uma ordem previamente diagramada para posterior leitura, e entdo confeccionado
novo bloco, o bloco de tissue.

Cada lamina de tissue foi confeccionada com vinte amostras, sendo uma
de cada paciente, totalizando seis laminas de tissue para cada imunomarcador.
Nao foram individualizadas, nas laminas confeccionadas, as pacientes do grupo
estudo e do grupo controle, de modo que a leitura da reacdo imunohistoquimica
fosse feita as cegas, para evitar viés de contaminacao.

Os kits de imunohistoquimica utilizados foram:

- Anticorpo p53 pré-diluido (monoclonal de rato, clone DO-7, diluido
1:100, Biocare Medical®, Concord, USA):;

- Anticorpo pl16 pré-diluido (monoclonal de rato, clone 16p04-jc2, diluido
1:100, Bio Sb®, Santa Barbara, California, USA).

Apés preparo de laminas separadas para cada imunomarcador, estas
foram submetidas aos seguintes processos: desparafinizacao (trés banhos de xilol
em cubas sequenciais de cinco minutos cada e quatro banhos de alcool absoluto
em passagens rapidas de cinco a seis mergulhadas); recuperagéao antigénica com
citrato pH 6,0 (quarenta minutos de banho maria a 96°C e resfriadas em
temperatura ambiente por vinte minutos); bloqueio de peroxidase enddgena (trés
banhos de agua oxigenada - 10V, cinco minutos cada e depois lavagem em agua
corrente por 5 minutos); blogueio de proteinas inespecificas (com leite molico a
3% por 20 minutos); diluicdo de cada anticorpo a 1:100 e aplicagdo do anticorpo
primério sobre cada lamina, colocando em cémara escura por duas horas em
temperatura ambiente e depois lavagem com PBS especifico de cada
imunomarcador (trés banhos de PBS de cinco minutos); aplicacdo do anticorpo
secundario (trinta minutos em camara escura umedecida e mais 3 banhos de PBS
de cinco minutos cada) e, finalmente, aplicacio do DAB especifico e
contracoloragéo.

Por ser a neoplasia intra-epitelial cervical uma lesédo superficial e muitas
vezes focal, houve perda de material para avaliacdo adequada do
imunomarcador quando a amostra tinha pouca representatividade de tecido com
a doenca ou nos casos em que o tecido amostrado foi perdido da lamina, durante

0 processo de imunomarcacao.
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4.6 LEITURA DOS IMUNOMARCADORES

Os elementos imunohistoquimicos avaliados na leitura das laminas foram
0S seguintes: positividade da reacdo e sua intensidade (analise qualitativa),
padrdo de positividade da reacdo (andlise quantitativa) e imunolocalizacdo
(avaliada somente para o anticorpo p16).

A) Positividade da reacao (analise qualitativa):

a.l) reacao positiva- dividida em dois grupos:

a.1.1) positiva forte: quando a intensidade da coloracdo foi semelhante ao
controle utilizado;

a.1.2) positiva fraca: quando a intensidade da coloracdo foi substancialmente
menor que a do controle positivo utilizado, s6 podendo ser observada com clareza
com aumento de 100 vezes; e

a.2) reacdo negativa: quando ndo houve nenhuma coloracdo caracteristica da
reacao imunohistoquimica.

B) Padrao de positividade da reacao (analise quantitativa):

b.1) positividade difusa: a reacéo foi positiva numa extensédo que englobava mais
de 50% da amostra viavel e avaliavel;

b.2) positividade multifocal intensa: a reacdo foi positiva numa extensdao que
englobava entre 25 e 50% da amostra viavel e avaliavel do tumor; e

b.3) positividade multifocal leve: a reagdo foi positiva numa extensdo que
englobava menos de 25% da amostra viavel e avaliavel.

C) Imunolocalizagédo (somente em relacdo ao marcador pl6):

c.1) nucleo: padréo nuclear de positividade;

c.2) citoplasma: padréo citoplasmatico de positividade;

c.3) nucleo e citoplasma: positividade de reagdo tanto em nucleo quanto em
citoplasma.

O imunomarcador demonstrou coloracdo castanho-amarronada, a nivel
nuclear, para os cortes positivos para o p53 e castanho-amarronada, a nivel

nuclear e citoplasmatico, para o p16 ( figuras 5 a 8).
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Fonte: Laboratério de Anatomia-patolégica, HEG

Figura 5- Reac¢do negativa para pl16 (objetiva de 10 X e 40 X)

Fonte: Laboratério de Anatomia-patolégica, HEG

Figura 6- Reacdo positiva por pl6 forte e difusa, corando nucleo e citoplasma
(objetiva de 10 X e 400 X)
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Fonte: Laboratério de Anatomia-patolégica , HEG

Figura 7 - Reacao negativa para p53 (objetiva de 10 X e 40 X)

Fonte: Laboratorlo de Anatomia-patoldgica, HEG

Figura 8- Reacao positiva, forte e difusa, para p53 (objetiva de 10 X e 40 X)
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada andlise estatistica dos dados, utilizando-se o programa
SPSS 12.0, buscando Intervalo de Confianca superior a 95% e nivel de
significancia de 5%, com calculo do ODDS Ratio para cada fator preditor
encontrado e analise uni e multivariada das variaveis.

A anélise multivariada foi feita incluindo todas as variaveis com valor de

p<0.250, utilizando-se a idade para controle.
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5 RESULTADOS

Das 491 paciente conizadas no periodo supracitado, apés aplicacédo dos
critérios de exclusdo, foram extraidas 113 pacientes, assim distribuidas: 48
pacientes no grupo estudo e 65 pacientes no grupo controle.

Destas 113 pacientes foram analisados o0s seguintes dados
epidemioldgicos: idade, paridade, tabagismo, uso de método anticoncepcional e
doencas pré-existentes ao tratamento da NIC.

Nessas pacientes, a média de idade encontrada no grupo estudo foi 36 +
11.5 anos ( IC 95%: 33-40) e no grupo controle 33 = 11.8 anos ( IC 95%: 30-36),
com valor de p de 0.202, ndo evidenciando diferenca significante entre os dois
grupos no que tange ao risco de persisténcia/ recorréncia da doenca cervical
(tabela 1).

