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RESUMO

Introdugao: A conizagéo cervical € uma importante e eficaz forma de tratar
lesdes precursoras de cancer de colo de utero. Entretanto, resultados de conizagdes
negativas para lesdo de alto grau ndo sao infrequentes na pratica clinica, e
atualmente ndo ha nenhum protocolo especifico para tratar e seguir estas pacientes.
O objetivo da presente pesquisa foi analisar as taxas de cones negativos e identificar
possiveis fatores de risco e recorréncia para este grupo de pacientes. Materiais e
métodos: Estudo retrospectivo e observacional, com analise de pacientes com
conizagao negativa (definida como auséncia de malignidade e neoplasia intraepitelial
de baixo grau) realizados de janeiro de 2010 até dezembro de 2020. Nao houve
restricdo quanto ao tipo de técnica cirurgica utilizada ou quanto a indicagado do
procedimento. Apds a revisao das laminas de bidpsias, quando realizadas, e das
conizacbes, as pacientes que permaneceram com resultado negativo foram
submetidas a novos recortes profundos dos blocos de parafina. Trés marcadores de
imuno-histoquimica (IHQ) foram aplicados: p16, Ki-67 e geminina. Os dados foram
comparados com um grupo controle de 29 cones positivos. Resultados: De 1022
conizagbes realizadas no periodo estudado, 186 foram negativas (18,19%). 35
pacientes nao preencheram os critérios de inclusao e 151 casos foram selecionados
para o estudo. Apds a revisdo histopatoldégica das laminas, 4 pacientes foram
excluidas por apresentarem resultados falso positivos. As 147 pacientes restantes
tiveram as laminas das conizagdes revisadas, com 16 resultados falso negativos
(10,88%). 131 casos foram submetidos a novos recortes, com diagndstico de 9
lesbes de alto grau ndo amostradas antes. As 122 pacientes restantes foram
definidas como cones verdadeiramente negativos (11,93%), e foram submetidas a
IHQ. O p16 foi positivo para 20,49% dos casos, o Ki-67 foi majoritariamente pouco
expressivo e a geminina teve resultados variaveis, tendendo a coloragao fraca (<3+)
em mais de 50% dos casos de cones negativos. Comparando 0os casos com 0 grupo
controle, pacientes com idade maior e maior numero de gestacdes tiveram mais
risco de terem cones negativos, assim como padrao de IHQ com p16 negativo, Ki-67
baixo, e expressdo mais baixa de geminina (p<0,05). Houve apenas 10 recidivas
para lesdao de alto grau, sem identificagdo de fatores de risco com significancia
estatistica. Conclusao: A taxa de conizag¢des negativas foi de 11,93%. Fatores de
risco foram maior idade, maior numero de gestagdes e baixa expressao de p16, Ki-
67 e de geminina (p<0,05), sem poder de predizer recorréncia. As recidivas
representaram 8,19% dos cones negativos, sem identificacao de fatores de risco
com significancia estatistica. O tamanho da lesdo colposcopica e a realizagdo de
biopsia pré procedimento nao tiveram relagdo com auséncia de lesdo nas
conizagdes. As pacientes sem doenga morfoldégica no anatomopatolégico, mas com
marcador IHQ positivo ndo apresentaram maior recidiva de doenca.

Palavras-chave: Papiloma Virus Humano (HPV), Conizagao, Neoplasia Intraepitelial
Cervical, Resultados Negativos, P16, Antigeno Ki-67, Geminina



ABSTRACT

Introduction: Cervical conization is an important and effective option to treat
precancerous cervical lesions. However, negative conization results for high-grade
lesions are not uncommon in the clinical practice, and there is currently no specific
protocol to treat and to follow-up these patients. The aim of the present research was
to analyze the rates of negative cones and to identify possible risk and recurrence
factors for this group of patients. Materials and methods: Retrospective and
observational study, with analysis of patients with negative conization (defined as
absence of lesion and low-grade intraepithelial neoplasia) performed from January
2010 to December 2020. There was no restriction regarding the type of surgical
technique or the indication for the procedure. After the review of the biopsy slides,
when performed, and conizations slides, patients who remained with a negative
result underwent deep sectioning levels of the paraffin blocks. Three
immunohistochemical (IHC) markers were applied: p16, Ki-67 and geminin. Data
were compared with a control group of 29 positive cones. Results: Of 1022
conizations performed during the study period, 186 were negative (18.19%). 35
patients did not meet the inclusion criteria and 151 cases were selected for the study.
After the histopathological review of the slides, 4 patients were excluded due to false
positive results. The remaining 147 patients had their conization slides reviewed, with
16 false negative results (10.88%). 131 cases were submitted to deep sectioning
levels, with a new diagnosis of 9 high-grade lesions not previously sampled. The
remaining 122 patients were defined as truly negative cones (11.93%) and were
submitted to IHC. p16 was positive in 20.49% cases, Ki-67 was mostly not
expressive and geminin had variable results, with tendency to stain weakly (<3+) in
more than 50% of the negative cone cases. Comparing the cases with the control
group, patients with older age and more pregnancies are at greater risk of having
negative cones, as well as an IHC pattern with negative p16, low Ki-67, and lower
expression levels of geminin (p<0.05). There were only 10 recurrences for high-grade
lesions, with no identification of risk factors with statistical significance. Conclusion:
The rate of negative conizations was 11.93%. Risk factors were older age, greater
number of pregnancies and low expression of p16, Ki-67 and geminin (p<0.05), with
no power to predict recurrence. Recurrences represented 8.19% of the negative
cones, without identification of risk factors with statistical significance. The size of the
colposcopic lesion and the performance of a pre-procedure biopsy were not related
to the absence of lesion in conizations specimens. Patients without morphological
disease in the anatomopathological examination, but with a positive IHC marker did
not present greater disease recurrence.

Keywords: Human Papilloma Virus (HPV), Conization, Cervical Intraepithelial

Neoplasia, Negative Results, p16, Ki-67 Antigen, Geminin
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1 INTRODUGAO

De acordo com o GLOBOCAN, no ano de 2020, houve uma estimativa de
604.000 novos casos de cancer cervical no mundo, com 342.000 mortes pela
doencga, tornando-se este o quarto cancer mais frequentemente diagnosticado e a
quarta principal causa de morte por cancer em mulheres (SUNG et al., 2021).
Especificamente no Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), a
estimativa para novos casos de cancer de colo do utero para o ano de 2022 é de
16.710. Os ultimos dados disponiveis sobre mortalidade, de 2020, mostram que o
numero de 6bitos contabilizados por esta causa foi de 6.627. Para o sexo feminino,
este tipo de cancer ocupa o 3° lugar em incidéncia e o 4° lugar em mortalidade
(“INCA”, 2022).

Uma das descobertas mais importantes na investigagao etiolégica do cancer
de colo uterino nas ultimas décadas foi a demonstragcao de sua associacdo com o
virus do papiloma humano (HPV). Harald zur Hausen demonstrou em 1983 que o
cancer cervical € causado por certos tipos de HPV, cujos genes séo incorporados ao
DNA das células hospedeiras. A descoberta do potencial oncogénico do virus abriu
caminho para diversos outros estudos, inclusive para o desenvolvimento da vacina
contra o HPV. As evidéncias cientificas acumuladas a partir de estudos viroldgicos,
moleculares, clinicos e epidemiologicos subsequentes demonstraram que o cancer
do colo do utero € uma sequela de uma infeccdo nao resolvida a longo prazo por
certos tipos de HPV (CASTELLSAGUE, 2008; ZUR HAUSEN, 2002).

O cancer do colo do utero parece ser a doenca mais apropriada para a
aplicacao dos principios de triagem (DASARI; WUDAYAGIRI; VALLURU, 2015). As
lesbes pré-cancerosas do colo do utero, chamadas de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), podem ser detectadas através de rastreio e podem ser tratadas para
evitar a progressao para o cancer. Assim, esta neoplasia é evitavel devido ao seu
longo estagio pré-invasivo (HUH, 2009). Para o rastreio, o esfregaco de
Papanicolaou € o método mais frequentemente usado e mais facil para avaliar as
células do colo do utero. A amostra € obtida a partir da jungdo escamocolunar (JEC),
inserindo e girando uma espatula através do orificio cervical externo e uma escova
no interior do canal cervical. O esfregagco é entdo fixado em uma lamina,
adequadamente corado e analisado sob um microscopio. Nos ultimos anos, foi

desenvolvido um novo tipo de avaliagédo das células, através da citologia liquida, que
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permitiu a otimizacdo da qualidade das amostras ao produzir camadas celulares
idénticas, diminuindo os espécimes de baixa qualidade (WANG; HUANG; ZHANG,
2018).

