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Resumo

Roncaglia MT. O valor da captura hibrida para o papilomavirus humano (HPV) no
seguimento de pacientes submetidas a conizagdo do colo uterino devido a leséo
intraepitelial de alto grau por cirurgia de alta frequéncia (CAF) [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2012.

INTRODUCAO: A lesdo intraepitelial cervical de alto grau causada pelo HPV,
precursora do cancer cervical, € facilmente diagnosticada e seu tratamento pode ser
realizado de maneira ambulatorial, sem muitas complicacbes. Mesmo assim, o
seguimento das pacientes tratadas deve ser feito de maneira criteriosa e sistematica
para que a recorréncia ou persisténcia da doenca ndo passe despercebida. Conseguir
identificar o grupo de pacientes com maior probabilidade de recorréncia ou
persisténcia da doenca facilitaria sobremaneira esse seguimento, diminuindo o 6nus
econdmico e psicoldgico que o seguimento generalizado produz. O objetivo deste
trabalho € identificar marcadores que possam indicar o grupo de pacientes com maior
possibilidade de recorréncia da lesdo intraepitelial cervical de alto grau. METODOS:
Neste estudo 114 mulheres com diagndstico de lesdo intraepitelial cervical de alto
grau foram submetidas a conizacgdo cervical por cirurgia de alta frequéncia (CAF) no
Setor de Patologia do Trato Genital Inferior (PTGI) da Divisdo da Clinica
Ginecologica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (HC-FMUSP) no periodo entre marco de 2006 e maio de 2009. O
seguimento foi realizado a cada seis meses durante o periodo de 24 meses. No
seguimento foi coletada a citologia cervical, captura hibrida para HPV e realizada a
colposcopia. Foram avaliados os testes de captura hibrida para HPV coletadas
durante o seguimento, imuno-histoquimicos para oncoproteina viral E6 e proteina
pl6 na peca cirdrgica como possiveis marcadores de recorréncia. RESULTADOS: A
avaliacdo anatomopatoldgica da peca cirdrgica diagnosticou 85 (74,6%) casos de
lesdo intraepitelial cervical de alto grau e 29 (25,4%) casos de lesdo intraepitelial de
baixo grau. Nessas pecas, 45 (39,5%) apresentaram expressdo positiva para
oncoproteina E6 e 69 (60,5%) apresentaram expressdo negativa para E6; 74 (64,9%)
apresentaram expressdo positiva para plé e 40 (35,1%) apresentaram expressdo
negativa para pl6. A oncoproteina E6 ndo se associou com a apresentacdo mais
grave da doenca. J& a proteina p16 esteve positiva em 68 (80%) casos diagnosticados
como lesdo intraepitelial de alto grau e negativa em 23 (79,3%) casos com
diagnostico anatomopatologico de lesdo intraepitelial de baixo grau ou cervicite
crénica. A CH coletada no primeiro retorno apresentou sensibilidade de 83,3%,
especificidade de 87,8%, VPP de 50% e VPN de 97,3%. Comparando a CH coletada
no primeiro retorno com a citologia coletada apds os 24 meses de seguimento, a CH
apresentou sensibilidade de 75%, especificidade de 83,1%, VPP de 20% e VPN de
98,3%. CONCLUSOES: A expressdo das oncoproteina E6 e proteina p16 na peca
cirargica ndo demonstraram ter valor para predizer recorréncia no seguimento de
pacientes tratadas por leséo intraepitelial cervical de alto grau, mesmo a p16 estando
associada a presenca de lesbes mais graves. A CH pode ser usada como um teste
preditivo de recorréncia durante o seguimento de pacientes tratadas por lesédo
intraepitelial de alto grau. O VPN do teste é bastante alto e seu resultado negativo,
seis meses apds o tratamento indica uma taxa baixissima de recorréncia da doenca.

Descritores: 1. Conizagdo 2. Colo do Gtero 3. Marcadores biologicos 4. Sonda de
DNA de HPV 5. Captura hibrida de HPV 6. Seguimentos
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Summary

Roncaglia MT. The value of the HPV DNA test on the follow-up of the patients
treated for high grade cervical intraepithelial lesions by conization with large loop
excision of the transformation zone (LLETZ) [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Séo Paulo”; 2012.

INTRODUCTION: The high grade cervical intraepithelial lesion caused by HPV, a
pre-malignant condition, is easily diagnosed and its treatment can be done in
outpatients without many complications. Nevertheless the patients follow-up must be
done in a very systematic way to avoid any recurrence or persistence of the disease.
To be able to identify the group of patients with higher rate of recurrence or
persistence of the disease would make this follow-up much easier and decrease the
economic and psychological burden of stressed outcome. The goal of our study is to
identify markers that could indicate the group of patients more likely to recur.
METHODS: In this study, 114 women diagnosed with high grade cervical
intraepithelial lesion were treated with LLETZ at the Discipline of Gynecology,
Faculty of Medicine, Sdo Paulo University from March 2006 and May 2009. The
follow-up visits after the treatment included Pap smear, HPV DNA test and
colposcopy and occurred every 6 months for 24 months. The markers evaluated were
the HPV DNA test collected during the follow-up and immunohistochemical tests
performed on the surgical specimen: E6 oncoprotein and protein pl16. RESULTS:
We found 85 cases (74,6%) of HSIL and 29 cases (25,4%) of LSIL in the surgical
specimen obtained with the LLETZ. The E6 oncoprotein was expressed in 45
(39,5%) and not expressed in 69 (60,5%) of the specimen; 74 (64,9%) expressed pl6
and 40 (35,1%) didn’t express pl6. The E6 oncoprotein was not associated with
severe presentation of the disease. The protein p16 was positive in 68 (80%) cases of
diagnosed HSIL and negative in 23 (79,3%) cases with diagnosed LSIL or chronic
cervicitis. The HPV DNA test collected at the first follow-up consult at 6 months
presented a sensitivity of 83,3% specificity of 87,8%, positive predictive value (PPV)
of 50% and negative predictive value (NPV) of 97,3%. Comparing the HPVV DNA
test collected at the first follow-up visit and the cervical cytology collected at the
fourth and last follow-up visit at 24 months, the HPV DNA test presented a
sensitivity of 75%, specificity of 83,1%, PPV of 20% and NPV of 98,3%.
CONCLUSIONS: The E6 oncoprotein and protein pl6 expression on the surgical
specimen were not able to predict recurrence of the disease during the follow-up of
the patients. The HPV DNA test can be used as a marker of the recurrence on the
follow-up of patients treated for HSIL with LLETZ. The HPV DNA test negative
result at the 6 month follow-up visit represents an extremely low recurrence rate.

Descriptors: 1. Conization 2. Cervix uteri 3. Biological markers 4. DNA probes,
HPV 5. HPV Hybrid capture 6. Follow-up studies
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O carcinoma de colo uterino € o terceiro tipo de cancer mais diagnosticado e
a quarta causa de morte por cancer em mulheres no mundo, sendo responsavel por
9% de todos os casos novos e 8% das mortes em mulheres no mundo, no ano de
2008 2. O “National Cancer Institute” (NCI) americano estimou que 12.200
mulheres seriam diagnosticadas com cancer de colo uterino no ano de 2010 e que

4.210 morreriam devido ao cancer cervical durante esse ano ©.

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Céancer, INCA, a estimativa
para 0 ano de 2010 previa o diagnostico de 18.430 novos casos de cancer de colo de
Gtero . No pais, essa entidade é segundo tipo de cancer mais incidente nas
mulheres, excetuando-se o cancer de pele, sendo precedido apenas pelo cancer de
mama . No Estado de Sdo Paulo a estimativa de incidéncia do cancer de colo
uterino nas mulheres foi de 3.190 casos novos no ano de 2010, o terceiro mais
prevalente, excetuando-se o cancer de pele, sendo precedido pelos carcinomas de

mama, colon e reto @,

Em relacdo a taxa de sobrevida em cinco anos, ela varia entre 51% a 70% em
paises desenvolvidos. Nos paises em desenvolvimento, essa taxa é mais baixa,

atingindo 41% de sobrevida em cinco anos ©.

Ja foram identificados mais de cem tipos do virus do papiloma humano
(HPV) © ¢ eles séo divididos em dois grupos: oncogénico, ou de alto risco de
malignidade, e ndo oncogénico, ou de baixo risco de malignidade. O grupo

oncogénico esta associado a elevacgdo do risco para o surgimento de cancer cervical e
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0s principais representantes deste grupo sdo os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82. J& 0s principais representantes do grupo ndo oncogénico
sdo os HPV tipo 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81 e ndo estdo associados a

elevacdo do risco para o desenvolvimento da neoplasia cervical .

Mais de 70% dos casos de cancer cervical no mundo sdo causados pelo HPV
16 ou 18, sendo o HPV 16 o mais comum, responsavel por 55% dos casos, seguido
pelo HPV 18, responsavel por 15% dos casos de cancer cervical ®. Essa proporgéo é
mantida em todos os continentes, inclusive na América do Sul, onde os HPV 16 e 18

s30 responsaveis por 65% - 70% dos casos de neoplasia cervical ©.

Sabe-se que, para que haja o surgimento do céncer de colo uterino, €
necessaria a presenca da infeccdo pelo virus do papiloma humano (HPV) do tipo

oncogénico © e sua persisténcia Y,

A deteccdo do HPV e o reconhecimento das atipias citoldgicas provocadas
por sua permanéncia na célula hospedeira sdo reconhecidos pardmetros de valor
diagnostico e progndstico. Recentemente, marcadores proteicos como a plé e a
proteina oncogénica E6, expressos nas células alteradas pela infeccdo do HPV,
parecem constituir importantes adjuntos para aprimorar a qualidade dessas

avaliacoes.
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Objetivo Geral

e Auvaliar o valor da captura hibrida para a identificacdo do papilomavirus
humano (HPV) oncogénico no seguimento de pacientes submetidas a
conizacdo do colo uterino devido a leséo intraepitelial de alto grau, por

cirurgia de alta frequéncia (CAF).

Objetivos Especificos

e Avaliar a acuracia da captura hibrida para HPV, em comparacdo ao exame
citolégico, como marcador de recorréncia de lesdo intraepitelial de alto grau
cervical.

e Auvaliar a expressdo de pl6 e da oncoproteina E6 na pec¢a cirlirgica da

conizagdo como marcadores de recorréncia da doenga.
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3.1  Papilomavirus humano (HPV)

O HPV estd distribuido por toda a populacdo mundial e € comumente
transmitido por meio do contato sexual. A infeccdo pode causar lesdes intraepiteliais
escamosas nas mulheres infectadas *?. A maior parte das lesdes regride em 6-12
meses, provavelmente devido a fatores imunoldgicos do hospedeiro. Entretanto, uma
pequena porcentagem das lesdes persiste e progride para formas mais graves, como o
carcinoma cervical ™ ¥ e ¢ esse grupo que mais se beneficia dos testes de

rastreamento.

O HPV ¢é um DNA virus cujo genoma estd dividido em trés dominios: a
regido reguladora ndo codificadora (URR) de 1 kb, a regido inicial (“early”) com seis
genes ( E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e a regido tardia (“late”) que codifica dois genes

(LleL2)®,

A infeccdo pelo HPV acontece nas células da camada basal do epitélio
escamoso cervical, por meio da penetracdo do virus por microlesbes da pele ou
mucosa. A infeccdo pelo HPV somente ocorre nas células epiteliais que mantém sua
capacidade de proliferacdo “* . O virus infecta as células préximas & membrana
basal do epitélio escamoso cervical e mantém seu genoma por meio de um pequeno
nlmero de cépias na forma epissomal a partir da expressdo dos genes E1 e E2 @7,
Nas células basais a maior parte da expressdo viral é suprimida, embora haja a

expressdo limitada de alguns genes virais iniciais (“early””) como o E5, E6 e E7. A
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expressao desses genes resulta no aumento da proliferacdo das células infectadas e

sua expansdo lateral no tecido cervical ®¥.

No epitelio escamoso cervical ndo infectado, a célula para de se replicar e
entra em diferenciacdo assim que migra da camada basal para a camada parabasal
(%) Quando ocorre a migracdo das células da camada celular basal para a suprabasal,
inicia-se a expressdo génica viral tardia (“late”) como L1 e L2, o genoma circular
viral é replicado e as proteinas estruturais sdo formadas. Quando as células atingem a
camada superficial da mucosa ou da pele, particulas virais completas sdo formadas e
liberadas ™. Geralmente o DNA do HPV localiza-se no citoplasma ou em sua forma
epissomal. A falha na expressdo do gene E1 faz com que o virus perca a sua forma
epissomal, integrando o genoma do hospedeiro e € isso que ocorre quando ha a

progressao da doenca.

Nos casos das transformacdes malignas, foi descrita a integracdo do DNA
viral com o genoma do hospedeiro *®. Durante a integracéo viral ocorre a quebra da
regido onde se encontram os genes E1 e E2, levando a sua perda. A regido do gene
E2 codifica proteinas inibidoras da transcricdo das oncoproteina E6 e E7 e, com sua
perda, essa inibicdo € suspensa, resultando no aumento descontrolado da expressédo
das proteinas oncogénicas E6 e E7. As oncoproteinas E6 e E7 impedem a progressdo
do ciclo celular e a diferenciagdo celular normal é retardada %, evento necessério

(20)

para a replicagdo viral A expressdo descontrolada de E6 e E7 leva a

transformacao maligna das células do hospedeiro e & formacao tumoral %,

Foi demonstrado que apenas 0s genes E6 e E7 dos tipos oncogénicos de HPV
tém capacidade de imortalizar células humanas em culturas de tecidos ©?. Os

oncogenes E6 e E7 interagem com 0 gene supressor de tumor do hospedeiro p53 e
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pRb, respectivamente, levando a inibi¢do da apoptose celular e subsequente aumento
da replicacéo das células transformadas ®®. Essas duas condicdes sdo importantes
para o inicio dos eventos celulares que resultam na imortalizacdo celular e eventual
transformacéo maligna. A expressdo de E6 e E7 é invariavel nos casos de carcinoma

cervical @9,

A evolucéo para o cancer cervical ocorre somente com a infecgdo persistente
do HPV de alto risco © e é reconhecido como um desfecho raro de uma infecgdo
muito comum transmitida sexualmente ®. O DNA do HPV pode ser identificado na
quase totalidade dos casos invasivos da doenca e na maior parte dos casos das

doencas precursoras ©°.

3.2 Oncoproteina E6

A proteina E6 tem aproximadamente 150 aminoacidos e peso molecular de

18 kD. Ela se liga ao supressor de tumor p53, impedindo a apoptose celular %

O p53 € um gene supressor de tumor normalmente presente em baixos niveis
e inativo. O p53 € ativado e tem sua expressdo aumentada com a injuria celular. Uma
vez ativado, o p53 inicia o processo de reparacdo do DNA celular, inibindo o ciclo
celular ou desencadeando a apoptose a depender da extensdo do dano da célula. A
ativacdo do p53 também ocorre quando ha estimulacdo inadequada da sintese de

DNA celular, como nas infecgdes pelo HPV #9.
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O principal mecanismo pelo qual a proteina E6 inativa o p53 € por meio de
sua degradacdo " %, As proteinas E6 dos HPVs de alto risco ligam-se & regido

central do p53, levando & sua degradagéo ©°.

Além de degradar o p53, a proteina E6 também interage com ele, inibindo sua
ligacdo com o DNA celular e desfazendo as ligacdes ja formadas, blogueando a

funcao %3Y,

Outro mecanismo proposto de acédo de inibicdo do p53 pela proteina E6 é o
sequestro do p53 no citoplasma. O deslocamento do p53 nuclear foi demonstrado em
experimento, utilizando-se células cervicais nas quais a degradacdo do p53 pela
proteina E6 estava bloqueada. Mesmo com os niveis de p53 normais, a localizagédo

nuclear do p53 estava alterada e sua funcéo, inibida ©2.

A apoptose celular também ¢é alterada pela oncoproteina E6. A apoptose
apresenta duas vias: extrinseca e intrinseca. A proteina E6 age nessas duas vias ©°.
Na via extrinseca ocorre a ativacdo de receptores da membrana celular responsaveis
pela morte celular. Essa ativacdo € induzida por sinais extracelulares de dano celular.
A proteina E6 bloqueia esses receptores impedindo o inicio da cadeia de reacfes que
levaria a morte da célula. Na via intrinseca o sinal que desencadeia 0 processo se
origina dentro da célula e leva a formacdo de poros nas membranas mitocondriais
celulares com a liberacdo das proteinas mitocondriais para dentro do citoplasma,
iniciando o processo da morte celular. A proteina E6 bloqueia formacdo desses poros

mitocondriais inibindo a apoptose ?©.
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Outra atividade da proteina E6 é a ativacao da telomerase, enzima que produz
o alongamento do telébmero celular nas células epiteliais, capacidade esta

independente da inativacdo do p53 ©2.

