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RESUMO - Introducao: Mesmo quando as lesdes pré-neoplasicas sdo tratadas, exis-
tem os riscos de haver persisténcia ou recorréncia da doenca. Objetivos: Avaliar se
o status das margens, idade, tamanho da lesdo colposcopica, tipo de operacdo e ex-
pressdo dos marcadores pl6/ki67 séo fatores de risco na persisténcia ou recidiva da
leséo intraescamosa de alto grau apos tratamento de NIC2 e NIC3. Métodos: Estudo
de corte transversal, observacional com coleta de dados retrospectivos de pacientes
submetidas a conizacéo a frio (CF) ou exérese da zona de transformacg&o por proce-
dimento de alta frequéncia (EZT) por NIC 2 ou NIC 3. Foram analisados os seguintes
fatores em relacao a recidiva: comprometimento das margens, idade, tamanho da le-
sao colposcopica, tipo de operacao e coloragdo com imunomarcadores P16 e KI67.
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Resultados: Dentre as 271 mulheres, de 17 a 67 anos, 71 realizaram CF e 200 EZT;
95 apresentaram NIC 2 e 173 NIC 3; em relacdo ao status das margens,183 tiveram
as margens livres, 76 comprometidas e 12 prejudicadas por artefatos ou fragmenta-
céo. Das 76 com margens comprometidas, 55 foram endocervical, 11 ectocervical e
10 ambas as margens. Das 264 que completaram o seguimento, 38 tiveram persis-
téncia ou recidiva da doenca. Foram realizadas 105 rea¢bes com o marcador P16.
Quanto a analise da intensidade da coloracdo do P16, 8 casos foram leves, 32
moderados e 65 fortes. Referente a anélise da espessura epitelial imunocorada, 7
tiveram 1/3 do epitélio, 36 coraram 2/3 e 62 todo o epitélio. Foram realizadas 113
reagbes com o marcador KI67. Quanto a analise da intensidade da coloragéo, 3 casos
foram leves, 24 moderados e 86 fortes. Em relacdo a analise da espessura epitelial
imunocorada, 6 ocorreram em 1/3 do epitélio, 48 em 2/3 e 59 em todo o epitélio.
Conclusao: Apenas o status das margens endocervicais se associaram com a per-
sisténcia ou a recidiva da leséo. A idade, o tamanho da lesdo colposcopica, o tipo de
procedimento cirargico e a expressao dos marcadores P16/KI67 ndo tiveram associ-
acao com a recidiva ou persisténcia da leséo.

DESCRITORES: Neoplasia intraepitelial cervical. Conizacdo. Recidiva.
Biomarcadores.

ABSTRACT - Background: Even when pre-neoplastic lesions are treated, there is a
risk that the disease will persist or recur. Objectives: Assess whether the status of the
surgical margins, the age, the colposcopic lesion size,type of surgery and the
expression of the P16 and KI67 markers are risk factors for the persistence or
recurrence of high-grade squamous intraepithelial lesion after CIN 2 and CIN 3
treatment. Methods: A cross-sectional, observational study with retrospective data
collection of patients undergoing cold knife( CKC) or Loop electrosurgical excision
procedure (LEEP) for CIN 2 or CIN 3. The following factors were analyzed in relation
to recurrence: compromised margins, age, lesion size, type of surgery and staining of
immunomarkers P16 and KI67. Results: Among the 271 women, aged between 17
and 67 years, 71 had CKC and 200 LEEP, 95 had CIN 2 and 173 CIN 3, regarding the
status of the margins, 183 patients had free surgical margins, 76 compromised and 12
damaged by artifacts or fragmentation. Of the 76 with compromised margins, 55 were
endocervical, 11 ectocervical and 10 both margins. Of the 264 who completed follow-
up, 38 persisted or relapsed the disease. A hundred-five reactions with the P16 marker
were performed. As for the analysis of the P16 color intensity, 8 cases were mild, 32
moderate and 65 were strong. Regarding the analysis of immunostained epithelial
thickness, 7 had 1/3 of the epithelium stained, 36 stained 2/3 and 62 stained the entire
epithelium. A total of 113 reactions with the 67 Kl marker were performed. As for the
analysis of staining intensity, 3 cases were mild, 24 moderate and 86 strong. Regarding
the analysis of immunostained epithelial thickness, 6 occurred in 1/3 of the epithelium,
48 in 2/3 and 59 in the entire epithelium. Conclusion: Only the status of the
endocervical margins was associated with the persistence or recurrence of the lesion.
Age, colposcopic lesion size, type of surgery and expression of P16/KI167 markers were
not associated with recurrence or persistence of the lesion.

KEYWORDS: Cervical intraepithelial neoplasia. Conization. Recurrence. Biomarkers.

INTRODUCAO

O cancer de colo uterino € o terceiro tumor maligno mais frequente na
populacdo feminina excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma, atras apenas do
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cancer de mama e do colorretal, sendo a quarta causa de mortes de mulheres por
cancer. E responsavel pela morte de 311 mil mulheres/ano no mundo e no Brasil por
6526 mortes no ano de 2018, com estimativa de 16710 novos casos para 2020. Paises
mais desenvolvidos, como os EUA, também apresentam nameros altos, a Sociedade
Americana de Cancer estima para o ano de 2021,14.480 novos casos de cancer
invasor e 4290 mortes pela doenca (AMERICAN CANCER SOCIETY,2021 ; INCA,
2021).

O céancer do colo do utero é raro em mulheres até 30 anos e o0 pico de sua
incidéncia se da na faixa etaria de 45 a 50 anos, com isso apresentando perdas de
lagos familiares com consequéncias imediatas para a comunidade. (FRANCO et al.,
1988)

O rastreio contribuiu para queda da incidéncia de cancer cervical e mortalidade
nos ultimos 50 anos, principalmente em paises que adotaram rastreio organizado.
Estudos conduzidos nos ultimos 30 anos indicam que o risco de cancer cervical é
fortemente influenciado pelo comportamento sexual, como nimero de parceiros, idade
da primeira relacdo, conduta sexual dos parceiros (FRANCO; DUARTE-FRANCO;
FERENCZY, 2001;SICHERO; PICCONI; VILLA, 2020)

O HPV é conhecido como o fator mais importante na etiologia do cancer
cervical; todos os canceres epiteliais cervicais sdo causados pela persisténcia do HPV
de alto risco (SCHIFFMAN et al., 1993,SICHERO; PICCONI; VILLA, 2020)

A correta avaliacdo da lesdo, como sua exata localizacdo e extensdo séo
fatores importantes na escolha do tipo de tratamento, conizacao a frio ou exérese da
zona de transformacdo com algas diatérmicas. O tamanho da lesdo determinara o
tamanho da exciséo, refletindo menor comprometimento das margens. (DE MELLO
SILVA et al., 2014; EL-Nashar, et al, 2017)

Muitos fatores sdo considerados de risco para persisténcia ou recorréncia da
leséo apds o tratamento: status das margens, envolvimento glandular, lesdo ocupando
varios quadrantes, a idade, imunossupressdo e margem endocervical envolvida.
(BROCKMEYER et al., 2005; CARVALHO, FONSECA, MAESTRI, 2020 )

Aposs 90 anos de coleta de citologia cervical com espatula de Ayres e depois
em base liquida, atualmente se associa a citologia cervicovaginal biomarcadores
como P16 e KI67, a expressdo de ambos sugere desregulacdo do ciclo celular por
HPV e pode indicar lesao de alto grau, sendo 6timo marcador para rastreio. (TJALMA,
2017)

Com tantos fatores associados a recidiva, muitas vezes as pacientes sao
submetidas a novo tratamento sem necessidade, pois até 0 momento ndo ha nenhum
fator de risco confiavel que determine recidiva da doenca, e assim, mais fatores
necessitam ser estudados, entre eles, os marcadores.