A taxa de pico da infecgao pelo HPV é observada em mulheres com menos
de 25 anos de idade, com um declinio que atinge os platés entre 30 e 35 anos. Em
alguns paises, ha um ligeiro aumento nas mulheres com mais de 50 anos
(MOSCICKI et al., 2012). Desta forma, as Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento
do Cancer do Colo do Utero de 2016 recomendam o rastreio com citologia oncética
dos 25 aos 64 anos, uma vez por ano e, apos dois exames anuais consecutivos
negativos, a cada trés anos (MINISTERIO DA SAUDE; INCA, 2016). Ja a
Organizagao Mundial de Saude (OMS) recomenda a triagem de mulheres de 30 a 49
anos através de testes de Papanicolaou a cada 3 a 5 anos ou através de pesquisa
de HPV a cada 5 anos (BRAY et al., 2018).

Ha necessidade de tratar estas lesdes cervicais de alto grau em pacientes
acima de 25 anos para impedir sua progressao, ja que a partir desta idade a taxa de
regressdo espontanea é baixa. O tratamento em mulheres na idade reprodutiva
demonstrou associagdo com aumento de morbidade obstétrica e neonatal. Assim,
torna-se imprescindivel reduzir as intervengdes no colo do utero em mulheres
jovens, ponderando as consequéncias em seu futuro obstétrico (MINISTERIO DA
SAUDE; INCA, 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

A conizagao cervical € um procedimento cirurgico realizado no diagndstico e
tratamento de lesbes precursoras de cancer de colo do utero, indicado em um
determinado grupo de pacientes conforme resultados de exames de citologia
oncotica, colposcopia e/ou biopsia cervical. Apesar de simples e amplamente
realizado em todo o mundo, ndo é um procedimento isento de complicagdes.
Possiveis riscos sado: infec¢gdo, sangramento, estenose de canal (que pode levar a
infertilidade e hematometra) e principalmente desfechos obstétricos futuros
desfavoraveis, como abortos, incompeténcia istmo-cervical, rotura prematura de
membranas ovulares e trabalho de parto prematuro.

Um resultado negativo de conizagdo é frustrante tanto para a paciente
quanto para o medico, gerando incertezas quanto ao diagndstico inicial, necessidade
de tratamento e realizagcado e tempo de seguimento. Dessa maneira, a identificacéo
de fatores de risco envolvidos no resultado para conizagdes negativas podera evitar
procedimentos desnecessarios, minimizando o impacto social, psiquico, fisico e
obstétrico destas pacientes e ainda gerando economia de despesas em saude
publica. Ademais, um novo biomarcador, ainda pouco estudado nas neoplasias
intraepiteliais cervicais, sera avaliado quanto ao comportamento em cones negativos
e quanto a predicdo de recidiva para as doengas do colo do utero. Finalmente,
espera-se esclarecer o significado das pacientes sem doenga morfolégica, porém
com marcadores positivos.

Até o momento, ndo existem protocolos estabelecidos sobre 0 manejo de
cone negativo. Portanto através deste estudo, o médico assistente tera
embasamento para planejar o seguimento clinico da paciente, informar predicéo de
recidiva de cones negativos e principalmente saber identificar fatores de risco para

evitar um procedimento cirdrgico desnecessario.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a taxa de conizagdes negativas do servigo, bem como analisar

os fatores de risco e recidiva envolvidos para este resultado.

f)

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar ocorréncia de recidivas pds cones negativos e seus fatores
predisponentes;

Verificar a associagao do tamanho da lesao colposcopica e a auséncia de
doenca na peca de cone;

Analisar o papel da bidpsia pré-procedimento na taxa de conizagao
negativa;

Avaliar a reacéo de p16 e Ki-67 nas pacientes com cone negativo;
Verificar o comportamento da geminina nos cones negativos e o seu papel
em predizer risco de recorréncia de doenga;

Definir o significado clinico da paciente sem doenga morfolégica no

anatomopatolégico, mas com marcador imuno-histoquimico positivo.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 PATOGENESE/ONCOGENSE

Na historia natural do céncer do colo do utero, ha um longo periodo de
lesbes precursoras assintomaticas, conhecidas como NIC (neoplasia intraepitelial
cervical) 2-3, ou lesbes de alto grau. Se diagnosticadas a tempo e tratadas
adequadamente, apresentam excelentes taxas de cura (MINISTERIO DA SAUDE;
INCA, 2016).

Os estudos epidemiolégicos e clinicos que incorporaram técnicas de biologia
molecular de alta sensibilidade detectaram HPVs oncogénicos ou de alto risco em
praticamente  100% dos canceres cervicais (CASTELLSAGUE, 2008;
WALBOOMERS et al., 1999). As associacdes observadas entre a infecgao pelo HPV
e o cancer do colo do utero estao entre as mais altas ja identificadas na cancerologia
humana (cerca de 99,7%), com um crescente consenso em qualificar o HPV como a
‘causa necessaria” (auséncia de doenca na auséncia de infec¢cdo), embora
insuficiente (presenca de infecgdo sem presenga de doencga) para este cancer
(WALBOOMERS et al., 1999). Nos Estados Unidos, os tipos de virus oncogénicos
mais comumente encontrados nos canceres, em ordem decrescente de frequéncia,
sdao 16, 18, 31, 33 e 45. O HPV 16 é o tipo oncogénico mais prevalente,
exclusivamente cancerigeno, responsavel por mais da metade de todos os tumores,
enquanto que o HPV 18 representa aproximadamente 20% deles (HUH, 2009;
MOSCICKI et al., 2012; TORNESELLO et al.,, 2013). As principais etapas da
carcinogénese cervical incluem: infeccdo do epitélio da zona de transformacéao
cervical com tipos oncogénicos de HPV, persisténcia viral, progressao clonal do
epitélio persistentemente infectado para pré-cancer cervical e invasdao (MOSCICKI et
al., 2012).

A juncao escamocolunar (JEC) é uma linha definida pela transigao abrupta
entre os epitélios escamoso e colunar do colo uterino. E a area mais vulneravel a
infeccédo pelo HPV e é o local em que mais de 90% das neoplasias do trato genital
inferior sdo iniciadas. No periodo reprodutivo, pela influéncia do estrogénio e do
crescimento do colo, o epitélio colunar da parte inferior do canal endocervical pode
everter-se, numa alteragdo denominada ectopia. Com o tempo, ha uma substituicéo

fisiologica do epitélio colunar evertido por um epitélio escamoso recém-formado —
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processo chamado de metaplasia escamosa — e assim uma nova JEC é formada.
Como a metaplasia € um processo de replicagao e diferenciacdo celular, torna-se
um local apropriado para a persisténcia viral. Visto que ha dois tipos de células
epiteliais, duas formas diferentes de cancer podem ocorrer no colo do utero: o
adenocarcinoma, responsavel por 10 a 20% dos casos, e muito mais
frequentemente, o carcinoma de células escamosas (CEC) (MOSCICKI et al., 2012;
SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004; WANG; HUANG; ZHANG, 2018).

A infeccdo pelo HPV é uma doenga sexualmente transmissivel. Assim, os
fatores de risco associados a essa infeccdo estdo claramente relacionados ao
comportamento sexual do individuo. Os mais importantes s&o: sexarca precoce, alto
numero de parceiros sexuais ao longo da vida, e contatos sexuais com individuos de
alto risco. Varios estudos descobriram a idade da primeira relagdo sexual como fator
de risco para este cancer (CASTELLSAGUE, 2008).

O periodo prolongado entre a infecgéo e o desenvolvimento do cancer deixa
duvidas sobre os muitos fatores que contribuem para a progressao da doenga, mas
os determinantes bem conhecidos sdo: tipo viral, persisténcia da infecgéo, carga
viral, integragdo do DNA viral ao DNA celular, uso prolongado de contraceptivos
orais, alta paridade e tabagismo. A imunossupressdo duradoura representa um
importante fator de risco para persisténcia do DNA viral e progressdo das lesdes
(ZUR HAUSEN, 2002). Assim, a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) também constitui um importante fator de risco para a infecgéo pelo HPV e para
a progressao neoplasica, principalmente durante os periodos de imunossupressao
(CASTELLSAGUE, 2008).

O ciclo de vida do papilomavirus difere de todas as outras familias de virus:
a infecgao requer a disponibilidade de células epiteliais epidérmicas ou da mucosa
que ainda sado capazes de proliferar (células da camada basal) (ZUR HAUSEN,
2002). O HPV infecta o epitélio cervical sem entrar na circulagdo e sem uma fase
virémica, portanto ndo é facilmente exposto ao sistema imunoldgico, que é
fundamental no controle dessas infecgdes. O virus possui alguns mecanismos para
evitar o sistema imunologico, produzindo um ambiente imunossupressor local que
estabelece uma rede imunossupressora e bloqueia a resposta imune antitumoral.
Esse microambiente pode incentivar a persisténcia do virus e levar ao cancer do
colo do utero (WANG; HUANG; ZHANG, 2018). Como resultado, a vigilancia imune

tipica, que envolve o deslocamento de células imunes especializadas do local da
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infeccédo para os 6rgaos linféides secundarios, € limitada ou evitada. Esse € um dos
mecanismos do virus para escapar da ativacdo e expansao da resposta imune
(HUH, 2009).