O DNA celular é replicado em cada divisdo e durante esse processo
aproximadamente 150-200 nucleotideos sdo perdidos na regido terminal do
cromossomo. Para evitar que haja perda de informacdo genética importante nos
cromossomos durante esse processo, a regido terminal do cromossomo € protegida
por uma sequéncia repetitiva de DNA ndo codificante chamada teldmero, que serve
para manter a estabilidade estrutural do cromossomo. Com as sucessivas divisdes
celulares, a regido do telébmero € encurtada e isso sinaliza a célula para entrar em

senescéncia ¥,

A telomerase é a proteina que expande a regido telomérica nos cromossomos.
Ela normalmente se apresenta ativa em células-tronco e no desenvolvimento
embriondrio, mas inativa nas células somaticas . A proteina E6 ativa a telomerase
nas células epiteliais perpetuando, desse modo, a divisdo celular que seria

naturalmente interrompida, imortalizando a célula ©2.

3.3  Oncoproteina E7 e p16

A oncoproteina viral E7 é encontrada predominantemente no nucleo das
células e é composta por aproximadamente cem aminoacidos ©*. A proteina E7 ndo
apresenta atividade enzimatica intrinseca nem atividade especifica de ligacdo ao

DNA, e é amplamente aceito que sua atividade bioldgica esteja relacionada a
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habilidade de se associar e alterar os fendmenos normais dos complexos de regulacao

celular ¢,

A oncoproteina E7 liga-se a proteina supressora de tumor do retinoblastoma,
pRb, fazendo com que a célula volte a se replicar, replicando também as proteinas

virais 9,

A pRb faz parte da familia de proteinas supressoras de tumor do
retinoblastoma (pRb, p107 e p130) cuja caracteristica mais conhecida ¢é a habilidade
de reprimir a transcri¢ao do gene regulador E2F. O fator de transcricdo E2F coordena
a expressdo temporal de genes necessérios para a proliferagdo celular ©. Interagindo
com o E2F, a pRb regula a transicdo celular da fase G1 para S da interfase, causando
a parada do ciclo celular. Este € um dos pontos de checagem do ciclo de diviséo

celular ©®,

A oncoproteina E7 se liga a pRb impedindo a formacdo do complexo E2F-
pRb, fazendo com que a célula entre na fase S na auséncia de sinais mitéticos e sem
passar continuamente pelo ponto de checagem celular ©°. Isso também pode ocorrer
a partir da ligacéo direta da E7 com a E2F “%. Além de inibir a ligacdo da pRb com a
E2F, a proteina E7 dos HPVs de alto risco possui capacidade de induzir a degradacao

de pRb Y,

A formagdo do complexo E2F-pRb ¢é ativada por inibidores de
ciclinoguinasedependentes, entre eles a p16 “?. Nas células infectadas pelo HPV, a
oncoproteina E7 impede a formacgdo do complexo E2F-pRb e, com isso, a expressao
da p16 aumenta numa tentativa de estimular a formacéo do complexo E2F-pRb “¥,

Como consequéncia do aumento da expressao, ha o acumulo da pl6 dentro das
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células “+*°. Esse fendmeno ocorre nas fases iniciais da imortalizacéo celular e ndo
nas fases tardias de carcinogénese “®. O aumento da p16 esté relacionado a parada
do processo de senescéncia celular e a desregulacdo do ciclo celular e ndo a
processos proliferativos “”; desse modo, pode ser usado como um marcador de

lesGes pré-malignas “? e indicador de progressao da doenca “®.

Outra propriedade da proteina E7 dos HPVs de alto risco é sua capacidade de
promover a instabilidade do genoma. A expressdo de E7 € suficiente para induzir o

aumento de alteragBes nos centrossomos de queratindcitos 9.

Estudos recentes mostram que as oncoproteinas E6 e E7 também modulam a
resposta imunoldgica inata do hospedeiro representada pelos “toll-like receptors”
(TLRs) que sdo os sensores para a evasdo de patdgenos. Essas oncoproteinas
aparentemente usam dois mecanismos distintos ainda ndo bem caracterizados para
inibir a expressdo do TLRY, que € o receptor responsavel por identificar sequéncias
de DNA. Essa propriedade parece ndo estar presente nos HPVs de baixo risco,

apenas nos de alto risco ©?.

Todo esse processo ocorre porque, apesar de 0 HPV s0 infectar e se replicar
em células diferenciadas, ele necessita de fatores de replicacdo celular que s6 séo
encontrados em células em divisdo. A consequéncia de todas essas alteragdes para
criar um ambiente favoravel ao virus é o descontrole total do ciclo celular nas celulas
infectadas e o possivel aparecimento do cancer ®%. Esse processo também diferencia
0s tipos virais de baixo risco dos de alto risco. Os HPVs de baixo risco de
malignidade geralmente se replicam, em niveis mais baixos do epitélio escamoso
estratificado, onde os queratindcitos ainda se encontram em divisdo. Os HPVs de alto

risco de malignidade replicam seu genoma em camadas mais altas do epitélio
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escamoso estratificado, local onde os queratindcitos encontram-se em processo de
diferenciacdo terminal, fora do ciclo celular e com o seu maquinario de replicagédo
celular desligado. Com isso os HPVs de alto risco necessitam que suas proteinas E7
sejam mais efetivas na inducdo da sintese do DNA celular e que as proteinas E6

sejam mais efetivas no blogueio da resposta do p53 ©Y.

3.4  Colpocitologia oncotica e colposcopia

O rastreamento do céncer de colo uterino tem sido baseado na coleta de
citologia oncotica do colo uterino e na realizagdo da colposcopia nos casos com
alteracdo citoldgica. No Brasil ndo ha programas organizados de rastreamento de
cancer do colo uterino que atinjam todo o pais. Nao ha ferramentas que garantam um
intervalo ideal entre os exames de controles, condi¢do necessaria para que se obtenha

42 Esse rastreamento é feito de

algum resultado de custo-efetividade favoravel
maneira oportunista a partir do exame citologico do esfregaco cervical no qual se

identificam as alteracdes e lesdes causadas pelo HPV.

A colpocitologia oncdtica, ou teste de Papanicolaou, € um exame que consiste
na avaliacdo citoldgica do esfregaco das células colhidas da ectocérvice e
endocérvice. E um teste cuja sensibilidade média mundial é de 50%, podendo chegar
a 80% em paises desenvolvidos, mas com especificidade de 99,1% para o

diagndstico das alteragdes causadas pelo HPV ¢,

A classificagdo citologica cervical é feita segundo a nomenclatura citoldgica

brasileira que por sua vez foi baseada no Sistema de Bethesda de 2001 ©¥.
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A classificacéo citoldgica brasileira divide os achados celulares cervicais em:

e AlteracOes benignas
e Atipias de significado indeterminado (ASC)
o0 Possivelmente ndo neoplasicas (ASC-US)
o0 Na&o podendo excluir lesdo intraepitelial de alto grau (ASC-H)
e Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL ou LIEBG)
e Lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL ou LIEAG)
e Carcinoma invasor
e AlteracOes glandulares
o Atipia celular glandular (AGC)
0 Adenocarcinoma “in situ” (AIS)

o0 Adenocarcinoma

A colposcopia ¢ utilizada quando ha achados positivos na citologia cervical.
Durante a colposcopia € possivel identificar lesbes sugestivas da acdo do HPV e

realizar a biopsia do tecido para elucidacdo diagnostica.

Na realizacdo da colposcopia utiliza-se 0 &cido acético e a solucdo de Lugol

para a identificacdo das &reas a serem examinadas por biopsia.

O acido acético, além de dissolver o muco cervical melhorando a visibilidade,
coagula as proteinas citoplasmaticas e nucleares das células escamosas cervicais de
maneira transitoria e, com isso, as areas afetadas pelo HPV adquirem um aspecto

branco opaco quando comparado ao epitélio rosa palido normal ©> %9,
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A solucdo de Lugol é composta por iodo e serve para identificar glicogénio
produzido pelas células maduras da camada intermediaria do epitélio cervical. As
células infectadas pelo HPV nédo produzem glicogénio, portanto, ndo se coram com a

solucdo de Lugol ©°.

A nomenclatura utilizada para a classificagao histopatoldgica é a sugerida por
Richart (1967) ©” que divide as lesées de acordo com o comprometimento do tecido

cervical afetado na sua espessura:

o Neoplasia intraepitelial cervical grau 1 (NIC 1)
0 Acometimento de 1/3 da espessura do tecido cervical
¢ Neoplasia intraepitelial cervical grau 2 ( NIC 2)
0 Acometimento de 2/3 da espessura do tecido cervical
e Neoplasia intraepitelial cervical grau 3 (NIC 3)
0 Acometimento do tecido cervical em toda a sua espessura, sem

comprometimento da membrana basal celular

Fazendo a correspondéncia dos achados citoldgicos com os achados
histoldgicos, a LSIL ou LIEBG é representada pelo NIC 1, e a HSIL ou LIEAG ¢

representada pelos NIC 2 e 3.

As lesdes intraepiteliais podem ser vistas como um continuo da mesma
doenca. Mas como ja foi mencionado, apenas uma pequena porcentagem das
mulheres infectadas pelo HPV sofrem a progressdo para formas mais graves da
doenca. A taxa de progressdo do NIC 3 para o carcinoma invasivo é de 12%

enquanto que nos casos de NIC 1 essa progressao é de apenas 1% ©®.
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3.5  Captura hibrida para HPV

Além do teste citoldgico usado no rastreamento das alteracbes cervicais
sugestivas de HPV existe a pesquisa para 0 DNA viral. Varios estudos demonstraram
que o teste de captura hibrida para 0 DNA do HPV é mais sensivel que a citologia
cervical para o rastreamento de lesbes de alto risco. A sensibilidade do teste de
captura hibrida (CH) para lesbes de alto risco ¢ de 94,8%, enquanto que a da
citologia é de 81,8% ©. Em relacdo a especificidade do teste, a CH é menos
especifica que a citologia. A especificidade do teste ¢ de 93% enquanto que a da

citologia é de 99,1% ©9.

O teste de captura hibrida para identificacdo de HPV pode ser usado como
teste de rastreamento primario, rastreamento secundario e no seguimento de casos
tratados por leséo cervical intraepitelial de alto grau. Como rastreamento primario a
CH pode ser usada isoladamente ou em combinagcdo com a citologia, em pacientes

sem diagndstico de alteracdo cervical ¢* %9,

A pesquisa para 0 DNA viral € mais sensivel que a citologia para a detec¢do
de alteracbes pré-malignas. Alguns estudos demonstraram que a sensibilidade do
teste para DNA de HPV para a deteccdo de NIC 2 foi de 96% e da citologia de 53%,
enquanto que a especificidade do teste foi de 92% e da citologia de 97% V. Além de
identificar mulheres com doenca cervical instalada, a CH identifica aquelas com o

risco de desenvolvé-la no periodo de 3 anos a 10 anos ©.

O teste de captura hibrida para HPV tem um alto valor preditivo negativo

(VPN); alguns estudos relatam valores acima de 99% ©* %20 alto VPN significa
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intervalos maiores nos programas de rastreio, pois a possibilidade de desenvolver
cancer cervical com CH negativa no periodo de 5 anos a 8 anos € minima. E se a
mulher tiver resultados negativos na citologia e na CH, ela apresentara risco

desprezivel de desenvolver cancer de colo uterino pelos préximos 10 anos @,

Devido a alta prevaléncia da infeccdo pelo HPV na populacao e a alta taxa de
clareamento viral espontaneo em mulheres jovens, a CH € um bom teste no rastreio

para mulheres acima de 30 anos ©* %9,

Como teste secundario no rastreamento, a CH € realizada naquelas pacientes
que sabidamente apresentam alteracdo na citologia ou lesdo precursora cervical e sua
funcdo é complementar o resultado da citologia para selecionar as mulheres que
necessitam de tratamento ou substituir exames citoldgicos seriados no seguimento da

alteracéo citoldgica .

Como seguimento de casos de lesdo precursora tratados, a CH aumenta a
vigilancia sobre os possiveis casos de recorréncia apds o tratamento, permitindo um
manejo mais agressivo desses casos ®”. Ndo ha consenso quanto ao tempo de
seguimento de pacientes tratadas por lesdo intraepitelial de alto grau. Um indicador
preditivo do sucesso do tratamento possibilitaria a diminuicdo do seguimento dessas
pacientes. Os dados atuais sugerem que a CH diagnostica doenca residual mais
rapidamente, com maior sensibilidade e especificidade semelhante ao seguimento
realizado com citologia. O teste negativo da CH apds o tratamento excisional da
les@o intraepitelial de alto grau é um dos fatores preditivos de cura mais confiaveis ja

identificados ©¥.
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A presenca do DNA viral é situacdo necessaria, mas nao suficiente para a
progressao das lesdes de baixo grau e alto grau para o carcinoma cervical; por isso,
embora o uso do teste de captura hibrida para 0 DNA do HPV seja uma importante
ferramenta de rastreamento, o teste positivo ndo significa, necessariamente, a
progressdo da doenca. E nesse contexto que estdo inseridos os testes moleculares
para E6 viral e pl6, proteina supressora de tumor expressa pelo hospedeiro,
pretensamente mais especificos para retratarem a doenca em atividade. Ambos os
marcadores parecem desempenhar um papel complementar significativo nesse

sentido, como mencionado anteriormente.

3.6 Tratamento

Em estudos longitudinais sobre a historia natural do HPV, o tempo entre a
deteccdo do HPV de alto risco e o desenvolvimento do NIC 3 é de 3 anos a 5 anos
®5): & 0 desenvolvimento do carcinoma cervical pode levar entre 10 anos e 20 anos
®8) Ha, portanto, uma grande janela de oportunidade de tratamento da doenca antes
que ela se encontre nas fases mais avangadas.

Devem ser tratadas as mulheres com diagndstico histologico de NIC 2 e 3. As
mulheres que apresentam diagndstico citolégico de HSIL sem confirmacédo
histol6gica por auséncia de alteracdo ao exame colposcépico também podem ser
submetidas & elucidagdo diagnéstica por meio da conizago do colo uterino ©7.

O tratamento das lesdes intraepiteliais de alto grau, NIC 2 e 3 deve ser feita

de maneira excisional, retirando a regido comprometida do colo uterino. A exciséo
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pode ser feita com bisturi ou pela técnica de cirurgia de alta frequéncia (CAF) ou
laser de CO, &7,

O tratamento realizado com CAF oferece algumas vantagens: pode ser
realizado ambulatorialmente, apresenta menor morbidade e taxa de sucesso de 98%
®8) 'mesmo considerando que possa haver lesdo térmica causada pelo calor nas
margens da peca cirdrgica em 44% dos casos .

Alguns fatores estdo associados ao risco de recorréncia da doenca apos o
tratamento das NICs 2 e 3 por CAF: comprometimento das margens cirdrgicas, grau
da doenca tratada, idade da paciente, presenca ou ndo do HPV e presenca ou nao de
HIV ©9,

Quanto a situacdo das margens, os dados ndo sdo claros. A presenca de
margens livres de doenga ndo é garantia de cura e apenas algumas pacientes com
margens comprometidas apresentam citologia alterada no seguimento . Portanto
a situacdo das margens da peca cirdrgica ressecada ndo pode ser usada como um
fator preditivo seguro da persisténcia ou recorréncia da doenca ©?.

O grau da NIC encontrado na resseccdo da peca cirdrgica pode estar
relacionado com o risco de recorréncia. Pacientes com NIC 3 tém risco maior de
doenca residual e de recorréncia da doenca no seguimento .

Alguns estudos identificaram a idade como fator independente para
persisténcia ou recorréncia da neoplasia intraepitelial cervical. Mulheres acima de 50
anos com margens comprometidas s&0 um grupo com alta taxa de recorréncia .

Muitos estudos descrevem a presenca do DNA viral antes do procedimento e

depois dele, no seguimento, como um fator preditivo de recidiva. A auséncia do

DNA viral no seguimento da paciente apds a realizacdo do CAF diminui
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consideravelmente o risco de persisténcia e recorréncia da doenca “* 7% ® sendo
este 0 melhor marcador de persisténcia e recorréncia da NIC atualmente ©¢%.

Ap0s o tratamento das pacientes, haveria grande beneficio para o seguimento
se houvesse como identificar algum marcador molecular, ou a combinacédo de alguns
marcadores, que individualizasse o grupo de mulheres com maior probabilidade de
persisténcia ou recorréncia da doenca, e para as quais devéssemos ter maior atengéo
no seguimento. Com isso haveria a concentracdo de recursos humanos e financeiros

para aquelas pacientes que efetivamente mais precisam.

3.7  HPV e alteragdes glandulares

Apesar do aumento dos programas de rastreamento para o cancer de colo
uterino nos paises desenvolvidos e da diminuicdo da incidéncia do carcinoma
cervical, a incidéncia do adenocarcinoma cervical continua a aumentar ”. O
aumento da deteccdo de lesdes escamosas de alto grau acarreta a diminuicdo do
surgimento da doenca invasiva e consequente diminuicdo da mortalidade. O mesmo
ndo acontece com as alteracdes glandulares. O maior numero de diagndsticos de
alteracdes glandulares “in situ” (AIS) ndo altera a incidéncia da doenga glandular

invasiva nem a mortalidade por ela causada ®.