Os objetivos deste estudo foram avaliar os fatores de risco para a persisténcia
ou recidiva da neoplasia intraepitelial escamosa de alto grau (LIAG) apés o tratamento
de NIC 2 e NIC 3 avaliando dados epidemioldgicos, da conduta no tratamento, das
relacdes com as recidivas e achados anatomopatolégicos, e sua relacdo com marca-
dores P16/KI167.

METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade Evangélica
Mackenzie Parana sob CAAE 55675716.7.0000.0103 e foi desenvolvido no Complexo
Hospital de Clinicas, Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR, Brasil, sob o
CAAE 55675716.7.3001.0096.
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Trata-se de estudo de corte transversal, observacional com coleta de dados
retrospectivos, de andlise de 271 prontuarios de mulheres portadoras de HSIL,
submetidas a exérese da zona de transformacéo (EZT) com operacao usando alcas
de ondas de radio de alta frequéncia (CAF) ou conizac¢éo a frio (CF) no periodo de
janeiro de 2005 a julho de 2017, e submetidas a avaliagdo imunoistoquimica para P16
e KI67. Foi elaborado questionario para anotagbes dos dados retirados dos
prontuarios.

Selecdo dos pacientes

Trezentos e sessenta pacientes com diagnostico de HSIL foram encontradas
pelo cddigo dos procedimentos no sistema de informatica do hospital.

Os critérios de inclusao foram todas que realizaram o primeiro procedimento de
EZT com CAF ou conizacgéo classica no hospital com diagnostico de NIC 2 e NIC 3.
Os critérios de exclusao foram pacientes com doengas autoimunes ou portadoras de
alguma imunodeficiéncia, resultados histopatolégicos do produto de conizacdo com
cervicite, NIC 1, adenocarcinoma, carcinoma microinvasor ou invasor. Foram
excluidas 7 pacientes sem seguimento e blocos de parafina com material insuficiente
para realizar do TMA.

Coleta de dados

A coleta dos dados epidemioldgicos feita através de revisdo de prontuéarios
focou: idade, tipo histolégico da lesdo, tipo da operacdo, tamanho da lesdo ao
colposcopio, status das margens, recidiva ou ndo da leséo, e ultima citologia realizada.
Os exames citolégicos foram obtidos no sistema SISCAN por meio do numero do
cartdo SUS das pacientes, e aquelas que ndo foram encontradas pelo sistema
SISCAN, foram contactadas por telefone, mas apenas 7 ndao foram encontradas, e
seus dados de recidiva foram retirados do trabalho. Foram incluidas 271 pacientes e
foi realizada separacdo das laminas e blocos de parafina para realizacdo do TMA
(técnica de microarranjos teciduais).

Técnica cirurgica e métodos de avalicao
Os procedimentos realizados foram todos executados por residentes
supervisionados por chefes com ampla experiéncia nas técnicas cirurgicas.

a) Conizacao a frio

Também chamada de conizacdo classica, 0 método constitui em retirada de
uma peca em formato de cone do colo uterino, com bisturi de lamina 11. A paciente
deve estar sob anestesia raquidiana ou peridural, em posicdo de litotomia. Apés
afastamento das paredes vaginais com valvulas de Breask, séo realizados pontos
paracervicais com fio sintético absorvivel, que visam reducdo do sangramento; a
seguir, é feita retirada da peca conica. Para hemostasia foram realizados pontos de
Stundorf modificados com mesmo tipo de fio. O material obtido foi imerso em solugéo
de formaldeido a 10% com marcacdo no ponto de 12 h com agulha e encaminhado
para processamento anatomopatolégico (Figura 1)
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FIGURA 1 — Espécime de conizac¢ao a frio

b) Exérese da zona de transformacgéo com cirurgia de alta frequéncia (EZT)

O método cirargico constitui-se na retirada da zona de transformacé&o do colo,
com alca diatérmica medindo geralmente 20 mm de largura x 10 mm de profundidade,
com alca ligada ao aparelho gerador de ondas de radio de alta frequéncia. As
pacientes foram colocadas em posicdo ginecoldgica, seguindo-se o posicionamento
da placa-neutra do aparelho. O colo uterino era visualizado ap6s colocagdo de
espéculo conectado a aspirador de vapores bioldgico. Era aplicado acido acético a
5% e a leséo visualizada com colposcépio de 16x. Na sequéncia era aplicado lugol
para melhor delimitar a area a ser excisada. Anestesia foi aplicada em 4 quadrantes
do colo, 12, 3, 6, e 9 h, com infiltracao de 0,5 ml de lidocaina a 2% com vasoconstritor
em cada um destes pontos, perfazendo o total de 2 ml. Olhando ao colposcépio,
acionou-se o aparelho por meio de um pedal e fez-se a retirada da pegca com
passagem da alga em movimento rapido, continuo e firme, com o aparelho na
voltagem de 40 w de corrente de puro corte. Conforme tamanho da leséo, foi
necessario a retirada de mais de uma peca. Apos retirada da(s) peca(s), foi usado o
eletrodo de esfera com diametro de 3 mm acoplado ao mesmo aparelho, na voltagem
de 40 w, seguido de aplicacéo de solugcdo hemostética de percloreto férrico a 25% e
finalmente colocagcdo de um tampéo vaginal.

O material obtido era imerso em solucéo de formaldeido & 10% com marcagéo
no ponto de 12 h com agulha e encaminhado ao processamento anatomopatdgico
(Figura 2).

FIGURA 2 — Espécime de CAF

c) Métodos de analise do grau histoldgico

Foram selecionadas pacientes com diagndstico histopatologico de HSIL
segundo a classificacédo de Bethesda - 2001, que incluem as neoplasias intraepiteliais
cervicais de graus 2 e 3 (NIC Il e NIC 1II).
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A neoplasia intraepitelial cervical grau Il (NIC II), foi caracterizada pela perda
da maturacdo epitelial e presenca de células parabasais atipicas que envolviam de
1/3 a 2/3 de espessura do epitélio. Eventuais coilocitos foram considerados. As atipias
encontradas incluiam aumento da relagdo nucleo/citoplasma com moderada
quantidade de citoplasma, cromatina grumosa, aumento no numero dos
cromocentros, hipercromasia e pleomorfismo nuclear. Figuras de mitose e mitoses
atipicas também foram consideradas quando presentes em até 2/3. A neoplasia
intraepitelial cervical grau Il (NIC Ill), foi caracterizada pela perda da maturagao
epitelial e presenca de células parabasais atipicas que envolviam 3/3 da espessura
do epitélio. Eventuais coildcitos foram considerados. As atipias encontradas incluiam
aumento da relacdo nucleo/citoplasma com escassa quantidade de citoplasma,
cromatina grosseiramente grumosa, aumento no numero dos cromocentros,
hipercromasia e pleomorfismo nuclear acentuado. Figuras de mitose e mitoses tipicas
também foram consideradas quando presentes até as camadas superficiais do
epitélio.

d) Método de analise do tamanho da leséo colposcépica

O tamanho da lesdo colposcépica foi calculado conforme o numero de
guadrantes do colo do utero afetado pela lesdo. Assim como um reldgio, o colo uterino
é dividido em quatro quadrantes; o primeiro, equivaleria entre 12 h e 3 h; o segundo,
entre 3 h e 6 h; o terceiro, entre 6 h e 9 h; e o Ultimo, entre 9 h e 12 h. Considera-se
lesédo de tamanho pequeno a que atinge um quadrante; tamanho médio quando atinge
2 guadrantes; e tamanho grande quando atinge 3 ou 4 quadrantes.

e) Método de qualificacdo das margens

A qualidade das margens foi classificada em quatro categorias: 1) livres,
quando constituidas por epitélio sem neoplasia intraepitelial, com maturacdo mantida
e sem atipias nucleares; 2) comprometidas, quando havia em sua porcéo endocervical
ou ectocervical ou em ambas, epitélio escamoso de superficie e ou metaplasico
glandular com alteracbes compativeis com HPV, NICI, NIC Il ou NIC llI; 3)
fragmentada, quando a margem néo foi identificada pelo cirurgido ou quando nao foi
possivel a retirada do fragmento em uma Unica peca; 4) coagulada, quando danificada
pelos efeitos térmicos das alcas diatérmicas, impossibilitando a avaliagcéo.

f) Recidiva e persisténcia da lesao

Considera-se recidiva da lesdo quando o surgimento dela ocorre 6 meses apés
0 procedimento e persisténcia até 6 meses. Para este estudo sera utilizado o termo
recidiva, pois o primeiro retorno da paciente no servigo é agendado 6 meses apés o
procedimento.

g) Meétodo imunohistoquimico
Selecdo da amostra

ApoOs a selecéo inicial dos casos, foi realizada a busca dos respectivos blocos
de parafina; foram selecionados somente os blocos que possuissem massa tumoral
suficiente para que fossem realizados cortes adicionais sem que se usasse totalmente
o material bioldgico; com isso foram selecionados 128 blocos do montante de 271.

