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1 INTRODUCAO

Cerca de quinhentos mil novos casos de canceres de colo uterino acometem
as mulheres anualmente em todo o mundo. Esse cancer foi responsavel pelo 6bito
de 265 mil mulheres em 2012. Sua incidéncia € maior em paises menos
desenvolvidos quando comparada aos paises mais desenvolvidos. Em geral, ela
comeca a partir de 30 anos, aumentando seu risco rapidamente até atingir o pico

etario entre 50 e 60 anos. (JEMAL 2011; INCA, 2014).

No Brasil é a terceira neoplasia mais incidente nas mulheres
(desconsiderando-se os tumores de pele ndo melanoma). S&o esperados mais de 15
mil casos em 2014 em todo pais. Essa neoplasia que em 2009 ja foi a mais
incidente, hoje ocupa a primeira posicdo apenas na regido norte, ocupando 0O
segundo lugar nas regibes nordeste e centro-oeste, a quarta posicdo na regiao

sudeste e, a quinta posicao na regiao sul (INCA, 2014).

E estimado que cerca de 80% das mortes podem ser evitadas realizando-se
0 rastreamento através do exame de Papanicolau, em mulheres na faixa etaria de 25
a 65 anos, para deteccdo das lesdes precursoras, as neoplasias intraepiteliais

cervicais (Jordan, 2010).

O termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC) foi introduzido no final da
década de 60, por Richart (1968), para se referir a um espectro de alteracdes
intraepiteliais no colo do Utero que se iniciariam com displasia leve e culminariam
com o carcinoma invasor; considerando-as como um fenémeno Unico, continuo e

progressivo. Assim, as neoplasias intraepiteliais cervicais foram divididas,



histologicamente, em trés graus: neoplasia intraepitelial cervical grau 1 (NIC 1),
caracterizada por atipias celulares localizadas no terco inferior do epitélio escamoso;
neoplasia intraepitelial cervical grau 2 (NIC 2), em que as atipias ocupam o0s dois
tercos inferiores desse epitélio; e neoplasia intraepitelial cervical grau 3 (NIC 3), em
que as células atipicas comprometem mais de dois tercos ou toda a espessura do
epitélio. Os graus 1, 2 e 3 correspondem, respectivamente, a displasia leve, displasia

moderada e displasia acentuada/carcinoma in situ (Richart,1968; Aide, 2009).

Atualmente esta bem estabelecido que a infeccao pelo HPV € o fator central
e causal do cancer do colo de utero (Zur Hausen, 2009; Nucci, 2009; Carvalho,

2012).

A sua prevaléncia tem aumentado nos ultimos anos, sendo idade-
dependente. Estima-se que a infeccdo esteja presente entre 15 a 20% dos adultos
jovens e, entre 5 a 7% dos adultos com mais de 40 anos de idade, sexualmente

ativos (Aide, 2009).

Em estudos de prevaléncia dos tipos de HPV distribuidos pelo mundo,
associados ao cancer de colo uterino, o HPV 16 foi o mais frequente (50%), o HPV
18 esteve em segundo lugar (13,7%), seguido do tipo 45 (8,4%) e do tipo 31 (5,3%)
e, 0s demais tipos foram encontrados em 0,1% a 2,8% (Bosch, 1995; Mundz, 2003;

Aide 2009).

A persisténcia da infeccdo pelo HPV de alto risco, particularmente pelos tipos
16 e 18, esta intimamente envolvida no processo da carcinogénese cervical, sendo
considerado o mais forte fator de risco para o surgimento de lesGes pré-malignas do

colo uterino (Syrjanen, 2008; Carvalho, 2012).



A infeccao inicial pelo HPV ocorre na camada basal do epitélio escamoso
estratificado do colo uterino. Apés a entrada do HPV no nucleo da célula hospedeira,
0 genoma viral se estabiliza e se replica. As células infectadas ao se dividirem,
distribuem equitativamente o DNA viral entre as células filhas. Estas por sua vez
migram a partir da camada basal em diregdo as camadas mais superficiais do
epitélio e iniciam o programa de diferenciacdo celular. As células da camada basal
servem de reservatério de DNA viral, e ndo sdo lisadas pela producdo de novos
virus, continuando a proliferacdo (Stubenrauch, 1999; Zur Hausen, 2000; Souto,

2005; Martin, 2011).

O genoma viral dos tipos oncogénicos pode integrar-se ao genoma celular do
hospedeiro, 0 que é fundamental para o processo de malignizacao (Stubenrauch,

1999; Zur Hausen, 2000; Souto, 2005).

Apés a integracdo do genoma viral ao do hospedeiro ocorre a
superexpressao das proteinas virais E6 e E7, que tém implicacbes importantes na
carcinogénese cervical. A proteina viral E6 inibe a acdo da proteina do gene
supressor de tumor p53 e a proteina E7 inibe a acdo da proteina do gene supressor
de tumor retinoblastoma (pRB) (Stubenrauch, 1999; Souto, 2005; Nan, 2008; Martin,

2011).

A proteina E6 do HPV de alto risco oncogénico (16,18), associa-se a proteina
p53, que regula a passagem do ciclo celular pelas fases G1/S e G2/M. Durante o
ciclo de divisdo celular, a p53 faz uma verificacdo se h& eventual ocorréncia de
mutacdes na sequéncia do genoma. E funcdo da p53, através de uma cascata de

reacdes, impedir que a célula com alteracdes no genoma entre em processo de



mitose e complete a divisdo celular. Assim dois caminhos podem ser seguidos: a
correcdo da mutacdo através da ativacdo da proteina de reparo ou a indugdo a
apoptose. A proteina E6 do HPV recruta proteinas celulares, atuando no complexo
p53, podendo impedir o efeito supressor desta proteina no ciclo celular

(Stubenrauch, 1999; Souto, 2005; Nam, 2008).

A proteina E7 inibe a acdo da supressdo tumoral da pRB , cuja funcédo é
controlar a expressao das proteinas necessarias para progressao do ciclo celular da
fase G1 para a fase S. Na presenca de fatores de crescimento, a Ciclina D/Cdk4/6 é
ativada, o que leva a fosforilacdo do pRB e a liberacéo do fator E2F, o que causa a
expressdo das proteinas envolvidas na fase S do ciclo. pl16 regula os niveis de
Ciclina D/Cdk ativa na célula, promovendo um mecanismo de feedback que controla
os niveis de MCM, PCNA e Ciclina E . No epitélio infectado pelo HPV de alto risco, a
divisdo celular ndo necessita de estimulos externos e passa a ser induzida pela
proteina E7, que se liga e degrada pRB e facilita a expresséo de proteinas da fase S
mediadas por E2F. Isso induz a expressdo aumentada de p16 que tenta bloquear o
ciclo, mas o feedback ndo funciona, pois a proliferacdo das células infectadas néo
depende da Ciclina D/Cdk4/6, causando entdo acumulo de pl6é na célula.

(Stubenrauch, 1999; Souto, 2005; Doobar,2006; Nan, 2008; Leniskova, 2009)

(Fig.1).



FIGURA 1 :Participacdo do p16 na infecgdo por HPV de alto risco (Doobar,2006.)
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A proteina p16'NK4A é uma proteina supressora tumoral, inibidora de quinases
ciclino-dependentes, produto do gene CDKN2A, que desempenha um papel
regulador do ciclo celular modulando a pRB. Uma relacéo de reciprocidade tem sido
observada entre 0 pl16 e a expressao da proteina Rb (proteina do gene supressor de
tumor retinoblastoma). (Stubenrauch, 1999; Leniskova, 2009; Reuschenbach, 2011;

Nicol, 2012).

Através da inibicdo do p53 e pRb (proteina do gene supressor de tumor
retinoblastoma), hd uma perda no controle de proliferacdo celular e da morte celular
programada, o que permite que células infectadas pelo HPV continuem a se dividir,

mesmo na presenca de DNA danificado (Souto, 2005).

A expressao de pl6 é vista na maioria das leses escamosas associadas ao
HPV de alto risco; ausente, ocasional focal ou fraca nos epitélios cervicais normais,
inflamados, bem como em células metaplasicas (Dabbs, 2006; Martin, 2011;

Reuschenbach, 2011).



Vérios estudos tém demonstrado que a expressdo do pl6'NK4 parece se
correlacionar com o grau da neoplasia cervical. Foi também recentemente relatado
que a marcacgdo pelo p16'NK4a pode ser usada para discriminar as infeccdes onde
ocorreu a integracdo do HPV ao genoma do hospedeiro daquelas onde isto néao
ocorreu (Dabbs, 2006; Nam, 2007; Nam, 2008; Lesnikova, 2009; Ordi 2009;Galgano,

2010; Martin, 2011; Reuschenbach, 2011).

Nas lesBes de alto grau a marcacdo do pl6 é forte nos ndcleos e no
citoplasma, ocorrendo a partir dos dois tercgos inferiores, podendo se estender a toda

espessura do epitélio (Dabbs, 2006; Lesnikova, 2009; Galgano, 2010).

Nas lesdes intraepiteliais de baixo grau, a expressao de pl6 € variavel
e, normalmente, limitada a metade inferior do epitélio. A positividade do pl6 nas
lesbes de baixo grau parece indicar presenca do HPV de alto risco, e tem sido
sugerido que este € um marcador de progressdo para lesdo de alto grau (Klaes,

2001; Dabbs, 2006; Lesnikova, 2009; Galgano, 2010).

A literatura demonstra que o Ki-67, marcador de indice de proliferacéo
celular Ki-67 (MIB1), também pode se correlacionar com a intensidade da displasia
das lesdes intraepiteliais cervicais; podendo ser utilizado para distinguir entre seus
diferentes graus. Nas lesdes intraepiteliais de alto grau a espessura total do epitélio
demonstra expressado de Ki-67(MIB-1). As displasia menos acentuadas também iréo
demonstrar a expressdo do Ki-67 em células acima da camada basal menos
intensamente (Dabbs, 2006; Nam 2008; Lesnikova, 2009; Ordi, 2009; Dijkstra, 2010;

Galgano, 2010; Reuschenbach 2011).