A paridade dentre as mulheres estudadas, o habito de fumar e 0 método
nao exerceram

anticoncepcional influéncia de significancia estatisitica na

evolucao desfavoravel da doenca cervical tratada (tabela 1).

TABELA 1 — DADOS EPIDEMIOLOGICOS NOS GRUPOS

) _ GRUPO VALOR p VALOR p
VARIAVEL CLASSIFICACAO n o o OR (IC 95%) TESTE
CONTROLE ESTUDO (univariada) | (multivariada)
65 48 0.9 i
IDADE
NUMERICO 113 33+11.8 36+11.5 0.202 0.666 STUDENT
65 48 1.21
PARIDADE MANN-
NUMERICO 113 2.7£2.27 3.3%2.5 0.200 0.296 WHITNEY
EX 10 5(7.8%) 5(11.1%)
TABAGISMO —
@ NAO 45 25(39.1%) 20(44.4%)
SIM 54 34(53.1%) 20(44.4%) 0.637 X2
CONDOM 20 9(45%) 11(55%)
METODO DIU 5 3(60%) 2(40%)
ANTICONCEPCIO-
0, 0,
NAL LTB 12 8(42%) 7(58%)
@ ORAL 38 26(68%) 12(32%)
NENHUM 34 19(56%) 15(44%) 0.838* x2

(*) significa o nimero de pacientes nao avaliaveis

* significa p calculado para usar ou ndo método anticoncepcional
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Avaliando-se as doengas pré-existentes nas pacientes, 71% delas néo
apresentavam nenhum tipo de co-morbidade e as outras 29% apresentavam as
seguintes doencas: depressdao, diabete melito, doencas sexualmente
transmissiveis, hipertensdo arterial crénica e sindrome da imunodeficiéncia
adquirida. Entretanto, ter ou ndo doenca pré-existente ndo evidenciou diferenca
significante (p=0.289) na persisténcia/recorréncia das lesdes intra-epiteliais

cervicais, pés-tratamento (tabela 2).

TABELA 2- DOENCAS PRE-EXISTENTES NOS GRUPOS

VARIAVEL | DOENCAS n | CONTROLE |ESTUDO |P UNIVARIADA ;ULTlVARlADA (O|§95%) TESTE
DEPRESSAO 3 3(100%) 0(0%)
DIABETES 4 1(25%) 3(75%)
DOENCAS DST 4 3(75%) 1(25%)
©) HAS 5 4(80%) 1(20%)
HIV 7 1(12%) 7(88%)

NENHUMA 81 49(60%) 32(40%) 0.289 * X

. Refere-se a ter ou ndo doenca pré-existente

. (*) significa 0 nimero de pacientes néo avaliaveis

Estudando a soropositividade do HIV de forma individualizada, nas 79
pacientes que foram testadas, 10% delas foram positivas para a imunodeficiéncia
e 88% delas estavam no grupo estudo, mostrando tendéncia a significancia como
fator epidemiolégico de evolucao desfavoravel (p= 0.06), mas com este n muito
pequeno néo foi possivel inclui-lo nas conclusbes .

As pacientes que, ao diagndstico da NIC apresentavam leséo
concomitante em vagina, sugerindo doenca multicéntrica, totalizaram 7% (n=8)
das mulheres estudadas, e dentro destas, 75% (n=6) estavam no grupo estudo,
enquanto que 25% (n=2) estavam no grupo controle, determinando um valor de
p=0.07 na analise univariada e 0.265 na analise multivariada, mas este n pequeno
também nao permitiu incluir esta variavel nas conclusdes.

A ocorréncia de gestacdo durante o seguimento, pés tratamento, ocorreu
em apenas 6% (n=7) das pacientes, e destas, 71% (n=5) estavam no grupo

estudo e 29% (n=2) estavam no grupo controle, com valor de p equivalente a
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0.133 na analise univariada e 0.72 na analise multivariada, sendo analisada assim
como a soropisitividade para o HIV a a lesdo concomitante de vagina.

Quanto aos dados relativos ao tratamento realizado (técnica de
conizacao), foram analisados: a técnica cirargica, o resultado anatomo-patologico
do produto de conizagdo, as margens excisionais do produto de conizagao, a
presenca de extensdo glandular na peca histolégica e feito o célculo do volume de

cone retirado em cm? (tabela 3).

TABELA 3 — DADOS DO TRATAMENTO E RESULTADOS ANATOMO-PATOLOGICOS

) ~ GRUPO VALOR p VALOR p OR (IC
VARIAVEL CLASSIFICACAO n h o TESTE
controle x estudo (univariada) | (multivariada) | 95%)
TIPO DE CAF 103 60(58%) 43(40%)
CIRURGIA CONE 10 5(50%) 5(50%) 0.741 FISHER
NIC1 8 3(37%) 5(63%)
AP DO CONE
0, 0,
(106) NIC2 43 30(70%) 13(30%)
NIC3 55 32(58%) 23(42%) 0.179 X
AMBAS+ 3 0(0%) 3(100%)
MARGENS DO
ECTOCERVICAL+ | 12 4(33%) 8(67%)
CONE
(112) ENDOCERVICAL+ | 9 0(0%) 9(100%)
LIVRES 88 61(70%) 27(30%) <0.001** <0.01 15 FISHER
EXTENSAO AUSENTE 47 25(53%) 22(47%)
GLANDULAR PRESENTE 66 40(61%) 26(39%) 0.447 FISHER
VOLUME DO 62 44 ¢
CONE NUMERICO 113 6.747.7 6.244 0.662 STUDENT

** Significa ter margem livre ou comprometida pela doenca.
** A margem esteve comprometida em 21% das pacientes estudadas.

(*) significa nimero de pacientes ndo avaliaveis.

Avaliando-se o0 comprometimento das margens, elas estiveram
comprometidas em 21% dos casos, ocorrendo em 83% das vezes no grupo
estudo e em 17% no grupo controle. O indice global de evolucdo desfavoravel
(persisténcia, recidiva ou progressao da doenca) nesse estudo foi de 14%.