As laminas dos tumores foram reavaliadas por um segundo patologista
independente, cego para a histéria clinica, com intuito de confirmar o diagndstico de
HSIL. Nos casos em que havia mais de um bloco de parafina, o patologista escolhia
0 bloco que possuia maior massa neoplasica.
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A técnica completa para a montagem dos blocos multiamostrais iniciou com a
selecdo das areas que continham maior representacdo da neoplasia nas laminas
coradas em HE. Essas areas foram marcadas com caneta de retroprojetor. Baseando-
se nas marcacdes feitas nas laminas foram realizadas as mesmas marcagfes nos
respectivos blocos de parafina e retirado o fragmento com punch de 2 mm. A seguir
realizou-se a imunomarcacgao para os biomarcadoresP 16, KI-67 .

O TMA foi confeccionado a partir de molde de parafina contendo orificios com
didmetro de 2 mm, onde o primeiro orificio recebeu tecido néo relacionado ao estudo,
neste caso, fragmento de placenta marcava o ponto inicial da leitura da lamina. Iniciou-
se a extracao das areas marcadas dos blocos doadores com equipamento manual de
TMA. Os fragmentos foram alocados nos orificios correspondentes no molde de
parafina, obedecendo a ordem do mapeamento. Apés o preenchimento de todos os
orificios os moldes foram emblocados em parafina e submetidos a microtomia de
5 mm e os cortes colocados em laminas Superfrost Plus (hidrofilica).

Foram confeccionadas 6 laminas com 24 arranjos e 1 lamina com 8 arranjos
com imunomarcador P16 e a mesma quantia ao Kil67. Dos 128 blocos, 103 laminas
foram possiveis de leitura para P6 e 111 para KI67, devido a perda do epitélio no
momento do corte, causa frequente de perda do material imunocorado.
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FIGURA 3 — Material exposto a técnica de imunohistoquimica

As laminas obtidas a partir do TMA foram submetidas a imunoperoxidase, rea-
lizada em instrumento Benchmark Ultra™, com processamento 3 em 1 integrado,
compreendendo a desparafinizacdo, re-hidratacdo e recuperagdo antigénica, com
tampdes Cell Conditioning 1 (pH alto) e Cell Conditioning 2 (pH baixo). A incubagéo
com anticorpos primarios durou entre 16-20 min em temperatura ambiente. A amplifi-
cacao foi realizada por Ultraview Universal DAB Detection KitO. DAB foi usado como
cromogeno e hematoxilina como contracorante. O processamento foi todo realizado
em plataforma automatizada Ventana Benchmark Ultra™ utilizando os anticorpos P16
e KI67 (Figura 2).

Anticorpo | Clone Fabricante | Tecido controle positivo | Diluicdo

e localizagéo
P16 E6H4 VENTANA | Citoplasma Pré-diluido
Ki 67 30-9 VENTANA | Nicleo Pré-diluido
OPN Policlonal | Medasys Citoplasma 1:20
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FIGURA 2 — Anticorpos utilizados no estudo

Controles positivos internos e externos atestaram a fidelidade das reacdes. A
imunocoloracédo foi avaliada pelo mesmo patologista que realizou a extracdo dos
fragmentos dos blocos. Os escores foram determinados semiquantitativamente, com
base na intensidade de coloracéo e na espessura epitelial imunocorada.

Leitura dos imunomarcadores
A imunorreatividade do P16 e KI67 foi avaliada pela positividade ou
negatividade do marcador na leitura. A quantidade de células que expressaram a
intensidade da marcacéo foi dividida em 3 escalas: 1-fraca intensidade; 2-moderada
intensidade; 3- forte intensidade. Em relacdo a espessura do epitélio corado também
em 3 escalas (1 - 1/3 inferior do epitélio; 2 - 2/3 do epitélio; 3 - 3/3 do epitélio. A Figura
3 demonstrado alguns exemplos.

FIGURA - 3 - A) P16, intensidade moderada, 1/3 do epitélio (10x); B) P16, aumento,
intensidade acentuado, 2/3 de epitélio (20x); C) P16, intensidade
acentuada, 3/3 de epitélio (10x); D) KI67, intensidade moderada, 1/3 do
epitélio (20x); E) K167, intensidade moderada, 2/3 do epitélio (20x); F)
KI67, intensidade acentuada, 3/3 do epitélio (20x).

Anélise estatistica

Resultados de varidveis quantitativas foram descritos por médias, desvios-
padrdo, medianas, valores minimos e maximos. Para variaveis categoricas foram
apresentados frequéncias e percentuais. A avaliacdo da associacao entre duas
variaveis categoricas foi usando-se o teste de Qui-quadrado. Comparacdes de mais
de 2 grupos, em relacdo a variaveis quantitativas foram feitas usando-se o modelo de
analise da variancia (ANOVA) com um fator ou o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis. Para a andlise de tempo até a ocorréncia de recidiva foram ajustados modelos
de Regressdo de Cox e estimados os valores de hazard ratio com intervalos de
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confianca de 95%. Para a avaliacdo de fatores associados ao resultado do laudo foram
ajustados modelos de Regressao Logistica e estimados os valores de Odds Ratio com
intervalos de confianca de 95%. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.
Para comparagdes multiplas ap6s ANOVA e teste de Kruskal-Wallis, os valores de p
foram corrigidos por Bonferroni. Os dados foram analisados com o programa
computacional Stata/SE v.14.1. StataCorpLP, USA.

RESULTADOS

A andlise apresentada a seguir foi realizada com base nos dados de 271 casos.
Para o estudo de fatores associados a recidiva, foram excluidos 7 casos que tiveram
perda do seguimento (ndo foi possivel identificar a ultima data em que foram vistos
sem recidiva).