A orientagdo correta do tecido no corte histolégico é fundamental para
interpretar o Ki-67, pois dela depende a compreensdo da relagdo entre a camada
basal e camadas superiores do epitélio. Cortes tangenciais ou artefatos com perda
da camada superficial do epitélio pode levar a dificuldade em determinar se uma

célula MIB-1 positivo € parte da camada basal ou da camada superior (Dabbs 2006).

Apesar da existéncia de critérios diagndésticos para graduar as neoplasias
intraepiteliais cervicais no exame histopatolégico tradicional, com HE, a aplicacao
destes critérios, por cada patologista, pode ter em certas situacdes interpretacfes
subjetivas, levando a variacdo de diagnosticos. Além disso, existem lesdes com
caracteristicas limitrofes entre classes adjacentes de neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) e também, uma variedade de altera¢cdes na mucosa do colo do utero, que ndo
estdo relacionados ao HPV, como: atrofia, metaplasia imatura, atipia reativa/
inflamatoria, que podem simular neoplasias intraepiteliais escamosas cervicais, e
causar divergéncias até mesmo entre patologistas experientes (Castle, 2007; Stoler,

2001; Cai, 2007; Galgano, 2010).

Além disso, estudos anteriores sugeriram que amostras ndo adequadas, com
artefatos de esmagamento ou de eletrocoagulacdo ou; o tecido mal orientado e/ou a
ma coloracdo da lamina podem influenciar na interpretacdo histologica dos

espécimes (Dabbs, 2006; Castle, 2007; Cai, 2007).

A reprodutibilidade do exame histopatologico € fundamental, pois este é
considerado padrdao ouro para nortear o tratamento do cancer de colo uterino. No
estudo clinico (ALTS) realizado por Stoler e Schiffman em 2001 foi evidenciado que

a reprodutibilidade da interpretacdo da citologia cervical € moderada (k = 0,46;



intervalo de confianca de 95%, 0,44-0,48) e equivalente a reprodutibilidade da
interpretacé@o da bidpsia cervical (k = 0,46, intervalo de confianga de 95%, 0,43-0,49)
e cirurgia de alta frequéncia (CAF) (k= 0,49, intervalo de confianca de 95% ,44-,55).
A menor reprodutibilidade do exame histopatolégico foi mais evidente para

interpretacdes das lesdes menos graves (Stoler, 2001).

A literatura sugere que o uso de marcadores imunohistoquimicos, como o
pl6 e Ki-67, na pratica diaria dos patologistas, poderia aumentar a reprodutibilidade
diagnéstica (Agoff, 2003; Dabbs, 2006; Nam, 2008; Ordi, 2009; Galgano, 2010;
Reuschenbach, 2011; Rosamilia, 2012), e também tornar mais eficiente a deteccao
das lesbes que evoluirdo com pior prognostico ( Liao, 2013;Costa ,2014 ) .O p1l6,
principalmente, € recomendado como importante ferramenta complementar nos
casos de discordancia, da interpretacao histologica, entre os profissionais (Darragh,

2012 ;Cardoso, 2013).

Ordi (2009) evidenciou que 21,6% dos casos com bidpsia negativa inicial,
mas simultaneamente positiva para HPV de alto risco, foram reclassificados como
portadora de NIC ap0s utilizacdo do p16™Nk42, E particularmente notavel que 55,9%
das lesdes (13,7% do grupo total) foram reclassificados como NIC 2 e 3. Em 84,2%
destas o NIC 2-3 foi detectado durante o seguimento. Embora a marcacéo para o
p16'NK4a tenha sido a chave para o diagnéstico, a presenca da lesdo foi confirmada
pelo reconhecimento definitivo das alteracbes nucleares na coloracdo de HE em
todos os casos. A marcacdo pelo p16'Nk4a foi a pista que dirigiu a atencdo do
patologista para as areas onde havia a lesédo, permitindo assim a identificacdo de

areas anteriormente nao identificadas de NIC.



Leniskova (2009) apo6s andlise de 796 bidpsias do colo uterino, relatou que a
expressédo do p16'™N¥4@ ndo é observada em tecido normal do colo, mas evidenciou
uma expressao aumentada deste marcador na sequéncia: NIC 1 = 72,3%; NIC 2 =

91,0%; NIC3 = 98,3%; e carcinoma invasor = 98,5%.

Nam (2006) estudou 265 espécimes de colo uterino em parafina onde
demonstrou a utilidade da expressdo imunohistoquimica do pl16™NK4¢ como
biomarcador para predizer a recorréncia das neoplasias intraepiteliais cervicais. A
taxa de expressao do p16'™NK4a foi maior (33%) em NIC 1 com infeccdo por HPV de
alto risco do que em NIC 1 sem infeccdo por HPV de alto risco (19%). As taxas
médias de expressao p16'Nk4a foram 29%, 39% e 64%, respectivamente, em NIC 1,

2 e 3 sem recidiva, mas 25%, 28% e 44% naqueles com recorréncia.

Desta forma, tendo em vista que a determinacdo adequada do grau das
neoplasias intraepiteliais cervicais € de suma importancia para o diagnostico e
tratamento precoce dessas lesdes, afim de evitar a progresséo para o cancer de colo
de atero, e que a reprodutibilidade do diagnostico histopatologico ndo é satisfatéria,
€ mandatério o acumulo de experiéncia com métodos auxiliares que possam, se nao

substituir, ao menos ajudar o exame histopatologico.

Realizamos entéo o presente estudo para investigar a relacdo da expressao
dos marcadores imunohistoquimicos pl6 e Ki-67 com os graus de neoplasias
intraepiteliais cervicais e testar sua capacidade de auxiliarem o patologista a detectar

com maior grau de concordancia os casos de alto risco.



10

2 OBJETIVOS

O objetivo principal do estudo é:

- Observar a taxa de expressao dos marcadores imunohistoquimicos pl6 e

Ki-67 em pacientes com diferentes graus de neoplasia intraepitelial do colo uterino.

Os objetivos secundarios sao:

- Avaliar a acuracia dos marcadores imunohistoquimicos como testes

independentes;

- Avaliar a influéncia dos marcadores sobre a acuracia do patologista

individual em relacéo ao consenso;

- Observar o grau de concordancia entre o laudo original, os revisores e o

consenso.
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3 CASUISTICA E METODOS

Foram analisadas retrospectivamente amostras cirlrgicas de colo uterino
examinadas no Servico de Anatomia Patoldgica da Santa Casa de Misericordia de
Sao Paulo, cujo diagnéstico histopatoldgico foi de neoplasia intraepitelial cervical. O
material utilizado foi oriundo dos tecidos removidos por bidpsias incisionais e
excisionais (cirurgia de alta frequéncia e histerectomias), fixados em formol a 10% e

emblocados em parafina.

O critério de inclusdo para o estudo foi o diagndstico anatomopatologico de
neoplasia intraepitelial cervical graul, grau 2 e grau 3 , nos anos de 2005 e 2006,

em espécimes cirargicas do colo uterino.

Os critérios de excluséo foram : auséncia no arquivo do servico de patologia
dos blocos contendo a leséo; desgaste da area da lesdo apos o recorte do bloco
para a coloracdo de Hematoxilina-Eosina; e desgaste da area da lesdo apos o

recorte do bloco para realizagdo da Imunohistoquimica.

3.1. Revisao dos casos e diagnostico de consenso

Os casos, primeiramente foram revisados por trés patologistas de forma
independente e posteriormente de forma conjunta, utilizando-se apenas a coloracéo
de Hematoxilina-Eosina. O diagndstico independente de cada patologista foi
utilizado para andlise de concordancia inter-observador . E 0 resultado da analise
conjunta pelos 3 patologistas ao mesmo tempo, foi nomeado como diagndstico de
consenso e foi considerado como padrdo ouro. Posteriormente foi realizada a

analise das laminas com a coloragdo de Hematoxilina-Eosina juntamente com as
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laminas de imunohistoquimica.Os dados referentes a revisdo da imunohistoquimica
de 2 dos 3 patologistas ndo foram utilizados para andlise estatistica, por néo
abrangerem todos os casos. Foi possivel a realizacdo da analise da influéncia dos
marcadores imunohistoquimicos na concordancia intra-observador e também a
avaliacdo da concordancia entre o patologista 1 apdés a imunohistoquimica e o

consenso.

3.2. Confeccao das laminas de HE e Imunohistoquimica

Os blocos de parafina foram cortados em microtomo manual e,

primeiramente, corados pela Hemotoxilina-Eosina.

Posteriormente, foram feitos cortes histologicos depositados em laminas
silanizadas para realizacdo do estudo imunohistoquimico com os marcadores pl6

(p16 'NK4a clone G175-405, Zeta) e Ki-67(clone MIB-1,Dako).

A imunohistoquimica utilizou a metodologia da streptavidina-biotina-
peroxidase e seguiu a rotina do laboratério de imunohistoquimica do Servico de

Anatomia Patolégica da Santa Casa de Sao Paulo.

Protocolo para a realizacdo da imunohistoquimica do p16:

Espécime: Material fixado em formol e emblocados em parafina.

Tecido controle positivo: Colo uterino com NIC 3
Recuperacao Antigénica: Target Retrieval Solution, pH baixo ,95°C.
Anticorpo Primario: Diluicdo — 1:1000

Incubacado: Overnight
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Visualizagéo: EnVision Flex Dako por 30 minutos, em Temperatura Ambiente (20-
25°C) + DAB por 5 minutos, em Temperatura Ambiente (20-25°C)

Protocolo para a realizacao da imunohistoquimica do Ki-67
Espécime: Material fixado em formol e emblocados em parafina.
Tecido controle positivo: tonsilas

Recuperagcdo Antigénica: Target Retrieval Solution,ph baixo ,temperatura ambiente
(20-25°C).