A incidéncia de AIS é bastante inferior & de HSIL. Nos Estados Unidos a
incidéncia de HSIL é de 41,4 por 100.000 mulheres enquanto que a de AlS € de 1,25
por 100.000 mulheres. Mas esse numero tem aumentado 5 a 6 vezes nas Ultimas

décadas 7,
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A citologia oncotica cervical, apesar de ser extremamente importante na
reducdo da doenca cervical escamosa invasiva, ndo apresenta 0 mesmo desempenho
em relacdo ao AIS e adenocarcinoma cervical ® 8. Além disso, a histéria natural da
doenga glandular cervical ndo estd bem explicada. Apesar do fato de a AIS ser
muitas vezes considerada lesdo precursora do adenocarcinoma cervical, ndo foi

demonstrada a progressdo da doenca como nas alteragées escamosas cervicais .

A persisténcia da infeccdo pelo HPV esta associada com a carcinogénese
ectocervical e endocervical. A presenca do HPV 16 e 18 foi demonstrada em mais de
80% dos casos de adenocarcinoma cervical ®% 8 Alguns fatores também estdo
associados ao adenocarcinoma cervical: baixo nivel educacional, ma higiene, uso de
contraceptivo hormonal por longo periodo de tempo, alta paridade, infeccdo pelo
herpes simples virus (HSV). Tabagismo e infeccdo por clamidia ndo foram

associados ao adenocarcinoma cervical 2.

Alguns estudos demonstraram que a baixa expressdo do p53 e do pRb na
metade inferior do epitélio cervical esta associada ao AIS ®¥, enquanto que outros
estudos mostram o aumento da expressdo do p53 e do p16 no AIS e adenocarcinoma

invasivo ©,

Os dados da literatura ainda sdo controversos quanto as lesbes cervicais
glandulares, e a historia natural da doenca glandular cervical, lesbes precursoras e a

relacdo com o HPV ainda necessitam de mais estudos para sua elucidagéo.
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4.1 Pacientes

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de

Medicina da Universidade de S&o Paulo em 30 de janeiro de 2008 (Anexo A).

Todas as pacientes assinaram termo de consentimento informado redigido
obedecendo as recomendacdes da Resolucdo n°196 de 10 de outubro de 1996 do
Conselho Nacional de Saude (Anexo B). O convite para a participacdo do estudo e a

aplicacdo do consentimento foi feito pelo médico pesquisador.

Foram incluidas no estudo 114 pacientes examinadas no Setor de Patologia
do Trato Genital Inferior (PTGI) da Divisdo da Clinica Ginecoldgica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo ( HC-FMUSP) no
periodo entre marco de 2006 e maio de 2009. Foram incluidas as pacientes que
apresentaram diagndstico de alteragdo citologica ou histologica de alto risco e que

foram submetidas ao tratamento de conizacdo cervical por CAF nesse periodo (67).

Foram excluidas do estudo as pacientes que apresentaram sorologia positiva
para o virus do HIV, pacientes com transplante de 6rgdos e tecidos e portadoras de

doengas reumatoldgicas.

As pacientes foram submetidas a conizacdo do colo uterino para o tratamento

de lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL) ou neoplasia intraepitelial cervical de alto
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grau (NIC 2 ou 3). O diagnostico da leséo foi realizado por exame de colpocitologia

oncatica ou por biopsia dirigida por colposcopia do colo uterino.

4.1.1 Descricao da casuistica

No periodo entre marco de 2006 e maio de 2009 foram tratadas 114 mulheres

no Setor de PTGI da Divisdo da Clinica Ginecoldgica do HC-FMUSP por leséo

intraepitelial de alto risco por meio da conizacéo do colo uterino por CAF.

A idade dessas pacientes variou entre 20 anos e 57 anos com média de 33,89

(dp = 8,593). A idade minima da primeira relagdo sexual relatada foi 9 anos e a

maxima, 29, com média de 16,5 anos (dp = 2,836). O nimero de parceiros sexuais

variou de 1 a 40, com média de 4,07 (dp = 5,221) parceiros sexuais por paciente.

Outros dados descritivos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 -

Dados descritivos da populacdo estudada (Setor de PTGI da

Diviséo da Clinica Ginecoldgica do HC-FMUSP — Marco de 2006

a Maio de 2009)

Idade Variacdo: 20- 57 anos

Idade da primeira relacéo

Variagdo: 9- 29 anos
sexual

NuUmero de parceiros

. Variagéo: 1- 40
sexuais

NuUmero de partos Variagdo: 0 - 7

) Né&o fumantes
Tabagismo
Fumantes

Nada

Meétodo anticoncepcional Hormonal
Outros (DIU, lagueadura

tubaria, condom)

Média 33,89 (dp= 8,593)

Média 16,5 (dp= 2,836)

Média 4,07 (dp= 5,221)

Média 2,29 (dp= 1,538)
76 (66,7%)
37 (32,5%)
32 (28,1%)
42 (36,8%)
38 (33,3%)
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4.2  Colposcopia

Antes de serem submetidas ao procedimento cirargico, todas as pacientes
foram submetidas a colposcopia. O exame colposcopico foi realizado utilizando-se

acido acético a 2% e solucdo de Lugol a 5%.

As pacientes foram classificadas em dois grupos de acordo com os achados

colposcopicos encontrados: achados maiores e achados menores.

Os achados maiores séo alteracbes colposcopicas sugestivas de lesdo
intraepitelial de alto grau, representados por epitélio acetobranco denso, pontilhado
grosseiro, mosaico grosseiro e vasos atipicos. Os achados menores representam
alteracdes colposcopicas sugestivas de lesdo intraepitelial de baixo grau: epitélio

acetobranco ténue, pontilhado fino e mosaico fino ©®.

Essa classificacdo foi utilizada somente na colposcopia inicial, antes do

procedimento cirargico.

4.3  Procedimento cirudrgico

As pacientes foram submetidas ao tratamento da lesdo intraepitelial cervical
utilizando a técnica de cirurgia de alta frequéncia (CAF). O aparelho utilizado foi o

modelo Wavetronic 5000 da marca Loktal.

Os procedimentos foram realizados no ambulatério de PTGI (Patologia do

Trato Genital Inferior) pelo mesmo médico assistente.
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Com a paciente em posi¢do ginecologica, o colo uterino foi identificado com
uso de especulo vaginal descartavel. Um segundo espéculo vaginal foi colocado em
posicdo transversa ao primeiro para a protecao das paredes vaginais. Foi realizada a
anestesia local cervical com 2 ml de lidocaina a 1% as 2, 4, 7 e 11 horas do colo
uterino. O sistema de eletrocautério foi utilizado na funcdo “CUT” na poténcia seis
(variacdo da poténcia entre 0 e 10). A algca de metal para a excisdo utilizada era
acessorio do aparelho Wavetronic 5000 da marca Loktal e foi escolhida conforme o
tamanho do colo uterino de cada paciente e do tamanho da lesdo a ser excisada.
Primeiro foi excisada a zona de transformagdo com margem de 2 mm da lesdo e, a
seguir, o canal cervical. Caso ndo houvesse lesdo visivel na zona de transformacéo
cervical da paciente, apenas o canal cervical seria retirado. Apos a excisdo da peca
cirurgica, o eletrocautério foi alterado para a funcdo “BLEND”, na poténcia seis,

para a realizacdo da hemostasia do leito cirtrgico 8 %87,

A seguir foi colocado tampé&o vaginal e a paciente foi orientada a retira-lo, em
casa, apos 12 horas. Apés a retirada do tampdo vaginal prescreveu-se 0 uso de

Neomicina a 2% na forma de creme vaginal por sete noites.

Apdbs o procedimento cirurgico, as pacientes retornaram ao ambulatorio de
PTGI no intervalo de 7 dias a 10 dias para reavaliacdo pos-cirurgica precoce e depois
de 30 dias para avaliacdo do pds-operatério tardio. O seguimento posterior foi

realizado aproximadamente a cada 6 meses durante o periodo de 24 meses.

Nos retornos iniciais de 7 dias a 10 dias e 30 dias foram avaliadas as

condicdes clinicas e evolugdo pos-operatoria cicatricial das pacientes.
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Nos retornos subsequentes semestrais as pacientes foram submetidas a coleta
de colpocitologia oncética convencional, coleta de material para pesquisa de DNA

viral e colposcopia com biopsia dirigida, se necessario.

Apdls o seguimento de 24 meses, se 0s resultados dos exames realizados
estivessem normais, as pacientes receberiam alta do setor de PTGI. Se os resultados
dos exames estivessem alterados, as pacientes permaneceriam em seguimento no

ambulatorio.

4.4  Captura hibrida para HPV de alto risco

O teste de captura hibrida é um teste amplificado de sinal que utiliza uma
técnica de captura de anticorpo combinado com deteccdo do sinal por
quimiluminescéncia. As amostras sdo preparadas adicionando-se uma solugédo-base
que quebra os virus ou bactérias, liberando o0 DNA a ser pesquisado. A seguir
acrescenta-se o probe de RNA especifico para o DNA desejado, criando um hibrido
de DNA e RNA. Os hibridos de DNA e RNA sdo, entdo, capturados em uma fase
solida, recoberta por anticorpos especificos. Os hibridos de DNA e RNA capturados
sdo detectados por anticorpos conjugados com fosfatos alcalinos e o sinal resultante €
amplificado em mais de 3.000 vezes. A presenca ou auséncia do DNA pesquisado é

verificada por uma reacdo de quimiluminescéncia 9.

Foi usado o teste para a detec¢do do HPV por captura hibrida da Digene (©
1997 Digene Corporation, Beltsville, MD, EUA, atual Qiagen). A coleta foi feita

pela introducdo de 1 cm -1,5 cm da escova endocervical no orificio externo do colo
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uterino e rotacdo horaria da mesma. A escova, entdo, foi colocada no frasco do “kit”
de captura fornecido pelo fabricante e o frasco agitado por 30 segundos. Foram
realizadas apenas capturas com a chamada sonda B para HPV de alto risco, que
incluem os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68. A captura foi
considerada positiva se o valor das unidades relativas de luz (RLU) fosse maior

que 1.

O teste de captura hibrida para HPV foi colhido no periodo maximo de trés
meses antes do tratamento cirdrgico. Caso o intervalo de tempo fosse superior a trés
meses, um novo teste de captura hibrida para HPV seria colhido imediatamente antes

da realizacdo da conizacéo.

45  Testes imuno-histoquimicos

As laminas de todos os casos foram revisadas e a lamina mais representativa
da lesdo de cada caso foi escolhida para a identificacdo do corte em parafina da peca
cirurgica. Esse corte, 0 mais representativo da lesdo, foi usado para a realizagao dos

testes imuno-histoquimicos.

Os testes imuno-histoquimicos utilizados para a pesquisa de E6 e p16 foram

realizados de acordo com o seguinte protocolo:
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45.1 Desparafinizacéo e Reidratacéo

Foi feita a selecdo das laminas para serem testadas e 0s respectivos controles
positivos para o anticorpo primario (para ambos foram utilizados carcinomas de
células escamosas do colo uterino). Os controles negativos foram obtidos com a

omissdo dos anticorpos primarios.

As laminas foram colocadas no berco de coloragéo e desparafinizadas em trés

cubas de xilol por cinco minutos cada vez, em capela.

As laminas foram reidratadas com mergulho em trés cubas de etanol a 100%
durante um minuto cada, em etanol a 95% durante um minuto, em etanol a 70%

durante mais um minuto e durante cinco minutos em agua destilada.

4.5.2 Reagdo imuno-histoquimica de p16

4.5.2.1 Recuperagao antigénica

Para a reacdo do pl6 os bercos com as laminas foram colocados em cubas
contendo “Epitope retrieval solution” (Cintec “Histology kit”, MTM, Alemanha,
solugdo 1:10) em panela de pressdo programada para trés minutos a 125 °C e 20
minutos a 90 °C. As laminas foram resfriadas em temperatura ambiente por dez
minutos e lavadas em &gua destilada e em “Wash buffer” (Cintec “Histology Kkit”,

MTM, Alemanha, solugdo 1:10) durante cinco minutos cada.
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4.5.2.2 Bloqueio das peroxidases enddgenas

A bandeja de incubacao foi preparada de tal modo que funcionasse como uma
camara umida, feito com papel toalha embebido em agua destilada. A bandeja foi
mantida Umida em todas as fases a partir dessa etapa para evitar a dessecacdo das

laminas.

Foi utilizado entdo o “Peroxidase blocking reagent” (Cintec “Histology Kkit”,
MTM, Alemanha), 30 pL por lamina durante cinco minutos e lavado em *“Wash
buffer” por duas vezes, durante cinco minutos cada lamina e outra vez durante dois

minutos.

4.5.2.3 Anticorpo primario

Foi acrescido o anticorpo pl16 (“ready-to-use”) pelo tempo de 30 minutos em
temperatura ambiente. E depois lavado com “Wash buffer” por duas vezes durante

cinco minutos cada lamina e outra vez durante dois minutos.

4.5.2.4 Amplificacdo da marcacéo

Foi adicionado o “Vizualization reagent” (Cintec “Histology kit”, MTM,
Alemanha) pelo tempo de 30 minutos em temperatura ambiente. A seguir lavado em

“Wash buffer” por trés vezes, durante cinco minutos cada.
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45.2.5 Revelagéo com DAB

Adicionou-se 15 pL de “DAB chromogen” a 985 uL de “DAB substrate
buffer (Polymer)”. Essa solucdo foi utilizada dentro do periodo de seis horas apos a
preparacdo. Foram aplicados 50 uL por ldamina e depois as laminas foram incubadas

por dez minutos, protegidas da luz.

Ap0s a incubacéo as laminas foram lavadas em “Wash buffer”.

4.5.3 Reagdo imuno-histoquimica do E6

4.5.3.1 Recuperagao antigénica

Foi realizada em micro-ondas, em cuba com as laminas em solucéo de &cido
citrico 10 mM pH 6,0 (Merck, EUA), por trés minutos a 125 °C. Apos esfriar por 20
minutos a temperatura ambiente, foram feitas lavagens em agua corrente e agua

destilada.

4.5.3.2 Bloqueio das peroxidases enddgenas

O bloqueio das peroxidases enddgenas foi realizado com agua oxigenada
(H20,) a 6% diluida v/v.em metanol, em trés banhos de dez minutos cada, seguidos
de lavagens em &gua corrente e agua destilada, além de lavagem com solucédo

tamponada com fosfatos (PBS) 10 mM pH 7,4 por cinco minutos.
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4.5.3.3 Anticorpo primario

Para a reacdo do E6 o anticorpo primario utilizado foi o E6 (C1P5) sc460,
monoclonal a partir de HPV 16 e HPV 18 E6 obtido em camundongo (Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA) na diluicdo de 1:200. A incubagdo das laminas com
anticorpo especifico diluido em tampéo PBS contendo soro albumina bovina (BSA)
(SIGMA, EUA) 1,0% e NaNj3 (Inlab, S&o Paulo) 0,1% foi realizada por duas horas,

em temperatura ambiente.

4.5.3.4 Amplificacéo e revelagdo

A revelacdo da reacdo foi realizada com o uso de “kit” Polimero — Peroxidase
ADVANCE HRP (anticamundongo e anticoelhno — DAKO Co Carpinteria, CA,
EUA). A retirada de anticorpos primarios excedentes e ligacdes ndo-especificas
foram feitas pela lavagem com PBS 0,02% Twee-20. Posteriormente, as laminas
foram encubadas com ADVANCE LINK por 30 minutos, ADVANCE HRP por 40
minutos e entdo reveladas com DAB+ liquid (DAKO Co Carpinteria, CA, EUA) por

cinco minutos.

45.4 Contracoloragao

Foi utilizada a hematoxilina de Harris pelo periodo de um minuto e trinta

segundos. E, a seguir, feita a lavagem em agua corrente por quatro minutos.
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A desidratacdo das laminas foi feita passando por etanol a 70% durante um
minuto, etanol a 95% durante um minuto e etanol a 100% por duas vezes de um
minuto cada e, finalmente, por trés cubas de xilol durante um minuto, cada

passagem, e montar com Entellan® (Merck, Alemanha).

455 Classificacdo dos testes imuno-histoquimicos

Para a classificacdo do teste de imuno-histoquimica para o p16 foram usados

0s critérios que seguem:

1. O caso foi considerado “Positivo” se a lamina apresentasse células com
coloracédo nuclear e/ou citoplasmatica contigua entre as camadas basal e
parabasal do epitélio escamoso cervical, com presenca ou ndo da
coloracgéo das células da camada superficial (Anexo C, Figura 1).

2. O caso foi classificado como “Negativo” se a coloracdo para o pl6
aparecesse focalmente em celulas isoladas, ndo corando as celulas das
camadas basal e parabasal; ou se ndo houvesse reacdo com o epitélio

escamoso cervical.

Para a classificacdo do teste de imuno-histoquimica para o E6 foram usados

0s seguintes critérios:

1. O caso foi considerado “Positivo” se a lamina apresentasse células do

epitelio escamoso cervical com colorac¢do nuclear (Anexo D, Figura 2).