Estatisticas gerais

Avaliacao dos 271 colos do ponto de vista do tamanho as lesbes colposcdpicas
e laudos histoldgicos referentes as pecas operatdrias com algcas de ondas de radio de
alta frequéncia e conizacéo a frio, aplicados como tratamento da LIAG e avaliacdo da
coloracdo dos marcadores P16 e KI67 na parafina destes colos deram o0s seguintes
resultados: 1) idade foi entre 17-67 anos (média 35,5+10 e mediana 34); 2) tamanho
da lesdo colposcépica sendo 4,1% (n=11) ndo tendo lesédo, em 25,5% (n=69) foram
consideras pequenas, em 45% (n=122 ) médias, e em 25,5% (n=69) grandes; 3) o
tipo de procedimento cirdrgico foi em 26,2% (n=71) conizacdo a frio e em 73,8%
(n=200) EZT com cirurgia de ondas de alta frequéncia; 4) a gravidade da lesao
histopatolégica em 35,1% (n=95) foram identificados no pds-operatério, como
neoplasia intraepitelial de grau 2 (NIC 2) e os demais 176 (64,9%) casos como
neoplasia intraepitelial de grau 3 (NIC 3); 5) o comprometimento de margens cirargicas
em 67,5% (n=183) foram referidas margens livres; 28% (n=76) de margens
comprometidas por lesdo, e em 4,4% (n=12) as margens foram prejudicadas por
artefatos ou por fragmentacdo e das 76 margens comprometidas, 55 (72,4%)
ocorreram na porgao endocervical, 11 (14,5%) na ectocervical e em 10 casos (13,2%)
em ambas as margens (Tabela 1); 6) a reacdo imunoistoquimica para o P16, dos
270 casos, 105 foram realizadas e a intensidade do P16, em 8 casos (7,6%) foram
leves, 32 (30,5%) moderados e 65 (61,8%) foram fortes; 7) a espessura epitelail
imunocorarda, dos 105 casos, 7 (6,7%) coraram 1/3 do epitélio, 36 (34,3%) 2/3 e 62
(59%) todo o epitélio; 8) quanto a reacdo imunohistoquimica para o Ki67, dos 270
casos, 113 reacOes foram realizadas e a analise da intensidade da coloragcédo deu 3
casos (2,7%) leves, 24 (21,2%) moderadas e 86 (76,1%) fortes; 8) em relacédo a
espessura epitelial imunocorada, dos 113 casos, 6 (5,3%) ocorreram em 1/3, 48
(42,5%) em 2/3 e 59 (52,2%) em todo o epitélio (Tabela 2).

TABELA 1 - Resultados referentes a idade, tamanho da lesédo, operacao realizada,
laudo histologico e status das margens

Variavel n [Classif Resultado*

Idade (anos) 271 35,5+10,034 (17-67)

Tamanho 271|Sem leséo 11 4,1%
Pequena 69 25,5%
Média 122 45,0%
Grande 69 25,5%

Operacéo 2710-CAF 200 73,8%
1-CONE 71 26,2%

Laudo 271Nic 2 95 35,1%
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Nic 3 176 64,9%
Margem 271Livre 183 67,5%

Comprometidas 76 28,0%

Fragmentadas/coaguladas|12 4,4%
Local da margem ¢ | o cenvical 55 72,4%
comprometida

Ectocervical 11 14,5%

IAmbas 10 13,2%

TABELA 2 - Resultados da imunomarcacgéao com P16 e KI67

Variavel n |[Classifin [%

P16 intensidade [105| 8 [7,6
3230,5
65/61,8
7 16,7
36/34,3
62/59,0
2,7
24121,2
86/76,1
6 |5,3
4842,5
5952,2

P16 espessura |105

Ki67 intensidade|113

Ki67 espessura [113

WIN[P[WN[PON[RP W[N]
[¢8)

Recidiva

Dos 264 casos com seguimento, 38 (14,4%) tiveram recidiva. Na Tabela 3 sao
apresentados os percentuais de recidiva de acordo com o tempo (meses) estimados
por Kaplan-Meier.

TABELA 3 - Tempo livre de doenca

Tempo % livre de recidiva
0 (cirurgia) 100%
6 meses 99,6%
12 meses 96,5%
18 meses 92,8%
2 anos 90,5%
3 anos 86,0%
4 anos 85,4%
5 anos 82,4%
6 anos 81,4%
10 anos 81,4%

Na analise do tempo de recidiva dos 38 casos, ocorreu média de 22,7+14,7
meses e mediana de 18,5 meses, com minimo de 5,3 e maximo de 62,1 meses
(Tabela 4).

TABELA 4 - Tempo médio livre de doenca e de recidiva

n Follow up (meses)
Médiatdesvio-padrdo | Mediana (min-max)
Sem recidiva (tempo de seguimento) 226 | 50,8+28,7 49,8 (5,7-131,4)
Com recidiva (tempo até a ocorréncia da recidiva) | 38 22,7£14,7 18,5 (5,3-62,1)
Todos 264 | 46,8+28,8 43 (5,3-131,4)

Na Figura 4 é apresentada a curva de Kaplan-Meier para o tempo livre de
recidiva (ou tempo até ocorréncia da recidiva).
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Kaplan-Meier survival estimate
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FIGURA 4 - Tempo livre de recidiva

Para avaliacdo de fatores associados a recidiva

Para cada uma das variaveis analisadas, testou-se a hipétese nula de que nao
havia associacdo entre a variavel e o tempo livre de recidiva (ou tempo até a
ocorréncia de recidiva), vs. a hipotese alternativa de que havia. Para avaliacdo desta
associacao, foi ajustado um modelo de Regressao de Cox e estimada a medida de
associacdo hazard ratio (HR) com respectivos intervalos de confianca de 95%.
Analisando a associacdo da qualidade das margens e recidiva, observou-se que as
margens quando comprometidas por lesdo tem associac¢ao significativa com a recidiva
principalmente a margem endocervical (Tabela 5)

TABELA 5 — A) Margens comprometidas vs. recidiva; B) margens comprometidas
endocervical, ectocervical e ambas vs. recidiva

A
Margem|: Livre 17813 (7,3%)
Comprometida 76 |24 (31,6%)<0,001)2,37 (1,5 3,76)
B
LocallLivre 17813 (7,3%)

Endocervical comprometida |55 [19 (34,6%)<0,001]5,24 (2,59 — 10,6)
Ectocervical comprometida |11 2 (18,2%) (0,232 [2,48 (0,56 — 11,0)
IAmbas 10 |3 (30,0%) (0,032 3,96 (1,13 —13,9)
*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05

Na andlise da associacdo idade e recidiva da lesdo, observou-se que a idade
média das mulheres que tiveram recidiva foi 36,9 9,6 anos, sem diferenga estatistica
guando comparado com a idades das que nao recidivaram. Quando dividiu-se as
pacientes com idade igual ou acima de 35 anos e abaixo dela, houve 17 no grupo
igual ou abaixo de 35 anos e 21 no acima, ndo sendo significativa essa diferenca
(Tabela 6).

TABELA 6 — A) Idade vs. recidiva; B) restrito aos casos com recidiva

A

Médiatdesvio-padréo| , HR (IC95%)
(min-max) P

Idade (anos)|Né&o 226|35,4+10,0 (19 - 67)
Sim 38 |36,919,6 (23 — 63)

Variavel recidiva

>

0,293(1,02 (0,99-1,05)

B

Tempo até arecidiva

Média+ Mediana (min-max)|P*
desvio-padrao
<35 17|22,9+13,4 17,9 (9,2-51,7) 0,772

Idade anos

S5
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>35 |21]22,5:16,1  [189 (53-62,1) |
*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05

Na analise do tamanho da lesdo colposcopica e recidiva, observou-se que
nenhum caso de lesdo nao visivel a colposcopia recidivou; as lesdes pequenas
recidivaram em 11,8 %, as de tamanho médio em 15,3 % e tamanho grande em
17,9%, representando aumento gradual porém sem possibilidade de realizar estudo
estatistico devido a auséncia de valor no grupo sem lesées. Quando agruparam-se 0S
casos sem lesdes e lesdes pequenas, o calculo estatistico ndo mostrou significancia
(Tabela 7).

TABELA 7 - A) Tamanho da lesédo vs. recidiva; B) tamanho da leséo agrupando sem
lesdo e pequena leséo vs. recidiva e tipo de operacgao vs. recidiva

A

Tamanho|Sem lesdo|1l1 [0 (0%)
Pequena [68 |8 (11,8%)
Média 11818 (15,3%)
Grande |67 [12 (17,9%)

B
Tamanho (Sem leséo/ (79 8 (10,1%)
(agrupado)pequena
Média 11818 (15,3%)[0,255[1,62 (0,71-3,73)
Grande 67 |12 (17,9%)0,12312,02 (0,83-4,95)
Operacao [CAF 195[37 (97,3%)
Cone a frio 69 |1 (2,6%)

Quando avalia-se o tipo de operacéao e recidiva, observa-se que a maioria das
recidivas ocorreram nas operacdes de alta frequéncia, 37 dos 38 casos de recidiva
(97,3%), onde o calculo estatistico foi inviavel devido a baixa frequéncia na categoria
cone a frio (Tabela 8).