Anticorpo Primario: Diluigdo — 1:150
Incubacédo: 20 min

Visualizagédo: EnVision Flex Dako por 30 minutos, em Temperatura Ambiente (20-
25°C) + DAB por 5 minutos, em Temperatura Ambiente (20-25°C)

3.3 Andlise da expressao dos marcadores imunohistoquimicos

3.3.1 A expressao do pl6

A marcacéo do pl6 foi avaliada por dois métodos:

a ) Método qualitativo, baseado no estudo de Leniskova (2009):

O caso foi considerado positivo quando pelo menos 10% das células
epiteliais, na area da lesdo, demonstraram expressao nuclear e/ou
citoplasmatica (a partir da camada basal/parabasal e alcancando de forma
variavel as camadas intermediaria e superficial) e; negativo quando esta

expressao foi menor do que 10%.

a) Método quantitativo, baseado no estudo de Nam 2008:
O p16 foi considerado Grau 0 (zero) quando menos de 1% das células

epiteliais , na area da lesdo,expressou positividade para o marcador;Graul
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gquando 1 a 5% das células epiteliais expressou positividade para o
marcador ; Grau 2 quando 5 a 25 % das células expressou positividade
e Grau 3 quando mais de 25% das células na area da leséo, expressou

positividade.

3.3.2. A expressao do Ki-67:

A marcacao do Ki-67 foi avaliada pelo método quantitativo , baseada no
estudo de Nam ( 2008):

O Ki-67 foi considerado Grau 1 quando menos do que 5% dos nucleos
das células epiteliais expressou positividade para o marcador acima da
camada basal; Grau 2 quando 5 a 30 % dos nudcleo das céllas epiteliais
expressou positividade para o marcador acima da camada basal e Grau 3
guando a positividade nuclear foi maior do que 30% acima da camada

basal.

3.4 Andlise estatistica

Para analisar a  proporcdo de concordancia entre os observadores
(diagnéstico original, patologistas revisores e consenso), uma vez que se trata de um
mesmo teste diagndstico sendo observado por individuos diferentes, ou pelo mesmo
individuo em momentos diferentes, foi utilizado o teste Kappa. Os dados foram
descritos em sua taxa simples de concordancia (qual a porcentagem dos
diagndsticos que foram similares) e através do kappa e de seu intervalo de confianca
e valor de p. O intervalo de confianca calculado foi o de 95% e foram considerados

estatisticamente significativos os valores com p < 0,05.
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O diagnéstico de consenso foi considerado como teste padrdo ouro para
todas as andlises. Como o teste Kappa exige tabelas de contingéncia simétricas, nas
analises onde o diagndéstico original foi comparado com o dos patologistas revisores
ou do consenso, 0s casos diagnosticados como metaplasias foram excluidos da

andlise.

Para avaliar se a concordancia entre os observadores era diferente com o0s
casos agrupados em apenas duas categorias, foi realizada uma analise agrupando-
se as NIC em 2 grupos: Metaplasias e NIC 1 versus NIC 2 e NIC 3; e NIC 3 versus
0s outros diagnosticos. Com o agrupamento dos casos ndo houve problema de

assimetria das tabelas de contingéncia.

O valor dos marcadores imunohistoquimicos como testes diagnosticos
independentes foi aferido através do calculo da sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia, para cada um deles quando
comparados ao diagnostico de consenso, em relacdo a sua capacidade de

diagnosticar corretamente os casos de NIC 3.

A andlise da influéncia dos marcadores imunohistoquimicos na proporcéo de
concordancia do patologista com o consenso foi calculada comparando-se
diretamente a proporcdo de concordancia Kappa obtida quando o patologista
analisou os casos sem ter visto as laminas de imunohistoquimica com a analise feita
pelo mesmo profissional em um momento posterior, quando este teve acesso as

laminas da imunohistoquimica.

Os calculos foram realizados no programa SPSS 15.0 para Windows.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULAGCAO

Foram incluidos no estudo 184 casos de neoplasias intraepiteliais do colo
uterino. Pelo diagnéstico original, 41 eram NIC 1, 59 eram NIC 2 e 84 eram NIC 3. A
faixa etéria das pacientes foi de 16 a 81 anos e, a média etaria e mediana foram 36
e 38 anos, respectivamente. 17% dos pacientes tinham idades entre 16 e 25 anos,
47% entre 26 a 40 anos, 28% de 41 a 60 anos e 8% tinham mais de 60 anos. O
material analisado foi : biopsia em 61% dos casos, CAF em 37% dos casos e peca
cirargica (CAF e histerectomia) em 2% dos casos.

As reacdes de imunohistoquimicas foram realizados nos 184 casos, porém,
31 casos ndo puderam ser analisados em virtude do desgaste da area da lesdo apos

o recorte do bloco e realizacédo da imunohistoquimica.

42 ANALISE DAS PROPORCOES DE CONCORDANCIA SEM

IMUNOHISTOQUIMICA

4.2.1 Concordancia entre os patologistas

Para o patologista 1, 18% dos casos eram NIC 1, 17% NIC 2, 38% NIC 3 e
27% eram metaplasias. Onze casos ndo foram analisados pelo patologista 1. O
patologista 2 definiu 11% dos casos como NIC 1, 28% como NIC 2 e 21% como NIC
3. O patologista 2 classificou 40% dos casos como metaplasias e também néo
analisou 11 casos. Os resultados do patologista 3 foram os seguintes: 15% dos

casos NIC 1, 24% dos casos NIC 2, 35% dos casos NIC 3 e 26% dos casos
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metaplasia (Fig.2). Dez casos ndo foram analisados pelo patologista 3. Os dados

brutos estdo na tabela 1.

FIGURA 2 . Epitélio do colo uterino normal, NIC 1, NIC 2 e NIC 3.

MNormal |

~ NIC 1

NIC 2

TABELA 1. Diagnostico de cada patologista

Metaplasia NIC 1 NIC 2 NIC 3 N&o
revisados

Patologista 46 32 30 65 11
1

Patologista 69 19 49 36 11
2

Patologista 46 26 41 61 10
3

Quando comparados os diagndsticos do patologista 1 e do patologista 2, 53%

dos diagndsticos foram iguais, levando a uma taxa de concordancia Kappa de 0,369

(IC 95% 0,279-0,459, p < 0,01). Quando comparados os diagnodsticos do patologista
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1 e do patologista 3, 64% dos diagnésticos foram iguais, levando a uma taxa de
concordancia Kappa de 0,517 (IC 95% 0,427-0,607, p < 0,01). Quando comparados
os diagnésticos do patologista 2 e do patologista 3, 58% dos diagnosticos foram
iguais, levando a uma taxa de concordancia Kappa de 0,436 (IC 95% 0,346-0,526,

p< 0,01)( Tab. 2 a 4).

TABELA 2. Concordancia entre o patologista 1 e o patologista 2

Patologista 2

Numero de .

casos NIC 1 NIC 2 NIC 3 Metaplasia TOTAL
Patologista 1 NIC 1 10 4 0 18 32

NIC 2 4 14 4 7 29

NIC 3 1 26 31 7 65

Metaplasia 4 5 1 36 46

TOTAL 19 49 36 68 172

Kappa 0,369 (IC 95% 0,279 - 0,459), p < 0,01

TABELA 3. Concordancia entre o patologista 1 e o patologista 3

Patologista 3
mgro de NIC1 NIC2 NIC3 Metaplasia TOTAL
Patologista 1 NIC 1 13 3 1 15 32
NIC 2 4 20 5 1 30
NIC 3 1 13 50 1 65
Metaplasia 8 5 4 29 46
TOTAL 26 41 60 46 173

Kappa 0,517 (IC 95% 0,427 - 0,607), p <0,01



19

TABELA 4. Concordancia entre o patologista 2 e o patologista 3

Patologista 3
'C\';sr:‘):ro de NIC1 NIC2 NIC3 Metaplasia TOTAL
Patologista 2 NIC 1 12 3 1 3 19
NIC 2 3 22 22 2 49
NIC 3 0 8 27 1 36
Metaplasia 11 8 10 40 69
TOTAL 26 41 60 46 173

kappa 0,436 (IC 95% 0,346 - 0,526) , p < 0,01

A taxa média de concordancia Kappa entre os patologistas que reviram o0s
casos foi de 0,440 (0,369 - 0,517). Essa taxa € considerada uma concordancia

moderada.

4.2.2 Concordancia entre o diagnostico original e o consenso

A proporcdo de concordancia entre o diagndstico original e o consenso foi

regular, obteve um Kappa de 0,334 (IC 95% 0,187 - 0,481, p < 0,01) (Tab. 5).

TABELA 5. Concordancia entre diagndstico original e o consenso

Consenso
Ndmero de
casos NIC 1 NIC 2 NIC 3 TOTAL
Diagnostico original NIC 1 14 1 1 16
NIC 2 5 16 9 30
NIC 3 5 25 33 63
TOTAL 24 42 43 109

kappa 0,334 (IC 95% 0,187-0,481), p< 0,01 .
Os casos de metaplasia foram excluidos da andlise
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Quando a proporcao de concordancia foi analisada de acordo com o tipo de
material, a propor¢cdo de concordancia para 0s casos cujo material era bidpsia se
mostrou maior do que para os casos cujo material era CAF, com Kappa de 0,391 (IC
95% 0,209-0,573, p < 0,01) e 0,102 (IC 95% -0,113-0,317, p = 0,372),
respectivamente (Tab. 6 e 7). Como apenas 3 casos eram provenientes de pecas de

Utero, o teste comparativo nao foi realizado para esses casos.

TABELA 6.Concordancia entre o diagndstico original e o consenso para biopsias

Consenso
'g':srggro de NIC 1 NIC 2 NIC3  To7aL
Diagndstico original NIC 1 14 1 1 16
NIC 2 3 11 5 19
NIC 3 3 12 11 26
TOTAL 20 24 17 61

kappa 0,391 (IC 95% 0,209 - 0,573), p < 0,01.
Os casos de metaplasia foram excluidos da analise.