A persisténcia do HPV oncogénico pode levar ao desenvolvimento de lesées
pré-cancerosas e cancer cervical — processo que pode demorar bastante tempo. Foi
demonstrado que a infeccdo pelo HPV oncogénico persiste por mais tempo, com
duracdo média de aproximadamente 8 meses, enquanto a duragdo meédia da
infeccéo por tipos ndo oncogénicos é estimada em 4,8 meses. Apos a infecgéo e a
integracdo do DNA viral no genoma do hospedeiro, o ciclo de vida do HPV progride

sinergicamente com a maturagao da célula epitelial (HUH, 2009).

4.1.1 Genes do HPV

Os HPV tém genomas de DNA de fita dupla circulares e, apesar de seu
pequeno tamanho, apresentam uma biologia molecular muito complexa. Os genes
iniciais (early) do HPV tém potencial oncogénico e sdo responsaveis pela
transcricdo, replicagcao e transformacgéo virais da célula hospedeira, enquanto os
genes tardios (/ate) codificam proteinas estruturais do virus. As proteinas tardias L1
e L2 sdo ativamente expressas nas camadas cornificadas que compdem o capsideo
viral, onde os genomas virais recém-sintetizados s&o encapsulados e os virions s&o
eliminados (DE VILLIERS et al., 2004; TORNESELLO et al.,, 2013). Trés genes
iniciais possuem atividade estimuladora da proliferacdo e transformacgao: E5, E6 e
E7. O E5 nao é obrigatério em eventos tardios da carcinogénese mediada por HPV.
Um papel mais significativo para a transformacao maligna é atribuido aos genes E6
e E7, que séo expressos consistentemente no tecido displasico, e a inibicao de sua
expressado bloqueia o fendtipo maligno das células cancerigenas cervicais. (DE
VILLIERS et al., 2004; ZUR HAUSEN, 2002). A instabilidade genética e o acumulo
de mutagdes induzidos por E6 e E7 leva a ativagado de oncogenes e a inativagao de
genes supressores de tumores, assim, podem modificar o controle do ciclo celular e
regular a apoptose (SENBA; MORI, 2012; WANG; HUANG; ZHANG, 2018).

A proteina E6 incentiva a degradacdo da proteina p53, que regula o ciclo
celular e que é responsavel pela apoptose. A concentragao de p53 nas ceélulas com
E6 é cerca de 2 a 3 vezes menor do que nas células saudaveis, e sua meia-vida

também é substancialmente diminuida. Como resultado, a resposta tipica da p53 a
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danos no DNA nao ocorre, entdo as mutagdes sao transportadas de uma geracéo
celular para a seguinte, culminando com um acumulo ao longo do tempo. Além
disso, a E6 interfere com outras proteinas pré-apoptoticas, como Bak, FADD e
procaspase-8 (SENBA; MORI, 2012; WANG; HUANG; ZHANG, 2018; ZUR
HAUSEN, 2002).

Por sua vez, a proteina E7 se relaciona com a proteina do Retinoblastoma
(pRb), e essa interagao libera o fator E2F, que age na transicdo da fase celular e
suprime o controle do ciclo realizado pela pRb. A E7 também se liga aos inibidores
da CDK, p27 e p21, anulando a inibicao do ciclo celular. Assim, a probabilidade de
progressdo maligna aumenta (SENBA; MORI, 2012; WANG; HUANG; ZHANG,
2018).

Além disso, as proteinas E6 e E7 também podem controlar os micro-RNAs,
cuja desregulagdo esta ligada ao inicio, desenvolvimento e disseminagcdo de
tumores humanos (WANG; HUANG; ZHANG, 2018). Deste modo, podem imortalizar
varios tipos de células humanas independentemente, porém um efeito complementar
e sinérgico entre elas resulta em um aumento acentuado na atividade e na eficiéncia
de transformacdo. Em suma, essa interagdo entre E6 e E7 com p53 e pRb resulta
em imortalizagdo da célula, transformacdo e carcinogénese devido a sua
desregulacdo do ciclo celular e do controle da apoptose (SENBA; MORI, 2012;
TORNESELLO et al., 2013). Finalmente, as alteragbes patoldgicas induzidas pela
expressao de E6 e E7 sdo histologicamente caracterizadas como NIC (HUH, 2009).

A figura 1 exemplifica a agdo das proteinas E6 e E7.
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FIGURA 1 — PAPEL DAS PROTEINAS E6 E E7 NA CARCINOGENESE

Inibicao da apoptose

Degradacéao de PDZ

O o
]
Degradacao dop53 @ @ o°
Expressdo de hTERT paraligaracEgap  © 9 @ D
Parada co G1 l @
Fase celular G1 - Fase celular S

Liberacao de E2F
Progressao do ciclo celular Rb
@/@ (€26
Ciclina A, €| cok2 |

X Fosforﬂaqa/ /

E7
O '\* /’;)EI;‘ E2F\i il pr’//

Progressao do
ciclo celular
(Gl para )

p21

FONTE: adaptada de SENBA; MORI, 2012.

4.2 DIAGNOSTICO

O diagndstico de uma neoplasia intraepitelial cervical esta alicergado no tripé
classico, que consiste em: citologia, colposcopia e histologia. A suspeita de uma
lesdo de alto grau surge na citologia. A citologia convencional tem uma alta
especificidade (79-100%) e uma sensibilidade aceitaveis (30-80%) na detecgédo do
cancer cervical e seus precursores, enquanto que a citologia liquida supera a
convencional da deteccado das neoplasias (APGAR; BROTZMAN; SPITZER, 2010).
Um estudo que avaliou 431 pacientes encontrou que em 54% dos casos houve
concordancia entre o diagndstico da citologia e histologia, tanto na normalidade
quanto na graduacado das lesbes pré-malignas. Dos pacientes com citologia
mostrando NIC, 90,8% tiveram confirmagdo pela histologia do colo do utero,
enquanto 62,8% daqueles com citologia normal foram confirmados como tendo
histologia normal (ANSCHAU; GUIMARAES GONCALVES, 2011).

O Sistema de Bethesda (The Bethesda System — TBS) analisa e classifica a

amostra citologica, e esta detalhada na tabela 1 a seguir.
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TABELA 1 - O SISTEMA DE BETHESDA

ADEQUACAO DA AMOSTRA
e  Satisfatéria para avaliagao
e Insatisfatério para avaliagao
o Amostra rejeitada/nédo processada
o Amostra processada e avaliada, mas insatisfatéria para avaliagdo de anormalidade epitelial

CATEGORIAZACAO GERAL

e Negativo para leséo intra-epitelial ou malignidade
e  Qutras

e  Alteracao celular epitelial

INTERPRETACAO/RESULTADO

NEGATIVO PARA LESAO INTRA-EPITELIAL OU MALIGNIDADE,
- ORGANISMOS:
* Trichomonas vaginalis
* Organismos fungicos morfologicamente consistentes com Candida spp.
* Substituicdo na flora sugestiva de vaginose bacteriana
* Bactérias morfologicamente consistentes com Actinomyces spp.
* Alteracdes celulares consistentes com o virus herpes simples

- OUTROS ACHADOS NAO-NEOPLASICOS:
* Alteracdes celulares reativas associadas a
- inflamacéo (incluindo reparo tipico)
- radiacao
- dispositivo intra-uterino (DIU)
* Estado das células glandulares pés-histerectomia
* Atrofia

OUTROS
e Células endometriais (em mulher >= 40 anos de idade)

ALTERACOES DAS CELULAS EPITELIAIS

CELULAS ESCAMOSAS
e (Células escamosas atipicas
o De significado indeterminado
o Na&o é possivel excluir leséo intraepitelial escamosa de alto grau
e Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (abrangendo HPV/displasia leve/NIC 1)
e Lesao intraepitelial escamosa de alto grau (abrangendo displasia moderada e acentuada, CIS, NIC
2 e 3) com caracteristicas suspeitas de invasao (se houver suspeita de invasao)
e Carcinoma de células escamosas

CELULAS GLANDULARES

e Atipicas
o Células endocervicais (sem outras especificacdes (SOE) ou especificar nos comentérios)
o Células endometriais (SOE ou especificar nos comentarios)
o Células glandulares (SOE ou especificar nos comentarios)
o Células endocervicais, possivelmente neoplasicas
o Células glandulares, possivelmente neoplasicas

e Adenocarcinoma endocervical in situ

e Adenocarcinoma
o Endocervical
o Endometrial
o Extra-uterino
o Sem outras especificagdes (SOE)

OUTRAS NEOPLASIAS MALIGNAS (especificar)

FONTE: IARC; MINISTERIO DA SAUDE; INCA, 2016
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Ja o exame de colposcopia consiste na avaliagdao ampliada do colo uterino
através de um aparelho com lentes épticas de magnificagdo chamado colposcépio.
Sao aplicadas solugdes de acido acético e lugol para observar o comportamento do
epitélio cervical a estes reagentes. O acido acético coagula as proteinas das células,
induzindo um branqueamento dos tecidos com carga proteica elevada. Por sua vez,
o lugol, também conhecido como iodo forte, tem o efeito de corar de castanho
escuro o glicogénio intracelular, presente em epitélios maduros. Como os epitélios
patolégicos ou displasicos tém alta carga de proteina devido sua densidade celular
ativa e n&do s&o portadores de glicogénio por ndo amadurecerem, tornam-se
acetobrancos e iodo-negativos no exame colposcépico. Assim, o principal objetivo
deste exame é localizar alteracbes e direcionar bidpsias para areas de maior
suspeita.