Avaliando o tipo de cirurgia e comprometimento das margens, observa-se
diferenca significativa no comprometimento de acordo com o tipo de cirurgia. Testou-
se a hipétese nula de que nao ha associac¢éo entre tipo de cirurgia e a margem, versus
a hipotese alternativa de que ha associacao (Tabela 8A).

TABELA 8 — A) Tipo de operagao vs. margens; B) grau de les&o vs. recidiva

A
- . Operacao "
Variavel | Classif n CAF CONE p
Margem | livre 183 | 121 (66,1%) | 62 (33,9%) <0.001
comprometida | 76 | 67 (88,2%) | 9 (11,8%) '

*Teste exato de Fisher, p<0,05
B

LaudoNic 294 [11 (28,9%)
Nic 317027 (71 %) [0,447]1,31 (0,65 - 2,65)

Ao avaliar o grau da lesao intraepitelial e a recidiva, notou-se que a maioria,
71%, foram de lesBes NIC 3 e 28,9% NIC 2, ndo havendo diferenca estatistica nessa
associacao (Tabela 8B).

Na associacdo da reacdo imunoistoquimica do P16 e recidiva, nota-se que
analise qualitativa o P16 leve obteve taxa menor de recidiva comparada com
moderado e forte, sendo o moderado discretamente elevado com forte. Na analise da
espessura epitelial corada, a escala (E) de valor 3 foi o responsavel pelo dobro de
recidivas, embora sem diferenca significativa.(TABELA 9)
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TABELA 9 - Reagdo imunoistoquimica do P16 vs. recidiva

Variavel n Recidiva [p* |HR (IC95%)
P16 intens
103 8(7,7%) |1(12,5%)

64(62%)| 11(17,2%)0,768]1,36 (0,176 - 10,6)
7(6,7%) [1 (14,3%)

34(33%)| 5 (14,7%) |0,881/0,85 (0,10 - 7,27)
3162(60%) 13 (21%)|0,721]1,45 (0,19 - 11,1)
*Modelo de Regresséo de Cox, teste de Wald, p<0,05

P16 espessua
103

E
1
2131(30%)| 7(22,6%) 0,558[1,87 (0,23 - 15,2)
3
1
2

Analisando a reacao KlI-67, nota-se aumento da recidiva quando a anélise da
intensidade € fraca, e na avaliacdo da espessura epitelial corada, observa-se que a
escala de valor 3 apresenta porcentagem maior de recidiva, quando comparado com
a escala de valores 1 e 2, porem sem significAncia estatistica (Tabela 10).

TABELA 10 - Reag&o imunoistoquimica do KI67 vs. recidiva

Variavel n Recidiva |p* HR (IC95%)
rlTintens  his2,7%) f1(33,3%)

8576,5%) | 17 (20%) [0,621[0,60 (0,08-4,52)
6(5,4%) |1 (16,7%)

47(42,3%)| 7 (14,9%) 0,9900,99 (0,12-8,02)
58(52,2%) 12(20,7%)0,745[1,40 (0,18-10,8)
*Modelo de Regressao de Cox, teste de Wald, p<0,05

K167 espessura
111

E
1
2123(20,7%)_ 2 (8,7%)[0,27710,26 (0,02-2,91)
3
1
2

[o8)

Para avaliacdo da relagéo entre os imunomarcadores e grau da leséo

Para cada um dos marcadores, testou-se a hipétese nula de que os resultados
do marcador sao iguais para as duas classifica¢cdes do laudo, vs. a hip6tese alternativa
de que os resultados sdo diferentes. Para cada uma das variaveis categoricas
analisadas, testou-se a hipétese nula de que nao havia associagéo entre a variavel e
o laudo, vs. a hipétese alternativa de que havia.

Na Tabela 11 sdo apresentadas estatisticas descritivas das variaveis de acordo
com as classificacdes do laudo, os valores de p dos testes estatisticos e a medida de
associagdo Odds Ratio com respectivos intervalos de confianga de 95% (1C95%).
Observando a analise qualitativa e quantitativa do P16 e do KI67, nota-se que apenas
o marcador P16 teve significancia na diferenciagéo de NIC2 e NIC 3 em sua analise
da espessura epitelial imunocorada.

TABELA 11 - Reacdo imunohistoquimica vs. grau da lesdo

. Laudo " o
Variavel n NIC 2 NIC 3 P OR (1C95%)
P16 intens 8 |2 (25,0%) |6 (75,0%)

327 (21,9%) 125 (78,1%)[0,850[1,19 (0,20~7,25)
6519 (29,29%)46 (70,8%)0,803)0,81 (0,15-4.36)
7 |5 (71,4%) 22 (28,6%)
3610 (27,8%)226 (72,2%)0,041/6,50 (1,08-39,1)
62[13 (21,0%)49 (79,0%)0,012]9,42 (1,64-54,2)
30 (0%) 3 (100%)
24)8 (33,3%) [16 (66,7%)-
8623 (26,7%)63 (73,3%)-
6 0(0%) |6 (100%)
4821 (43,8%)27 (56,3%)-
5910 (17%) 149 (83,1%)-

P16 espessura

K167 intens

K167 espessural

WIN[P[W[N[P[W[N[P][O[N[F] M
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*modelo de regressao logistica e teste de wald, p<0,05
DISCUSSAO

Muito se tem estudado sobre os motivos de persisténcia ou recidiva da leséo
intraepitelial cervical apds o tratamento. Varias causas ja foram pesquisadas, entre
elas o comprometimento das margens pela lesdo, o grau histolégico e tamanho da
lesédo, idade, envolvimento glandular, imunossupressédo, contraceptivos a base de
progesterona, presenca de HPV 16, diminuigao do infiltrado celular, profundidade da
conizacao, paciente habitar em area rural, uso de condon e o fato de ndo ser vacinada
(BROCKMEYER et al., 2005; CARVALHO; FONSECA; MAESTRI, 2020; MEGEVAND
et al.,, 1996; MUNK et al., 2012; MURTA et al., 2004; SILVA; CAMARGO; SILVA,
2005).

A taxa de recidiva encontrada na literatura variou de 4,6-48%, com média de
20,6%; este estudo mostrou 14,4%, o que se encontra de acordo com os trabalhos da
literatura (ALONSO et al., 2006; DEBARGE et al., 2003; LILI et al., 2018; LIVASY et
al., 1999; LU et al., 2006; MURDOCH et al., 1992; PARASKEVAIDIS et al., 2000)

O diagnéstico da recidiva ocorreu em tempo médio de 22,7 meses e 0
acompanhamento de 10 anos das primeiras pacientes inseridas no estudo mostrou
81% livres de doenca no décimo ano. Na literatura, SERATI et al., 2012 avaliaram
cones e CAFs com tempo médio de recidiva de 26,7 meses, semelhante a este
trabalho e com 75,4% livres de doenca no 5°. ano de seguimento, enquanto Lili et al
relatou tempo maior da média de recidiva de 46,5 meses, provavelmente por um
diagnéstico de adenocarcinoma com 59,2 meses. (LILI et al., 2018)

Embora o estudo tenha ocorrido em hopital escola e o atendimento ser
essencialmente pelo SUS, obteve-se 2,5% de perda do seguimento, pois foram
acessados 0s exames citologicos realizados através do sistema SISCAN (sistema de
informacéo do cancer), ou contato telefénico. Aquelas ndo encontradas no SISCAN
provavelmente ndo continuaram o seguimento ou mudaram para clinicas privadas. Na
literatura a menor perda de seguimento encontrada foi de GARDEIL et al., 1997 com
6,2% e maior que DIETRICH, 2002 com 40%; a média é entre 20-30%.(HANAU,;
BIBBO, 1997; REMA et al., 2008; SPITZER; CHERNYS; SELTZER, 1993; ZHU et al.,
2015)

AYHAN et al., 2009 afirmaram que as margens comprometidas sdo melhores
preditivos de persisténcia da doenca ou doenca residual; observou-se neste estudo
28% de margens comprometidas, 67,5% de margens livres e 4,4% prejudicadas para
leitura.