TABELA 7. Concordancia entre o diagndstico original e o consenso para CAFs

Consenso
?;ggro de NIC 1 NIC 2 NIC3  1oraL
Diagnostico original NIC 1 0 1 0 1
NIC 2 2 4 4 10
NIC 3 2 12 22 36
TOTAL 4 17 26 47

kappa 0,102 (IC 95% -0,113 - 0,317) ,p = 0,372
Os casos de metaplasia foram excluidos da analise



21

4.2.3 Concordéancia entre os 3 patologistas e o consenso

Houve concordéancia entre o patologista 1 e o consenso em 61% dos casos, 0
Kappa foi de 0,475 (IC 95% 0,385 — 0,565, p <0,01). A concordancia entre o
patologista 2 e o consenso foi de 79%, o Kappa foi de 0,714 (IC 95% 0,630 - 0,798,
p < 0,01) e entre o patologista 3 e consenso foi de 72%, o Kappa foi de 0,633 (IC

95% 0,543 — 0,723, p < 0,01) (Tab. 8 a 10)

TABELA 8. Concordancia entre o patologista 1 e 0 consenso

Consenso
E':S”c‘)gro d®  NIC1 NIC2  NIC3  Metaplasia TOTAL
Patologista 1 NIC 1 12 3 0 17 32
NIC 2 5 15 2 6 28
NIC 3 2 20 40 2 64
Metaplasia 5 3 1 37 46
TOTAL 24 41 43 62 170

kappa 0,475 (IC 95% 0,385 — 0,565),p <0,01.

TABELA 9. Concordancia entre o patologista 2 e 0 consenso

Consenso
l;l;grggro de NIC 1 NIC 2 NIC 3 Metaplasia  TOTAL
Patologista 2 NIC 1 16 1 0 2 19
NIC 2 3 31 10 4 48
NIC 3 1 3 32 0 36
Metaplasia 4 6 1 56 67

24 41 43 62 170
TOTAL
kappa 0,714 (IC 95% 0,630 - 0,798), p < 0,01.
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TABELA 10. Concordancia entre o patologista 3 e o consenso

Consenso
lgl;]srg:ro de NIC 1 NIC 2 NIC 3 Metaplasia  TOTAL
Patologista 1 NIC 1 18 0 0 8 26
NIC 2 3 26 5 6 40
NIC 3 1 15 37 5 58
Metaplasia 2 0 1 43 46
TOTAL 24 41 43 62 170

kappa 0,633 (IC 95% 0,543 — 0,723), p < 0,01.

A taxa média de concordancia Kappa entre os patologistas e o consenso foi

forte, atingindo 0,60 (0,457 a 0,714).

4.2.4 Concordéancia entre o diagnostico original e o dos 3 patologistas com o

consenso com agrupamento dos casos

4.2.4.1 Para NIC 1 e metaplasia versus NIC 2 e NIC 3

Quando analisadas as proporcdes de concordancia para os casos divididos
apenas entre metaplasia e NIC 1 versus NIC 2 e NIC 3, a taxa geral de concordancia
foi mais alta. A concordancia entre o diagnéstico do consenso e o original foi de
71%, com Kappa 0,417; A concordancia entre 0 consenso e o patologista 1 foi de
87%, com Kappa 0,741. A concordancia entre 0 consenso e 0 patologista 2 foi de
90%, com Kappa 0,812. A concordancia entre o consenso e o patologista 3 foi a

mesma do patologista 2 (90% com Kappa 0,812) (Tab. 11 a 14).



TABELA 11. Proporcao de concordancia entre o diagnostico original e o consenso

agrupando os casos em metaplasia e NIC 1 versus NIC 2 e NIC 3

Original

Consenso

NUmero de Metaplasia NIC 2e NIC 3 TOTAL
casos e

NIC 1
Metaplasia e 39 3 42
NIC 1
NIC 2 e NIC 3 47 82 129
TOTAL 86 85 171

Kappa = 0,417 , p< 0,01

TABELA 12. Proporgao de concordancia entre o patologista 1 e o consenso
agrupando os casos como metaplasia e NIC 1 versus NIC 2 e NIC 3

Patologista 1

Consenso

NUmero de Metaplasia NIC 2e NIC 3 TOTAL
casos e

NIC 1
Metaplasia e 71 7 78
NIC 1
NIC 2e NIC 3 15 77 92
TOTAL 86 84 170

kappa = 0,741, p<0,01

TABELA 13. Proporc¢ao de concordancia entre patologista 2 e 0 consenso
agrupando os casos como Metaplasia e NIC 1 versus NIC 2 e NIC 3

Patologista 2

Consenso

Numero de Metaplasia NIC 2e NIC 3 TOTAL
casos e

NIC 1
Metaplasia e 78 8 86
NIC 1
NIC2eNIC3 8 76 84
TOTAL 86 84 170

Kappa = 0,812, p<0,01



TABELA 14. Proporgao de concordancia entre o patologista 3 e o0 consenso
agrupando os casos como metaplasia e NIC 1 versus NIC 2 e NIC 3

Patologista 3

Consenso

NUmero de Metaplasia NIC 2e NIC 3 TOTAL
casos e

NIC 1
Metaplasia e 71 1 72
NIC 1
NIC 2e NIC 3 15 83 96
TOTAL 86 84 170

Kappa = 0,812, p<0,01.

4.2.4.2 Para NIC 3 versus metaplasias, NIC 1 e NIC 2
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A proporcao de concordancia, quando analisados os casos divididos apenas

como NIC 3 ou ndo NIC 3 pelo consenso, também foi boa. A concordancia entre o

diagnastico original e o consenso foi de 71% (Kappa = 0,378, IC 95% 0,243 - 0,513,

p <0,01). A concordancia entre o consenso e o patologista 1 foi de 84% (Kappa =

0,638, IC 95% 0,519 - 0,757, p <0,01). A concordancia entre 0 consenso e 0

patologista 2 foi de 91% (Kappa = 0,753, IC 95% 0,413 - 0,870, p < 0,01). A

concordancia entre o consenso e o patologista 3 foi de 84% (Kappa = 0,623, IC 95%

0,498 - 0,748, p < 0,01) (Tab. 15 a 18).

TABELA 15. Proporcao de concordancia entre o diagndstico original e o consenso

agrupando os casos como NIC 3 ou ndo NIC 3

Original

Consenso

Ndmero de Metaplasia, NIC 3 TOTAL
casos NIC1le

NIC 2
Metaplasia, 89 10 99
NIC1leNIC2
NIC 3 39 33 72
TOTAL 128 43 171

kappa 0,378 (IC 95% 0,243 - 0,513), p <0,01.



TABELA 16. Proporgao de concordancia entre o patologista 1 e o consenso
agrupando os casos como NIC 3 ou ndo NIC 3

Consenso
NUmero de Metaplasia, NIC 3 TOTAL
casos NIC1le
NIC 2
Patologista 1 Metaplasia, 103 3 106
NIC 1 e NIC 2
NIC 3 24 40 64
TOTAL 127 43 170

kappa 0,638 (IC 95% 0,519 - 0,757), p <0,01.

TABELA 17. Proporgao de concordancia entre o patologista 2 e o consenso
agrupando os casos como NIC 3 ou ndo NIC 3

Consenso
NUmero de Metaplasia, NIC 3 TOTAL
casos NIC1le
NIC 2
Patologista 2 Metaplasia, 123 11 134
NIC 1 e NIC 2
NIC 3 4 32 36
TOTAL 127 43 170

kappa 0,753 (IC 95% 0,413 - 0,870), p < 0,01.

TABELA 18. Proporc¢ao de concordancia entre o patologista 3 e 0 consenso
agrupando os casos como NIC 3 ou ndo NIC 3

Consenso
Ndmero de Metaplasia, NIC 3 TOTAL
casos NIC1le
NIC 2
Patologista 3 Metaplasia, 106 6 112
NIC1leNIC2
NIC 3 21 37 58
TOTAL 127 43 170

kappa 0,623 (IC 95% 0,498 - 0,748) , p < 0,01.
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4.3 RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUIMICA

4.3.1 pl6 Qualitativo

54,2% dos casos foram positivos para pl6, desses 38 casos tratavam-se de
NIC 3 (Fig. 3e4) e 31 de NIC2 (Fig. 5).E apenas 6 tratavam-se de NIC 1 (Fig.6) e

8 tratavam-se de metaplasia ( Fig. 7 e 8) . (Tab.19).

FIGURA 3. Colo uterino exibindo NIC 3 no HE (A) e marcacgéao difusa do p16 (B).




FIGURA 5. Colo uterino exibindo NIC 2 no HE (A e B) e p16 positivo (C e D).
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FIGURA 7. Colo uterino exibindo metaplasia ao HE e p16 positivo focal.
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TABELA 19. Marcacdes do p16 qualitativo.

NUmero de casos

P16 qualitativo

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
Metaplasia 49 8 57
NIC1 14 6 20
NIC 2 6 31 37
NIC 3 1 38 39
TOTAL 70 83 153

4.3.2 pl6 Quantitativo

Nenhum caso de NIC 3 e apenas 3 casos de NIC 2 foram graduados como

pl6 grau 0, enquanto nenhum caso de NIC 1 e apenas 2 metaplasias foram

graduadas como p16 grau 3 (Tab. 20).

TABELA 20. Marcacdes do p16 quantitativo .

NUmero de casos

pl6 quantitativo

Grau0O Graul Grau?2 Grau 3 TOTAL
Metaplasia 48 1 5 3 57
NIC 1 10 4 6 0 20
NIC 2 3 4 15 15 37
NIC 3 0 1 7 31 39
TOTAL 61 10 33 49 153

4.3.3 Ki-67 Quantitativo

Apenas 2 casos de NIC 3 e 6 de NIC 2 foram graduados como Ki-67 baixo

(grau 1). Nenhum caso de NIC 1 e apenas 1 caso de metaplasia foram graduados

como Ki-67 alto (grau 3) (Tab.21).



TABELA 21. Marcag6es do Ki-67 quantitativo .
Ki-67
Numero de casos Grau 1 Grau 2 Grau 3 TOTAL
Metaplasia 44 12 1 57
NIC 1 10 10 0 20
NIC 2 6 18 13 37
NIC 3 2 16 21 39
TOTAL 62 56 35 153

4.4 VALOR DIAGNOSTICO DOS MARCADORES IMUNOHISTOQUIMICOS
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Os marcadores imunohistoquimicos mostraram, de forma geral, acuracia

moderada como testes diagndésticos independentes para diagnéstico de NIC 3. A

acuracia variou de 70 a 83%. Notadamente, nenhum dos marcadores alcancou

taxas satisfatorias de sensibilidade e especificidade ao mesmo tempo.