Os achados deste exame sao classificados em normais e anormais, e as
figura 2 e 3 exemplificam os achados alterados a colposcopia. A nomenclatura
colposcopica segue na tabela 2, baseada na Federagéo Internacional de Patologia
Cervical e Colposcopia (IFCPC), aceita no congresso mundial do Rio em 2011
(BORNSTEIN et al.,, 2012). A figura 4 exemplifica a classificagcdo das Zonas de

transformacao.

FIGURA 2 — COLO UTERINO COM FIGURA 3 — COLO UTERINO COM
ACHADOS MENORES ACHADOS MAIORES

FONTE: ZANINE, 2020.

, FONTE: ZANINE, 2020.
LEGENDA: EPITELIO LEGENDA: MOSAICO IRREGULAR,
ACETOBRANCO TENUE PONTILHADO GROSSEIRO E ORIFICIOS
GLANDULARES COM HALO BRANCO.
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TABELA 2 - TERMINOLOGIA COLPOSCOPICA DO COLO UTERINO IFCPC 2011

Avaliagdo geral Colposcopia adequada ou inadequada (especificar o motivo sangramento, inflamagdo, cicatriz, etc)
Visibilidade da juncdo escamocolunar: completamente visivel, parcialmente visivel e ndo visivel
Zona de transformacdo Tipo 1,2 ou 3

Achados Epitélio escamoso original
colposcopicos eMaduro
normais e Atrofico

Epitéliocolunar
eEctopia

Epitélio escamoso metapldsico
eCistos de Naboth

eQrificios (glandulas) abertos

Deciduose na gravidez

Achados Principios Localizacdo da lesdo: Dentro ou fora da ZT e de acordo com a posi¢do do relégio
colposcdpicos gerais Tamanho da lesdo: Niumero de quadrantes do colo uterino envolvidos pela lesdo e
anormais tamanho da lesdo em porcentagem do colouterino

Grau 1 Epitélio acetobranco ténue, de borda Mosaico fino, Pontilhado fino

(Menor) irregular ou geografica

Grau 2 Epitélio acetobranco denso, Mosaico grosseiro, Pontilhado grosseiro

(Maior) Acetobranqueamento de aparecimento Margem demarcada, Sinal da margem

rapido, orificios glandulares espessados interna Sinal da crista (sobrelevado)
Ndo Leucoplasia (queratose, hiperqueratose), erosdo, captagdo da solug¢do de lugol: positive

especifico (corado) ou negative (ndo corado) (teste de Schiller negative ou positivo)

Suspeita de Vasos atipicos Sinais adicionais: vasos frageis, superficie irregular, lesdo exofitica, necrose, ulceracdo
invasdo (necrdtica), neoplasia tumoral/grosseira
Miscelanea Zona de transformacdo congénita, condiloma, pdlipo (ectocervical/endocervical), inflamagado, estenose,

anomalia congénita, sequel pds-tratamento, endometriose

FONTE: BORNSTEIN et al., 2012

FIGURA 4 - REPRESENTAGAO GRAFICA DAS ZONAS DE TRANSFORMAGAO TIPOS 1,
2 E 3 RESPECTIVAMENTE

FONTE: ZANINE, 2020
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De acordo com o grau do achado, associado a citologia oncoética, ao
histérico da paciente e seus fatores de risco, € indicado o tratamento cirurgico ou a
conduta expectante. Se a citologia for de alto grau e os achados a colposcopia forem
maiores, pode ser realizada a técnica “ver e tratar’, na qual a paciente é submetida
ao tratamento na primeira consulta, sem necessidade de bidpsia cervical prévia
(APGAR; BROTZMAN; SPITZER, 2010; MINISTERIO DA SAUDE; INCA, 2016).

Finalmente, a analise histopatolégica confirma a hipotese levantada pela
citologia e pela colposcopia, comprovando a presenga de neoplasia no tecido
epitelial cervical. O padrao ouro do diagnéstico histopatolégico depende em grande
parte se a anormalidade epitelial cervical foi amostrada pelo colposcopista. As
células infectadas por HPV acumulam mutagdes, e sua aparéncia histologica torna-
se bastante atipica. Quando a atipia basal se estende para o terco médio do epitélio
escamoso cervical, ha o diagnéstico de NIC 2; quando se estende para o tergo
superior do epitélio, ha o diagndéstico de NIC 3, porém a membrana basal permanece
intacta em todos os graus de NIC (APGAR; BROTZMAN; SPITZER, 2010). A taxa de
discordancia entre a citologia cervical e a histologia da biopsia € entre 11 e 28%, e
qguando isso ocorre, questiona-se se € um resultado falso positivo da citologia ou um
resultado falso negativo da histologia. Esta situagdo pode advir de uma bidpsia ser
realizada em local diferente da lesdo cervical, ou com técnica errbnea, sem
orientagao por colposcopia ou com instrumentos inadequados. Outra possibilidade é
quando houve um intervalo de tempo grande entre os dois exames: pode ter havido
regressdo das lesdes que explicasse tal discrepancia (ANSCHAU; GUIMARAES
GONCALVES, 2011).

Entretanto, nas ultimas décadas, vém surgindo outras possibilidades de
diagnodstico: ensaios de deteccdo de HPV através de diferentes técnicas, que sao
explicadas abaixo:

1. Teste de DNA do HPV. Essa modalidade é baseada na amplificacdo de
sinal para detectar o DNA do virus. Ha varias opgdes de diferentes laboratorios
fabricantes, que identificam de 2 até 14 tipos diferentes de HPV de alto risco. Sdo os
mais aplicados na pratica clinica, principalmente como método primario de
rastreamento do cancer do colo do utero em mulheres acima de 30 anos, por ser
uma forma de rastreamento mais sensivel que a citologia para lesdes
escamocelulares (94,6% vs 83,9%) (APGAR; BROTZMAN; SPITZER, 2010;
MANLEY et al., 2016; TORNESELLO et al., 2013).
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2. Teste de RNA do HPV. Estes tipos de testes séo projetados para detectar
MRNAs virais que codificam as proteinas E6 e E7, que sdo os fatores mais
determinantes para o desenvolvimento de céancer cervical. Também conseguem
detectar até 14 gendtipos de HPV de alto risco (TORNESELLO et al., 2013).

3. Teste de proteinas do HPV. Esta categoria detecta os niveis de proteinas
nos esfoliados das células cervicais, sendo capaz de identificar a proteina E6
codificada pelo HPV 16, 18 e 45 (TORNESELLO et al., 2013).

A principal vantagem do uso dos testes de HPV é a alta sensibilidade e o
alto valor preditivo negativo. A auséncia de HPV de alto risco indica uma
probabilidade muito baixa de NIC 2-3 e maior prote¢do em comparagdo com a
citologia, uma vez que o risco dessa alteragcdo permanece bastante pequeno num
intervalo de 5 anos apdés um teste negativo (TORNESELLO et al., 2013). O que
preocupa € sua baixa especificidade, pois os testes ndo conseguem diferenciar
infeccdes transitdrias comuns de lesdes pré-malignas. Quando o exame de HPV de
alto risco € usado como principal método de triagem, as pacientes estdo propensas
a ter diagnosticos excessivos, tornando-se necessario um exame colposcopico
adicional para confirmar o diagnoéstico, aumentando o numero de colposcopias
desnecessarias e desperdicio de recursos médicos (SUN et al., 2018; ZHANG et al.,
2018).

4.2.1 Marcadores

A citologia tem sensibilidade limitada para detectar precursores de cancer e
muitas vezes a avaliagdo histologica € inconclusiva. Apesar de a analise das
bidpsias seguir muitos critérios, ainda sofre com a subjetividade inter-observador.
Dessa forma, nas ultimas décadas, tornou-se crucial o desenvolvimento de novos
testes para melhorar essa triagem.