Na literatura é bastante varidvel a taxa de comprometimento das margens
cirurgicas de pecgas de colo, entre 6-49% de comprometimento, com média em torno
de 25%, o que esta de acordo com nossos relatos .(ALONSO et al., 2006;
BITTENCOURT, 2012; CHEN et al.,, 2009; FIGUREIRA; REIS; TACLA, 2008;
FONSECA et al., 2016; GARDEIL et al., 1997; HERFS; CRUM, 2013; HERRERO Y
SAENZ DE CABEZON et al., 1998; MOHAMED-NOOR; QUINN; TAN, 1997;
NARDUCCI et al.,, 2000; PATERSON-BROWN et al., 1992; PHELPS et al., 1994;
RAMCHANDANI et al., 2007; VEDEL et al., 1993; ZAITOUN, 2000)

O lado comprometido das margens pode ser a endocervical, a ectocervical ou
ambas. Nesse estudo, a margem endocervical se mostrou mais afetada, 34,6%, assim
como mostram varios estudos.(BITTENCOURT, 2012; BOZANOVIC et al., 2008;
FLANNELLY et al., 2001; RAMCHANDANI et al., 2007; REMA et al., 2008). Outros
pesquisadores encontraram a margem ectocervival como sendo a mais
acomprometida, entre eles, ALONSO et al., 2006; DOBBS et al., 2000; HERZOG et



SciELO Preprints - Este documento é um preprint e sua situacéo atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.4132

15

al., 1995. Este ultimo explica o achado pelo fato dos procedimentos terem sido
realizados por residentes, pois estdo em fase de aprendizado. Muitos autores na
literatura relacionam margens comprometidas com a recidiva da lesdo. (ALONSO et
al., 2006; ARBYN et al., 2017; BORNSTEIN et al., 2004; CHANG et al., 1996;
DEBARGE et al.,, 2003; DOS SANTOS MELLI; DUARTE; QUINTANA, 2016;
FLANNELLY et al., 2001; KAWANO et al., 2016; LIMA et al., 2009, 2006; LIVASY et
al.,, 1999; LUBRANO et al., 2012; NARDUCCI et al., 2000; PHELPS et al., 1994;
SCHERMERHORN et al., 1997; WHITE; COOPER; WILLIAMS, 1991). Outros
especificam que a margem endocervical € a responsavel pelas recidivas.(ANG et al.,
2011; BROCKMEYER et al., 2005; EWIES; SANT CASSIA, 2000; JAKUS et al., 2000;
LEGUEVAQUE et al., 2010; LOUWERS et al., 2010; PATERSON-BROWN et al.,
1992; SANTOS et al., 1996). No presente ensaio, as margens endocervicais positivas
foram significativamente associadas a recidiva.

A margem endocervical se mostra frequentemente mais comprometida nos
casos em que a lesdo adentra o canal cervical e ndo é possivel visualiza-la totalmente.
Quando a JEC é totalmente visivel chamamos de zona de transformacao tipo | (ZT1),
se parcialmente visivel de tipo Il (ZT2) e nao visivel de tipo Il (ZT3). (PRENDIVILLE,
2009)

A IFCPC (Internacional Federation for Cervical Pathology and Colpocscopy)
fizeram recomendacgfes para o uso da CAF nos casos de ZT1 e dar preferéncia a
conizacao a frio ou SWETZ( Straight Wire Excision of the transformation Zone) nas
situacdes de ZT2 e ZT3.(IFCPC, 2011)PANOSKALTSIS et al., 2004; RUSSOMANO
et al., 2015; SADEK, 2000 encontraram menor comprometimento das margens
endocervicais com SWETZ comparando a CAF.

ARBYN et al., 2017, em revisdo de 44.446 pacientes tratadas por NIC, cita que
o status das margens tem sensibilidade de 55,8% e especificidade de 84,4% para
predizer recidiva e PHELPS et al.,, 1994, cita que valor preditivo positivo para
encontrar lesdo em pecas de histerectomia ap0s conizacdo a frio com margens
comprometidas é de 47%. RAMCHANDANI et al., 2007; REICH, 2002; ZAITOUN,
2000 encontraram ambas as margens comprometidas, responsaveis pela recidiva.

Ha um risco de 11,6 vezes de ocorrer recidiva em margens comprometidas no
primeiro ano apds tratamento e 4 no segundo ano.(OLIVEIRA et al., 2012). Apesar
das margens se apresentarem positivas, ndo ha necessidade de novo tratamento, a
conduta deve ser expectante.(PARASKEVAIDIS et al., 1994; REICH, 2002).Segundo
metanalise de GHAEM-MAGHAMI et al., 2007, com 27.785 operacdes de colo,
encontraram 18% de recidiva em margens comprometidas e 3% nas margens livres .

A literatura cita varias causas pelas quais a recidiva ndo tem indices altos com
margens comprometidas. Narducci et al 2000, sugeriram que o pH vaginal age
curando a persisténcia da lesdo; alguns sugerem que efeito térmico da CAF e a
cauterizacdo do coto destroem células das margens; e outros ainda relatam o efeito
inti-inflamatdrio local ou a quantidade de células inflamatorias ou necrose tecidual.
(JAKUS et al., 2000; PARASKEVAIDIS et al., 1994; WHITE; MACATOL; DEJOSEF,
1992)

Por outro lado é muito importante o seguimento dessas pacientes com citologia
e colposcopia, principalmente as que possuem margens comprometidas. Toda mulher
tratada para NIC independente do status das margens precisa manter seguimento
restrito, devido alto risco de desenvolver cancer invasor, que € 5x maior que na
populacdo geral nos primeiros 20 anos apos o tratamento. (FIGUREIRA; REIS;
TACLA, 2008; KALLIALA et al., 2005; LEGUEVAQUE et al., 2010)
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Analizando a idade daquelas com recidiva, neste trabalho obteve-se média de
36,9 +/- 9,6 anos. Nao houve diferencga significativa das pacientes que n&o recidivaram
e recidivaram, mesmo dividindo as mulheres acima e abaixo de 35 anos. Esse fato foi
verificado em vérios trabalhos, onde a idade néo interfere na recidiva da
les&o.(ALONSO et al., 2006; EWIES; SANT CASSIA, 2000; NARDUCCI et al., 2000;
RAMCHANDANI et al., 2007). Porém, varios outros autores encontraram significancia.
ZHU et al., 2015 estudaram 4336 CAFs com 6% de margens comprometidas e
obtiveram idade acima de 35 anos como unico fator isolado de recorréncia, fato
explicado talvez pelo baixo indice de margens comprometidas. FU et al., 2015;
PIRTEA et al., 2016; TILLMANNS et al., 2006 também encontraram significancia com
corte na idade de 35 anos e outros acima de 40. (BROCKMEYER et al., 2005; CHEN
et al., 2009; CHIKAZAWA et al., 2016; LU et al., 2006; MEGEVAND et al., 1996;
MOORE et al., 1995; MURTA et al., 2004; PARASKEVAIDIS et al., 2000). Segundo
MOORE et al., 1995, o aumento da idade da mulher é associado com aumento de
50% de doenca residual. CHIKAZAWA et al., 2016; SHIN; RHO; PARK, 2009 citam
idades de 45 e 39 anos respectivamente para as pacientes terem maior nimero de
margens comprometidas e Megevand et al 1996, relataram que pacientes
menopausadas possuem maior associacdo com margens positivas e
consequentemente maior risco de recidiva.