2. O caso foi considerado “Negativo” se a lamina ndo apresentasse

coloragéo.
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4.6 Andlise estatistica

O estudo realizado foi do tipo observacional longitudinal. Avaliou-se um
grupo de 114 pacientes acompanhadas no setor de Patologia do Trato Genital Inferior
(PTGI) da Diviséao da Clinica Ginecoldgica do Hospital das Clinicas da Universidade
de S&o Paulo no periodo entre marco de 2006 e maio de 2009 que apresentou o
diagnostico de lesdo intraepitelial de alto grau em citologia cervical ou na bidpsia do
colo uterino, submetido ao tratamento da leséo por cirurgia de alta frequéncia (CAF).
Foram incluidas no estudo todas as pacientes tratadas que ndo apresentassem
sorologia positiva para HIV, transplante de Orgdos e tecidos e doencas

reumatologicas.

Ap0s o tratamento, as pacientes foram seguidas semestralmente pelo periodo
de 24 meses com controles citolégicos, coleta para teste de captura hibrida para HPV

de alto risco e colposcopia.

A caracterizacdo da amostra foi realizada por meio de estatistica descritiva.
Utilizou-se o teste de Mann-Whitney para a comparacao de valores medios entre dois
grupos. O teste exato de Fisher realizou a comparacdo entre variaveis categoricas.
Para o calculo dos parametros de acuracia da captura hibrida (sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo), adotou-se a
citologia cervical no acompanhamento como teste padrdo. Em nosso servigo a
citologia é o teste rotineiramente utilizado para o seguimento das pacientes tratadas

por leséo de alto risco cervical.

Em todos os testes estatisticos o nivel considerado foi de 5%.
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Na analise estatistica os resultados citoldgicos e histologicos foram agrupados

em duas categorias:

1. Baixo grau: citologia normal. ASC-US e LSIL (citoldgicos); cervicite e
NIC 1 (histologicos)

2. Alto grau: ASC-H, HSIL e AGC (citologicos); NIC 2, NIC 3,
adenocarcinoma “in situ” e carcinoma microinvasivo e carcinoma

invasivo (histologicos).
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4.7  Fluxograma

Alteracao
citologica e/ou
histologica de alto
risco

Coleta de
CH

CCO
CH
Colposcopia
6 meses

CCO
CH
Colposcopia
12 meses

CCO
CH
Colposcopia
18 meses

CCO
CH
Colposcopia
24 meses

Peca
cirurgica
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Os resultados citologicos das pacientes anteriores ao procedimento cirargico
foram divididos em dois grupos com base na conduta apropriada a esses resultados.
O mesmo foi feito para os resultados histologicos. A Tabela 2 apresenta a frequéncia

desses resultados.

Tabela 2 - Achados citoldgicos e histoldgicos anteriores ao tratamento
(Ambulatério de PTGI do HC-FMUSP — marco de 2006 a maio de

2009)
N %
Citologia Baixo grau 29 25,4
Alto grau 85 74,6
Histologia Baixo grau 15 13,2
Alto grau 93 81,6

Nao realizado 6 5,3
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Na colposcopia realizada antes do procedimento cirurgico foram descritos
achados classificados como maiores em 64 pacientes (56,1%) e menores em 34
(29,8%). Nao foram descritos achados colposcopicos em 16 (14%) casos. Ndo houve
associacdo significativa entre os achados colposcopicos e o anatomopatoldgico da

peca operatdria (Tabela 3).

Tabela3-  Achados colposcopicos e exame anatomopatolégico da peca

cirargica
Achados colposcopicos TOTAL
Menores Maiores
Exame Baixo grau 13 (50%) 13 (50%) 26 (100%0)
anatomopatoldgico
(N e %) Alto grau 21 (29,2%) 51 (70,8%) 72 (100%0)
TOTAL 34 (34,7%) 64 (65,3%0) 98 (100%)*

p=0,091
* foram consideradas apenas as pacientes cujos dados referentes a colposcopia inicial
estivessem completos.
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Os achados histoldgicos da peca cirargica bem como as margens estdo

descritos na Tabela 4.

Tabela4 - Frequéncia dos achados histoldgicos da peca cirurgica e avaliagdo

das margens cirurgicas

N % TOTAL
Baixo grau 29 25,4%
Anatomopatoldgico Alto grau 85 74,6%
Margens Livres 77 67,5%
Comprometidas 35 30,7%
Néo avaliadas 2 1,8%

114
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A frequéncia dos resultados obtidos com o teste de captura hibrida para HPV
prévia ao procedimento cirurgico, testes imuno-histoquimicos para E6 e pl6

realizados na peca cirdrgica estdo descritos na Tabela 5.

Tabela5-  Resultados dos testes de captura hibrida para HPV prévia ao
tratamento, imuno-histoquimica para E6 e p16 na peca cirdrgica

Positivo Negativo Na&o realizado TOTAL
CH (%) 108 (94,7%) 4 (3,5%) 2 (1,8%) 114 (100%)
E6 (%0) 45 (39,5%) 69 (60,5%) - 114 (100%)

p16 (%) 74 (64,9%) 40 (35,1%) - 114 (100%)
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Entre os dados que caracterizaram as mulheres estudadas, o habito de fumar

associou-se significativamente com menor frequéncia de expressao positiva de E6 no

estudo imuno-histoquimico da peca cirdrgica (Tabela 6).

Tabela6 -  Tabagismo e teste imuno-histoquimico para E6 na peca cirurgica
E6 TOTAL
Negativo Positivo
Tabagismo Né&o fumante 40 (52,6%) 36 (47,4%) 76 (100%0)
(%)

Fumante (%) 28 (75,7%) 9 (24,3%) 37 (100%)

TOTAL 68 (60,2%) 45 (39,8%) 113 (100%)*
p =0,024

* foram consideradas apenas as pacientes cujas informacoes referentes ao habito do

tabagismo estivessem completas.



Resultados 44

A comparacao entre as expressoes das proteinas pl6 e E6 estdo representadas
na Tabela 7. Observar que a significancia dessa correlacdo ndo aponta para as
esperadas expressdes conjuntas, mas ao contrario, ha clara associacdo entre a nédo

expressao concomitante dos marcadores.

Tabela7 -  Expressdo das proteinas p16 e E6

E6 TOTAL

Negativo Positivo
pl6 Negativo (%) 30 (75,0) 10 (25,0%) 40 (100%0)

Positivo (%) 39 (52,7%) 35 (47,3%) 74(100%)

TOTAL 69 (60,5%)  45(39,8%) 114 (100%)

p=0,027
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O agrupamento dos achados citoldgicos e histologicos foi mantido inclusive
na descricdo dos resultados anatomopatoldgicos da peca cirdrgica do CAF: baixo
grau, composto por cervicite crénica e NIC 1; e alto grau, composto por NIC 2, NIC
3, adenocarcinoma “in situ” e carcinoma microinvasor. A diviséo foi realizada dessa
forma, pois a probabilidade de recidiva € distinta para esses dois grupos (Tabela 8).
A associacdo da expressdo da proteina p16 com lesdes graves mostra que essa forma

de dicotomizar as lesdes é pertinente.

Tabela8- Resultados da expressdéo da proteina pl6é e exame
anatomopatologico do CAF

p16 TOTAL

Negativo Positivo
Anatomopatoldgico Baixo grau (%) 23 (79,3%) 6 (20,7%) 29 (100%0)

Alto grau(%) 17 (20,0%) 68 (80,0%) 85 (100%)

TOTAL 40 (35,19%) 74 (64,9%) 114 (100%)

p = 0,0001
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Das 114 pacientes que realizaram o tratamento excisional para a leséo
intraepitelial cervical de alto grau, 80 receberam alta do estudo apos
acompanhamento de 24 meses. Dessas, 58 realizaram o acompanhamento completo
com quatro retornos semestrais com coleta de citologia, no periodo de 24 meses. As
22 pacientes que ndo realizaram 0s quatro retornos na sua totalidade tiveram ao
menos uma citologia inicial e outra final colhidas apds 24 meses do procedimento
cirargico e, desse modo, foram incluidas nas analises, pois o intervalo entre o
procedimento e a alta proposta foi respeitado. Os motivos de abandono do tratamento
foram os mais diversos, como mudanca de endereco residencial, mudanga de
endereco comercial, prisdo e morte. Foram feitas quatro tentativas de contato com as
pacientes faltantes ao longo do periodo de seguimento, por meio de ligacdes
telefénicas e telegramas, realizadas pelo médico pesquisador e pelo servico de

assisténcia social do HC-FMUSP.

A populacdo ndo aderente apresentou caracteristicas semelhantes a populagéo

que completou o seguimento (Tabela 9).
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Tabela9 -  Caracteristicas da populagdo com seguimento completo e
seguimento parcial apds o tratamento

Achados Completo Parcial p

33,40 anos 34,41 anos -

Idade média (dp) (8,592) (8,642)

Idade da 1° relagdo 16,50 anos 16,51 anos -
sexual (dp) (2,948) (2,738)
3,81 4,34 -

Parceiros sexuais (dp) (4.279) (6,097)

NUmero de partos 2,19 2,40 -
(dp) (1,606) (1,471)
N4o 44 (75,9) 32 (58,2) 0,07
Tabagismo (N e %)

Sim 14 (24,1) 23 (41,8)

Achados Menores 15 (28,8) 19 (41,3) 0,210
colposcopicos (N e %) Maiores 37(71,2) 27 (58,7)

Anatomopatol6gico Baixo risco 14 (24,1) 15 (26,8) 0,831
do CAF (N e %) Alto risco 44 (759)  41(732)

Livres 40 (70,2)  37(67,3) 0,839

Margens (N e %)
Comprometidas 17 (29,8)  18(32,7)
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Entre as 80 pacientes que retornaram apds 24 meses do procedimento
cirargico, no momento da suposta alta do tratamento, seis apresentaram alteracdes

citoldgicas de alto grau. A descri¢do das pacientes encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10 - Descri¢do das pacientes com citologia alterada apds 24 meses do
procedimento cirdrgico

1 HSIL/CH+  ASC-US/CH+ CAF:NIC1 Normal/CH+
2 ASC-H/CH + Bx : cervicite Normal

3 AGC/CH + CAF:NIC 3 Normal / CH -
4 ASC-H/CH+ ASC-US/CH + HSIL/CH +
5 LSIL/CH + Bx:NIC1 Normal / CH-

6 LSIL / CH+ Bx :NIC 3
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Além dos casos acima descritos, durante o estudo cinco pacientes foram

submetidas a nova conizacdo cervical por CAF devido a recorréncia da lesao cervical

de alto grau, duas pacientes engravidaram e uma paciente foi submetida a tratamento

de doenca invasiva. Os dados estdo expostos na Tabela 11.

Tabela 11 - Descrigdo de intercorréncias durante o estudo

Paciente AP do CAF Intercorréncia AP pos Sequimento
inicial “Status” da CH CAF g
(0]
1 NIC3, MC CAF no 3 _controle NIC3, ML S_em
Positiva seguimento
0 .
2 NIC2, ML CAF no3_ _controle NIC2, ML CCO: norr_nal
Positiva CH negativa
CAF no 2° controle CCO: normal
3 NIC3, MC Negativa NIC1, ML CH negativa
o CCO: ASC-
4 NIC3, ML CAF no 3' controle NIC3, MC US
Positiva .
CH positiva
Wertheim Meigs no
5 NIC3,ML 1° controle Cainvasor CCO: normal
Positiva
X 0
6 NIC3, ML Gestagao no 27 controle CCO: normal
Negativa
Gestacdo no 2° controle Sem
7 CC - :
Negativa seguimento
CAF no 2° controle CCO: normal
8 NIC3, NA Positiva NIC3 CH positiva

ML = margens livres

MC = margens comprometidas
NA = margens ndo avaliaveis
CCO = colpaocitologia oncética
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Analisando o seguimento das pacientes tratadas, o comprometimento das
margens cirdrgicas ndo se mostrou relacionado com a presenca de alteragdes
citolégicas no seguimento ap6s o tratamento da lesdo intraepitelial de alto grau

(Tabela 12).

Tabela 12 - Comprometimento das margens cirdrgicas e resultado da
citologia em qualquer momento do seguimento

Citologia TOTAL
Baixo grau Alto grau
Margens Livres (N e %) 50 (90,9%) 5 (9,1%) 55 (100%0)
Comprometidas 19 (82,6%) 4 (17,4%) 23 (100%0)
(N e %)
TOTAL 69 (88,5%) 9 (11,5%) 78 (100%)*

p = 0,437

* foram consideradas as pacientes que receberam alta ap0s 0s 24 meses de
acompanhamento, desde que houvesse uma citologia aos 24 meses e cujas margens
cirdrgicas tivessem sido avaliadas.
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A expressdo da oncoproteina E6 na peca cirurgica nao se relacionou com as
alteragdes citologicas encontradas durante o seguimento das pacientes, como esta

demonstrado na Tabela 13.

Tabela 13 - Relacdo entre a expressdo da oncoproteina E6 na peca cirargica e
alteracdes citologicas durante o seguimento pds-cirdrgico das
pacientes

E6 TOTAL

Negativo (%)  Positivo (%0)

Citologia Baixo grau (%) 40 (57,1%) 30 (42,9%) 70 (100%0)

Alto grau (%) 9 (90,0%) 1 (10,0%) 10 (10096)

TOTAL 49 (61,3%)  31(38,8%) 80 (100%)*

p=0,079
* foram consideradas as pacientes que receberam alta ap0s 0s 24 meses de
acompanhamento, desde que houvesse uma citologia aos 24 meses.
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A expressdo da proteina pl6 na peca cirdrgica, apesar de estar associada a
presenca de lesGes intraepiteliais cervicais mais graves, ndo se relacionou com as
alteracdes citologicas apresentadas pelas pacientes durante o seguimento pos-

cirargico (Tabela 14).

Tabela 14 - Relacdo da expressdo da proteina pl6 na peca cirurgica e
alteracdes citologicas durante o seguimento pds-tratamento
cirargico

p16 TOTAL

Negativo (%)  Positivo (%0)

Citologia Baixo grau (%) 24 (3,3%) 46 (65,7%) 70 (100%0)

Alto grau (%) 2 (20,0%) 8 (80,0%) 10 (100%0)

TOTAL 26 (32,5%) 54 (67,5%) 80 (100%)*

p = 0,486
* foram consideradas as pacientes que receberam alta ap0s 0s 24 meses de
acompanhamento, desde que houvesse uma citologia aos 24 meses.
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Na analise do seguimento completo das pacientes, composto por quatro
consultas de retorno em que foi coletada citologia, CH e realizada a colposcopia das
pacientes, observamos que a CH positiva relacionou-se com alteragdes citologicas
mais graves, presentes em qualquer momento do seguimento ap0s o tratamento

cirargico (Tabela 15).

Tabela 15 - ‘Resultado da CH e resultado da citologia em qualquer momento do
seguimento completo apos o tratamento cirurgico

Citologia TOTAL
Baixo grau Alto grau
Cz}pt_ura Negativa (N e %) 39 (100%) 0 (0,0%) 39 (100%0)
nibrida Positiva (N e %) 14 (73,7%) 5 (26,3%) 19 (100%)
TOTAL 53 (91,4%) 5 (8,6%0) 58 (100%)*
p = 0,003

* foram consideradas apenas as pacientes que realizaram o0 seguimento completo
com quatro consultas apds o procedimento cirurgico.

Considerando a CH coletada no primeiro retorno apés o procedimento
cirurgico, a sensibilidade do teste de CH foi de 83,3% com especificidade de 87,8%.
O VPP foi de 50% e o VPN do teste, 97,3%. Esses valores foram determinados
considerando-se a citologia como padréo-ouro e estdo de acordo com dados da

literatura (76, 89).
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A acuracia do teste de CH nos quatro momentos individualizados do

seguimento, aos 6, 12, 18 e 24 meses, esta disposta na Tabela 16.

Tabela 16 - Acuracia da CH nos quatro momentos do seguimento

Valor Valor

Preditivo Preditivo o\ tiidade  Especificidade  TOTAL
Positivo Negativo

(VPP) (VPN)

6 meses 50% 97,3% 83,3% 87,8% 94
12 meses 42 9% 96,4% 75% 87,1% 70
18 meses 33,3% 100% 100% 86% 61

24 meses 54,5% 98% 85,7% 90,7% 61
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Ao usar a coleta de CH no primeiro retorno apds o procedimento cirurgico
como um fator preditivo de alteracdo citologica a ser encontrada aos 24 meses,
observa-se que a sensibilidade do teste de CH nesta situacdo é de 75% com
especificidade de 83,1%, VPP de 20% e VPN de 98,3%, demonstrando alto valor da
CH com o teste preditivo no seguimento das pacientes tratadas por lesdo

intraepitelial de alto grau (Tabela 17).