Relembrando o ciclo celular, as células se preparam para a replicagao do
DNA durante G1, replicam seu DNA na fase S, se preparam para a mitose em G2 e,
finalmente, segregam os cromossomos filhos na fase M. Assim, varias proteinas
reguladoras do ciclo celular sdo implicadas na patologia dos canceres pelo papel
central do ciclo celular na manutengao da integridade genémica. Numa grande parte

das neoplasias malignas, as moléculas que inibem a passagem por estagios
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especificos do ciclo celular sdo frequentemente encontradas como supressoras de
tumor que sdo mutadas ou reprimidas (WOHLSCHLEGEL et al., 2002).

Dessa forma, um biomarcador pode ser objetivamente medido como um
indicador de processos patogénicos ou de uma resposta farmacolégica a uma
intervencao terapéutica. Eles se tornaram ferramentas importantes para auxiliar os
clinicos e patologistas quanto ao diagndstico precoce, previsdo da resposta a terapia
e monitoramento de diversas doengas, inclusive das neoplasias intraepiteliais
cervicais (DASARI; WUDAYAGIRI; VALLURU, 2015; SUN et al., 2018).

1. p16

O p16 é um biomarcador eficaz e tem sido amplamente utilizado para
melhorar a reprodutibilidade das interpretacbes das lesdes cervicais. Ele é
superexpresso em infecgdes por HPVs oncogénicos, e o mecanismo pelo qual a
mutacao p16 desregula o ciclo celular esta correlacionado ao aumento da expressao
da oncoproteina E7, que determina a inativagao de pRb, levando a um aumento do
inibidor de quinase dependente de ciclina p16 (p16INK4a). O p16 melhora a
precisao do diagndstico, a confiabilidade e a qualidade na histopatologia, a fim de
detectar com exatiddo os precursores de cancer cervical (SUN et al.,, 2018;
TORNESELLO et al., 2013). Uma limitagdo da analise de p16 como marcador de
neoplasia cervical € que a expressao focal e ocasionalmente difusa também pode
ser observada em ceélulas endocervicais benignas, na metaplasia tubaria do
endométrio e na endometriose cervical (SILVA et al., 2017). Outra limitagdo € sua
menor especificidade, ja que NIC 1 e NIC 2-3 as vezes mostram expressao
semelhante de p16, e também porque pode ser encontrado em lesdes inflamatodrias
do colo do utero (XING; WANG; WU, 2017).

2. Ki-67

O Ki-67 é um marcador de proliferagao celular presente durante as fases
ativas do ciclo celular (G1-S-G2-M), e um forte poder preditor de progressdo nas
lesdes intraepiteliais precoces, pois regula a transcricdo de RNA dos ribossomos
(KUKU et al., 2015; SUN et al., 2018). Esta presente durante todas as fases ativas
do ciclo celular (G1, sintese, G2 e mitose), mas esta ausente nas células em
repouso (G0), e ndo esta envolvido especificamente no processo carcinogénico

cervical (SILVA et al., 2017). Muitos estudos demonstraram ser um indicador
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confiavel da fracdo de crescimento de um tumor, haja vista que uma expresséo
aumentada de Ki-67 esta correlacionada com um grau de NIC mais alto, além de ser
altamente sensivel para diferenciar NIC 1 e NIC 2-3 (TORNESELLO et al., 2013;
XING; WANG; WU, 2017). Um estudo que aplicou Ki-67 em tecido cervical normal e
nos diferentes graus de NIC encontrou aumento da expressao de Ki-67 em NIC 3 em
comparagao com casos de NIC 1 e 2. O Ki-67 foi expresso em todas as pacientes
com NIC 2 e 3, e em 30% dos casos com NIC 1. Nao houve diferengca ao comparar o
tecido normal com NIC 1 (MITILDZANS et al., 2017).

3. p53

Este € um gene supressor de tumor, que promove o reparo do DNA e/ou
apoptose. Sua inativacdo esta correlacionada com o desenvolvimento de varios
canceres humanos. Em seu estudo, Mitildzans observou a expressao de p53 em
71% dos casos de pacientes com NIC 3, que estava aumentada em comparagao
com pacientes NIC 1 e 2 (MITILDZANS et al.,, 2017). Entretanto, uma reviséo
sistematica concluiu que o p53 foi associado a lesdes cervicais mais graves na
minoria dos estudos (apenas quatro de nove estudos), sugerindo que este ndo é um

bom biomarcador na avaliagdo das NICs (SILVA et al., 2017).

4. p63

E um homologo precursor do gene supressor de tumor p53, cuja expressao
se encontra no epitélio escamoso da mucosa ectocervical em maturagdo, na
metaplasia escamosa e zona de transformacdo cervical. Um estudo detectou
expressao do p63 em todos os pacientes avaliados com NIC 2 e NIC 3, e em apenas
30% dos casos de NIC 1. Porém esta expresséo também foi aumentada na NIC 1

em comparagao ao grupo controle (MITILDZANS et al., 2017).

5. Geminina

A geminina é um componente importante envolvido na progresséo do ciclo
celular, especificamente na progressdo S-G2-M. Ela age como um regulador central
do processo que inibe o inicio da replicagdo. Alteragdes na sua expressado estao
associadas a proliferagdo, diferenciacao e desenvolvimento celular. Desta forma,
desempenha um papel vital na fisiopatologia e desenvolvimento do cancer. A

expressao de geminina esta associada ao cancer de mama, carcinomas colorretais e
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adenocarcinoma de pulméo de pequenas células (KUKU et al., 2015; XING; WANG;
WU, 2017).

Um estudo aplicou geminina em diversos tecidos, e encontrou forte
coloracdo nuclear nas populacdes de células em proliferagdo, como linfonodos
reativos, criptas do intestino delgado, espermatoécitos em desenvolvimento, camadas
basais do epitélio da pele e do colo uterino. Em contraste, tecidos com proliferagao
celular minima, como coragao, cortex cerebral, rim e pulmao, n&do conseguiram corar
para este marcador. Esse padrdo sugeriu que a geminina é, de fato, expressa
especificamente em células ciclicas. Assim, o autor levantou a hip6tese de que, em
vez de ser um inibidor do ciclo celular, a geminina esta positivamente correlacionada
com a proliferagdo celular, desempenhando um papel essencial nesta funcao
(WOHLSCHLEGEL et al., 2002).

Especificamente para patologias do colo do utero, ha pouquissimos
trabalhos na literatura que estudaram a geminina. Um estudo investigou o papel
deste marcador na predicdo da progressao das lesdes precursoras cervicais. Foi
encontrado que n&o houve expressao de geminina em epitélio cervical normal,
porém a sensibilidade e especificidade na determinagdo da NIC 2-3 foram altas.
Inclusive, a especificidade e a acuracia excederam a de biomarcadores como p16 e
Ki-67. Assim, o estudo concluiu que a geminina tem um grande potencial como
marcador de diagnostico para identificar NIC 2-3 (XING; WANG; WU, 2017).

Um outro estudo recente avaliou o valor progndstico da geminina associado
a previsdo da progressao de lesdes de baixo grau. Lesdes de NIC 1 apresentaram
baixo nivel de geminina, enquanto NIC 2-3 e CEC demonstraram uma expressao
substancialmente mais alta. Altos niveis de geminina foram encontrados em 30,6%
dos participantes com NIC 1, 80,6% dos participantes com NIC 2-3 e 93,3% dos
pacientes com cancer cervical. O estudo concluiu que a geminina pode servir como

um indicador prognostico na progressao de NIC 1 (ZHENG et al., 2021).

4.3 TRATAMENTO

O tratamento para as NICs consiste basicamente em remover
cirurgicamente a porgao do colo do utero que contém a lesao intraepitelial. Os
critérios para tratamento em pacientes com lesdo de alto grau sdo: diagndstico

histologico de NIC 2-3 em bidpsia e/ou curetagem de canal cervical; ou alto grau de
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repeticdo em citologia (pelo menos 2 citologias com 6 meses de intervalo, apos
excluir lesdo vaginal a colposcopia). Nos casos de NIC 1, os critérios sao:
persisténcia da lesao por pelo menos 2 anos; mais de 40 anos; e lesdo de grande
tamanho (envolvimento dos 4 quadrantes) ou extensdo da lesdo para o canal
endocervical (colposcopia insatisfatoria ou resultado positivo da curetagem de canal)
(MINISTERIO DA SAUDE; INCA, 2016).