O Ki-67 (Fig. 9) mostrou boas taxas de especificidade e valor preditivo

negativo (87,7% e 84,7% respectivamente), mas a sensibilidade e o valor preditivo

positivo foram baixos (53,8% e 60% respectivamente). J& 0 p16 mostrou, grosso

modo, o comportamento inverso. A sensibilidade e o valor preditivo negativo do p16

gualitativo foram de 97,4% e 98,6% e do pl6 quantitativo de 79,5% e 92,3%. A

especificidade do p16 qualitativo foi de 60,5% e do p16 quantitativo 84,4%, ja o valor

preditivo positivo foi de 45,8% e 63,3% para o0 pl6 qualitativo e quantitativo,

respectivamente (Tab. 22).



FIGURA 9. Colo uterino exibindo NIC 3 no HE (A) e marcagéo do Ki-67 no NIC 3 (B).
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TABELA 22. Estudo dos marcadores imunohistoquimicos como testes
diagnésticos para deteccao de casos NIC 3

Marcador

p16 Qualitativo p16 Quantitativo Ki-67 Quantitativo

Sensibilidade 97,4% 79,5% 53,8%
0,
Especificidade 60,5% 84,4% 87,1%
Valor preditivo 45,8% 63,3% 60%
pOSlthO
Valor preditivo 98,6% 92,3% 84,7%
negathO
Acuracia 70% 83% 79%

Para calcular os dados referentes ao p16 e o Ki-67 quantitativo foram considerados
os casos definidos como de alto grau de marcacgéo (Grau 3)

31
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45 COMPARAGCAO ENTRE PROPORGCAO DE CONCORDANCIA ANTES E
DEPOIS DO AUXILIO DA IMUNOHISTOQUIMICA

A proporgao de concordancia antes e depois de ter acesso aos marcadores
de imunohistoquimica s6 pbde ser calculada para o patologista 1.0s diagnésticos do
patologista 1 antes e depois da imunohistoquimica mantiveram-se iguais em 56%
dos casos. A proporcao de concordancia Kappa entre os diagndésticos do mesmo
examinador antes e depois da imunohistoquimica foi de 0,398 (IC 95% = 0,297 -
0,499, p < 0,01). Apds a imunohistoquimica o patologista 1 considerou 52 casos
como NIC 3, 28 casos como NIC 2, 28 casos como NIC 1 e 45 casos como
metaplasia. Nao observamos qualquer distribuicdo caracteristica que indique sentido
especifico na mudanca dos diagnésticos (como se, por exemplo, apos a
imunohistoquimica claramente houvesse uma tendéncia a diagnosticar menos ou
mais casos de NIC 3) (Tab. 23).

TABELA 23. Concordancia entre o diagnéstico do patologista 1 antes e depois da
imunohistoquimica.

Patologista 1 depois da imunohistoquimica

mgro de NIC1 NIC2 NIC3 Metaplasia TOTAL
Patologista 1 NIC 1 10 3 0 14 27
antes da NIC 2 3 10 8 5 26
imunohistogquimica NIC 3 2 11 42 2 57

Metaplasia 13 4 2 24 43

TOTAL 28 28 52 45 153

Kappa 0,398 (IC 95% = 0,297 - 0,499), p < 0,01.

Houve uma significativa mudanca de proporcdo de concordancia entre o
patologista 1 e 0 consenso ap0s a ajuda da imunohistoquimica. A propor¢do de
concordancia entre o patologista 1 e o consenso aumentou de 61% ( Kappa = 0,475,

IC 95% 0,385 - 0,569, p < 0,01 ) para 77% (Kappa = 0,689, IC 95% 0,609 - 0,777,
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p <0,01) ap6s o auxilio da imunohistoquimica. Isso significa uma mudanca de
concordancia regular para concordancia moderada com a ajuda da

imunohistoquimica (Tab. 24 e 25).

TABELA 24. Concordancia entre o patologista 1 e o consenso antes da
imunohistoquimica.

Consenso

NUmero de :

casos NIC 1 NIC 2 NIC 3 Metaplasia  TOTAL
Patologista 1 NIC 1 12 3 0 17 32
antes da NIC 2 5 15 2 6 28
imunohistoquimica NIC 3 2 20 40 2 64

Metaplasia 5 3 1 37 46

TOTAL 24 41 43 62 170

Kappa = 0,475 (IC 95% 0,385 - 0,569), p < 0,01.

TABELA 25. Concordancia entre o patologista 1 e o consenso apoés a
imunohistoquimica

Consenso

NUmero de .

casos NIC 1 NIC 2 NIC 3 Metaplasia  TOTAL
Patologista 1 NIC 1 19 0 1 8 28
depois da NIC 2 1 21 3 3 28
imunohistoguimica NIC 3 0 14 35 3 52

Metaplasia 0 2 0 43 45

TOTAL 20 37 39 57 153

Kappa = 0,689 (IC 95% 0,609 - 0,777) , p <0,01.
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5 DISCUSSAO

5.1 Concordancia entre os patologistas

Nosso estudo confirmou que a reprodutibilidade do exame anatomopatolégico
tradicional ndo é satisfatéria para determinacdo do grau de neoplasias intraepiteliais
cervicais. Tanto a concordancia entre os 3 patologistas revisores quanto a
concordancia entre eles e o diagnoéstico original variaram de moderada a regular (k =
0,440 e 0,334, respectivamente).

A taxa de concordancia entre os patologistas revisores e 0 consenso, todavia,
se mostrou superior as outras comparacgfes, atingindo um valor de Kappa
considerado forte (k=0,607). Esse resultado reflete, provavelmente, o fato dos
patologistas revisores serem 0S mesmos que Se reuniram para estabelecer o
diagndstico de consenso.

Esse e outros tipos de vieses, que podem causar menor ou maior
concordancia entre observadores, explicam a variagcdo da taxa de concordancia
encontrada nos diversos estudos descritos na literatura. Por isso, comparar
diretamente o valor de Kappa entre os estudos ndo € adequado, ndo ao menos sem
antes compreender melhor a metodologia de cada estudo. E importante entender a
gue populacdo pertencem o0s casos e como eles foram selecionados, assim como,
com que grau de qualidade o material foi obtido, armazenado e processado.
Igualmente importante é entender quem revisou 0S casos € como essa revisao foi

feita, além de como a concordancia foi medida, em termos estatisticos.
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Em 1978, Ringsted publica o primeiro grande estudo avaliando a
concordancia inter-observador no diagnéstico das neoplasias intraepiteliais cervicais.
O estudo analisa 1001 laminas e obtém um Kappa de 0,65 que apesar de estar no
nivel considerado forte, ndo se mostra um indice satisfatério para a reprodutibilidade
de um teste padrao-ouro, principalmente considerando que ele é usado na definicdo
da conduta a ser tomada frente as alterac6es encontradas. Ja nessa época, nota-se
a preocupacao com o grau de discordancia obtido.

O valor de 0,65 no estudo de Ringsted (1978) é consideravelmente mais alto
do que o encontrado nos estudos que se seguiram. Desde 1978 até 2001, uma série
de pequenos artigos descrevem indices Kappa consideravelmente menores. Belina
(1982), Robertson (1989), Ismail (1989), De Vet (1990), De Vet (1992), Genest
(1993), De Vet (1995), Creagh (1995) e McCluggage (1996) mostram Kappas que
variam de 0,17 a 0,43 , sendo que se fizermos uma média simples desses valores
obteriamos apenas 0,308. Todos esses estudos, porém, sdo de pequena casuistica,
nao ultrapassando nenhum deles a marca de 130 casos.

Em 2001, entdo, Stoler publica um grande estudo de concordancia inter-
observador em neoplasias intraepiteliais derivado de outro estudo randomizado
classico, mais conhecido como ALTS. O estudo ALTS (Schiffman, 2000) é um
protocolo clinico randomizado multicéntrico com trés bracos, que avalia 0 manejo
mais adequado para as anormalidades citologicas entre 3 alternativas: colposcopia
imediata, seguimento conservador com repetidas citologias e teste para HPV. As
pacientes do estudo que fizeram colposcopia, entdo, foram biopsiadas quando
apresentavam anormalidade que assim indicasse e, tratadas com CAF se NIC 2 ou

NIC 3.
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Das pacientes recrutadas no ALTS, 2237 foram submetidas a bidpsia e o
estudo de Stoler (2001) submeteu todos 0s casos a uma revisao; obtendo um valor
de Kappa de 0,46, um pouco mais alto que a média dos pequenos estudos que
tinham sido feitos até entdo, mas ainda consideravelmente menor que o 0,65 que
Ringsted obtem em 1978. A andlise dos métodos utilizados no estudo de Stoler
(2001) revela tanto fatores que podem aumentar a concordancia quanto fatores que
podem diminui-la. O estudo descreve como a qualidade de todo o processo de
obtencdo do material, preparacdo e armazenamento no ALTS € controlada,
tendendo a aumentar a concordancia entre os patologistas. Outro fator importante
gue pode ter aumentado a concordancia € o fato de as categorias analisadas
(normal, atipia, NIC de baixo grau, NIC de alto grau e carcinoma) serem diferentes
da maioria dos outros estudos. A maioria dos trabalhos mostra, como veremos a
seguir, que a maior discordancia se da justamente para os NIC 2, categoria
suprimida no estudo de Stoler (2001).