Tabela 17- Comparacéo entre a CH do primeiro retorno com a citologia do
quarto retorno

Alteracdo citoldgica TOTAL
Baixo grau Alto grau
Captura hibrida  Negativa 59 (98,3%) 1(1,7%) 60 (100%0)
(N e %)
Positiva 12 (80,0%) 3 (20,0%) 15 (100%0)
TOTAL 71 (94,7%) 4 (5,3%) 75 (100%)*
p =0,024

* foram consideradas as pacientes que apresentaram tanto a citologia inicial aos 6
meses quanto a citologia final aos 24 meses apds o procedimento.
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O tratamento das lesGes cervicais intraepiteliais de alto risco € a janela de
oportunidade para a reducdo da incidéncia do cancer cervical. Fazer o diagnostico
nessa fase da doenca proporciona a possibilidade do tratamento eficaz e com
morbidade muito menor se comparado ao tratamento da doenga invasiva, sem contar
com o alivio do estigma social e psicologico que a doenca invasiva acarreta a

paciente.

A exérese da lesdo intraepitelial pode ser realizada por diversas modalidades
de tratamento: conizacdo classica com bisturi, laser de CO, e cirlrgica de alta
frequéncia (CAF) ©8 9 Neste estudo, o tratamento usado foi a CAF, por ser um
método ambulatorial, mais barato que a conizacdo convencional e com menores

indices de complicagdes descritos na literatura % .

Outro aspecto importante do tratamento da doenca pré-maligna é o
seguimento da paciente ap6s a cirurgia. Mesmo tendo em vista a eficacia do

o (68 9D

tratamento usad , 0 seguimento das mulheres tratadas deve realizado de

maneira rigorosa e sistematica.

Tendo como meta 0 acompanhamento mais eficiente daquelas mulheres com
maior probabilidade de recidiva da doenga, diminuindo o 6nus econdmico de
consultas dispensaveis e o Onus psicolégico das pacientes com baixa taxa de
recorréncia, avaliou-se a presenca do DNA viral ap6s o tratamento cirargico bem
como a expressao da oncoproteina viral E6 e da proteina p16 na peca cirirgica como

marcadores de recorréncia da doenca.
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As 114 pacientes arroladas neste estudo foram diagnosticadas com leséo
intraepitelial cervical de alto grau por meio do exame citologico ou histolégico do
colo uterino. Em nosso servico, uma das indicacfes para a realizacdo da conizagédo
cervical é a discordancia entre o0 exame citologico e o exame histologico
apresentados pela paciente ®?. Uma vez que a citologia cervical é um exame
altamente especifico ¥, mesmo que o exame histolégico cervical ndo confirme o
diagnostico citoldgico ou que a bidpsia cervical ndo seja realizada por auséncia de
alteragcdes ao exame colposcépico, realizamos a conizacdo cervical da paciente como

forma de elucidacéo diagnostica além de terapéutica ©> %%,

Na nossa casuistica, 85 pacientes (74,6%) apresentaram diagnostico
citolégico de lesdo intraepitelial cervical de alto grau, 29 pacientes (25,4%)
apresentaram diagnostico citologico de leséo intraepitelial cervical de baixo grau.
Nos exames histologicos, 93 mulheres (81,6%) apresentaram lesdo intraepitelial
cervical de alto grau, 15 (13,2%) apresentaram lesdo intraepitelial cervical de baixo
grau e 6 pacientes (5,3%) néo realizaram bidpsia cervical antes do procedimento por
ndo apresentarem lesdo cervical ao exame colposcopico. Os resultados citologicos e
histologicos foram concordantes em 64 pacientes (59,2%), elas apresentaram lesao
intraepitelial cervical de alto grau tanto no exame citologico quanto no exame
histolégico. Em 44 pacientes (40,7%) houve discordancia entre o resultado do exame
citologico e histolégico. Em 15 casos (34%) o exame citolégico diagnosticou lesdo
intraepitelial cervical de alto grau e o exame histoldgico, apenas lesdo intraepitelial
de baixo grau ou cervicite cronica. Ja em 29 casos (66%) ocorreu 0 oposto: 0 exame
citologico resultou em lesdo intraepitelial de baixo grau, atipia de significado

indeterminado possivelmente ndo neoplésica ou inflamacgdo, enquanto que o exame
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histologico evidenciou lesdo intraepitelial cervical de alto grau. Na literatura, a
discordancia entre o exame citologico e 0 exame histologico estd entre 11% e 28%
®4 A alta taxa de discordancia apresentada pelo nosso servico, 40,7%, pode ser
explicada pelo fato de se tratar de um hospital-escola, onde os médicos estdo em
treinamento e, com isso, tanto a coleta da citologia, quanto a escolha do local para a
realizacdo da biopsia cervical, bem como a avaliacdo do exame coletado podem nao
ter sido os mais adequados. Mais andlises deveriam ser feitas nessa linha de
raciocinio, uma vez que a concordancia entre os varios exames diagndsticos deve ser

a mais precisa possivel.

Os achados colposcopicos observados nos exames realizados antes do
procedimento cirargico evidenciaram 64 pacientes (56,1%) com achados ditos
maiores, 34 pacientes (29,8%) com achados menores e, em 16 pacientes (14%), o
exame colposcopico ndo foi descrito. Os achados maiores sdo alteracdes
colposcopicas sugestivas de lesdo intraepitelial de alto grau, representados por
epitélio acetobranco denso, pontilhado grosseiro, mosaico grosseiro e vasos atipicos.
Os achados menores representam alteracfes colposcopicas sugestivas de lesédo
intraepitelial de baixo grau: epitélio acetobranco ténue, pontilhado fino e mosaico
fino (86). Em 70,8% dos casos (N= 51) o diagndstico colposcépico de lesdo
intraepitelial cervical de alto grau foi confirmado na avaliagcdo do espécime cirdrgico,
entretanto essa associacdo ndo ocorreu de maneira estatisticamente significante. Esse

fato é semelhante ao encontrado na literatura %9,
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Na avaliacdo das pecas cirdrgicas 0o exame anatomopatologico revelou 29
casos (25,4%) de lesdo intraepitelial cervical de baixo grau e 85 (74,6%) de leséo
intraepitelial cervical de alto grau. As margens cirdrgicas apresentaram-se livres de
lesdo em 67,5% (N=77) dos casos, comprometidas em 30,7% (N= 35) dos casos e
ndo avaliadas em 2 casos (1,8%). O “status” das margens cirdrgicas € consistente
com estudos ja publicados sobre tratamento e seguimento de lesdo cervical de alto

grau por CAF ©7:%8)

No seguimento das pacientes, o “status” das margens cirdrgicas nao
apresentou associagdo consistente com a persisténcia ou recorréncia da doenca. A
associacdo existe, mas nao foi estatisticamente significante, diferindo dos dados da
literatura " °9. Talvez com um niimero maior de pacientes essa associacio pudesse

ser verificada, 0 que, entretanto, ndo aconteceu nesta casuistica.

Ainda em relacéo a analise histoldgica das pecas cirurgicas, 45 casos (39,5%)
apresentaram positividade na reacdo imuno-histoquimica para oncoproteina E6, e em

69 casos (60,5%), a reacdo foi negativa.

A oncoproteina E6 dos HPV de alto risco esta relacionada com a inativacéo
do processo de apoptose celular pela degradacdo do p53 ¥, processo indispenséavel
para a imortalizacdo celular e consequente evolucdo da lesdo pré-maligna para a
doenca invasiva. Supusemos que a expressdo da oncoproteina E6 estivesse
aumentada nas lesdes intraepiteliais mais graves (NIC 2/3) quando comparadas as
lesBes intraepiteliais cervicais menos graves. Essa hipotese ndo se confirmou com os

dados obtidos neste trabalho. A oncoproteina E6 ndo foi mais expressa nas lesdes



Discussao 61

intraepiteliais cervicais de alto grau diagnosticadas no anatomopatolédgico das pecas
cirargicas obtidas na conizacdo cervical. A associacdo da expressdo da E6 com as
lesGes cervicais de alto grau mostrou-se fraca e estatisticamente ndo significante,
corroborando alguns dados da literatura “°? e discordando, em parte, de outros Ve,

principalmente, divergindo do esperado pela histdria natural da doenca .

Outro dado observado sobre a expressdo da oncoproteina E6 nas lesdes
intraepiteliais cervicais foi sua relacdo com o habito de fumar referido pelas
pacientes. O tabagismo mostrou-se associado com a menor expressdo da
oncoproteina viral E6 na peca cirargica retirada. Ndo ha confirmacao desse dado na
literatura. A associacdo inversa ao tabagismo parece ndo guardar nenhum significado
bioldgico relevante a luz dos conhecimentos atuais. Além disso, a oncoproteina E6,
em nosso trabalho, ndo se mostrou associada a nenhum outro fator prognostico de

recidiva ou persisténcia da doenca.

No entanto, a expressdo da proteina p16 na peca cirargica esteve fortemente
associada as lesdes intraepiteliais de alto grau, corroborando dados da literatura
publicados por outros autores “* %% Em nosso estudo, 80% (N= 68) das pacientes
com diagnostico de lesdo intraepitelial cervical de alto grau na peca cirurgica
apresentaram expressdo positiva para proteina pl6. Nas pacientes cujo diagnostico
anatomopatoldgico do produto da conizacao foi lesdo intraepitelial cervical de baixo
grau, a expressao da proteina pl16 foi negativa em 79,3% (N=23). A alta taxa de
positividade da pl6 em lesdes graves do colo uterino, bem como a alta taxa de
negatividade da pl6 em lesbes menos graves ilustram a biologia da progresséo

neoplasica decorrente da infecgdo persistente do HPV de alto risco e mostram a
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vantagem de se usar esse marcador para dirimir eventuais duvidas sobre as alteracfes
citoldgicas de significado indeterminado %% 199 N&o houve, entretanto, associagdo
da expressdo da proteina p16 com taxa de recidiva da doenca durante o seguimento
das pacientes, o que limita 0 uso da expressdo dessa proteina no seguimento de

pacientes submetidas a cirurgia por lesdo de alto grau.

Quando comparamos 0s achados histopatoldgicos da expressdo da
oncoproteina viral E6 com a proteina pl6 nas pecas cirlrgicas, esperavamos
encontrar a associacao entre a expressao positiva de ambos os marcadores na mesma
peca. Essa associacdo até foi encontrada em 47,3% (N=35) dos casos, mas o que foi
mais fortemente caracterizado nesta analise foi a expressdo negativa simultanea dos
dois marcadores em 75% dos casos (N=30). Acreditamos que este achado se
justifique pela baixa taxa de positividade da expressdo da oncoproteina E6, presente
em 45 casos (39,5%). Em nosso estudo ndo nos foi possivel avaliar a expressédo da
oncoproteina E7, pois a mesma ndo apresenta anticorpo comercializavel até o
momento. A expressdo dessa proteina poderia incrementar a discussao a respeito das
diferencas de expressdo das proteinas E6 e pl6, uma vez que a proteina E7 esta

diretamente relacionada & superexpressao da p16 4.

Em nosso estudo, 108 pacientes (94,7%) apresentaram resultado positivo da
captura hibrida para o DNA do HPV realizada previamente ao procedimento
cirirgico. Este resultado expressivo obtido em um grupo de pacientes com
diagndstico citoldgico ou histologico de lesdo intraepitelial cervical de alto grau
conhecido demonstra e reforca relevancia da captura hibrida para HPV como

possivel teste de rastreio da doenca % .
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A identificacdo de HPV de alto risco € um marcador importante ndo apenas
de infeccdo, mas também de doenca e ratifica a utilizacdo da CH no seguimento de

pacientes submetidas a tratamento por lesdes graves do colo uterino ©% 4.

Durante 0 acompanhamento de 24 meses de estudo, seis pacientes foram
submetidas a tratamento cirdrgico complementar. Uma paciente foi diagnosticada
com doenca invasiva e foi submetida ao tratamento cirargico radical pela cirurgia de
Wertheim- Meigs. Essa paciente apresentava resultado positivo da CH coletada apos
a conizacao cervical inicial. Outras cinco pacientes foram submetidas a nova
conizacédo cervical por CAF por recidiva da neoplasia cervical de alto grau. Dessas
cinco pacientes, quatro apresentaram resultado positivo no teste de captura hibrida
coletado no retorno apds a conizacao cervical inicial. A Unica paciente submetida a
nova conizagao cervical e que apresentava resultado negativo para HPV no teste de
captura hibrida coletado no retorno apds o primeiro procedimento cirdrgico teve,
como resultado anatomopatologico do novo procedimento realizado, o diagnostico

de NIC 1.

Quando analisamos apenas as pacientes que receberam alta do estudo apés 24
meses de seguimento, seis delas apresentaram alguma alteracao citologica cervical.

Todas apresentavam captura hibrida para HPV de alto risco positiva.

Para a andlise de alguns dados, dividimos as pacientes que realizaram o
seguimento completo de quatro retornos semestrais no periodo de 24 meses, das
pacientes com seguimento incompleto, que seguiram por 24 meses mas n&o

completaram as quatro consultas de retorno.

As caracteristicas sociodemogréficas dos dois grupos foram semelhantes.
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Nas pacientes com seguimento completo ndo houve, em nenhum momento,
casos de citologia com lesdo intraepitelial cervical de alto grau nas pacientes com

CH negativa. Dado esse respaldado pelos achados na literatura ©¢* 1%,

Em nosso estudo comprovamos que a presenca do DNA HPV apds 6 meses
do procedimento cirdrgico € uma forte evidéncia preditiva para recorréncia da
doenga e que a auséncia do DNA viral nesta fase indica uma baixissima taxa de
recidiva da doenca durante os 24 meses de seguimento, concordando com varios

estudos ja publicados ¢+ 6062,

Ao avaliarmos a CH coletada no primeiro retorno apds o procedimento
cirargico comparada a citologia deste retorno, a sensibilidade do teste foi de 83,3% ,

especificidade de 87,8%, VPP de 50% e VPN de 97,3%.

Ao compararmos o resultado da CH coletada no primeiro retorno com a
citologia coletada no quarto e ultimo retorno apds 24 meses de seguimento,
observamos a sensibilidade de 75%, especificidade de 83,1%, VPP de 20% e VPN de
98,3%. Esses dados enfatizam o uso da CH realizada seis meses ap0s o tratamento da

lesdo intraepitelial cervical de alto grau como um fator preditivo de cura da paciente

(104)

Atualmente, em nosso servico, utilizamos o0 seguimento com citologia
cervical seriada, semestral por 24 meses, nas pacientes tratadas por leséo
intraepitelial de alto grau com cirurgia de alta frequéncia. A citologia, sendo um
método menos sensivel que o teste de captura hibrida para o HPV, acarretaria perda
de pacientes com possivel taxa de recorréncia da doencga ap6s o tratamento cirdrgico.

Acreditamos que o seguimento combinado de citologia e captura hibrida para o0 HPV
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no primeiro retorno apds a cirurgia sdo excelentes parametros para estabelecer a
conduta de seguimento das pacientes tratadas. Com resultados negativos em ambos
0s testes, a probabilidade de recorréncia da lesdo intraepitelial cervical de alto grau é
desprezivel e dessa maneira a paciente pode ser encaminhada para a rotina de

seguimento anual ap6s o tratamento. Dados esses corroborados pela literatura atual

(76, 105, 106)
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Em nosso trabalho pudemos verificar que o teste de captura hibrida para a
identificacdo do papilomavirus humano (HPV) oncogénico no seguimento de
pacientes submetidas a conizacdo do colo uterino devido a lesdo intraepitelial
de alto grau, por cirurgia de alta frequéncia (CAF), apresenta alto valor
preditivo negativo de doenga. A negativacdo do teste de CH apds seis meses
da realizacdo do procedimento cirdrgico indica uma taxa de recorréncia
extremamente reduzida e a possibilidade de encaminhar essas pacientes para
a rotina normal de seguimento anual. Desta forma, um grande ndmero de
pacientes tratadas se beneficiaria com a alta precoce apds o tratamento
cirurgico. Um grupo reduzido de mulheres seria identificado, e o seguimento
semestral poderia ser direcionado para esse grupo especifico, reduzindo o
namero de consultas e, consequentemente, diminuindo o custo financeiro e

emocional para essas mulheres.

Avaliamos a acurécia da CH para HPV comparada ao exame citoldgico no
primeiro retorno apds 6 meses do procedimento cirurgico. O teste apresentou
sensibilidade de 83,3%, especificidade de 87,8%, VPN de 50% e VPN de
97,3%. Ao compararmos a CH para HPV coletada no primeiro retorno apos o
procedimento cirdrgico com a citologia coletada apds 24 meses do
procedimento, obtivemos a sensibilidade de 75%, especificidade de 83,1%,

VPP de 20% e VPN de 98,3%.
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e Avaliamos a expressdo da proteina pl6 e oncoproteina E6 na pega cirdrgica
da conizacdo como marcadores de recorréncia. A expressdo da proteina pl6
associou-se as formas mais graves de lesdo intraepitelial cervical, mas nao
demonstrou ser um marcador de recorréncia ou persisténcia da doenca
durante o seguimento. A expressdo da oncoproteina E6 ndo se mostrou
associada a presenca de lesGes intraepiteliais mais graves ou a recorréncia ou
persisténcia da doenga, ndo podendo, desse modo, ser usada como um

marcador de lesdo intraepitelial.
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Anexo A: Aprovacdo pela Comissdo de Etica

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clipica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&@o Paulo, em sess@o de 30/01/2008, APROVOU o Protocolo de
Pesquisa n° 0596/07, intitulado: "VALOR DA CAPTURA HiBRIDA PARA O ViRUS DO
PAPILOMA HUMANO (HPV) NO SEGUIMENTO DE PACIENTES SUBMETIDAS A CONIZAGAO
DO COLO UTERINC POR CIRURGIA DE ALTA FREQUENCIA (CAF) DEVIDO A LESAO INTRA-
EPITELIAL DE ALTO GRAU." apresentado pelo Deparfamento de OBSTETRICIA E

GINECOLOGIA, inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador - elaborar e apresentar & CAPPesq., os
relatérios parciais e findl sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de Saude
n° 196, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsdvel: Eduardo Vieira da Motta

Pesquisador (a) Executante: Maria Teresa Roncaglia

CAPPesq, 12 de Fevereiro de 2008

Gt

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comisséo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 255, 5° andar - CEP 05403 010 - Séo Paulo —
SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail: cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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Anexo B: Termo de consentimento informado

Anexo |
HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DATA NASCIMENTO: .............
[T 1o 1O
BAIRRO: ..