A conizagdo cervical, também conhecida como exérese da zona de
transformacao (EZT), pode ser realizada pelas técnicas com bisturi a frio, cirurgia de
alta frequéncia com eletrodo em alca (CAF) e cirurgia de alta frequéncia com
eletrodo reto (Straight Wire Excision of the Transformation Zone - SWETZ), e é o
método cirurgico excisional de escolha para diagndstico e tratamento pois, além de
permitir identificar os casos de invasao nao detectados pela citologia e colposcopia,
ja serve como tratamento quando a lesao € intraepitelial (CARRIGG et al., 2013;
KOC; SAHIN; AYAS, 2013; MINISTERIO DA SAUDE; INCA, 2016). A técnica mais
utilizada mundialmente € a CAF, por possuir varias vantagens: seguranga, custo-
beneficio, possibilidade de avaliagédo histologica, realizagdo com anestesia local em
ambiente ambulatorial (RYU et al., 2010). A profundidade da remocao varia de
acordo com o tipo de zona de transformacao.

e Excisdo do tipo 1: doenca ectocervical ou que néo se estende mais de 1 cm
no canal endocervical.

e Excisdo do tipo 2: doenga que ocupa uma ZT do tipo 2 - necessario retirar
maior porgao do canal endocervical, o suficiente para ultrapassar a JEC,
usualmente obtido com excisado de profundidade entre 1,5 e 2,0 cm.

e Excisao do tipo 3: Quanto a ZT é do tipo 3, é necessaria maior profundidade
de excisdo — recomenda-se retirar entre 2 e 2,5 cm de (MINISTERIO DA
SAUDE; INCA, 2016).

Normalmente a excisdo do tipo 1 e do tipo 2 é feita através de cirurgia de
alta frequéncia, com a passagem de um eletrodo em alga semicircular sobre o colo,
com posterior cauterizagdo de pontos sangrantes. Ja a exciséo do tipo 3 costuma
ser realizadas pela técnica de conizacdo a frio, que retira uma pega cbnica do colo
uterino com bisturi a frio, seguida de hemostasia e cobertura do coto cervical com
fios de absorcdo lenta (MINISTERIO DA SAUDE; INCA, 2016). As figuras 5 e 6
demonstram a CAF e a conizagao por bisturi a frio, respectivamente. Idealmente

deve-se realizar a EZT sob visdo colposcoépica, ja que melhora a taxa de margens
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negativas, minimiza a profundidade e volume do espécime excisado, melhora a
acuracia do tratamento, e reduz os riscos do procedimento (MUNMANY et al., 2018).
Embora seja um procedimento seguro, o sobretratamento com conizagao
cervical pode colocar as mulheres em um risco desnecessario de complicagdes,
como sangramento, infeccdo, estenose de canal endocervical, risco anestésico,
além de ter um potencial impacto negativo nos resultados reprodutivos,
especialmente para mulheres mais jovens, como incompeténcia istmo-cervical,
abortos tardios, parto prematuro, ruptura prematura de membranas e baixo peso de
nascimento (CARRIGG et al., 2013; HOWELLS et al., 2000; ZHANG et al., 2015).

FIGURA 5 — EZT POR CIRURGIA DE ALTA FREQUENCIA COM ELETRODO EM ALGA (CAF).

FONTE: SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004

FIGURA 6 — EZT POR CONIZAGAO COM BISTURI A FRIO

FONTE: ZANINE, 2020
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4.4 CONIZACOES NEGATIVAS

Normalmente, a analise histopatolégica das conizagbes confirma a
existéncia da lesdo intraepitelial de alto grau que havia sido diagnosticada
previamente em citologia e/ou bidpsias de colo uterino. Entretanto, algumas
conizagbes podem apresentar resultado negativo, isto é, auséncia de malignidade
na amostra ou lesdo de baixo grau (NIC 1), a depender dos critérios definidos por
cada autor.

Uma reviséo feita por Lorenset e Zanine em 2022 abordou as possiveis
causas, consequéncias e implicagbes relacionadas as conizagdes negativas. Um
resultado negativo traz frustragao tanto para a paciente quanto para o médico, pois o
significado clinico deste fenémeno ainda é indeterminado e pode gerar incerteza se
o diagnostico inicial estava correto, se a excisdo nao incluiu a lesdo neoplasica
visada e como estas pacientes devem ser manejadas, ja que cones negativos
podem induzir a erros no seguimento de pacientes com lesdes cervicais pré-
malignas (LORENSET; ZANINE, 2022).

O artigo analisou 19 artigos originais, cujo objetivo principal foi avaliar cones
negativos. No Apéndice 1 consta a tabela retirada desta publicagdo, que discrimina
os principais resultados de cada autor. Nao se sabe exatamente o verdadeiro motivo
pelo qual uma paciente com lesdo de alto grau na citologia, histologia e/ou
colposcopia ter um resultado de conizagdo negativa, mas a revisdo de Lorenset e
Zanine aponta varias teorias:

e Translocagao de células anormais de outros locais do trato genital inferior na
coleta citolégica (GOLBANG et al., 1997);

e Erros na colposcopia, superestimando as lesdes de baixo grau como de alto
grau (GOLBANG et al., 1997);

e Regressdao espontanea da lesdo no intervalo entre a coleta de citologia,
bidpsia cervical e a conizagao subsequente (RYU et al., 2010; THOMPSON et
al., 2002; WALAVALKAR et al., 2016);

e Remocao completa de uma lesédo focal e pequena no momento da bidpsia
cervical (MUNMANY et al., 2017; RYU et al., 2010; THOMPSON et al., 2002;
WALAVALKAR et al., 2016);
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e Avaliagao errbnea das amostras de pré-conizacdo como lesdo de alto grau
(resultado falso positivo) (GOLBANG et al., 1997; THOMPSON et al., 2002;
WALAVALKAR et al., 2016);

e Lesdo de alto grau presente no bloco de tecido de parafina, mas né&o
detectada na primeira andlise patolégica (resultado falso negativo)
(GOLBANG et al., 1997; THOMPSON et al., 2002);

e Area com neoplasia ndo removida na conizacdo, permanecendo no colo do
utero (erro excisional) (RYU et al., 2010; WALAVALKAR et al., 2016).

e Desnudacao ou distorcdo do epitélio da peca do cone em consequéncia de
manuseio descuidado ou de artefato termal (GOLBANG et al., 1997;
THOMPSON et al., 2002).

A revisdo cita ainda alguns fatores de risco associados a uma maior
probabilidade de auséncia de lesdo em uma amostra de cone: mulheres jovens,
aumento da idade, menopausa, atrofia genital, paridade, uso de anticoncepcionais e
tabagismo. Além disso, citologia negativa ou de baixo grau, NIC 2 confirmada por
bidpsia, longo intervalo entre bidpsia e conizagao, tratamento prévio de HPV, teste
de HPV negativo, baixa carga viral de HPV, auséncia de HPV de alto risco e tipos
virais diferentes de 16 ou 18 foram também relacionados aos cones negativos. Ja
para as caracteristicas da colposcopia, os fatores de risco incluiram achados
menores, lesdes envolvendo menos de 1 quadrante do colo do utero, tamanho da
lesdo menor que 12mm? na medigdo colposcopica fotografica, colposcopia
insatisfatoria, juncdo escamosa colunar nao visivel (zona de transformacao tipo 3), e
colposcopia normal no momento da conizagdo em pacientes com les&do de alto grau
(LORENSET; ZANINE, 2022).

Grandes limitagdes do artigo de Lorenset e Zanine sdo de que os estudos
avaliados usaram combinag¢des de NIC confirmada por bidpsia e o método ver-e-
tratar como indicagdo para a EZT, e nem todos os autores realizaram revisao
histopatolégica dos cones, constituindo uma amostra bastante heterogénea de
casos e pacientes. Apenas dez estudos realizaram revisdo do material com
patologistas, e do total de 860 cones considerados inicialmente negativos, 684
cones foram confirmados como verdadeiramente negativos apds analise de recortes
profundos do espécime e/ou aplicacdo de biomarcadores. O uso da imuno-

histoquimica (IHQ) foi realizado em 7 estudos utilizando p16, sendo que dois deles
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também utilizaram Ki-67. Apos essa revisdo patologica, a incidéncia de cones
verdadeiramente negativos, em comparagdo aos cones inicialmente negativos,
variou de 22,64% a 100%. Um total de 901 pacientes foram acompanhadas, e esse
periodo de seguimento variou de 3 meses a 7 anos. A taxa de recorréncia de
pacientes com cone negativo variou de 1,16% a 30% (LORENSET; ZANINE, 2022).

Lorenset e Zanine identificaram varios fatores que parecem afetar os

resultados e a credibilidade dos cones negativos, que serdo abordados a seguir:

4.4.1 O papel da biépsia pré-cirurgica

Moselhi et al. encontraram maior taxa de cones negativos quando os
pacientes foram submetidos a bidpsia pré-cirurgica, enquanto Ryu et al. encontraram
auséncia de neoplasia em 17,7% das amostras de CAF com NIC 2-3 confirmada por
bidpsia. Houve maior chance de predizer auséncia de lesdo no espécime do cone na
bidépsia com NIC 2 em comparagdo com NIC 3 (MOSELHI et al., 2002; RYU et al.,
2010). Koc et al. relataram um intervalo médio entre a bidpsia cervical e a conizagéo
de 4 semanas e concluiram que a regressao da lesao neste curto periodo parecia
improvavel (KOC; SAHIN; AYAS, 2013). Para Zhang et al., a prevaléncia de cone
negativo aumentou de acordo com o intervalo de biopsia (ZHANG et al., 2015). Além
disso, um estudo espanhol reexaminou pacientes imediatamente antes da excisédo e
relatou que uma colposcopia normal aumentou o risco de cones negativos em 229
vezes (MUNMANY et al., 2018).