LEGUEVAQUE et al.,, 2010, justificativa taxas elevadas de recidiva nas
pacientes mais idosas por menor imunidade, ou pela persisténcia do virus de alto
risco ou por variacao anatdmica que ocorre nas mulheres menopausadas ou proximo
a menopausa que é o fato de terem a JEC dentro do canal cervical. Corrobora com
essa citacdo o trabalho de KIETPEERAKOOL et al.,, 2007, que obteve 51,8% de
recidiva em margens comprometidas com 61,2% das mulheres na menopausa.

O tamanho da leséo colposcopica é pouco abordada nos estudos da histéria
natural da NIC, € um fator no risco de progressédo da leséo, visto que citologias falso-
negativas ocorrem mais comumente em pequenas lesées (JARMULOWICZ et al.,
1989; KIERKEGAARD et al., 1995). Outro fator importante em relacdo ao tamanho da
lesdo colposcopica € a associagcdo com a recidiva. Nesse estudo ndo houve
significancia estatistica, embora as lesdes pequenas tivessem recidivado 11,8%, as
médias 15,3 e as grandes 17,9%. DOS SANTOS MELLI; DUARTE; QUINTANA, 2016;
NARDUCCI et al.,, 2000 também ndo encontraram diferenca significativa entre
tamanho da leséo colposcopica e a recidiva; porém, LIVASY et al,1999, associaram
como causa o0 tamanho da lesdo colposcéopica. PARASKEVAIDIS et al., 2000,
encontraram maior recidiva com presenca de lesdes satélites, LU et al., 2006
associaram a recidiva, lesdo ocupando varios quadrantes, BORNSTEIN et al., 2004
com lesdo grande, REMA et al., 2008 com lesdo ocupando o colo acima de 25% e
CHEN et al., 2009 com lesdo mais que 2/3 do colo.

KAWANO et al., 2016 cita que a lesdo envolvendo mais que 2 quadrantes é
fator de risco para margens comprometidas e consequentemente para recidiva,
embora tenhamos que ressaltar que a visualizagdo dos quadrantes pelo profissional
€ método subjetivo; em relato feito por Hopman et al 1995, apenas em 68% das vezes
h& concordéancia inter observadores quanto ao numero de quadrantes afetados pela
leséo.

O presente estudo envolveu 2 tipos de procedimentos cirdrgicos, conizacao a
frio e exerese da zona de transformacdo com opeacao de alta frequéncia (CAF).
Observou-se 97,3% de recidiva nas CAFs, porém a analise estatistica ndo foi
possivel devido a baixa frequéncia no indices na categoria conizacao a frio. Alguns
trabalhos ndo mostram diferenca estatistica na recidiva entre os 2 métodos cirurgicos
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:CHEN et al., 2018; DUGGAN et al., 1999; HUANG; HWANG, 1999; NUOVO et al.,
2000; RAMCHANDANI et al., 2007, enquanto EI-NASHAR et al 2017 encontraram o
dobro de recidiva na CAF, justificando para esse resultado o fato de as pecas de CAF
serem de menor tamanho comparadas as de cone a Frio.

RAMCHANDANI et al., 2007, cita que a CAF teria menor recidiva devido a
cauterizacdo do leito cirtrgico, o que ndo ocorre na técnica de Stundof modificada
realizada na conizacéao a frio, embora alguns autores citam na metodologia das suas
pequisas o uso do cautério para conter sangramento no leito cirargico na conizagao.
Por outro lado esta a frio retira peca bem maior de tecido, assim diminuindo o risco de
margens comprometidas e consequentemente a recidiva, sendo essa técnica
preferivel nos casos de suspeita de lesdo glandular ou microinvdo e nos casos em
que a juncdo escamocolunar ndo é visivel. (MIROSHNICHENKO et al., 2009)

O tamanho da peca da CAF depende do tamanho da alca usada. Neste estudo
a maioria das pecas de alta frequéncia foram retiradas com alca de 2 mm de largura
e 10 mm de profundidade. DEBARGE et al., 2003 utilizou mesmo tamanho de alca e
encontrou 36,1% de margens comprometidas e 13,2% de recidiva, com resultados
semelhantes ao presente estudo. LUBRANO et al., 2012 usando uma al¢ca de menor
profundida de 20 x 8 mm encontraram 20,1% de margens comprometidas e 13,9%
de recidiva e KIETPEERAKOOL et al., 2007 utilizando também alca de 8 mm de
profundida encontraram 51,8% de recidiva em margens comprometidas , o que explica
a recidiva alta, talvez tenha sido o fato de 61,2% das pacientes estarem na
menopausa e com isso a ZT se encontrar mais profundamente no canal.

ANG et al., 2011 compararam alcas acima e abaixo de 10 mm de profundidade,
e concluiram que nas mulheres abaixo de 35 anos ndo hé diferenca significativa nas
margens comprometidas e na recidiva. DEBARGE et al., 2003 estudaram 205 CAFs
realizados apenas por Unico cirurgido e com retirada de peca Unica cervical, e
apresentaram valores semelhantes ao presente estudo, com 36,1% de margens
comprometidas e 15,2% de recidiva. O fato de ser realizado por Unico cirurgido
melhora a qualidade da peca, pois 0 método cirargico depende de treinamento para
ser realizado. A qualidade dela é fortemente influenciada pela experiéncia do
cirurgido, ndo é operacao para médicos que planejam utilizar ocasionalmente e sim
para agueles com experiéncia em doencas do trato genital inferior e
colposcopia.(KREBS; PASTORE; HELMKAMP, 1993). No presente estudo , apesar
dos procedimentos serem realizados por residentes, os quais estdo em fase de
aprendizado da técnica, obteve-se valores de comprometimento das margens de
acordo com a média da literartura.

Segundo REMA et al., 2008, a fragmentacdo da peca em 2 ou mais partes se
associou com recidiva. Além da fragmentacéo dificultar a analise das margens, outros
autores recomendaram que as pecas sejam excisadas de forma Unica e ndo sendo
possivel essa técnica, deve-se pensar na realizacdo de conizacdo a frio,
principalmente se ha suspeita de adenocarcinoma ou microinvasao (JAKUS et al.,
2000; MIROSHNICHENKO et al., 2009; TSENG et al., 1999). Nesse estudo obteve-
se 4,4% de margens onde ndo foi possivel a leitura pelo patologista, devido
fragmentacao ou artefatos. A taxa de prejuizo das margens referendada na literatura
varia de zero a 30,5%. (MATHEVET et al., 1994). BITTENCOURT et al; 2012, ndo
encontraram nenhum prejuizo por fragmentacao e 2,5% por artefatos, fato explicado
por todas a operacdes terem sido realizadas por uUnico profissional experiente na
ténica.
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Em metanalise de LI; CHEN; JIANG, 201, nao foi encontrada diferenca
significativa entre as 2 técnicas em relagdo a positividade das margens, taxa de
recorréncia, doenca residual, hemorragia e estenose.

Em relacdo ao comprometimento das margens, DUGGAN et al., 1999; JAKUS
et al., 2000; MURTA et al., 2004, ndo encontraram diferenca significativa comparando
0s 2 métodos, enquanto que CHEN et al., 2009; FIGUEIREDO PG; ET AL, 2002,
relataram valores mais que o dobro de margens comprometidas em pecas de CAF.
Este estudo mostrou valores significativos maiores de comprometimento de margens
pela CAF.

Sobre a influéncia do grau da les&o na recidiva, o presente trabalho mostrou
gue o grau da lesdo néo interfere na recidiva, assim como o trabalho de Nardicci et al;
porém, na literatura varios autores encontraram que a severidade da leséo influenciou
na recidiva. (MOORE et al., 1995; NARDUCCI et al.,, 2000; NUOVO et al., 2000;
PHELPS et al., 1994; REICH, 2002; WHITE; MACATOL; DEJOSEF, 1992)

Recentemente imunomarcadores tém sido utilizados para predizer doenca
apos o tratamento das neoplasias intraepiteliais cervicais. Eles podem antever
resultados da doenca, permitindo fazer correto diagndstico e tratamento, predizendo
lesGes cervicais que progredirdo. (GUPTA; SRINIVASAN; RAJWANSHI, 2009.)