O comprometimento das margens do produto de conizacdo foi o Unico
dado relativo ao tratamento cirargico realizado que correlacionou-se de forma

significativa com a evolugéo desfavoravel da NIC (figura 9).
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MARGENS EXCISIONAIS X GRUPOS

ESTUDO X CONTROLE

100,0%— GRUPOS
B CONTROLE

E ESTUDO

P<0.001

80,0% —

60,0% —

Percent

40,0% —

20,0% —

0,0% —
AMBAS+ ECTO+ ENDO+ LIVRES

MARGENS

Figura 9- Andlise das margens excisionais no produto de conizacéo

A analise univariada dos dados epidemiolégicos e anatomo-patologicos
demonstrou serem fatores preditores de evolucédo desfavoravel das NIC tratadas
apenas as margens comprometidas do produto de conizagéo. A soropositividade
para HIV, a presenca de lesdo em vagina e a ocorréncia de gestacdo poOs-
tratamento recente por conizacdo mostraram tendéncia a positividade como
fatores preditores de mau prognaostico, porém nao atingiram valor de significancia
estatistica devido ao pequeno nimero de casos.

A andlise multivariada confirmou como fator epidemioldgico relacionado a
evolucdo desfavoravel somente o comprometimento das margens no espécime
cirdrgico.

Na analise dos imunomarcadores, cada qual foi avaliado individualmente
para recidiva/ persisténcia da doenca (evolucdo desfavoravel) e cura clinica, além
do grau de positividade dos mesmos imunomarcadores conforme a severidade
da doenca, tanto em analise qualitativa quanto quantitativa para cada

imunomarcador (tabela 4).
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TIPOS DE ANALISE IMUNORREAGAO P53 P16
CONTROLE ESTUDO CONTROLE ESTUDO
POSITIVO 28 (53%) 25 (47%) 27 (53%) 24 (47%)
ANALISE GERAL NEGATIVO 25 (70%) 11 (30%) 26 (68%) 12 (32%)
SIGNIFICANCIA P=0,130 P=0,191
DIFUSO (+) 10 (59%) 7 (41%) 19 (50%) 19 (50%)
ANALISE MULTIFOCAL INTENSO (+) 7 (50%) 7 (50%) 2 (67%) 1(33%)
QUANTITATIVA
MULTIFOCAL LEVE (+) 11 (50%) 11 (50%) 6 (60%) 4 (40%)
NEGATIVO 25 (70%) 11 (30%) 26 (68%) 12 (32%)
FORTE (+) 15 (56%) 17 (44%) 10 (37%) 17 (63%)
ANALISE QUALITATIVA FRACO (+) 13 (50%) 13 (50%) 17 (71%) 7 (29%)
NEGATIVO 26 (68%) 11 (31%) 26 (68%) 12 (32%)
VALOR PREDITIVO POSITIVO 47,17% 47,06%
VALOR PREDITIVO NEGATIVO 69,44% 68,42%

A p53 foi positiva em 47% (n=25) das pacientes do grupo estudo e em

53% (n=28) das pacientes do grupo controle, e da mesma forma, foi negativo em

70% (n=25) das pacientes do grupo controle e em 30% (n=11) do grupo estudo

(figura 10) .

IMUNORREATIVIDADE P53 X GRUPOS

CONTROLE X ESTUDO

70,0% —

60,0% —

50,0% —

40,0% —

Percent

30,0% —

20,0% —

10,0% —

0,0% —

CONTROLE

GRUPOS

P=0.130

ESTUDO

Figura 10 — Avaliacdo da positividade da p53 nos grupos

P53

Bl POSITIVO
E NEGATIVO
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A pl6 foi positiva em 47% (n=24) das pacientes do grupo estudo e em
52% (n=27) das pacientes do grupo controle. Em contraposto, foi negativa em
68% (n=26) das pacientes do grupo controle e 32% do grupo estudo (n=12)
.(figura 11)

IMUNORREATIVIDADE P16 X GRUPOS

CONTROLE X ESTUDO

70,0% — P16
P=0.191 B POSITIVO
E NEGATIVO

60,0% —

50,0% —

40,0% —

Percent

30,0% —

20,0% —

10,0%—

0,0% —

CONTROLE ESTUDO
GRUPOS

Figura 11 — Avaliacdo da positividade dapl16 nos grupos

Baseado nesses dados para o P53, o valor preditivo positivo foi de 47% e
o valor preditivo negativo 69%, quando o exame correlaciona evolugéo
desfavoravel com cura clinica. E para o p16, o valor preditivo positivo do exame
foi 47% e o valor preditivo negativo 68%, na mesma situacao.

Para ambos os imunomarcadores, o grau de positividade foi diretamente
proporcional ao aumento do grau da NIC/ carcinoma invasor.

Quando se avalia a positividade do imunomarcador conforme o grau de
NIC (NIC 1, NIC 2, NIC 3 e CEC invasor), pode-se ver que a positividade do p53
aumenta diretamente proprocional ao aumento do grau da NIC, pois enquanto a
NIC 1 foi positiva somente em 33% dos casos, 0 carcinoma invasor apresentou

um indice de positividade de 66% (figura 12).
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Figura 12 - Avaliagdo da expresséo da p53 conforme o grau da NIC
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POSITIVO
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Ndo houve diferenca significante na analise quantitativa da reacédo

imunohistoquimica nem entre os grupos, nem para o grau da NIC para a p53.

Quando se comparou o grau de positividade do pl6 conforme a
severidade da NIC, obteve-se 33.3% de positividade na NIC 1 contra 66.7% no

carcinoma invasor e 74.4% na NIC 3 (figura 13).

POSITIVIDADE P16 X GRAU NIC

AP - CONE P16
NIC1 NIC2 NIC3 CEC

POSITIVO

NE CATNO

38.2%

33.3%
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Figura 13- Avaliagdo da expressédo da pl6 conforme o grau da NIC
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Quando se comparou o grau de positividade do pl16 conforme o grau da
NIC nos dois grupos estudados, identificou-se que, nas NIC 1, houve positividade
de 33% tanto no grupo estudo quanto no grupo controle; nas NIC 2, houve
positividade de 36% no grupo controle e 44% no grupo estudo e nas NIC 3, houve
positividade de 76% no grupo controle e 83% no grupo estudo.