O estudo Stoler (2001), porém, apesar de ter confirmado os resultados ruins
previamente obtidos nas pequenas seéries de casos publicadas até entédo, jA mostra
gue se considerarmos apenas a capacidade de diferenciar os casos de baixo risco
dos de alto risco, o Kappa € substancialmente melhor. No estudo, o Kappa para
baixo risco versus alto risco € de 0,68, porém o resultado ndo é estatisticamente
significativo (p = 0,08). Em 2005, Malpica publica outro grande estudo mostrando
resultados semelhantes, dessa vez, levemente superiores. Em uma analise de 1790
espécimes, a concordancia Kappa é de 0,504 .A autora conclui o estudo afirmando
gue esse € um bom resultado e que o exame deve ser considerado reprodutivel se

realizado por patologistas experientes. A interpretacdo da autora, sobre seus
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préoprios resultados, parece indicar o oposto do que 0s numeros apresentam, se
considerarmos as condi¢des em que o estudo foi realizado. O estudo foi feito com
casos selecionados em duas das maiores e mais renomadas instituicbes de
tratamento de cancer ginecoldgico do mundo, o M. D. Anderson Cancer Center e a
British Columbia Cancer Agency. Além disso, cada caso foi revisto por no minimo 2
revisores, sendo que esses revisores eram, na primeira revisao, ginecopatologistas,
e na segunda revisdo, um dos trés autores principais do estudo (Anais Malpica,
Jasenka Matisic e Dirk Van Niekirk). O que esse estudo mostra, no fim das contas €,
basicamente, que a concordancia obtida quando observadores de hospitais de
maxima exceléncia mundial examinam um caso e o0 revisor € uma das maiores
autoridades mundiais no assunto, ou no minimo patologistas especializados em
ginecologia que foram por eles treinados, a concordancia ndo ultrapassa o limite
médio do que se considera uma concordancia moderada. Ao contrario do que
conclui a autora, isso ndo parece falar a favor da reprodutibilidade do exame
anatomopatolégico para neoplasias intraepiteliais.

Stoler (2015), um estudo do hospital Jonhs Hopkins, € o maior estudo de
reprodutibilidade no diagndstico de neoplasias intraepiteliais cervicais até entdo. Ao
todo foram revistos 6272 casos selecionados em 4 laboratérios do Novo México, 0s
guais tinham sido laudados por patologistas ndo especialistas. Cada caso foi revisto
apenas por um patologista entre 3 ginecopatologistas com atuacdo académica. O
valor da taxa de concordancia encontrada nesse estudo, de 0,46, parece sintetizar
de certa forma a concordancia esperada para o método, quando analisamos a
concordancia entre observadores nao especialistas e patologistas mais experientes

de centros de referéncia e, na auséncia de vieses que melhorem os resultados.
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Os resultados do nosso trabalho corroboram com os dados da literatura que
mostram uma reprodutibilidade variando proximo do limite minimo do considerado
como concordancia moderada.

A maioria dos estudos mostra que a maior dificuldade é de reproduzir o
diagnéstico dos casos intermediarios, com as concordancias para os casos de NIC 2
sendo, em geral, as mais baixas, puxando toda a estatistica para baixo.

A dificuldade para se reproduzir o diagnéstico dos NIC 2 € um problema em
dobro para a confiabilidade do exame anatomopatoldgico, pois ndo sO revela seu
ponto fraco como mostra que ele se encontra justamente no ponto mais sensivel,
pois na maioria dos casos € exatamente o diagnostico de um NIC 2 que vai
determinar a conduta a ser adotada para as pacientes, separando aquelas que
podem seguir em observacdo daquelas candidatas a algum tipo de intervencéo.
Considerando que o tratamento dos NIC 2 pode gerar consequéncias deletérias para
a mulher, notadamente na capacidade reprodutiva (Kyrgiou,2006) e, considerando
gue € um diagnadstico relativamente comum em pacientes jovens, os trabalhos na
literatura tém tentando encontrar solu¢cdes que ao mesmo tempo aumentem a
reprodutibilidade do método e evitem intervencfes desnecessarias.

Castle (2007), em mais uma analise dos pacientes do estudo clinico ALTS,
analisa formas de tentar diferenciar quais NIC 2 evoluem para NIC 3 e céancer e,
guais regridem para NIC 1. Nessa série foram analisadas caracteristicas de 545
casos de NIC 2 que pudessem se correlacionar com uma posterior evolucdo parar
NIC 3, em uma segunda biépsia. O estudo mostra que quando um caso
diagnosticado como NIC 2 é revisado e a revisdo indica um NIC 1, ha maior

probabilidade dessa lesdo, na préxima bidpsia, ndo ser um NIC 3; ja uma revisado de
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um caso NIC 2 que aponta um NIC 3 n&o se correlacionou com uma maior chance
de deteccdo de NIC 3 na proxima bidpsia. Outros fatores, porém, se mostraram
fortemente relacionados. A presenca de HPV 16 detectado por PCR indica uma
chance quase 3 vezes maior de evolucdo da leséo para NIC 3 do que os casos onde
nenhum HPV foi detectado (odds ratio 2.8, p < 0,0005). Essa correlacdo, no entanto,
como explica o préprio autor, ndo € suficiente para que o uso do PCR se torne
padrao ouro na diferenciacdo dos NIC 2. Como o odds ratio obtido, de 2.8, ao menos
9% dos casos negativos evoluiram para NIC 3. O autor indica que o odds ratio
necessario para que o teste de HPV 16 fosse considerado como ideal para essa
diferenciacdo precisaria ser no minimo 25. O estudo, contudo, aponta que o melhor
caminho talvez seja acabar com a classificacdo de NIC 2, separando 0s casos
apenas em baixo risco e alto risco, o que se enquadraria melhor no modelo moderno
de evolucdo do HPV para as lesdes invasivas e in situ e, aumentaria a
reprodutibilidade do exame e ainda, diminuiria a incerteza sobre quais mulheres
precisariam de intervencodes.

E isso que propde a nova classificacdo LAST (Darragh, 2012). A nova
classificacdo surgiu porque estava cada vez mais clara a ndo adequacdo da
classificacdo antiga com os novos conhecimentos sobre a biologia do HPV e seus
mecanismos de transformacédo e evolucao para carcinomas. Foi proposta entdo uma
nova forma de classificar as neoplasias intraepiteliais relacionadas ao HPV de forma
padronizada para todos os sitios do trato anogenital. A mudanca principal proposta
nesse novo consenso é o fim da categorizacdo dos NIC em 3 graus e a adocao de
apenas duas categorias, sendo elas o LSIL (Lesdo escamosa intraepitelial de baixo

grau) e o HSIL (Lesdo escamosa intraepitelias de alto grau).
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Em termo de reprodutibilidade, esse outro tipo de agrupamento, com uma
reducdo do numero de classes ja vinha sendo utilizado na literatura ha bastante
tempo e a maior parte dos estudos que analisamos anteriormente traz também

resultados nesses moldes.

5.2 Concordancia entre os patologistas com casos agrupados apenas em baixo grau
versus alto grau.

Stoler (2001), que obtem Kappa de 0,46 quando analisa a concordancia entre
0s patologistas com os casos sendo divididos em 4 categorias, obteve k de 0,69
guando os casos foram divididos apenas entre baixo risco e alto risco. Até mesmo
guando a mudanca se da de apenas 3 categorias (NIC 1, NIC 2 e, NIC 3) para 2
(baixo risco versus alto risco), 0 aumento na concordancia € relevante. Cai (2007),
gue obtem k de 0,673 para 3 categorias obtem k de 0,81 quando dividi os casos
apenas entre baixo grau e alto grau. Dois pontos de corte sdo tradicionalmente
utilizados nesses estudos para divisdo dos casos. Em geral, os casos séo divididos
entre NIC 2 e 3 versus todos os casos de menor risco (0 que convencionalmente é
chamado de corte em NIC 2) ou, apenas os NIC 3 versus todos 0s outros casos de
menor risco (chamado corte em NIC 3). Stoler (2015) encontra um k de 0,46 para 5
categorias e, de 0,68 e 0,67 para o corte em NIC 2 e NIC 3, respectivamente.

Em nosso trabalho o k de 0,334, obtido entre o diagnostico original e o
consenso, quando dividido em 4 categorias, melhorou ligeiramente quando
agrupamos 0s casos em apenas 2 categorias. Quando utilizamos o corte em NIC 2 o
k aumentou para 0,417, e quando utilizamos o corte em NIC 3 o k aumentou para

0,378. Da mesma forma, o k médio entre os patologistas e o consenso, que foi de
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0,607 para 4 categorias, aumentou para 0,788 com corte em NIC 2 e 0,671 para o

corte em NIC 3.

5.3 Imunohistoquimica

Nosso trabalho apresentou o padrdo de marcacdo esperada para o estudo
imunohistoquimico. Os percentuais de marcacéo de cada tipo de NIC, apresentaram
valores comparaveis com os da literatura. Mas a comparacao simples dos valores,
deve ser realizada com parcimdnia, pois o critério utilizado para definir os casos
positivos varia muito entre os estudos. Alguns estudos, como Zhang (2006) utilizam
como critério de positividade qualquer marcacédo, mesmo que focal e limitada. Outros
como Huang (2009) ndo chegam sequer a citar a quantificacdo da marcacao que foi
considerada como positiva, avaliando apenas a presenca de marcacao tanto nuclear
como citoplasmatica. Klaes (2001) e Liao (2013) consideram positivos 0s casos com
marcacdo continua de todo o epitélio. Ja estudos como Genovés (2013) e Nishio
(2013) agrupam como positivos tantos os casos de marcacdo moderada como os de

marcacao difusa.

Os valores de Ki-67 também variam muito na literatura e apresentam os
mesmos problemas metodolégicos quanto a definicAo de positividade, o que

novamente dificulta a capacidade de comparacao direta dos valores
5.4 Valor diagndstico dos marcadores imunohistoquimicos

As mesmas dificuldades quanto as diferentes metodologias devem ser
consideradas quando analisados o0s resultados do poder diagnéstico dos

marcadores imunohistoquimicos. E importante considerar que, apesar do processo
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estatistico que determina os valores de acuracia ser bastante simples, essa
construcdo estd sujeita a diversos tipos de fatores complicadores que podem

dificultar a interpretacdo e a comparacgao dos resultados.

Como demonstramos, tanto em nosso estudo como na literatura, a
reprodutibilidade do exame histopatolégico ndo é satisfatoria. Essa dificuldade em
estabelecer o diagnostico definitivo ndo acontece apenas entre os patologistas de
uma mesma instituicdo, mas também entre diferentes instituicdes (Malpica,2005).
Assim sendo, a confiabilidade de se utilizar o exame histopatolégico como padréo
ouro € questionavel, mesmo quando realizado em forma de consenso entre varios
patologistas. Porém, todo método diagndstico alternativo precisa ser comparado com
um padréo ouro, e se 0 proprio exame padrao nao € reprodutivel em grau aceitavel,

o resultado dessa comparacao obtido € naturalmente passivel de desconfianca.