Para este trabalho utilizaram-se os biomarcadores P16 e KI67 para serem
estudado como fator de risco da recidiva. O P16 vem sendo usado nos casos de
Ascus e leséo intraepitelial de baixo grau na citologia; tem alto valor de sensibilidade
e especificidade para lesdo de alto grau, com isso selecionando as pacientes que
devem ser encaminhadas para a colposcopia, principalmente aquelas com NIC II.(DA
COSTA et al., 2015; POSSATI-RESENDE et al., 2015; SAGASTA et al., 2016;
STANCULESCU et al., 2013; TAY et al., 2017)

O KI67 € marcador de proliferacédo e replicacdo do DNA. No epitélio normal é
expressado nas camadas basais e parabasais no terco inferior do epitélio, a
superexpressao é associada com inflamacdo ou atipias. A metaplasia escamosa
imatura vem com hiperplasia da camada parabasal com células positivas para KI67,
porém negativas para P16. A associacdo positiva de ambas pode diferenciar reacdes
benignas como atrofia e metaplasia de lesdo pré-cancerigena. E utilizado para
prognastico e predicdo de tumores, bem como auxiliar o diagndstico de cancer e pré-
cancer.(MANDAL et al., 2020)

O P16 e KI67 mostram sensibilidade superior a citologia para diagnéstico de
leséo intraepitelial de alto grau, 86,7% contra 68,5% para citologia no trabalho de Sun
et al 2019 e séo superiores aos testes de deteccdo de HPV para diagndéstico da lesédo
intraepitelial de alto grau.(CHEN et al., 2016a; YU et al., 2019)

A taxa de positividade de P16 e KI67 aumenta significativamente com a
severidade das alteracdes citoldgicas e histopatologicas.(KANTHIYA et al., 2016; YU
et al., 2019). SHI et al., 2019, confirmaram a correlacao positiva entre o grau da leséo
cervical e a intensidade do P16.

Avaliando a relagdo do P16 e grau da lesdo, obteve-se valores significativos
da espessura epitelial corada na diferenciacéo de NIC 2 e 3, porém nao observou-se
essa signicancia quando analisamos a intensidade na coloracéo. Estudando a relacdo
do ki-67 e grau da lesao histolégica, ndo mostrou significancia na diferenciacao entre
NIC 2 e NIC 3.

Quanto a relacdo dos marcadores com recidiva da lesdo, este trabalho ndo
mostrou significancia dos biomarcadores em predizer a recidiva da lesédo cervical,
assim como FONSECA et al., 2016, nao encontraram associacdo do P16 na recidiva,
porém os autores estudaram pecas de CAF com lesdo de baixo, alto grau e
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adenocarcinoma e nao excluiram pacientes imunossuprimidas, o que pode alterar o
real motivo da recidiva.

LEITE et al., 2017 estudaram 68 pacientes submetidas a CAF onde incluiu
casos de lesdes de baixo grau, alto grau e HIV positivas e concluiram que nao ha
associacdo dos biomarcadores P16 e KI67 com recidiva da lesdo; porém, separando
as lesdes de baixo e alto grau encontraram diferenca. As lesdes de baixo grau
possuem evolucdo diferente das de alto grau e grande parte delas regridem
espontaneamente. (MELNIKOW,1998) MOSCICKI et al., 1998 ,encontraram em
adolescentes regressdo de 60% em 12 meses e 92% em 36 meses, com isSsO a
recidiva das lesdes de baixo grau sao em menores propor¢cdes que as de alto grau.
NUOVO et al.,2000 recomendaram que as analises de resultados de lesfes de baixo
grau sejam feitas separadas das de alto grau. MELNIKOW et al., 2009 encontraram
taxas de recidiva para lesdes de baixo grau em 5% e alto grau em 14%.

HUCHKO et al., 2014 mostram que a infec¢ao por HIV aumenta o risco da P/R
apos o tratamento das lesfes cervicais e LIMA et al., 2009 confirmaram esse risco.
Os biomarcadores se mostram muito eficazes para diagndstico de lesdes
intraepiteliais de alto grau e podem significar melhora na possibilidade de manejo das
doencas; porém, segundo VALENTI et al., 2017, mais estudos sdo necessarios para
encontrar biomarcadores que se associem com a recidiva da leséo cervical.

CONCLUSOES

Apenas o status das margens endocervicais se associaram com a persisténcia
ou a recidiva da lesédo. A idade, o tamanho da lesdo colposcopica, o tipo de
procedimento cirdrgico e a expressao dos marcadores P16/KI67 ndo tiveram
associacado com a recidiva ou persisténcia da leséo.
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ANEXO
ANEXO 1 — COLETA DE DADOS
1-Registro

2- numero da lamina

3- idade

4-tipo da cirurgia () cone ( )CAF

5-Grau histolégico () NIC 2 ( )NIC3

6-Margens () livres ( )endoc. ( )ectoc. ( ) ambasc.
7-recidiva () Sim ( ) Nao

8- Imunoexpressao
P16 ( )leve () moderado ( ) Forte
P16 ( )1/3 ( )23 ( )3/3

KI67 ( )Leve ( )Moderado ( ) Forte
Kie7 ( )1/3 ( )2/3 ( )33



SciELO Preprints - Este documento é um preprint e sua situacéo atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.4132

27

ANEXO 2 - PARECER DO CEP

Mackenzie ~FACULDADE EVANGELICA
- MACKENZIE DO PARANA

0 DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: AVALIA(;J-\O do tamanho da lesdo colposcopica , status das margens e expressao dos
marcadores p16/kiB7 como fatores de risco na recidiva na LIEAG apos tratamento

Pesquisador: DULCIMARY DIAS BITTENCOURT

Area Tematica:

Versdo: 7

CAAE: 55875716.7.0000.0103
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4433.727
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Segundo dados no Documento INFORMAQéES BASICAS 1848737 postados na plataforma em
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Introdug3o:

O céncer cervical € o terceiro tumor mais frequente na populagdo feminina brasileira, atras do cancer de
mama e colomretal também € a quarta causa de morte entre as mulheres. Estima-se para o0 ano de 2014
15580 novos casos e ocorreram 5160 mortes em 2011 por esta doenga.( INCA.2015) O fator etiologico do
cancer cervical é a infecgdo persistente pelo HPV. O HPV é conhecido por induzir o cincer cervical através
de !ransi(;io descontrolada da G1-S. (Nan , 2008) O cancer de colo uterino € uma doenga prevenivel
através do exame citolégico do esfragago cervico-vaginal e tratavel por meio da conizagdo quando
diagnosticado em fase precoce.( Kitchener & Symonds, 1908) A idemiﬁcaqio e a utilizagdo de ferramentas
que possam complementar tanto o diagndstico como o rastreamento das lesdes precursoras do cancer do
colo uterino s3o ainda de suma importincia, uma vez que a maioria das lesdes precursoras do cancer do
oes que realmente r item ser tratadas
evitaria a utilizagdo de tratamentos agressivos desnecessarios, enquanto as lesdes com maior chance de

colo uterino regridem espontaneamente. A identidade de |

progredirem seriam passiveis de tratamento antes do desenvolvimento de um cancer invasivo.e umas das
ferramentas que podemos utilizar s3o os marcadores tumorais. Determinar o risco de
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responsavels pals reckdva. O objebvo daste echudo & avallar o isoo de recidiva da eslo mirsepteial apde
tratamenio, avalando idade, manho da leslo coiposcopica, omprometimeninda magem & medigio da
expressio do F16 & K76 &m peq@s de

conizaclia Desenha: O eshuds comesponds & um corte transversal snalitico, observacional & retrospedtio,
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