Na andlise quantitativa do p16, o Unico padrao identificado com clareza de
imunorreacao, foi o que distinguiu entre forte, fraco e negativo, pois dentre os que
exibiram reacéo forte, 63% deles estavam no grupo estudo, dos que exibiram
reacdo fraca, 70.8% estavam no grupo controle e dos que exibiram reacédo
negativa, 68.4% também estavam no grupo controle.

Quando avaliada a positividade do pl6 em andlise quantitativa pela
diferenciacdo do grau da NIC, encontrou-se que em NIC 1, 100% das pacientes
apresentaram reacao negativa ou padrao de reatividade fraca (multifocal leve) e
nenhuma reacgéo forte; na NIC 2, 73,5% delas apresentaram reagao negativa ou
padrao de reatividade fraca e s6 20.5% tiveram reacdo de padrao forte; ja na NIC
3, 44.1% das pacientes apresentaram padréao de reacao forte.

Quando comparados 0s grupos ha analise quantitativa, identificou-se que
70% dos negativos estavam no grupo controle e que aqueles com padrao forte/

difuso/ corando nucleo e citoplasma, 61% deles estavam no grupo estudo.
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6 DISCUSSAO

Ao longo das Uultimas décadas, diversos estudos epidemiologicos e
laboratoriais tém demonstrado que o carcinoma invasor do colo uterino € uma
doenca complexa, com muitos determinantes ambientais e genéticos>®. Apesar do
adequado tratamento da lesdo precursora, a recorréncia da NIC ocorrera em
média em 1 a 25% dos casos (podendo variar conforme tratamento realizado e
populacéo estudada), o que aumenta o risco para o cancer invasor=’.

Os dados epidemiologicos relacionados a recidiva ou a persisténcia da
doenca pré-neoplasica apresentam-se de forma bastante variada na literatura,
uma vez que a maioria dos estudos € retrospectivo, limitando a coleta de dados
interferentes no sucesso e/ou falha do tratamento. Entretanto, os trabalhos que
relacionam recorréncia da doenca cervical com persisténcia da infeccéo pelo virus
do HPV em altos indices, apds a cirurgia de conizacdo, sdo praticamente

7

unanimes em afirmar que a infecgao viral persistente € um fator de risco
independente®*3°48,

Assim como nesse estudo, nos trabalhos avaliados, a idade n&o influenciou
sobremaneira o resultado terapéutico definitivo, sendo boa parte deles muito
semelhantes em relacdo & média de idade das pacientes observadas?®29:32-33:3°,

Porém, Flannelly et al. encontraram um grupo especifico de mulheres com
idade superior a 50 anos e margens da conizagcdo comprometidas por lesdo
residual, que poderia identificar um grupo de maior risco para recorréncia da
leséo intra-epitelial tratada. Este resultado parece bastante l6gico, pois nesse tipo
de paciente, pelo fator idade e estado hormonal (menopausa), a juncdo escamo-
colunar e consequentemente a zona de transformacao do colo uterino estao muito
proxima do canal endocervical e as lesdes intra-epiteliais mais frequentemente
adentram o canal endocervical, com maior chance de lesao residual por
inadequada técnica de excisdo da leséo ou lesdo multifocal®.

Ao contréario de Flannelly et al. o estudo realizado ndo detectou maior risco
de recorréncia da doenca nessa faixa etéria especifica, provavelmente por ser

rotina na técnica de conizagdo desenvolvida por esse servigo a retirada do canal
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endocervical, onde se aloja grande parte das lesbes residuais em pacientes
menopausadas.

O habito de fumar, nesse estudo, néo foi fator preditor de mau prognastico,
dado este que foi validado por alguns autores, de forma retrospectiva e
prospectiva, em seus estudos®>*"*2. Contudo, Aclaudious et al. determinaram
gue ser fumante ou ex-fumante aumenta em trés vezes o risco de falha
terapéutica e que o tabagismo é um fator de risco independente que influencia a
histéria natural da doenca™.

Essa falta de unanimidade no que tange ao tabagismo como fator de risco
independente para a persisténcia da doenca pode ter relagdo direta com cada
populacdo estudada, levando em consideracdo a heterogeneidade genética de
cada comunidade, associada ao perfil imunolégico e aos habitos de vida, que
todos somados ao habito de fumar podem determinar maior predisposicdo a
evolucao desfavoravel.

O uso de contraceptivos orais, mais comumente 0S contraceptivos com
formulacbes combinadas a base de estrogénio e progesterona, tém sido
hipotetizados como sendo associados ao desenvolvimento de lesGes pré-
invasivas e cancer invasor. Entretanto, limitagcbes nos estudos de investigacédo da
relacdo do uso de anticoncepcional com a génese da neoplasia cervical sao
relacionadas as doses e as formulacées de cada contraceptivo™.

Muitos sdo os estudos que relacionam o uso do contraceptivo hormonal a
etiopatogenia da neoplasia do colo uterino e suas lesdes precursoras, porém
escassos sao os estudos que relacionam seu uso corrente a evolugdo da NIC
e/ou carcinoma invasor.

Pesando todas as evidéncias disponiveis na atualidade, a Organizacao
Mundial de Saude ndo recomenda a alteracdo do uso ou da pratica de prescricao
dos contraceptivos hormonais em mulheres com NIC ou HPV positiva, uma vez
que n&o ha dados que suportem a contra-indicacdo nessas situacdes™.

Assim como Frega et al. esse estudo ndo encontrou correlagao entre o uso
de anticoncepcional hormonal e a persisténcia de lesdo precursora, mas esse
estudo teve a limitacdo de, por ser retrospectivo, n&o ter identificado
pontualmente que tipo de formulacdo foi mais frequentemente usada por essas

mulheres®?.
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Contudo, Mcfarlane-Anderson et al. relacionaram o uso da contracepcao
hormonal tanto com a presenca de doenga como com a severidade da NIC.
Também concluiram em seu estudo que o uso do contraceptivo hormonal por
mais de quatro anos aumentava o risco para a doenca cervical como para a
gravidade®.

Adam et al. ao avaliar fatores preditores de recorréncia em mulheres
submetidas a tratamento por CAF ndo encontraram associacdo entre a
persisténcia de anormalidades citologicas poés-conizagdo com 0 uso de
contraceptivos hormonais®°.