2.RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) .

ENDERECO:
BAIRRO:.
CEP: ......

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: O VALOR DA CAPTURA HIBRIDA PARA O VIRUS DO
PAPILOMA HUMANO (HPV) NO SEGUIMENTO DE PACIENTES SUBMETIDAS A CONIZAGAO DO
COLO UTERINO POR CIRURGIA DE ALTA FREQUENCIA (CAF) DEVIDO A LESAO INTRA-
EPITELIAL DE ALTO GRAU (LIEAG).

PESQUISADOR: MARIA TERESA RONCAGLIA

CARGO/FUNGAO: MEDICA VOLUNTARIA............. INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N°104374
UNIDADE DO HCFMUSP: DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA.

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEMRISCO ( ) RISCO MINIMO (X ) RISCOMEDIO ( )
RISCO BAIXO () RISCO MAIOR ()
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do

estudo)

4.DURAGAO DA PESQUISA : 24 MESES
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

A senhora estd sedo convidada a participar de uma estudo clinico entitulado “O VALOR DA
CAPTURA HIBRIDA PARA O VIRUS DO PAPILOMA HUMANO (HPV) NO SEGUIMENTO DE
PACIENTES SUBMETIDAS A CONIZAGAO DO COLO UTERINO POR CIRURGIA DE ALTA
FREQUENCIA (CAF) DEVIDO A LESAO INTRA-EPITELIAL DE ALTO GRAU (LIEAG)”.

A senhora é portadora de uma lesdo no colo uterino que foi detectada pelo exame de
Papanicolaou e pela biopsia do colo do Utero. Essa lesdo é causada pelo virus do papiloma humano
ou HPV. A lesdo que a senhora apresenta é chamada de lesdo intra-epitelial de alto grau, isso
significa que se néo for tratada pode, em alguns anos, transformar-se em um cancer de colo uterino.

O tratamento dessa leséo é feito atravez de uma cirurgia realizada no ambulatério de ginecologia.
O procedimento é feito com anestesia local e a senhora vai para casa logo apés o procedimento. Na
cirurgia,é feita a retirada da parte doente do colo uterino. A anestesia local pode causar um pouco de
célicas ,mas a cirurgia é rapida e bem aceita pelas pacientes.

O tratamento da leséo intra-epitelial de alto grau através da cirurgia ndo estd sendo estudado.
Esse ja é o tratamento mais utilizado atualmente. O estudo do qual a senhora far4 parte avalia o
seguimento depois da cirurgia.

Normalmente, no ambulatério, o seguimento das mulheres que tém essa lesdo e que fazem o
tratamento com a cirurgia, é feito com o exame de Papanicolaou e colposcopia a cada 6 meses
durante 2 anos. O estudo fard& o mesmo seguimento, com a diferenca de acrescentar a coleta de
captura hibrida para HPV nas consultas de retorno e na Ultima consulta seré feita uma histeroscopia.

A captura hibirda é um exame que é colhido com uma escova como é feito o exame de
Papanicolau. O objetivo da captura hibrida para HPV é verificar se o virus do HPV ainda encontra-se
no colo apés o tratamento da doenga.

Na histeroscopia coloca-se uma camera de video dentro do Utero para estudar a cavidade
endometrial e o canal cervical. O canal cervical é uma das partes do colo uterino que é retirada no
tratamento da lesdo intra-epitelias de alto grau. A histeroscopia € um exame que pode causar
desconforto leve, pois o ar colocado dentro do Utero para aumentar a cavidade uterina causa célicas
durante o exame. Mas é um exame de curta duragéo.

Ao participar desse estudo, a senhora provavelmente ndo ter4& nenhum beneficio adicional se
comparada ao seguimento padrdo, mas certamente ajudara outras mulheres com leséo intra-epitelial
de alto grau que no futuro fardo este mesmo tratamento e poderéo receber alta um um tempo menor
que 2 anos.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a salde, decorrentes da
pesquisa.

5. viabilidade de indenizagéo por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa.
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V. INFORMACOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

DRA. MARIA TERESA RONCAGLIA
RUA SAO CARLOS DO PINHAL, 248 AP 52 BELA VISTA 01333-000
CEL: 11 83839031

VI. OBSERVAGOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sé&o Paulo, de de 20

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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Anexo C - Figura 1

Figura 1 - Caso “Positivo” para o teste de imuno-histoquimica de pl6. Lamina
positiva para p16 (Neoplasia intraepitelial grau 3, aumento X10)
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Anexo D - Figura 2

Figura 2 - Caso “Positivo” para o teste de imuno-histoquimica de E6. Lamina
positiva para E6 (Neoplasia intraepitelial grau 3, aumento X10)
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Anexo E - Relacéo dos dados clinico-laboratoriais das pacientes relacionadas ao estudo

Nome Idade  Fumo MAC Coitarca  Parceiros  Paridade Colio CCO Bx AP CAF Margens ~ CH Pré 1o CCO 1o CH 20 CCO 20 CH 30 CCO 30CH 40CCO 40CH ALTA

2 FSR 23 N ACO 15 3 0 > LSIL NIC2 NIC1 ML 1,08 LSIL 1,12 nl 0,29 - - nl - ALTA
'3 ANF 20 S ACO 15 3 0 > .a  NE2  Nc2 ML 100 ol 014  n 395 ol 018 ol 395 ALTA

4 RMS 31 S ACO 15 2 3 < LSIL NIC2 Ca microinvasivo ML 2,69 nl 0,22 nl 0,48 nl 0,14 nl 0,23 ALTA
5 sS4 N LT 13 4 3 - WL N3 N8 ML 272 o 05 - - - - LSl 289 ALTA

6 IMA 47 S Nada 16 4 2 < HSIL NIC2 NIC2 ML 3,42 nl 0,28 ASC-US 0,41 HSIL *(reca 59 nl 0,27 ALTA

8 CRBA 34 S Nada 21 30 1 > HSIL - cC ML 4,14 nl 0,48 ASC-US - nl - nl 0,12 ALTA

10 LPS 49 N Nada 17 1 4 < HSIL NIC2 NIC3 MC 15,29 nl 0,31 nl 0,37 nl 0,26 nl 021  ALTA

12 GJS 33 N Nada 17 - - - HSIL NIC2 NIC3 MC 17,17 nl 0,26 nl 0,67 - - nl 032 ALTA

14 NSM 30 N LT 19 10 3 > HSIL NIC2 NIC3 ML 22,39 ASC-US 289,53 nl 2,14 nl 10,86 nl 0,25  ALTA

16  RVAB 43 N LT 15 1 4 < HSIL cc NIC2 MC 29,28 nl 0,11 nl 0,45 nl 0,24 nl 018 ALTA

18  ACAS 24 N Condom 17 5 0 > nl NIC3  NIC3+adeno in situ ML 32,78 nl 0,12 nl 0,15 nl 0,26 nl 024  ALTA

20  MCSA 23 N ACO 16 2 3 < LSIL NIC3 NIC3 ML 51,47 nl 0,14 nl 0,26 nl 0,25 nl - ALTA

22 JFL 38 S Nada 14 5 4 > nl NIC3 NIC3 ML 58,19 nl 0,33 nl 0,21 - - nl 0,18 ALTA

24 ACPM 30 N Nada 16 - - > nl NIC3 NIC2 ML 67,24 nl 0,53 nl 0,28 nl 0,23 nl - ALTA

26 MAPP 36 N Nada - - - - HSIL NIC2 NIC2 ML 70,29 LSIL 62,31 HSIL 31,7 - - ASC-H 4721 ALTA

28 AR 37 N ACO 21 2 1 > HSIL NIC3 NIC3 ML 93,3 nl 0,17 nl 0,17 nl 0,13 nl 035 ALTA

30 ECS 33 N ACO 16 3 2 < HSIL NIC3 NIC2 ML 111,88 - - - - - - nl 0,5 ALTA

32 AR 23 S IM 17 3 1 < HSIL NIC3 NIC1 MC 132,77 nl 0,27 nl 0,26 nl 0,44 nl 016  ALTA

34 LLS 50 N Nada - - - - HSIL NIC3 NIC3 ML 159,19 ACG 121,9 HSIL 1245 CAF:NIC3 - ASC-US 88 ALTA

36 Cs 21 S ACO 13 2 1 > HSIL NIC2 NIC3 ML 197,76 nl 0,16 nl 0,12 nl 0,38 nl 012 ALTA

38 MFM 34 N LT 13 2 7 < ASCUS NIC3 NIC1 ML 230,55 nl 37,49 nl 58,3 HSIL 134,4 AGC 7519 ALTA

40  MLMS 39 N - - - - - HSIL NIC3 NIC3 MC 233,65 nl 0,44 LSIL 0,36 nl 0,14 nl 0,15  ALTA

42 MCS 43 N ACO 29 1 1 > nl NIC2 NIC2 ML 293,49 nl 0,13 nl 0,14 nl 0,12 nl 018 ALTA

44 EDCS 40 N LT 22 3 3 > HSIL NIC3 NIC3 NA 330,99 nl 0,16 nl 0,3 nl 0,45 nl 045  ALTA

continua
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Anexo E - Relacdo dos dados clinico-laboratoriais das pacientes relacionadas ao estudo (continuagao)

Nome Idade  Fumo MAC Coitarca  Parceiros  Paridade  Colpo CCO Bx AP CAF Margens  CH Pré 1o CCO 1o CH 20 CCO 20 CH 30 CCO 30CH 40CCO 40CH ALTA

47 NCFS 27 N IM 16 1 0 > LSIL NIC2 NIC2 MC 363,18 LSIL 39,37 nl 0,26 nl 01 nl 021 ALTA

49 MFS 35 N LT 21 3 2 > HSIL NIC2 NIC2 ML 457,74 nl 0,18 nl 0,36 nl 0,18 nl 019 ALTA

51 GNF 28 N Condom 18 4 0 > LSIL NIC2 CcC ML 473,97 nl 0,47 nl 0,28 nl 0,41 nl 028  ALTA

53 MRS 53 N Nada 15 3 3 < HSIL - NIC3 NA 503,8 ASC-H 68,58 CAF:NIC3 - nl 2441  ASC-H 1696 ALTA

55

:

27 N Condom 14 8 0 > HSIL NIC2 NIC3 MC 518,4 nl 20,03 HSIL 40,2 ASC-US 250,1 nl - ALTA

57 RPS 29 N Nada 18 5 3 > HSIL NIC2 NIC3 MC 707,7 - - nl 0,19 - - nl 0,14  ALTA

59 AMN 37 N IT 21 3 1 < HSIL NIC2 CcC ML 761,05 nl 0,19 nl - - - nl 047  ALTA

61 NSS 24 N ACO 16 1 1 > HSIL NIC3 NiC2 ML 909,75 nl 0,13 nl 0,17 nl 0,12 nl 012  ALTA

63 AAIR 51 S Nada 16 10 3 > HSIL NIC2 NIC2 ML 1001,4 LSIL 541,04 nl 4,28 nl - nl 2528 ALTA

65 RR 25 S ACO 15 6 1 > AGC NIC3 NIC3 MC 1233,9 nl 0,14 nl 0,12 nl 01 nl 024  ALTA

67

2

27 N Condom 16 4 2 > LSIL NIC2 NIC1 ML 1630,7 nl 0,16 nl 0,39 nl 0,19 nl 042  ALTA

69 PLC 23 S ACO 9 10 3 > LSIL NIC2 NIC1 MC 1977,2 - - - - - - nl - ALTA

71 AMS 34 N Condom 17 5 2 > HSIL NIC2 NIC3 ML 2262,9 nl 0,85 nl 0,96 nl 0,23 nl 155 ALTA

73 VRS 38 S - - - - - HSIL NIC3 cC ML - nl - - - - - nl - ALTA

75 MCP 30 N - - - - - AGC NIC3 NIC3 ML 37,52 nl 0,23 nl 0,94 nl 0,13 nl - ALTA

7 JTA 27 N ACO 14 2 2 > AGC NIC3 cc ML 90,07 nl 0,21 nl 0,26 nl 0,23 nl - ALTA

79 MSF 40 S ACO 22 2 3 > HSIL cc NIC3 MC 348,1 LSIL 0,32 - - nl - nl - ALTA

81 ESOE 45 N LT 19 3 3 > HSIL CcC cC ML 0,15 nl 0,13 nl 0,16 - - - - -

83 BMM 29 N IT 16 3 4 < ASC-US NIC2 CC ML 0,22 - - - - - - - - -

85 SRDV 27 S ACO 16 1 2 < ASC-US NIC2 cc ML 16,02 nl 0,26 - - - - - - -

87 MNX 44 S LT 17 3 3 > ASC-H NIC3 NIC3 MC 17,26 - - - - - - - - -

89 CVM 33 N Nada 18 2 1 < ASC-US NIC3 cC ML 44,93 nl - nl 0,13 nl - - - -

continua
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Anexo E - Relagdo dos dados clinico-laboratoriais das pacientes relacionadas ao estudo (conclusao)

Nome Idade Fumo MAC Coitarca  Parceiros  Paridade Colio CCo Bx AP CAF Margens CHPré 1o CCO 1o CH 20CCO  20CH 30 CCO 30 CH 40 CCO 40 CH ALTA

92 RNSG 42 S Nada 16 1 2 > HSIL NIC3 NIC3 ML 58,81 nl 0,18 - - - - - - -
94 MFC 30 N ACO 24 2 6 > ASC-H NIC3 NIC3 ML 70,79 nl 1,11 - - - - - - -
96 MGS 28 S IM 14 3 6 < HSIL NIC2 NIC3 ML 82,89 - - - - - - - - -
98 CJSN 40 N Nada - - - - HSIL NIC2 NIC3 MC 101,89 nl 0,24 - - - - - - -
100 SNF 24 S Nada 15 2 4 < HSIL NIC1 NIC1 ML 168,71 nl 0,23 - - - - - - -
102 MBE 23 N ACO 15 1 1 < HSIL NIC3 NIC3 ML 257,16 nl 0,24 nl - - - - - -
104 RIJT 30 N LT 15 2 3 - HSIL NIC1 NIC3 MC 311,71 HSIL 46,46 nl - nl 0,21 - - -
106 CSAO 30 S IM 16 3 4 < HSIL - NIC3 MC 364,26 - - - - - - - - -
108 RR 38 N Nada 15 3 3 > HSIL NIC3 NIC3 ML 483,35 - - - - - - - - -
110 VP 31 S LT 14 1 3 < LSIL NIC3 NIC3 ML 805,97 - - - - - - - - -
112 MIFD 56 N Nada - - - - HSIL NIC3 NIC3 MC 1262,4 - - - - - - - - -
114 KCAC 25 N ACO 16 5 0 > nl NIC3 NIC3 MC 1853,5 - - ASC-H 2,09 - - - - -

Legenda

S Sim Colpo Achados colposcépicos cco colpocitologia oncética ML Margens livres Ca Carcinoma

N Nao > Maiores nl Normal MC Margens comprometidas adenoca  Adenocarcinoma

MAC Meétodo anticoncepcional < Menores LSIL Les&o intra-epitelial de baixo grau NA Naéo avaliaveis CAF Conizagdo por cirurgia de alta frequécia

ACO Anticoncepcional oral HSIL Les&o intra-epitelial de alto grau CH Captura hibrida para HPV - Dado n&o disponivel

IM Injetavel mensal ASC-US  Atipia indeterminada ndo neoplésica cc Cervicite cronica

IT Injetavel trimestral ASC-H  Atipia indeterminada,néo se pode excluir alto grau NIC1 Neolpasia intra-epitelial grau 1

LT laqueadura tubéria AGC Atipia celular glandular NIC2 Neoplasia intra-epitelial grau 2

Vasect  Vasectomia Bx Bidpsia NIC3 Neoplasia intra-epitelial grau 3
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Abstract

Objectives: This study aimed to verify whether human pap-
illomavirus (HPV) testing after conization treatment has
some potential usefulness for predicting patients’ outcome.
Study Design: One hundred and twenty women were treat-
ed for HSIL by conization with large loop excision of the
transformation zone (LLETZ). Cytology, colposcopy-guided
biopsy, and hybrid capture 2 (HC2) HPV DNA tests were per-
formed before the surgical procedure and every 6 months
for 2 years at follow-up. Results: More than 90% of the pa-
tients tested positive for high-risk HPV prior to the surgical
intervention. Six months after the cervical conization, 74.75%
of the patients tested negative for high-risk HPV DNA, and
19.41% were positive. Of the women who were HC2 negative,
72 showed normal cytological smears, 3 ASC-US, 2 LSIL, and
1 HSIL. Of those who were HC2 positive, 8 showed normal
smears, 2 ASC-US, 2 ASC-H, 5 LSIL, and 1 case had HSIL, AGC,

and squamous cells invasive carcinoma. Clinically, the HSIL
case with anegative HPV test did not show any sign of high-
grade lesions, and the clinical follow-up did not show resid-
ual lesions. Conclusions: Negative HPV tests correlated with
freedom from high-grade disease after 2 years of postcon-
ization follow-up, which strongly suggests that negative
HPYV tests predict the absence of cervical disease.