Para dificultar ainda mais, a analise dos resultados dos marcadores
imunohistoquimicos também tem certo grau de subjetividade, ndo sendo uma
observacéao totalmente objetiva. O nivel de concordancia entre observadores difere
guanto a capacidade de definir determinado grau de marcacao do p16 como positivo
(na maioria dos estudos marcacéo forte e difusa) é de um nivel considerado muito
forte, mas ndo chega a ser de 100%. Galgano (2010) mostra um k de 0,87 para a
concordancia dos observadores em definir como positivo um pl16 forte e difuso. A
mesma comparacao é feita por Bergeron (2010) e Klaes (2002) e, os k encontrados
sdo 0,9 e 0,91, respectivamente. Assim sendo, valores tdo altos de k demonstram

gue esse é um fator ndo relevante, de menor impacto.
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Essa subjetividade na interpretagdo se soma com outro fator ndo relevante,
que é a falta de um critério padronizado de ponto de corte para a consideracédo de
resultados positivos e negativos na literatura. Uma forma de evitar a analise
subjetiva das laminas em relacdo a sua positividade ou negatividade e, ao mesmo
tempo se conseguir driblar a heterogeneidade da literatura sobre os critérios de corte
para se obter um resultado comparavel entre instituicbes diferentes, € a analise da
correlacdo linear entre a marcacao quantitativa do marcador imunohistoquimico e o
diagnéstico histopatolégico. Esse método mostra que quanto maior a marcagao pelo
pl6 maior a chance de o caso ser definido como NIC de alto grau pelo exame

histopatolégico.

Tal procedimento pode ser feito com a utilizacdo de softwares, que diminuem
ainda mais a subjetividade. Contudo, a demonstracdo de uma correlacdo, por maior
gue seja, ndao nos permite inferir a real capacidade dos marcadores como possivel
alternativa para o diagnoéstico exato.Uma correlagéo entre a marcacao de pl6 e Ki-
67 com NIC de alto grau decerto existe, como fica claro na literatura (Liao, 2013;
Huang,2008). No entanto, mesmo que a correlacdo seja fortissima, ndo € possivel
se utilizar um método alternativo de diagndstico sem que se quantifigue sua
acuracia. A demonstracdo de uma correlacdo forte entre pl6 ou Ki-67 com o
diagndstico de NIC 3, por exemplo, indica que a maioria dos casos de NIC 3 vai
marcar positivo para os marcadores a partir de algum grau, mas nao indica
exatamente quantos e, mais importante, ndo indica exatamente quantos casos de
NIC 3 deixardo de ser diagnosticados. Apenas o célculo da sensibilidade,
especificidade e afins nos dardo a medida exata de quais casos deixaremos de

diagnosticar e quantos diagndsticos falsos faremos se adotarmos determinado
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método diagndstico alternativo. Assim sendo, € imperioso, apesar de trabalhoso,
tentar comparar nossos resultados diretamente com estudos da literatura, a despeito
dos valores de acuracia encontrados e da metodologia utilizada em cada um deles,

de forma a tentar entender seus efeitos na interpretacao dos resultados.

Nosso trabalho ndo mostrou uma acuracia geral ideal para nenhum dos
marcadores, quanto a sua capacidade de servir como método diagnéstico alternativo
para a deteccdo de NIC 3, quando comparado com o consenso. Os resultados mais
expressivos foram a sensibilidade e o valor preditivo negativo do p16 qualitativo, que
alcancaram 97,4% e 98,6%, respectivamente. Os marcadores quantitativos
alcancaram numeros inferiores, tendo o pl6 quantitativo atingido 79,5% de
sensibilidade e 92,3% de valor preditivo negativo e, o Ki-67 quantitativo atingido
apenas 53,8% de sensibilidade e 84,7% de valor preditivo negativo. Os valores de
especificidade alcancaram valores moderados na andlise dos marcadores
guantitativos, com 84,4% para o p16 e 87,7% para o Ki-67%, tendo o P16 qualitativo

atingido apenas 60,5%.

Em uma analise mais geral, no entanto, nenhum dos marcadores atingiu
valores considerados adequados tanto em sensibilidade quanto em especificidade, o
gue inviabiliza seu uso como teste diagndstico alternativo isolado. Em 2010,
Galgano, publica um estudo similar ao nosso, com a analise de 1455 biopsias de
colo uterino da Universidade de Virginia. Todos os casos foram revisados por ao
menos 2 patologistas para um diagndéstico de consenso e, foram submetidos a
imunohistoquimica com marcacdo para pl6 e Ki-67. Nesse estudo, as laminas de
imunohistoquimica foram avaliadas sempre por um patologista que néo participou da

revisdo dos casos. Esse outro observador graduou o pl6 de escore 0 (sem
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marcacéao) a escore 3 (marcacéo forte e difusa, geralmente marcagéo de progresséo
continua desde a membrana basal até as regides superiores do epitélio). O Ki-67 foi
graduado de escore 0 (sem marcacdo) a escore 3 (marcacdo continua de mais de
um tergo do epitélio). A marcagéo do pl16 foi analisada no nucleo e citoplasma e do
Ki-67 apenas no nucleo. Os resultados do estudo mostram que, assim como
esperado, o ponto de corte de positividade dos marcadores utilizado para realizar as
comparacdes € o principal determinante dos resultados obtidos. Ao comparar a
positividade de Ki-67 com o diagndstico de NIC 3, o autor obtém 99,2% de
sensibilidade se considerar como positivos todos 0s casos com marcacao de Ki-67
igual ou maior que 1, porém com apenas 8,7% de especificidade. A medida que se
utiliza um ponto de corte maior, a sensibilidade vai naturalmente caindo, enquanto a
especificidade vai naturalmente subindo. Ao considerar como positivo apenas casos
com marcacao para Ki-67 igual ou maior que 3 a sensibilidade cai para 62,1%, mas
a especificidade aumenta para 94,9%. Esse € o comportamento esperado e
encontrado na maioria das analises, porém ndo em todas. Nesse mesmo estudo, o
aumento do ponto de corte do p1l6 aumenta consideravelmente a especificidade do
marcador para detectar um NIC 3, variando de 51,4% para o p16 escore 1 ou maior
até 74,8% quando consideramos como positivos apenas 0S casos com pl6
marcados com escore 3. Esse efeito, porém, diferente do que foi encontrado para o
Ki-67, ndo acompanha uma menor sensibilidade. Com o ponto de corte no escore 1
a sensibilidade do p16 € de 100% e, com o aumento do ponto de corte para o escore
3 a sensibilidade cai para 99,2%. O resultado do estudo, assim como sua
metodologia, mostra consonancia com o nosso trabalho. Ele mostra que o p16 € um

marcador com grande sensibilidade quando se analisam como positivos 0s casos
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marcados com marcacdo fraca. Esse dado é observavel em nosso trabalho nos
dados referentes ao pl6 qualitativo, pois usamos um corte relativamente baixo
nessa analise (p16 qualitativo foi considerado positivo a partir de 10% das células
marcadas). No estudo de Galgano (2010) a sensibilidade do p16 para detectar NIC 3
com ponto de corte no menor escore foi de 100% e em nosso estudo 97,4%. Vimos
porém que a analise do pl6 quantitativo (que considera como positivos apenas 0s
casos com marcacgao no escore maximo) mostrou uma queda da sensibilidade para
79,5%, efeito ndo observado no estudo de Galgano (2010). O estudo mostra
também, assim como 0 nosso, que a especificidade para o escore maximo de pl6
no estudo nédo é adequada, sendo de 74,8% no de Galgano (2010) e de 84,4% em
nosso trabalho. O estudo de Galgano (2010) mostra ainda o Ki-67 tendo
sensibilidade de 62,1% e especificidade de 94,45%, enquanto nosso estudo mostra

sensibilidade de 53,8% e especificidade de 87,7%.

Em outro estudo semelhante Huang (2008) submete 73 casos de NIC a
marcacdo com pl16 e L1 (proteina relacionada ao HPV). Os valores encontrados, em
relacdo a capacidade do pl6 de diagnosticar lesbes de NIC 2 ou maior sao:
sensibilidade 95%, especificidade 42,6%, valor preditivo positivo 68%, valor preditivo

negativo 88% e acuracia 72%.

Em suma, a comparacdo entre os estudos mostra basicamente os mesmos
resultados gerais. Respeitadas as diferencas numéricas entre eles, fica demonstrado
gue o pl6 tem maior sensibilidade, porém menor especificidade, enquanto o Ki-67
apresenta o comportamento oposto. Paradoxalmente, contudo, a analise combinada

dos dois marcadores ndao melhora os resultados obtidos com a andlise individual,
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mostrando que apesar de apresentarem comportamentos opostos, 0os marcadores

nao sao complementares.

Assim, em termos do uso pratico dos marcadores imunohistoquimicos nas
neoplasias intraepiteliais cervicais, como método diagnostico alternativo ao exame
histopatolégico tradicional, apenas o pl6, aparentemente, poderia ser usado e,

apenas para deteccao de casos de alto risco a serem revisados com maior atencéo.

5.5 Concordancia antes e depois da imunohistoquimica.

Nossos dados mostraram aumento da concordancia inter-observador com o

auxilio da imunohistoquimica. A propor¢cdo de concordancia Kappa entre o

D

patologista e o consenso, que era apenas de 0,475, aumentou para 0,689, o que
considerado uma concordancia excelente. Outros estudos tentaram comprovar que a
utilizacdo da imunohistoquimica, marcadamente o pl16, aumenta a reprodutibilidade

do diagndstico, quando comparado ao exame histopatologico isolado.

Antes de mais nada, com a analise comparativa dos estudos da literatura,
pudemos observar que, apesar de o critério de positividade do pl6 variar, a
captacdo forte e difusa estd claramente se estabelecendo como padrdo para o
diagnostico. E como visto anteriormente, uma vez adotado um critério de

positividade para o pl16, a reprodutibilidade desse critério é proxima a 100%.

Quanto ao diagnéstico de NIC 3, Gurrolla-Diaz (2008), em um estudo com 78
casos, obtem um k de 0,69 para a reprodutibilidade entre os observadores apenas

com o exame histopatologico e um k de 0,79 para os mesmos observadores apds o
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auxilio da imunohistoquimica. Dijkstra (2010), em um estudo semelhante com 49

casos obtém k de 0,52 sem a imunohistoquimica e 0,51 com a imunohistoquimica.