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana representa um
importante problema de saude publica a nivel mundial. Atualmente, a presenca de
cancer cervical define o diagndéstico da sindrome da imunodeficiéncia humana em
paciente portadora do virus HIV, devido a alta prevaléncia e a incidéncia da
infeccéo por HPV e de neoplasia intra-epitelial cervical em pacientes soropositivas
para HIV®.

Uma mulher soropositiva tem duas a quatro vezes maior chance de
infec¢do pelo HPV do que uma mulher soronegativa, e os indices de CD4 menor
do que 200 e carga viral alta aumentam em trés vezes o risco de co-infecgéo pelo
HPV, quando comparado com uma mulher soronegativa®.

Corroboramos com o0s autores que associaram a recorréncia e/ou
progressdo da doenca cervical com a soropositividade do HIV, entretanto, o
namero de casos de mulheres soropositivas nesse estudo nao foi suficiente para
permitir a conclusdo sobre HIV e a evolucdo desfavoravel da NIC tratada e um
estudo com maior nimero de casos seria necessario para confirmar tal tendéncia
53-55'

Outros autores s0O evidenciaram essa associacao conforme o status imune
da paciente, ou seja, quando o CD4 era menor do que 200 ou apresentava carga
viral elevada, o que também foi uma limitacdo desse estudo, por ser este um
estudo retrospectivo e néo ter detalhes sobre o grau de imunossupressao de cada
paciente estudada?®%°>2.

No que tange ao tratamento realizado para a NIC e o risco de doenca
residual, € quase unanimidade que o comprometimento das margens do cone é
fator preditor de falha terapéutica. Alguns atribuem tanto a margem ectocervical

quanto & margem endocervical a associacédo com persisténcia de doenga® 4 °° |
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ja outros atribuem somente & margem ectocervical essa correlacdo®’ e ha ainda
os que atribuem apenas & margem endocervical*®*°,

Contudo, Costa et al. e Park et al. ndo encontraram associagédo entre o

comprometimento das margens do produto de conizagcdo e a recorréncia, o que
provavelmente tem relacdo com a técnica de conizacdo realizada associada ao
perfil da paciente escolhida para o estudo, pois a maioria dos servicos que utiliza
a técnica do CAF retira apenas a margem ectocervical e ndo faz a retirada do
canal endocervical ou apenas utilizam a técnica do CAF para lesbes pequenas e
de menor gravidade, o que poderia ter relagdo com um risco de recorréncia
menor®>®,
Figueiredo et al. num estudo no qual avaliaram a presenca de lesdo
residual de NIC e/ ou carcinoma de colo uterino em pecas de histerectomia de
pacientes previamente conizadas (técnica classica ou CAF), observaram que
28.8% das mulheres com achado de NIC 3 na bidpsia de colo apresentaram
carcinoma microinvasor ou invasor N0 cone e que essas mesmas pacientes
apresentaram comprometimento das margens do cone entre 28 a 49% das
vezes®!,

Da mesma forma, Maluf et al., estudando a recorréncia em pacientes
submetidas a histerectomia apds conizacao classica, observaram que a margem
endocervical estava comprometida em um percentual maior que a margem
ectocervical dessas mesmas pacientes, e que a recorréncia esteve presente em
53.8% das pacientes com margens comprometidas versus 12.9% daquelas com
margens livres>,

Entretanto, num estudo semelhante na Tailandia, apenas a margem
ectocervical comprometida foi observada como fator preditivo de doenca residual
em pacientes submetidas a histerectomia pds conizacao, e discute a questdo da
multifocalidade da neoplasia intra-epitelial cervical como provavel causa para este
achado °’.

Mais recentemente, também na Tailandia, outro estudo semelhante,
concluiu que a presenca de envolvimento endocervical extenso da margem do
cone é um forte preditor de doenca residual, porém esse estudo avaliou pacientes
com média de idade de 48.6 anos, o que explica tal achado, uma vez que

pacientes menopausadas vao apresentar a juncado escamo-colunar adentrando ou
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totalmente interna ao canal endocervical, o0 que aumenta risco de doenca residual
presente na margem endocervical®® .

Para Ramchandani et al. os fatores preditores de doenca persistente e/ou
recorrente, observados em seu estudo, foram a severidade da doenca e o
comprometimento da margem endocervical, mas discutem como limitacdo do
estudo o fato do mesmo ser retrospectivo e apresentar grande perda de
seguimento entre as pacientes estudadas®®.

Em outro estudo retrospectivo de analise da persisténcia ou recorréncia da
neoplasia intra-epitelial cervical em pacientes submetidas a conizagédo, de forma
similar a este aqui realizado, Park et al. observaram um indice de recorréncia de
4.2%. Concluiram que a técnica de conizagdo, o status da margem, a presenca
de extensdo glandular e dados epidemiologicos como idade e paridade néo
tinham relacdo com a evolucdo desfavoravel e sim, a deteccéo de altos niveis de
DNA HPV de alto risco oncogénico na pré-conizacao®.

Semelhante ao estudo aqui desenvolvido, Lima et al. concluiram que os
fatores de risco associados a recidiva das lesdes intra-epiteliais cervicais foram
soropositividade para HIV, ocupacéo glandular e comprometimento das margens
da conizac&o®.

Dentro da mesma linha de pesquisa, Adam et al. observaram indices
extremamente altos de persisténcia de NIC em mulheres soropositivas para HIV e
a presenca de doenca residual nas margens da conizacdo apds a cirurgia de
conizagcdo por CAF e concluiram que seguimento mais intensivo deveria ser
oferecido a pacientes com margens comprometidas e soropositivas com
contagem de CD4 menor que 500, porém, para 0 mesmo, permanecia duvidoso
se mulheres com NIC persistente estdo em maior risco de progressdo para
carcinoma invasor>°.

Nos parece, levando em consideracdo os resultados do presente estudo,
gue ambas as margens séo igualmente importantes no risco de recorréncia, pois
o grande percentual de margens livres esteve presente no grupo controle e as
comprometidas no grupo controle. Além disso, quando a técnica de conizacdo
obedece um adequado rigor técnico, normalmente a margem ectocervical e/ou
endocervical ficam comprometidas por doenca residual quando a lesdo € muito

extensa ou muito profunda, o que sugere doenca de maior gravidade .
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Determinar o risco de desenvolvimento e o progndstico, bem como o
sucesso do tratamento em resposta a uma determinada medicagdo e/ou
procedimento, constituem a principal razdo para a identificacdo de marcadores
biolégicos ou biomarcadores*'.