Copyright © 2011 S. Karger AG, Basel

Introduction

Cervical cancer is the third most common cause of
cancer in Brazilian women [1]. In developed countriesthe
5-year survival ratevariesfrom 51to 70%. In underdevel-
oped countriesthe survival rateislower, i.e. around 41%
in a5-year period [2].

Thedevdopmant of cervica canoar and itsprecursor
lesions are necessrily rdated with persgent human
papillomavirus (HPV) infection [J. The infetions es-
sodaedwith carvica card nogenesi sarecausad by high-
risk HPV types[4] and, importantly, cardnogenic pro-
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gression does not happen in the absence of high-risk
HPV [5].

The clinical expression of HPV progression in the
uterine cervix is a high-grade lesion or cervical intraepi-
thelial neoplasia grade 2 or 3 (CIN2 or 3).

Treatment of these lesions consists of excision, which
is usually performed by conization with large loop exci-
sion [6, 7]. Some risk factors for the recurrence or persis-
tence of high-grade disease are age, smoking, margin sta-
tus of the cone, and HPV persistence [7-9].

The American Society for Colposcopy and Cervical
Pathology (ASCCP) recommends surveillance protocols
after treatment for CIN2/3 involving repeat cytology at
4-6 months for up to 2 years and yearly thereafter. Pro-
longed follow-up is recommended since late reoccurrenc-
es have been reported.

The rationale of the presumed usefulness of HPV tests
for diagnosis and to predict recurrence or persistence is
supported by biological evidence that cervical cancer is
necessarily involved with HPV infection. The high clini-
cal sensitivity and high negative predictive values of hy-
brid capture 2 (HC2) tests and the cost-benefits of mo-
lecular assay performance support its use in posttreat-
ment follow-up [10].

In our service we included HPV DNA testing in the
follow-up after CIN2/3 treatment. The objective of this
study was to verify whether absence or presence of the
DNA virus after conization treatment is potentially use-
ful and a predictive value in patients’ outcome.

Patients and Methods

Between March 2006 and May 2009, 120 women were treated
for high-grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN 2/3) by
conization with large loop excision of the transformation zone
(LLETZ) at the Department of Gynecology, Faculty of Medicine,
Sao Paulo University.

The diagnosis was made using cervical cytology and by col-
poscopy-guided biopsy.

In 115 patients the HPV DNA test (° 1997; Digene Corpora-
tion, Beltsville, Md., USA) was performed before the surgical pro-
cedure. In 110 patients the HPV DNA test was positive and in 5 it
was negative prior to the procedure.

After the surgery, the patients returned in 30-45 days for post-
operative evaluation. Follow-up was every 6 months for 2 years.
At each clinical visit a Pap smear, colposcopy, and HPV DNA test
were performed.

Colposcopy was performed using 3% acetic acid and Lugol’s
iodine solution. A biopsy was sampled in the specific area if nec-
essary.

All patients were informed about the procedure and signed an
informed consent form approved by the ethical committee of the
Clinics Hospital, Faculty of Medicine, Sio Paulo University.

422 Acta Cytologica 2011;55:421-425

Table 1. Distribution of cytological diagnoses according to HPV
test status prior to the surgical procedure

Cytological DNA HPV DNA HPV Not tested

diagnosis positive, n (%)  negative,n (%) 1 (%)

ASC-US 5 (4.16) 1(0.83) 1(0.83)

ASC-H 7(5.8) 0 0

LISL 14 (11.66) 1(0.83) 2(1.66)

HSIL 69 (57.5) 3(2.5) 2 (1.66)

AGC 5 (4.16) 0 0

Normal smear 10 (8.33) 0 0

Total 110 (91.67) 5(4.16) 5 (4.16)
Hybrid Capture Assay

The HC2 protocol was performed according to the instruc-
tions of the manufacturer (Digene). Only high-risk HPV was test-
ed (carcinogenic types include: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, and 68).

Results

Conization with the LLETZ procedure was performed
in 120 patients. Their ages ranged from 20 to 57 years
(mean 33.97). The number of sexual partners referred
varied between 1 and 40, the parity from 0 to 7 (mean
2.26). Smoking was a habit reported by 31.66% of the
women. The contraceptive method most used was the
combined oral birth control pill (29.16%; n = 35) followed
by tubal ligation (18.33; n = 22). The other contraceptive
methods cited were condoms (14.16%; n = 17), intrauter-
ine devices (0.83%; n = 1), and monthly injectable contra-
ceptives (8.33%, n = 10). No contraceptive method was
used by 32 women (26.66%), and 2 of them did not report
the contraceptive method used. The distribution of cyto-
logical diagnoses according to HPV test status prior to
the surgical procedure is depicted in table 1. The prepro-
cedure HPV DNA status of the patients, as compared
with histopathological results, is shown in table 2.

Pathologic examination of the excised cervical speci-
men showed 21 instances of chronic cervicitis, 13 of
CIN1, 19 of CIN2, 65 of CIN3, 1 of CIN3 and in situ ad-
enocarcinoma, and 1 of microinvasive carcinoma. The
margins of the excised specimen were free of disease in
83 patients, positive margins were reported in 35 patients,
and in 2 cases the margins were evaluated.

A total of 103 patients returned for their 6-month fol-
low-up consult and 72 were discharged after a 2-year fol-
low-up period.

Roncaglia et al.
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Table 2. Correlation between pre-LLETZ conization procedure
HPV DNA status versus histopathological findings

Table 3. Distribution of cytological diagnoses according to HPV
test status after LLETZ conization

Hybrid capture Histopathological diagnoses, n (%) Cytological results HC2 test, n (%)
HPYV test CC/CINT CIN2/CIN3 Total positive negative not tested
Negative 5(100.0) 0 5(100.0) Normal smear 8 (7.76) 71(68.93)  6(5.82)
Positive 25(22.7) 85(77.3) 110 (100.0)  ASC-US 2(1.94) 3(2.91)
Total 30 (26.1) 85 (73.9) 115 (100.0) ASC-H 2(1.94) 0
LSIL 5 (4.85) 2(1.94)
p < 0.005. HSIL 1(0.97) 1(0.97)
ACG 1(0.97) 0
Invasive carcinoma 1(0.97) 0
Total 20(1941)  77(7475)  6(5.82)

At the follow-up consult the patients were examined
by cervical Pap smear, an HPV DNA test, and colposcopy.
The HPV DNA test was negative in 77 patients. The dis-
tribution of cytological diagnoses according to HPV test
status after LLETZ is depicted in table 3.

Table 4 shows the results of the hybrid capture test pre-
conization and postconization and according to margin
status.

Based on the first follow-up consult after the large loop
conization procedure, the negative predictive value of the
HC2 test is 96.1%. The sensitivity of the test is 77% and
the specificity is 88%.

After a 2-year period, 79 patients were discharged
from the study. Seventy-four of them had an HPV DNA
test prior to LLETZ and 72 had it done at the first follow-
up visit. With the exception of 8 patients (3 had HPV
DNA tests prior to the surgical procedure and missed the
6-month control, 1 did not have the HPV DNA test be-
fore the conization but had it during the first follow-up,
and 4 did not have the HPV DNA test before or after the
surgical procedure), all 71 patients had their HPV tests
before and after the surgical procedure. Table 5 shows
the percentage of hybrid capture test and Pap smear re-
sults according to the postconization intervention fol-
low-up evaluated by four different conditions. In these
four different conditions we compared the normality or
abnormality of the Pap smear with the positivity or neg-
ativity of the HC2 test. Both showed strong concordance
in the normal (normal Par smear and negative HC2 test)
and altered cases (altered Pap smear and positive HC2
test).

The margin statuses on the specimens were free of dis-
ease in 58 of the discharged cases; in 19 of them the mar-
gins were compromised, and in 2 cases it was not possible
to examine the margin.

Cytology and Hybrid Capture to Predict
High-Grade Lesion Status

Table 4. Hybrid capture test results according to preconization
and postconization intervention and according to margin status

Intervention Hybrid capture test result, n (%)
positive negative not tested

Pre-LLETZ conization 95 4 4

Post-LLETZ conization 20 77 6

Free margin 73 (60.83) 5(4.16) 5(4.16)

Compromised margin 35 (29.16) 0 0

Not examined 2 (1.66) 0 0

Table 5. Percentage of hybrid capture test and Pap smear results,
according to the postconization intervention follow-up, evaluated
by four different conditions

HC?2 test Total pa-
N L tients, n
negative positive
Pap smear result
6 months
Normal 76.3(n=74) 10.3 (n=10) 97
Abnormal 3.1(n=3) 10.3 (n=10)
12 months
Normal 778 (n=56) 11.1(n=38) 72
Abnormal 28(n=2) 83(n=6)
18 months
Normal 80 (n=51) 14(n=9) 64
Abnormal 0 6.3 (n=4)
24 months
Normal 78 (n = 46) 12(n=7) 59
Abnormal 0 10(n=6)
Acta Cytologica 2011;55:421-425 423
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Discussion

The study herein presented endorses, in part, results
recently reported [10]. The residual and recurrent disease
rate after the conization procedure using LEETZ varies
from 5 to 30% [11-13]. We hypothesized whether HC2
test would be able to safely predict the clinical outcome
for patients treated for high-grade lesions and to identify
the group of women more likely to have recurrent or per-
sist disease.

As the women enrolled in our study were referred for
colposcopic examination because of cytological and/or
histological high-grade lesion diagnoses, it was not sur-
prising that the vast majority of these women (>90%)
tested positive for high-risk HPV. It was, however, impor-
tant to observe that 6 months after the cervical conization
74.75% of them tested negative for high-risk HPV DNA
and no clinical sign of disease was observed. Concomi-
tantly, 19.41% kept their positive status.

Additionally, we also observed that of the women with
a negative HPV DNA status, 72 had normal cytological
smears, 3 had ASC-US, 2 had LSIL, and 1 had HSIL,
which demonstrated a strong positive parallel with the
clinical evaluation. Of the women that remained HPV
DNA positive, 8 showed normal smears, 2 ASC-US, 2
ASC-H, 5 LSIL, and there was 1 case for each category
(HSIL, AGC, and squamous cells invasive carcinoma).
These results are very interesting because it was recently
demonstrated that the most influential end point mark-
ers of disease progression to CIN2+ were HSIL based on
Pap test results at 6 months and a positive HPV test be-
cause more than 6 months of persistent high-risk HPV is
avery powerful predictor of cervical intraepithelial lesion
progression [14].

References

Cordeiro BPV, Felipe CFP, Noronha CP, Ra-

4 Kjaer SK,van den Brule AJ, Paull G, Svare EI,

Additionally, a systematic review of the potential use-
fulness of HPV testing mostly focused on the role of HC2
in follow-up after treatment for CIN for the detection of
residual or recurrent CIN grade 2 or worse conducted by
Chan et al. [15] demonstrated that the pooled sensitivity
for HC2 was 90.7% (95% CI 75.4-96.9) and the pooled
specificity was 74.6% (95% CI 60.4-85.0), which is simi-
lar to the values observed in this study (sensitivity 77%
and specificity of 88%). The comparison has very strong
significance because the pooled values were sourced
from 20 reports published between 1992 and September
2007 which support the use of HC2 in the daily routine
of posttreatment follow-up after high-grade lesion treat-
ment.

Clinically, the HSIL found in negative HPV tests did
not show any sign of high-grade lesions, and there were
no residual lesions at clinical follow-up. Subsequent cyto-
logical tests did not ratify these findings. However,
around 20% of the cases tested positive for high-risk HPV
after conization, and 3 of them were categorized as HSIL
in subsequent Pap tests. Conversely, a negative HPV test
was not correlated with high-grade disease after 2 years
of follow-up, which strongly suggests that a negative HPV
test after 6 months of surgical treatment for CIN2+ pre-
dicts the absence of cervical disease on follow-up in these
patients.

Acknowledgement

The authors are indebted to Clayton Zanardo de Oliveira from
Barretos Cancer Hospital for his help with the statistical analysis.

6 Prendiville W, Cullimore J, Norman S: Large

)

w

mos DN, Cabral ESC, Ferreira J]MdO, Olivei-
ra JFP, Santos MdO, Costa MdCEd, Rebelo
MS, Reis RdS: Estimativa 2010: Incidéncia de
cancer no Brasil. Rio de Janeiro, INCA, 2009.
Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P: Global
cancer statistics, 2002. CA Cancer ] Clin
2005;55:74-108.

Bosch FX, Manos MM, Munoz N, Sherman
M, Jansen AM, Peto J, Schiffman MH, More-
no V, Kurman R, Shah KV: Prevalence of hu-
man papillomavirus in cervical cancer: a
worldwide perspective. International biolog-
ical study on cervical cancer (IBSCC) study
group. ] Natl Cancer Inst 1995;87:796-802.

[

Sherman ME, Thomsen BL, Suntum M,
Bock JE, Poll PA, Meijer CJ: Type specific
persistence of high risk human papillomavi-
rus (HPV) as indicator of high grade cervical
squamous intraepithelial lesions in young
women: population based prospective follow
up study. BMJ 2002;325:572.

Nobbenhuis MA, Walboomers JM, Helmer-
horst TJ, Rozendaal L, Remmink AJ, Risse
EK, van der Linden HC, Voorhorst FJ, Ken-
emans P, Meijer CJ: Relation of human papil-
lomavirus status to cervical lesions and con-
sequences for cervical-cancer screening: a
prospective study. Lancet 1999;354:20-25.

424

Acta Cytologica 2011;55:421-425

~

loop excision of the transformation zone
(LLETZ): a new method of management for
women with cervical intraepithelial neopla-
sia. Br J Obstet Gynaecol 1989;96:1054—-
1060.

Flannelly G, Langhan H, Jandial L, Mana E,
Campbell M, Kitchener H: A study of treat-
ment failures following large loop excision of
the transformation zone for the treatment of
cervical intraepithelial neoplasia. Br ] Obstet
Gynaecol 1997;104:718-722.

Roncaglia et al.



Apéndices

8

©

3

Sarian LO, Derchain SF, Pitta Dda R, Morais
SS, Rabelo-Santos SH: Factors associated with
HPV persistence after treatment for high-
grade cervical intra-epithelial neoplasia with
large loop excision of the transformation zone
(LLETZ). ] Clin Virol 2004;31:270-274.
Verguts ], Bronselaer B, Donders G, Arbyn
M, Van Eldere ], Drijkoningen M, Poppe W:
Prediction of recurrence after treatment for
high-grade cervical intraepithelial neoplasia:
the role of human papillomavirus testing and
age at conisation. BJOG 2006;113:1303-1307.
Zielinski GD, Bais AG, Helmerhorst TJ, Ver-
heijen RH, de Schipper FA, Snijders PJ, Voor-
horst FJ, van Kemenade FJ, Rozendaal L,
Meijer CJ: HPV testing and monitoring of
women after treatment of CIN 3: review of
the literature and meta-analysis. Obstet Gy-
necol Surv 2004;59:543-553.

Cytology and Hybrid Capture to Predict
High-Grade Lesion Status

11

Holowaty P, Miller AB, Rohan T, To T: Natu-
ral history of dysplasia of the uterine cervix.
J Natl Cancer Inst 1999;91:252-258.
Mitchell MF, Tortolero-Luna G, Cook E,
‘Whittaker L, Rhodes-Morris H, Silva E: A
randomized clinical trial of cryotherapy, la-
ser vaporization, and loop electrosurgical
excision for treatment of squamous intraepi-
thelial lesions of the cervix. Obstet Gynecol
1998;92:737-744.

Nuovo J, Melnikow ], Willan AR, Chan BK:
Treatment outcomes for squamous intraepi-
thelial lesions. Int ] Gynaecol Obstet 2000;
68:25-33.

14

@

Syrjanen K, Shabalova I, Naud P, Kozachen-
ko V, Derchain S, Zakharchenko S, Roteli-
Martins C, Nerovjna R, Longatto-Filho A,
Kljukina L, Tatti S, Branovskaja M, Hammes
LS, Branca M, Grunjberga V, Erzen M, Sari-
an LO, Juschenko A, Costa S, Podistov J,
Syrjanen S: Persistent high-risk human pap-
illomavirus infections and other end-point
markers of progressive cervical disease
among women prospectively followed up in
the New Independent States of the Former
Soviet Union and the Latin American
Screening Study Cohorts. Int ] Gynecol Can-
cer 2009;19:934-942.