4 .42 Teste de HPV

Uma baixa carga de HPV, assim como tipos virais diferentes de 16/18 foram
fortes preditores para cone negativo (MOSELHI et al., 2002; RYU et al., 2010). Um
estudo encontrou que 75% dos pacientes com teste de HPV negativo tinham cones
negativos (RODRIGUEZ-MANFREDI et al., 2013)]. Manley et al. compararam duas
coortes independentes de mulheres submetidas a conizacdo antes e apds a
introducado do rastreamento do HPV. Cerca de 20% da coorte pré-HPV e 13,4% da
coorte pos-HPV tiveram resultados negativos, demonstrando reducdo de 25% na
incidéncia de cones negativos. No entanto, como a prevaléncia de falso positivos

permanece alta e a especificidade do HPV para citologia de baixo grau é baixa, o
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risco de tratar mulheres com infecg¢ao transitéria pelo HPV pode aumentar. Por sua
maior sensibilidade para triagem do que a citologia isolada, o teste de HPV ajuda a

reduzir as taxas de cones negativos (MANLEY et al., 2016).

4.4.3 Revisao do material anatomopatologico

Um diagnéstico histopatolégico errbneo pode ocorrer devido a atrofia,
inflamacéao e metaplasia (GOLBANG et al., 1997). A revisdo do espécime, embora
nem sempre realizada, demonstrou grande importancia para a confirmacao de cones
verdadeiramente negativos. Thompson et al. relataram uma taxa de cones falso
negativos de 26% devido a ma interpretacéo das laminas originais ou descoberta de
lesdes em recortes profundos dos blocos de parafina (THOMPSON et al., 2002).
Carrig et al. também constataram que 26% dos cones inicialmente negativos foram
reclassificados como positivos apos revisao e 28,3% tiveram o material pré-cirurgico
superestimado (CARRIGG et al.,, 2013). Para Golbang et al., a reavaliagdo da
citologia, colposcopia e principalmente do material histolégico em novos recortes
profundos revelou NIC inicialmente ausente em 21 dos 99 pacientes, questionando a
falta de preocupacédo com resultados falso positivos (GOLBANG et al., 1997). Em
outro estudo, 50% das amostras de citologia e 24% das biépsias pré-cirurgicas
foram superestimadas — um tergo dos resultados negativos poderia ser atribuido ao
sobrediagnostico (WALAVALKAR et al., 2016). No estudo de Koc, 52% dos cones
negativos foram devido a avaliagdo incorreta na primeira bidpsia, diferindo da
pesquisa de Witt, que também revisou as bidpsias pré-cirurgicas sem diagnosticos
incorretos e detectou 24% de cones negativos em pacientes com biopsia de lesdo
de alto grau (KOC; SAHIN; AYAS, 2013; WITT et al., 2012).

4.4.4 Imuno-histoquimica

A analise de bidpsias ainda sofre muito com a subjetividade interobservador.
A analise IHQ é benéfica para o estudo de cones negativos, mas apenas 7 autores a
realizaram. A proteina p16 ajuda a identificar e reclassificar a displasia oculta em
bidpsias de pacientes com HPV de alto risco. Um estudo que aplicou p16 nas areas
mais atipicas de cones considerados negativos apods revisdao anatomopatoldgica

identificou displasia em 7 (13%) espécimes adicionais (CARRIGG et al., 2013).
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Munmany et al. também aplicaram p16 as amostras negativas de CAF para
identificar displasia oculta, e todas foram negativas (MUNMANY et al., 2017, 2018).
Um estudo chinés usou p16 apenas em pacientes com NIC 2, e os casos de
coloracdo de alto escore foram menos propensos a ter um cone negativo em
comparagao com casos de baixo escore (ZHANG et al., 2015). Outro estudo realizou
p16 e Ki-67 e encontrou beneficios para espécimes com artefatos de
eletrocauterizagédo (NAM et al., 2015). A coloracao Ki-67 e p16 € util antes de fazer
um diagndstico definitivo, especialmente em situagbes de diagndstico diferencial
dificil (CARRIGG et al., 2013; THOMPSON et al., 2002).

4.4 5 Recorréncia

Mulheres com cones negativos podem ter baixo risco de desenvolver
anormalidades subsequentes (MOSELHI et al., 2002). Walavalkar et al. encontraram
taxas de recorréncia mais baixas em mulheres com cones negativos em comparagao
com aquelas com cones positivos, independentemente do status da margem
(WALAVALKAR et al., 2016). Outro estudo detectou que 10% dos pacientes com
cones negativos, apesar da lesdao confirmada por bidpsia, apresentavam
anormalidade de alto grau durante o seguimento (WITT et al., 2012). Em contraste,
para Livasy et al., a recorréncia do cone negativo em pacientes com lesédo de alto
grau confirmada por bidpsia foi maior do que a do cone positivo com margens livres
(24% vs 15%) no seguimento de curto prazo (LIVASY; MOORE; VAN LE, 2004).
Carrig et al. relataram que 30% dos pacientes com cones verdadeiramente negativos
tiveram displasia ou carcinoma durante o seguimento, enfatizando a necessidade de
vigilancia cuidadosa (CARRIGG et al., 2013). Para Rodriguez-Manfredi et al.,
mulheres com cones negativos n&o tiveram menor risco de desenvolver NIC no
seguimento, e para Munmany et al., a recorréncia foi menor para pacientes com
lesbes <12mm? e tipos de HPV diferentes de 16/18 (MUNMANY et al., 2017;
RODRIGUEZ-MANFREDI et al., 2013).

4.4.6 Seguimento

Embora a auséncia de displasia nao seja um preditor de recorréncia, também

nao garante auséncia de doenga durante o seguimento. Todas as pacientes
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requerem vigilancia rigorosa, independentemente dos achados da colposcopia,
doenca residual ou estratégia de tratamento. Deve-se realizar o mesmo seguimento
de 2 anos recomendado para conizagdes positivas com margens comprometidas
(KUROKI et al., 2016; MUNMANY et al., 2017, 2018; NAM et al., 2015; RYU et al,,
2010; WITT et al., 2012).

4.4.7 Como evitar um cone negativo?

Pacientes com achados menores, pequenas lesdes colposcopicas, teste de
HPV negativo, baixa carga viral e tipos de HPV diferentes de 16/18 sdo mais
propensas a ter cones negativos e ndo devem ser submetidas a excisdo imediata.
Uma reavaliacdo cuidadosa antes da conizagdo deve ser realizada, pois pode
ocorrer regressao da lesdao (MUNMANY et al., 2018; RODRIGUEZ-MANFREDI et al.,
2013; WEIGL et al., 2006). A coleta da citologia e realizagdo de bidpsia podem
danificar o epitélio cervical. Assim, um intervalo de 4 a 6 semanas entre a avaliagéo
€ a conizacao € recomendado para o reparo epitelial. As distingdes entre alteragdes
degenerativas e regenerativas sdo mais dificeis de serem realizadas em intervalos
menores (GOLBANG et al.,, 1997). No entanto, intervalos longos aumentam a
probabilidade de cones negativos, pois muitos casos podem regredir
espontaneamente em poucos meses (ZHANG et al., 2015). Para intervalos entre a
citologia e a colposcopia superiores a 3 meses, a repeticdo da citologia pode reduzir
o risco de iatrogenia, uma vez que 40% das biépsias com NIC 2 e 32% das bidpsias
com NIC 3 regridem (MANLEY et al.,, 2016). A medicdo do tamanho da lesdo a
colposcopia pode evitar cones desnecessarios. Lesbes <2,5 mm tém um risco 5
vezes maior de regressao do que as acima deste tamanho (MUNMANY et al., 2017).
Para Munmany et al., 82,3% das mulheres com colposcopia normal na CAF nao
apresentavam displasia, portanto, um exame normal prediz com precisdo uma baixa
probabilidade de lesdo (MUNMANY et al., 2018). Além disso, aprimoramentos na
avaliagao patoldgica podem reduzir as taxas negativas de excisdo. Varios estudos
sugeriram que limitar os erros no diagndstico citologico/histolégico antes das
conizagcdes € o primeiro passo para reduzir procedimentos desnecessarios
(CARRIGG et al.,, 2013; WALAVALKAR et al., 2016; WEIGL et al., 2006). Além
disso, recortes profundos nos blocos de parafina devem ser feitos rotineiramente em
cones negativos (CARRIGG et al., 2013; GOLBANG et al., 1997; THOMPSON et al.,
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2002). Nesses casos, o uso de p16, Ki-67 e genotipagem do HPV também é
recomendado para identificar regides displasicas ocultas (CARRIGG et al., 2013;
MANLEY et al., 2016).