Muitos estudos recentes tém verificado a importancia da p16 na neoplasia
cervical. Em sua grande maioria avaliaram o percentual de positividade do
imunomarcador em relacdo a presenca de neoplasia intra-epitelial cervical e
correlacionaram com a gravidade da les&o*!™34%47.61:67,

Verificou-se, nesse estudo, um aumento gradativo da positividade da p16
diretamente proporcional ao grau de NIC, sendo que na NIC 1 encontrou-se
apenas 33% de positividade enquanto que na NIC 3, 74.4%. A positividade forte
e difusa foi encontrada em 44% das lesbes de alto grau. Keating et al.
encontraram percentual de positividade maior, com 100% de positividade em
lesBes intra-epiteliais de alto grau, porém correlacionou essa positividade com a
presenca de HPV de alto risco oncogénico, mostrando uma forte associacao entre
positividade difusa e forte e lesdes por HPV de alto risco®.

Da mesma forma, Keating et al. encontraram positividade difusa em
70.2% dos casos de lesao de alto grau e 37.5% das lesbes de baixo grau e que
84.8% da positividade difusa da pl16 esteve relacionada a presenca de HPV de
alto risco oncogénico. Outros autores atuais corroboram os dados de aumento
de percentual de positividade da p16 com o aumento do grau da NIC®*®°,

Nesse estudo, pbéde-se ver a positividade maior da pl16 nas pacientes cuja
evolucdo da NIC 3 foi desfavoravel (76% de positividade para p16 nas NIC 3 do
grupo controle, enquanto no grupo estudo chegou a 83% de positividade), o que
pode correlacionar-se com o tipo de HPV que causou cada lesdo, uma vez que
tipos diferentes de HPV podem apresentar graus diferentes de imunoexpressao,
conforme afetam cada individuo diferentemente, mas que é uma limitacdo dessa
pesquisa, uma vez que nao foi tipado HPV no presente estudo.

Comparando os dois grupos ora estudados, ndo se evidenciou diferenca
significante na positividade da pl6 entre o grupo controle (52.9%) e o grupo
estudo (47.1%), porém a positividade comparativa nos dois grupos, no mesmo
grau de NIC foi maior no grupo estudo; e 61% dos casos com positividade forte e
difusa estavam no grupo com evolucédo desfavoravel, sugerindo que um estudo

com maior numero de casos talvez possa confirmar esse padrao de marcacgéo da
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pl6 como préprio de evolucdo desfavoravel e/ou infeccao transformante por HPV
de alto risco.

Klaes et al., avaliando o grau de concordancia interobservadores na
avaliacdo imunohistoquimica para p16 de pacientes com NIC e comparando com
o grau de concordancia entre bidépias das mesmas pacientes, concluiram que a
pl6 usada de rotina pode reduzir o percentual de discordancia interobservador na
interpretacdo de lesdes cervicais e melhorar a acuracia da deteccdo das lesdes
de alto grau e das lesdes de baixo grau associada com a infec¢ao progressiva por
HPV de alto risco®.

Agoff et al. encontraram 57% de positividade do p16 na NIC 1, 75% na NIC
2, 91% na NIC 3 e em 89% dos carcinomas invasivos.Comparando seus dados
com Keating et al., discutiram a questédo de que o HPV de baixo risco oncogénico,
por ter menor afinidade pela proteina Rb pode ndo apresentar superexpressao da
pl6 e que diferentes estagios da neoplasia cervical induzida por HPV de baixo ou
alto risco pode evidenciar diferentes niveis de expresséo da p16°-°3,

Nessa analise dos imunomarcadores pode-se detectar que, embora nao
tenha havido significancia estatisitica na positividade dos mesmos em relagédo a
cura clinica e a evolucdo desfavoravel, quando estes eram negativos, a chance
da doenca persistir ou progredir era substancialmente menor do que quando eram
positivos, determinando um alto valor preditivo negativo para o imunomarcador
pl6.

Wang et al. generalizando os dados de seu estudo para uma coorte de
10.000 mulheres, encontraram um valor preditivo positivo de 13.9% da p16 nas
NIC3 e um valor preditivo negativo de 100%, concluindo, por esses dados, que
estudos futuros ainda sdo necessarios para avaliar quando o manejo clinico deve
ser modificado, baseado nos resultados da positividade da p16, em mulheres®.

Nam et al., em um dos poucos estudos que avalia a expressdo da pl6
como fator prognostico das NIC tratadas, encontraram positividade de 29% em
NIC 1, 39% em NIC 2 e 64% em NIC 3 com evolucdo favoravel e, em
contrapartida, 25% de positividade na NIC 1, 28% na NIC 2 e 44% na NIC 3 com
recorréncia. Atribuiram esses baixos indices de positividade na recorréncia
relacionados a baixa expressao da pl6 e da pRb simultaneamente e ao aumento

de cdk4, resultando em altos indices de recorréncia®.
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Em sua meta-analise, O Neill et al. ponderaram que nos ultimos anos, a
pl6é tem sido extensivamente estudada como auxilio diagndstico em varios
cenarios da doenca ginecoldgica. Assim como muitos marcadores, a pl16 nao é
100% sensivel e especifica para todas as lesdes. Entretanto, ha muitas areas em
que indubitavelmente se reconhece seu valor, frequentemente em combinacéo
com outros marcadores, o que inclui a identificacdo de lesdes de alto grau focal
do colo uterino e a separacdo de lesbes de alto grau de lesdes benignas,
mimetizando o alto grau®.

Tsoumpou et al., em outra meta-analise mais recente, concluiram que
apesar das boas evidéncias da correlacdo da severidade da infeccdo pelo HPV
com a positividade da pl6, sua reprodutibilidade ainda € insuficiente para
padroniza-lo na prética clinica*.

Avaliando-se os dados encontrados de positividade da p53 no presente
estudo, identificou-se um aumento diretamente proporcional ao grau de
positividade da p53 com o grau da NIC, sendo que a NIC 1 foi positiva em
apenas 33.3% dos casos e a NIC 3 em 62.8% dos casos.