Para o diagnostico diferencial de NIC 2, além dos dois estudos anteriores,
temos ainda Bergeron (2010), que analisa 500 casos. Esse estudo mostra um k de
0,57 para o exame histopatolégico apenas e um k de 0,75 ap6s o auxilio da
imunohistoquimica. Gurrola-Diaz (2008) e Dijkistra (2010), quando analisam os NIC
2, mostraram um aumento do k de 0,22 e 0,44 sem a imunohistoquimica para 0,62 e

0,76 com a imunohistoquimica, respectivamente.

Na tentativa de consolidar melhor esses dados, uma meta-analise dos dados
dos 3 estudos foi realizada por Reuschenbach (2014). Quando se refere a
capacidade de distinguir NIC 2 e 3 de NIC 1, a juncdo dos valores mostra um k
médio de 0,41 (IC 95%, 0.67-0.79) para a reprodutibilidade do histopatologico
convencional e um k de 0,73 (IC 95%, 0.17-0.65) para a reprodutibilidade dos
mesmos observadores apO0s a imunohistoquimica. Vemos que os intervalos de
confianca de 95% séo curtos, ndo ultrapassam o zero e ndo se sobrepdem. Para a
definicdo dos casos NIC 2, entdo, parece claro que o auxilio da imunohistoquimica
aumenta a reprodutibilidade do exame. Ja para a capacidade de diferenciar um NIC
3 dos demais diagnosticos o efeito € controverso, com a meta-analise mostrando um
aumento de 0,61 (IC 95%, 0.39-0.94) sem a imunohistoquimica para 0,66 (IC 95%,
0.44-0.78) com ela. Aqui os intervalos de confianca de 95% se sobrepdem, uma vez
gue temos apenas um estudo apontando melhora dos resultados e outro né&o
apontando nenhuma melhora. Dessa forma, considerando a escassa evidéncia na
literatura (apenas dois estudos somando 127 casos e com resultados néo

semelhantes), nosso resultado com 153 casos e um k aumentado de 0,475 para



49

0,689 apo6s o auxilio da imunohistoquimica, no que diz respeito a reprodutibilidade

do diagnéstico de NIC 3, parece ser relevante.

A baixa taxa de concordancia Kappa intra-observador, quando o mesmo
patologista comparou seus diagnésticos antes e depois da imunohistoquimica, em
nosso trabalho, é um dado que chama bastante atencdo. O Kappa de 0,398
demonstra uma baixa taxa de concordancia. Notavelmente, a reprodutibilidade intra-
observador foi menor que a inter-observador, quando analisados os Kappas médios
obtidos entre os patologistas (k = 0,440) e o kappa médio da concordancia dos

patologistas com o consenso (k = 0,607). Isso so reforca a relevancia do pl6, com

melhor reprodutibilidade dos diagnésticos.

s

Por fim, € interessante citar o estudo de Bergeron (2014), que em revisao
publicada no fim de 2014, ap0s analise das evidéncias disponiveis na literatura,
guanto ao uso do pl6 para deteccdo de NIC em bidpsias de colo uterino, recomenda

seguir as recomendacdes da classificacdo LAST.

No trabalho (Darragh, 2012) que acompanha a classificacdo LAST € proposto,
nao s6 uma nova classificacdo das neoplasias intraepiteliais em apenas dois grupos,
mas também € pormenorizada a melhor forma de se chegar a esses diagnosticos.
Em consonéancia com os achados do nosso trabalho e os demais estudos da
literatura anteriormente analisados, o LAST estabelece como recomendacfes: a ndo
utilizacdo rotineira do pl6 em casos em que o diagnéstico de LSIL ou HSIL é
inequivoco; a utilizacdo do pl6 para diferencial HSIL de lesGes que o imitam como
metaplasia imatura ou alteracbes epiteliais reparativas/atrofia; a utilizacdo do pl6

para diferenciar um antigo NIC 2 entre as novas categoria de LSIL e HSIL; e Usar o
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pl6 em casos onde houver discordancia entre diferentes profissionais quanto a dois

diagnésticos clinicamente relevantes.
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6 CONCLUSOES

Nosso estudo mostra que ha expressdao de pl6é e Ki-67 em neoplasias
intraepiteliais do colo uterino e que essa expressao € mais comum em lesdes de alto
grau.

Analisados como marcadores diagndsticos independentes, os marcadores
imunohistoquimicos ndo demonstram acuracia adequada.

O valor preditivo negativo do pl6, contudo, se mostrou util como ferramenta
para ajudar a selecionar casos que necessitam de revisdo mais atenta.

Nosso estudo confirma que a reprodutibilidade do diagndstico convencional
de neoplasias intraepiteliais cervicais € no maximo regular, mas que pode ser

melhorada com a utilizagdo da imunohistoquimica.
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8 RESUMO

De Melo FLP. Estudo da expressao dos marcadores imunohistoquimicos p16 e
Ki-i67 e de sua utilidade diagndstica em neoplasias intraepiteliais escamosas
do colo uterino. Sao Paulo; 2015. [Dissertagcdo de Mestrado — Faculdade de

Ciéncias Médicas da Santa Casa de Séo Paulo]

Apesar da existéncia de critérios diagnésticos para graduar as neoplasias
intraepiteliais cervicais, a aplicacao destes critérios, por cada patologista, esta sujeito
a certo grau de subjetividade, levando a variacdo de diagnosticos. Ja esta
demonstrado na literatura que o grau de reprodutibilidade entre observadores
diferentes € no maximo moderado, quando se utliza apenas a coloracdo de
Hematoxilina-Eosina (HE), apesar de ser este ainda o padrao ouro. Alguns estudos
tém apontado que o uso de marcadores, principalmente p16 e Ki-67, pode melhorar
a reprodutibilidade. Desenhamos entdo um estudo para observar a expressao dos
marcadores imunohistoquimicos pl6 e Ki-67 em neoplasias intraepiteliais cervicais e
sua influéncia na concordéncia entre observadores diferentes e, entre 0 mesmo
observador. A casuistica contou com 184 pacientes com neoplasias cervicais
intraepiteliais enviadas ao Servico de Anatomia Patologica da Santa Casa de Sao
Paulo entre os anos 2005 e 2006. Todos os casos foram revistos por 3 patologistas
gue chegaram a um diagnostico de consenso, que foi utilizado como padréo ouro. A
expressao de pl16 e Ki-67 pdde ser analisada em 153 casos. A comparacao entre 0s
patologistas revisores mostrou uma concordancia moderada (k = 0,44), e regular
entre o diagnostico original e o consenso (k = 0,33). A concordancia foi melhor
guando analisada apenas a capacidade de diferenciar lesbes de alto grau (NIC 3)
(k=0,598). A marcacao de p16 mostrou alto valor preditivo negativo e sensibilidade,
porém baixa especificidade. Em geral, tanto p16 qualitativo, quanto p16 quantitativo
e Ki-67 quantitativo mostraram baixa acuracia geral. A concordancia entre 0 mesmo
observador antes e depois da imunohistoquimica foi baixa (k = 0,398). A

concordancia aumentou entre o patologista e o consenso (k = 0,475 antes da
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imunohistoquimica) com o auxilio da imunohistoquimica (k = 0,689 depois da
imunohistoquimica). Nosso estudo mostrou que a concordancia no diagnéstico
tradicional de lesBes intraepiteliais cervicais inter-observador é regular e que pode
ser melhorada como o auxilio da imunohistoquimica.

Palavras - chave : Neoplasia intraepitelial cervical, HPV, p16, Ki-67.
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9 ABSTRACT

De Melo FLP. Study of the expression of the immunohistochemical markers p16
and Ki-67 and their usefulness in the diagnostic of cervical intraepithelial
neoplasms. S&o Paulo; 2015. [Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Ciéncias

Médicas da Santa Casa de S&o Paulo]

Despite the existence of diagnostic criteria for cervical intraepithelial neoplasia, the
application of these criteria by each pathologist is subject to some degree of
subjectivity, leading to variations in diagnoses. It is reported in the literature that the
reproducibility between different observers is in the most moderate, when using only
the histochemical method Hematoxilin-Eosin (HE), although this method is continued
to be used as the gold standard. Some studies have shown that by using
immunohistochemical markers, especially pl6 and Ki-67, one can improve the
reliability of the test. We designed a study to observe the expression of
immunohistochemical markers p16 and Ki-67 in cervical intraepithelial neoplasia and
its influence on the agreement between different observers and within the same
observer in different times. The study sample included 184 patients with
intraepithelial cervical neoplasia recorded in the Pathology Department of Santa
Casa de Sao Paulo between years 2005 and 2006. Three pathologists reviewed all
cases and established a consensus diagnosis to be used as the gold standard. The
expression of p16 and Ki-67 could be analyzed in 153 cases. The reliability between
the reviewers showed moderate agreement (k = 0.44), and between the initial
diagnosis and the consensus only fair (k = 0.33). The agreement was better when
where analyzed only the power to differentiate high-grade CIN 3 lesions (k = 0.598).
When analyzed as a independent diagnostic test, pl6 showed high negative
predictive value and sensitivity, however low specificity. In general, however, both
gualitative p1l6 and quantitative p16 and Ki-67 showed low overall accuracy. The
agreement between the same observer before and after the immunohistochemistry

was fair (k = 0.398), but the agreement between a single pathologist and the
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consensus was increased (k = 0.475 without immunohistochemistry) using

immunohistochemistry markers (k = 0,689 with immunohistochemistry).

Key-Words: cervical intraepithelial neoplasia , HPV, p16, Ki-67 .
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p/Mba<

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa — ISCMSP

¢ a Resolugdo 196/96, o relatério parcial deve ser apresentado de forma detalhada ao CEP,
onforme oficio circular 0226/CONEP/CNS, datado de 29-
cla

Conform
inicialmente em 26/04/2012 e a cada seis meses. C

10-2010, a suspensao de estudo ¢ relatério final deverdo ser apresentados conforme modelo elaborado p

CONEP. Impressos disponiveis em nosso site: www.santacasasp.org.br
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