Chan BK, Melnikow J, Slee CA, Arellanes R,
Sawaya GF: Posttreatment human papillo-
mavirus testing for recurrent cervical in-
traepithelial neoplasia: a systematic review.
Am ] Obstet Gynecol 2009;200:422.e1-€9.

Acta Cytologica 2011;55:421-425

425



Apéndices

e Trabalho submetido: Characterization of p16 and E6 HPV-related proteins
in uterine cervix high grade lesions of patients treated by conization with
large loop excision. Roncaglia MT, Fregnani JHTG, Tacla M, Campos SGP,
Caiaffa HH, Ab’Saber A, Motta EV, Alves VAF, Baracat EC, Longatto-Filho
A. Archives of Gynecology and Obstetrics.

Archives of Gynecology and Obstetrics

Characterization of p16 and E6 HPV-related proteins in uterine cervix high grade
lesions of patients treated by conization with large loop excision

Manuscript Number:

Full Title:

Atrticle Type:
Section/Category:
Keywords:

Corresponding Author:

Corresponding Author Secondary
Information:

Corresponding Author's Institution:

Corresponding Author's Secondary
Institution:

First Author:
First Author Secondary Information:

Order of Authors:

Order of Authors Secondary Information:

Abstract:

--Manuscript Draft--

Characterization of p16 and E6 HPV-related proteins in uterine cervix high grade
lesions of patients treated by conization with large loop excision

Original Article
Gynecologic Oncology
p16, E6 protein, hybrid capture, cytology, conization

Adhemar Longatto-Filho, PhD
University of Sdo Paulo
Sao Paulo, Sdo Paulo BRAZIL

University of Sdo Paulo

Maria Teresa Roncaglia, MD

Maria Teresa Roncaglia, MD

José Humberto T.G. Fregnani, MD, PhD
Maricy Tacla, MD, PhD

Silvana Gisele Pegorin de Campos, PhD
Hélio Hehl Caiaffa, BsC

Alexandre AB'SABER, MD, PhD

Eduardo Vieira da Motta, MD, PhD
Venancio Avancini Ferreira Alves, MD, PhD
Edmund C Baracat, MD, PhD

Adhemar Longatto-Filho, PhD

Introduction: p16 and E6 are HPV-related proteins associated with uterine cervix high
grade lesions

Materials and methods: 114 women treated for high grade cervical intraepithelial
neoplasia (CIN 2/3) by conization with large loop excision of the transformation zone
(LLETZ); after the surgery, the patients returned in 30 to 45 days for post operative
evaluation. The follow-up was made every 6 months during 2 years. In each clinical
visit Pap smear, colposcopy and HPV DNA test were performed. In the surgical
specimen E6 and p16 immunohistochemical tests were performed.

Results: The positive expression of the p16 was related with more severe lesions
found on the surgical specimen (p=0.0001), but E6 correlation wasn't (p=0.131). The
HPV DNA hybrid collected in the first post operative consult as a predictor of the
cytological abnormalities found at 24 months follow up consult, the sensitivity of 55,6%;
specificity of 84,8%, the positive predictive value is 33,3% and the negative predictive
value is 93,3%.
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Abstract

Introduction: pl16 and E6 are HPV-related proteins associated with uterine cervix
high grade lesions.

Materials and methods: 114 women treated for high grade cervical intraepithelial
neoplasia (CIN 2/3) by conization with large loop excision of the transformation zone
(LLETZ); after the surgery, the patients returned in 30 to 45 days for post operative
evaluation. The follow-up was made every 6 months during 2 years. In each clinical
visit Pap smear, colposcopy and HPV DNA test were performed. In the surgical
specimen E6 and p16 immunohistochemical tests were performed.

Results: The positive expression of the pl6 was related with more severe lesions
found on the surgical specimen (p=0.0001), but E6 correlation wasn’t (p=0.131). The

HPV DNA hybrid collected in the first post operative consult as a predictor of the
cytological abnormalities found at 24 months follow up consult, the sensitivity of
55,6%; specificity of 84,8%, the positive predictive value is 33,3% and the negative
predictive value is 93,3%.

Conclusion: the role of p16™**

as a highly specific marker of CIN was ratified; p16
and E6 expressions, however, does not seem to be of any prognostic value in

predicting the clearance of high risk HPV after conization. Negative hybrid capture

test is strongly associated with free disease at outcome.

Key-words: p16, E6 protein, hybrid capture, cytology, conization
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Introduction

The Human Papillomavirus (HPV) infects a large portion of the women'’s
world population and is generally transmitted through sexual contact (1). Most of
the HPV-induced se lesions are cleared in 6 to 12 months after development, but a
small part progresses to high grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) and to
cervical cancer (2). The HPV interaction with the host cells represents an important
cascade of molecular alteration and synergies that culminate in the natural history of
the cervical cancer development (3).

The high-risk HPV types encode two oncoproteins: the E6 and E7
oncoproteins. The oncoprotein E6 binds to the tumor suppressor p53 causing it’s
inactivation and preventing cellular apoptosis (4). The oncoprotein E7 binds to the
tumor suppressing protein pRb, keeping the continuous cell cycling without any
repair check point (5). In attempt to prevent this continuous cellular cycling, the p16,
one of the pRb regulators is overexpressed and accumulates in the cells (6). p16 is a
protein that is expressed at very low concentrations in healthy cells, while it is highly
overexpressed in cervical cancer and high grade precursor lesions. Consequently,
p16 overexpression is an important marker cervical lesions and presumed useful test
to be implemented for women (7). In the other hand, HPV E6 oncoprotein
represents a complementary pathway involved with cell cycle deregulation where
p53 in abrogated. Not surprisingly immunohistochemical expression of E6 is also
currently thought to be useful for diagnosis and or prognosis proposals (8). Finally,
hybrid capture 2 (hc2) test is a well-known molecular test that identifies a pool of

high risk HPVs used in combination with liquid-based cytology exam, to ascertain the
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HPV status in patients treated for HPV-induced lesions, undetermined cytology (ASC-
US, ASC-H or AGC) and primary screening of cervical lesions (9).

The goal of this study was to characterize the pl6 expression in patients
treated by conization with large loop excision and compare the p16 performance
with E6 immunohistochemical reaction and hc2 test in combination with the Pap test

examination.
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buffer” (CINTEC “Histology kit”, MTM, Germany, 1:10 solution) for 5 minutes.
Endogenous peroxidase was blocked with “Peroxidase blocking reagent”(CONTEC
“Histology kit”, MTM, Germany), 30 ml per slide for 5 minutes. Primary p16 antibody
was added (“ready-to-use”) by the time of 30 minutes at room temperature. For
signal amplification it was used “Visualization reagent” (CINTEC “Histology kit”,
MTM, Germany). Finally, the revelation with DAB was made with 15 ml of “DAB

chromogen” and counterstained with haematoxylin.

E6 immunohistochemistry

Antigen retrieval was made with in a microwave using a solution of 10 mM
citric acid pH 6,0 (Merck, USA) for three minutes as 125 °C. The endogenous
peroxidase blocking was carried out with hydrogen peroxide (H,0,) 6%. The primary
antibody E6 (C1P5) sc460, monoclonal from HPV 16 and HPV 18 E6 obtained in
mouse (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) was used as 1:200 dilution. The
revelation was performed with ADVANCE HRP peroxidase kit (DAKO Carpinteria, CA,

USA).

Evaluation of the p16 and E6 immunostanings

The p16 reaction was evaluated as positive if nuclear or cytoplasmic
immunostaining was clearly demonstrated, and scored was published previously by
Longatto Filho and colleagues with slight modifications (10): negative (no reaction or
< 1% of positive cells), sporadic (>1% of positive < 25%), moderate (between 25%

and 50% positive cells), and diffuse (> 50% positive cells).
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Dichotomic negative/positive evaluation was adapted to report E6 immunoreaction
as suggested by Lin et al (8). A brown nuclear staining was considered as a positive

reaction for HPV 16/18 E6 proteins.

Statistics

Fisher’s exact test performed to compare categorical variables. To calculate
the parameters of the hybrid capture accuracy (sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value), we adopted the follow-up Pap smear
as gold standard. In all statistical tests the significance level considered was set at

5%.
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Results

In 112 patients the HPV DNA test (© 1997 Digene Corporation, Beltsville, MD,
USA) was performed before the surgical procedure. In 108 patients the HPV DNA
tested positive and in four of them it tested negative prior to the procedure. Two
cases have no hybrid capture DNA HPV test performed.

The cytological results prior to the surgical procedure were: 71 HSIL, 2 HSIL +
AGC, 14 LSIL, 6 ASC-H, 1 ASC-H + AGC, 6 ASC-US, 1 ASC-US + AGC, 4 AGC and 9 were
classified as normal cytology. The patients who had normal, ASC-US or LSIL cytology
presented a NIC2/3 in biopsy samples.

The pathologic examination of the excised cervical specimen has showed the
following diagnosis: 18 (15,8%) chronic cervicitis; 11 (9,6%) CIN 1; 19 (16,7%) CIN 2;
64 (56,1%) CIN 3; 1 (0,9%) CIN 3 + adenocarcinoma in situ (AlS) and 1 (0,9%) micro-
invasive carcinoma. Table 1 depicted the results from the HPV DNA tests performed
prior to the surgical procedure, and E6 and p16 immunohistochemical tests executed
on the tissue samples of the surgical specimens. The relation between the
expression of the E6 and p16 proteins in the surgical specimen is described in Table
2. As expected, the negative expression of the p16 was significantly related with the
negative expression of the E6 oncoprotein as the positive pl6 expression was also
significantly related with the positive expression of the E6 oncoprotein.

The results on the pl1l6 and E6 immunohistochemical reactions and the
histopathological findings in the surgical specimens were reported on Table 3. The
positive expression of the p16 was related with more severe lesions (Figure 1) found

on the surgical specimen (p=0.0001), but E6 (Figure 2) correlation wasn’t (p=0.131).
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Table 4 exhibits the comparison among the cytological diagnoses previous to
the surgeries and the HPV markers: p16 and E6 and hc2 positive status.

The accuracy values of HC in order to predict cytological abnormalities over
2-year-follow up are shown in Table 5. The hybrid capture test is being compared
with the cytology. Both tests were collected at the same time during follow-up
consult.

Using the result of the HPV DNA hybrid collected in the first post operative
consult as a predictor of the cytological abnormalities found at 24 months follow up
consult, the sensitivity of the test is 55,6%; specificity of 84,8%, the positive
predictive value is 33,3% and the negative predictive value is 93,3%. Table 5
describes the accuracy of hybrid capture in every moment of the action taken in
relation to cytology in the same time; differently, the data mentioned above
reported the performance of hybrid capture in the first post-operative control versus

cytology results in 24 months.
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Discussion

We recently documented partial data from the casuistic herein studied and we
found that the combination of negative cytology and negative hybrid capture test
strongly excluded high grade lesions at conization follow up (11). Additionally, the
data herein presented showing the characterization of p16 in a well controlled
population submitted to cervix conization due the HSIL alteration, ratified the results
previously reported that p16 marker is strongly expressed in high grade lesions, and
have a huge potential to identify severe lesion when associated to the positive
hybrid capture test (12). Furthermore, p16 was expressed in 80% of the CIN2+
biopsy-proven cases, which reinforce of potential use as a trustable marker of
cervical high grade lesions.

P16 changes in the methylation profile of cervical HPV-induced lesions were
recently implicated in transcription and replication control potentially triggering the
neoplastic transformation (13). This is a very exciting finding because different HPV
methylome are linked to the various stages of squamous epithelial differentiation,
including those of high grade phenotype. However, the substantially expected
enhanced expression of the viral E6 oncogene in the advanced lesions of persistent
HPV infections was not observed in our series (13). Actually, the
immunohistochemical expression of E6 oncoprotein have been reported for
different tumors presumed induced by persistent high risk HPV infection but, not
surprisingly, the frequency of the positive immunoreaction are low (14-17). For E6
immunohistochemical evaluation in cervical HPV-induced lesions we did not find any
report to correlate our findings; however, the negative results of pl6 and E6

reactions were combined in 75% of cases, but only 52.7% of positive reactions have
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matched. This could be hypothesized as a sensitivity limitation of
immunohistochemical reaction, since the CIN2+ cases were E6 positive in 37 (43,5%).
Importantly emphasize that new evidences have suggested that differences in E6
variant prevalence in cervical carcinoma was not related to the carcinogenic
potential of the E6 protein. Moreover, E6 variants showed comparable abilities in
abrogate the growth arrest and inhibition of the induced p53 elevation. Differences
were detected in the abilities to deregulate stratification and differentiation of and

also modulate apoptosis and hyperactivate the Wnt signaling cascade (18).

Conclusion

Finally, our study strongly ratified the high predictive negative values of
hybrid capture test during the follow up of the patients submitted to conization; in
addition, a highly unexpected specificity was observed in each clinical visit. Repeated
detection of high risk HPV was demonstrated to be significantly more specific but
less sensitive to identifying women at risk for CIN2/3 as compared with a single time-
point measurement and sensitivity is estimated to decrease and specificity increase
when testing intervals were increased from 12 to 24 months (19). The variation we
observed during the 24 months visit after conization did not demonstrate such
important disparity.

In conclusion, the current study ratified, however, the critical function of

p16INK4A

as a highly specific marker of CIN, but immunohistochemical expression of
p16 does not seem to be of any prognostic value in predicting the clearance of high

risk HPV after conization (20). p16 overexpression in human tumors as a whole is
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strongly associated to high grade pre-malignant lesions, high grade tumors and

senescence (21).
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Legends
Figure 1: High grade intraepithelial lesion strongly decorated with positive

immunohistochemical reaction for p16 (X20).

Figure 2: High grade intraepithelial lesion strongly decorated with nuclear positive

immunohistochemical reaction for E6 (X20).



Apéndices

table
Click here to download table: Tables AGO.docx

Tables

Table 1 — Results from the HPV DNA test prior to the surgical procedure, and E6 and
pl6 immunohistochemical test performed on the tissue sample of the surgical

specimen
Positive Negative Not TOTAL
performed
CH (%) 108 (94,7%) 4 (3,5%) 2(1,8%) 114 (100%)
E6 (%) 45 (39,5%) 69 (60,5%) - 114 (100%)

p16 (%) 74 (64,9%) 40 (35,1%) - 114 (100%)
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Table 2 — Correlation of p16 and E6 protein immunohistochemical expressions.

E6 TOTAL
Negative Positive
pl6 Negative (%) 30(75,0) 10 (25,0%) 40 (100%)
Positive (%) 39 (52,7%) 35 (47,3%) 74(100%)
TOTAL 69 (60,5%) 45 (39,8%) 114 (100%)

p=0,027



Apéndices

Table 3 — Correlation of p16 and E6 (HPV-related markers) immunohistochemical
expression and histopathological findings in the surgical specimen.

HPV-related markers

Histopathological Diagnoses pl6 TOTAL
Negative Positive
Cervicitis / CIN1 (%) 23(79,3%) 6 (20,7%) 29 (100%)
CIN2 /CIN3 / AlS /Ca 17 (20,0%) 68 (80,0%) 85 (100%)
microinvasor (%)
TOTAL p=0,0001 40 (35,1%) 74 (64,9%) 114 (100%)
E6 TOTAL
Histopathological Diagnoses Negative Positive
Cervicitis / CIN1 (%) 21(72,4%) 8(27,6%) 29 (100%)
CIN2 /CIN3 / AIS /Ca 48 (56,5%) 37 (43,5%) 85 (100%)
microinvasor (%)
TOTAL p=0,131 69 (60,5%) 45 (39,5%) 114 (100%)

AIS: in situ adenocarcinoma
Ca: squamous cells carcinoma
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Table 4 — Comparison among the cytological diagnoses previous to the surgery and

the HPV related-markers p16 and E6 and hc2 positive statues.

Cytological HPV-related markers Total
diagnosis

p 16 E6 hc2

Positive Negative Positive Negative Positive Negative
Negative 5 4 6 3 9 0 9
ASC-US 2 4 3 3 5 1 6
ASC- 0 1 0 1 1 0 1
US+AGC
ASC-H 4 2 4 2 6 0 6
ASC-H+AGC 1 0 1 0 1 0 1
LSIL 9 5 6 8 14 0 14
HSIL 48 23 24 47 66 3 71*
HSIL+AGC 1 1 0 2 2 0 2
AGC 3 1 2 2 4 0 4
TOTAL 74 40 45 69 108 4

114 114 112*

* 2 patients didn’t have hc2 test performed prior to surgical procedure
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Table 5 - The accuracy values of hybrid capture test to predict cytological
abnormalities over 2-year-follow.

Time Positive Negative Sensitivity | Specificity | Total patients
predictive value | predictive value
6 months 50% 97,3% 83,3% 87,8% 94
12 months 42,9% 96,4% 75% 87,1% 70
18 months 33,3% 100% 100% 86% 61
24 months 54,5% 98% 85,7% 90,7% 61
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