Entretanto, quando se avalia a positividade no grupo controle e no grupo
estudo, a p53 foi positiva em 52.8% dor cortes histoldégicos do grupo controle e
em 47.2 % do grupo estudo e ndo se encontrou nenhum padrdo mais frequente
de positividade na analise quantitativa do imunomarcador, reforcando a idéia de
alto valor preditivo negativo e baixo valor preditivo positivo desse imunomarcador,
semelhante ao da pl6, ou seja, quando o marcador é negativo a chance de
ocorrer evolucdo desfavoravel da NIC pds-conizacdo € muito pequena, mas
quando é positivo, ndo da para prever a sua evolucdo, a ndo ser pelo seguimento
clinico.

De forma semelhante, Akasofu e Oda encontraram 29% de positividade na
NIC 1, 45% na NIC 2, 86% na NIC 3 e 87% no carcinoma invasor e concluiram
que seus dados sugeririam gque a inativacdo da p53 ou sua alteracdo pela
infeccéio do HPV precede o desenvolvimento dos tumores®® .

Jeffers et al., entretanto, encontraram positividade da p53 tanto em tecido
normal quanto em lesdes precursoras e nado identificaram relacdo de aumento
direto do grau de positividade da p53 com o grau da NIC (62% no tecido normal,
38% na NIC 1, 21% na NIC 2 e 59% na NIC 3).
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Estudando as lesdes intra-epiteliais de baixo grau, Giannoudis e Herrington
concluiram que a expressdo da p53 em lesbes de baixo grau aumenta
progressivamente em infeccées por HPV de baixo grau e se expressa menos,
proporcionalmente, em infeccdes por HPV de intermediario e alto risco
oncogénico, fato que pode estar relacionado as diferentes funcdes da proteina E6
conforme o tipo de HPV e a degradacéo da p53°.

Cheah e Looi encontraram maior positividade da p53 nas lesbes de baixo
grau do que nas lesdes de alto grau (100% de positividade na NIC 1 e 74% na
NIC 2 e 3 e 70% no carcinoma invasor), porém observaram positividade diferente
nos tercos do epitélio conforme o grau da NIC (expressdo confinada ao terco
inferior do epitélio na NIC 1 e até o terco superior na NIC) ",

Mittal et al. encontraram positividade da p53 semelhante a desse estudo,
conforme o grau de positividade da NIC e também nos condilomas, no carcinoma
escamoso e adenoescamoso e ndo no adenocarcinoma, concluindo, por seus
dados, que alteracdes na p53 exercem um importante papel na patogénese do
carcinoma escamoso cervical, porém a expressao da p53 nao é suficiente para
concluir sobre a carcinogénese cervical’.

De maneira semelhante ao nosso estudo, Wang et al. e Braganca et al.
estudaram simultaneamente a positividade da p16 e da p53 nas lesGes cervicais
HPV-induzidas, encontraram altos percentuais de positividade da pl6
relacionadas as lesfes de alto grau de colo uterino; entretanto, Wang et al., assim
como nesse estudo, encontraram aumento de positividade da p53 diretamente
proporcional ao grau da NIC enquanto Braganca et al. ndo encontraram nenhuma
relacdo da expressdo da p53 com o grau da NIC ou do status do HPV***7,

Levando em consideracdo todos esses dados, parece que a expressao
tanto da p16 quanto da p53, em bidpsias de conizacdo, evidenciam fortemente a
relacdo da gravidade da infeccdo do HPV com o desenvolvimento da neoplasia
intra-epitelial cervical, mas em virtude de alguns dados conflitantes entre os
trabalhos, ainda ndo se pode utiliza-los de forma primaria no rastreamento das
lesBes precursoras cervicais e do cancer da cérvice uterina.

Baseados nestes dados, a colpocitologia oncética ainda ndo pode ser
susbtituida como método isolado no rastreamento e no seguimento das lesdes

precursoras tratadas, porém biomarcadores como estes aqui estudados poderiam
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ser somados a ela no intuito de melhorar a acuracia do diagndstico e do
seguimento.

Embora estes dados parecam demonstrar uma boa relacdo da gravidade
das neoplasias intra-epiteliais cervicais com a expressdo destes
imunomarcadores, ndo se pode ainda identificA-los como marcadores ideais, pois
nao conseguem confirmar todos 0s casos positivos e nem excluir todos os casos
negativos para gravidade da doenca.

Contudo, para os mesmos biomarcadores, o alto valor preditivo negativo
poderia ser melhor investigado em estudos futuros, com o intuito de determinar

quais pacientes necessitariam ser submetidas a maior rigor de seguimento.
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7 CONCLUSOES

Os biomarcadores pl6 e p53 nao estiveram relacionados a evolucao
desfavoravel das neoplasias intra-epiteliais cervicais tratadas por conizacdo, mas
apresentaram alto valor preditivo negativo no que concerne a persisténcia de
doenca HPV do colo uterino.

A evolugdo da neoplasia intra-epitelial cervical tratada por conizagao foi
desfavoravel apenas nas pacientes com margens excisionais comprometidas no

produto de conizacao.
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SUMMARY

Purpose : Evaluate the ability of various factors to predict recurrence or
persistence disease, after therapeutic conization on CIN 2 and 3 and the clinical

significance of p16 "NK%2

and p53 in tumor progression. Methods : A retrospective
review was conducted of patients who had undergone conization due to CIN 2 and
3, from January 1999 to January 2006 at Erasto Gaertner Hospital, Brazil.
Univariate and multivariate analysis were utilized to define the predictive factors of
recurrence of disease. Chi Square test were used for statistical analysis and p
value less than or equal 0.05. Results : 113 women, between 16 to 86 years old
(35+ 11.7), divided in two groups: 48 patients with recurrence/progression of CIN
(case group) and 65 without recurrence/progression of disease (control group).
Recurrence rate was 14.6%. Only conization positive margins were predictors of

recurrence/progression (p<0.05). The biological markers p16™<*

and p53 were
not related to recurrence, however overexpression of both was significantly higher
in CIN 3 and SCC than CIN 1 and CIN 2. Conclusion : the recurrence of CIN 2
and 3 was statiscally related to positive margins on product of conization. The
biomarkers pl16 and p53 were not related to persistence disease but they

presented a high predictive negative value.

Key words : cervical intraepithelial neoplasia, conization, recurrence.
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GLOSSARIO

Apoptose . Morte celular programada, suicidio celular programado.

ASCUS. Sigla (do inglés Atypical Squamous Cell of Undetermined
Significance) para indicar a presence de células atipicas de significado nao

determinado.

Carcinoma in situ de colo uterino . Lesdo maligna pré-invasiva do colo
uterino, limitada ao epitélio e sem invasdo da membrana basal. Segundo a
definicdo da OMS é uma lesdo na qual toda ou a maior parte do epitélio
mostra 0s aspectos celulares do carcinoma, mas n&o ocorre invasao do

estroma subjacente.

Clearence viral. Termo inglés que significa “depuracdo” e pode ser

definido como a taxa pela qual um virus é eliminado do organismo.

Coorte . Qualquer grupo definido de pessoas selecionadas, tendo em vista

um propdsito ou estudo especial.

Forma epissomal . Forma de vida que ndo esta integrada ao DNA do

genoma da célula hospedeira.

HPV. Sigla (do inglés Human Papilloma Virus) para indicar os papiloma

virus que acometem o ser humano.

Metaplasia escamosa . E um fendmeno comum na zona de transformacao
do colo uterino, que promove a substituicdo do epitélio colunar por epitélio
escamoso estratificado, mais protetor, e que se inicia através da

proliferacéo de células de reserva abaixo da camada de células colunares.
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Neoplasia intra-epitelial cervical (NIC. Do inglés: CIN= cervical
intraepithelial neoplasia). Lesdo na qual parte da espessura do epitélio
cervical é substituida por células indiferenciadas. Fendmeno continuo e
progressivo, com diversos graus de anomalias de diferenciacdo e
maturacdo celular na espessura do epitélio cervical. Lesdo pré-maligna do

colo uterino.

Odds-ratio . Indicador para estimativa de risco relativo a partir dos valores
levantados em estudo de caso controle. E uma medida do efeito do fator

em estudo no desenvolvimento do desfecho clinico.

Screening . Do inglés, termo que descreve programa organizado que utiliza
um método estandartizado para diagnosticar em fase pré-clinica ou

precoce uma determinada doenca numa populacao definida.

Valor preditivo negativo . Refere-se a probabilidade apds teste negativo,
isto é, a proporcdo de verdadeiros testes negativos entre todos os testes

negativos.

Valor preditivo positivo . Refere-se a probabilidade apos teste positivo,
isto €, a proporcdo de verdadeiros testes positivos entre todos os testes
positivos.
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ANEXO

PROTOCOLO DE CASOS DE NEOPLASIA INTRA-EPITELIAL CERVICAL
IDENTIFICACAQ:

Iniciais do NOME ..oeeiiiviiiiieiceiee e,

Prontudrio : .......cccceevveviiniennn.

INVESTIGACAO:

Tabagista : (0) Ndo (1) Sim (9) Sem descri¢éo

Etilista : (0) Nao (1) Sim (9) Sem descricédo

Uso de Medicamentos continuos : (0) Ndo (1) Sim (9) Sem descrigdo /
Quais?

Uso de Métodos contraceptivos : (0) Nao (1) Sim (9) Sem descricao
Qual?

Impressédo Colposcépica : Data: ...... /... /...

(1) Normal (2) LEBG (3) LEAG (4) Insatisfatério (5)
Cancer (9) Sem descricéao

Comprometimento de Vagina pré-operatorio: Data: ...... /... [ ...

(0) Ausente (1) LEBG (2) LEAG (3) Insatisfatério (5) Céncer

(9) Sem Descricdo

Bidpsia Pré-operatéria;  Data: ...... /... /... (0) Normal () NIC | (2)
NINC Il (3)NIC 1 (4) ASCUS (5) AGUS (6) Cervicite (7) Cancer
(9) Sem Descricdo

Doencgas Associadas:
HIV: (0) Nao (1) Sim (9) Sem descricdo  Diabetes Melittus:  (0) Nao (1) Sim

(9) Sem descrigcéo

CIRURGIA:
Cirurgia realizada: Data: ...... /... ...
(1) Cone Classico (2) CAF (3) Re-CAF (4) Cone de Canal (5)

HTA (6) HTV (7) LEETZ

Cirurgido: (1) Chefe (2) Residente



Complicac¢@es Intra-operatéria: (0) Nenhuma

bexiga (9) Sem Descricdo

ComplicacBes Pos-operatoria: (0) Nenhuma

(1) Hemorragia

(1) Hemorragia
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(2) Lesado

(2)Infeccéo

(3) Estenose de canal (4) Colica (5) Dispareunia (6) Corrimento  (7) Dor
ANATOMO-PATOLOGICO:
AP Definitivo:  Data: ...... /... /... (0) Normal (D) NIC (2) NINC
Il (3)NIC 1l (4) ASCUS (5) AGUS (6) Cervicite (7) Cancer
(9) Sem Descricdo
Margem Endocervical:  (0) Negativo (1) Positivo (2) Exigua
(covrereeiiiinnnns mm)
Margem Ectocervical: (0) Negativo (1) Positivo (2) Exigua
(cereeeemennannns mm)
Rigor Técnico: (1) Mantido (2) Nao Mantido
Extensdo Glandular: (0) Ausente (1) Presente
Recidiva: (0) N&do (1)Sim Tempo em meses:
Numero de CO Normais até presente data
CONDUTA:
Conduta: (1) Seguimento (2) Re-CAF (3) Cone (4) HTA
(5) RXT (6) QT
FOLLOW-UP:
Data da Ultima Consulta: ...... [l ...

Status do dltimo contato:
(1) Viva, sem lesao, sem recorréncia
(2) Viva, sem lesao, apés recorréncia
(por complicagéo cirlrgica)
(3) Viva, com recorréncia
do follow-up
(4) Morte livre de doenca

IMUNOHISTOQUIMICA:
P53 (1) negativa (2) positiva
P16 (1) negativa (2) positiva

(5) Morte por cancer
(6) Morte p6s-operatoria

(7) Desconhecido//perda