Como nao existem atualmente guidelines ou diretrizes para rastreamento e
tratamento de lesdes pré-cancerosas que abordem especificamente o topico dos
cones negativos, apés uma analise minuciosa sobre este assunto, Lorenset e Zanine
recomendam:

¢ Intervalo de 4 a 6 semanas entre a bidpsia e a excisao.

e Reavaliagdo em curto prazo para pacientes jovens com lesdes
colposcopicas pequenas e para e pacientes com colposcopia normal
imediatamente antes da conizagao.

e Realizar recortes profundos rotineiramente no bloco de parafina.

e Aplicar marcadores de IHQ para identificar areas displasicas ocultas.

e Teste de HPV de alto risco.

e A mesma abordagem de seguimento de 2 anos usada para cones
positivos com margens comprometidas (LORENSET; ZANINE, 2022).

4.5 PREVENGCAO

Nos ultimos anos, evidéncias claras apoiam o uso de testes baseados no
HPV para o rastreamento de lesdes precursoras do colo do utero. A integragao
efetiva de programas de triagem com testes baseados em HPV juntamente com
campanhas de vacinas tem o potencial de praticamente eliminar a carga do cancer
do colo do utero em todos os paises do mundo neste século (BRAY et al., 2018).

O cancer de colo do utero é o resultado final de uma infecg¢ao viral e, como
tal, a vacinagao contra a infeccdo pelo HPV é uma estratégia disponivel para sua
prevengdo primaria (CASTELLSAGUE, 2008; HUH, 2009), que objetiva reduzir a
longo prazo a incidéncia deste cancer, especialmente quando combinada a um estilo
de vida sexual saudavel e o uso adequado de contraceptivos (BRAY et al., 2018;
WANG; HUANG; ZHANG, 2018).

Atualmente no mercado existem 3 tipos de vacina. A Gardasil® é uma

vacina quadrivalente, cujo alvo sdo quatro sorotipos do HPV (6, 11, 16 e 18). A
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Cervarix® € uma vacina bivalente que fornece protecdo contra dois sorotipos de
HPV (16 e 18). Recentemente foi langada a vacina nonavalente, que ainda ndo esta
disponivel no Brasil, e oferece cobertura a nove tipos de HPV (6, 11, 16, 18, 31, 33,
45, 52 e 58). Essas vacinas contém particulas semelhantes a virus, que geram fortes
reagdes do sistema imunoldgico e produzem titulos de anticorpos muito maiores do
que aqueles causados por infeccado natural (WANG; HUANG; ZHANG, 2018).

Desta forma, a imunizagdo em grande escala pode levar a intervalos mais
longos entre exames de rastreio em mulheres que foram vacinadas, resultando em
economia significativa de custos para programas de prevencao de cancer de colo de
utero (WANG; HUANG; ZHANG, 2018).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo retrospectivo, observacional, transversal, realizado através de
analise de dados de prontuario médico fisico e eletrébnico das pacientes que foram
submetidas a conizagado de colo uterino e tiveram resultado negativo, assistidas e
acompanhadas no servico de Patologia do Trato Genital Inferior e Colposcopia
(PTGIC) do Complexo Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Parana
(CHC-UFPR), na cidade de Curitiba, no periodo de janeiro de 2010 até dezembro de
2020. Pela natureza retrospectiva da metodologia, ndo foi realizado calculo amostral.

Para a realizacdo deste trabalho foi feita, através de um banco de dados, a
selecdo de todas as pacientes que fizeram conizagdo no periodo indicado para
entao restringir a amostra somente para os cones negativos. Todos os dados foram
tabelados em uma planilha (Excel®) para analise estatistica.

O trabalho foi devidamente cadastrado na Plataforma Brasil com Certificado
de Apresentacdo de Apreciagdo Etica (CAAE) de numero 43041221.8.0000.0096. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Complexo do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana sob parecer de numero 4.571.045,

disponivel no Anexo 1.

5.1.1 Critérios de incluséo

Foram incluidas no estudo pacientes que realizaram conizagdo do colo
uterino como primeiro tratamento para leséo de alto grau no periodo de 01 de janeiro
de 2010 até 31 de dezembro de 2020, e que tiveram como resultado
anatomopatolégico a auséncia de neoplasia ou a presencga de neoplasia intraepitelial
cervical de baixo grau (NIC 1), ja que esta ultima condigdo tem sabidamente um
comportamento benigno, autolimitado, com altas taxas de regressao espontanea em
curto periodo de tempo. Todas as técnicas cirurgicas realizadas para a conizagao do
colo uterino foram incluidas: bisturi a frio, cirurgia de alta frequéncia (CAF) com
eletrodo em alga semicircular e cirurgia de alta frequéncia com eletrodo reto
(SWET2).
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5.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas do trabalho:

a) Pacientes com resultado de cone com NIC 1 que foram submetidas ao
procedimento por NIC 1 persistente ou condiloma de colo uterino;

b) Pacientes com resultado de cone negativo que foram submetidas ao
procedimento por patologias benignas, como fibromas ou pélipos;

c) Pacientes cujo cone negativo foi realizado em outro servigo;

d) Pacientes com histérico prévio de tratamento para neoplasia de alto
grau;

e) Pacientes que foram submetidas a histerectomia no seguimento.

5.2 OBTENCAO E DEFINICAO DOS DADOS

As pacientes com cone negativo tiveram o prontuario fisico e eletrénico
revisado para confirmagdo dos dados inseridos no banco de dados, a fim de evitar
possiveis erros na selecdo da amostra. A avaliacdo das informagdes das pacientes

se deu de acordo com as variaveis a seguir:

5.2.1 Dados demograficos e sociais
Essa categoria incluiu as variaveis: idade; paridade; tabagismo; sexarca;
numero de parceiros sexuais; meétodo contraceptivo, historico de IST (infecgao

sexualmente transmissivel).

5.2.2 Tamanho colposcoépico da lesao
Conforme a Terminologia Colposcopica do Colo Uterino de 2011 (IFCPC
2011), o tamanho da lesdo é quantificado pelo numero de quadrantes do colo uterino
envolvidos pela lesdo e tamanho da lesdo em porcentagem do colo uterino. Para

este estudo, o critério adotado foi o numero de quadrantes.

5.2.3 Tipo de zona de transformacao (ZT)
a) ZT tipo 1: JEC ectocervical e completamente visivel
b) ZT tipo 2: JEC com componente endocervical, completamente visivel

c) ZT tipo 3: JEC com componente endocervical, ndo totalmente visivel
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5.2.4 Resultado de citologia oncética inicial
Negativo para malignidade
Baixo grau: atipia de células escamosas de significado indeterminado
(ASCUS) e neoplasia intraepitelial cervical de baixo grau (NIC 1)
Alto grau: atipia de células escamosas, ndo podendo afastar les&o de alto
grau (ASCH), atipia de células glandulares (AGC), neoplasia intraepitelial

cervical de alto grau (NIC 2/3)

5.2.5 Achados a colposcopia:
Sem achados: colposcopia sem alteragdes
Achados menores: Epitélio acetobranco ténue, de borda irregular ou
geografica, mosaico fino, pontilhado fino.
Achados maiores: Epitélio acetobranco denso, acetobranqueamento de
aparecimento rapido, orificios glandulares espessados, mosaico grosseiro,
pontilhado grosseiro, margem demarcada, sinal da margem interna, sinal

da crista.

5.2.6 Resultado anatomopatolégico de bidpsia inicial (quando
realizada)
Negativa para malignidade
NIC 1: Neoplasia intraepitelial cervical de baixo grau

NIC 2/3: Neoplasia intraepitelial cervical de alto grau

5.2.7 Técnica cirurgica utilizada
Cone a frio
CAF
SWETZ

5.2.8 Tempo de seguimento, quantificado em dias
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5.2.9 Recidiva da doenca, definida como alteragao de citologia
(ASC-H, AGC, NIC 2-3) e/ou lesao de alto grau diagnosticada

em histologia.

5.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados por médicos residentes
de Ginecologia e Obstetricia do CHC-UFPR ou por médicos especializandos do
programa do Curso de Especializagdo em Tocoginecologia Avancada, sempre
supervisionados por uma das médicas assistentes da equipe de PTGIC.

Para a realizagdo dos cones a frio, a paciente era submetida a anestesia do
tipo raquidiana. Apds embrocagéo no canal vaginal com iodopovidona, com o auxilio
de afastadores de Bresiky, o colo uterino era visualizado, e a area a ser excisada
demarcada com lugol forte. Para diminuir o sangramento, as artérias paracervicais
eram ligadas bilateralmente com fio de sutura. Entdo a conizagdo do colo
propriamente dita era realizada com bisturi a frio com lamina de n° 11. Apds a
retirada da peca, a sutura de Stumdorf modificada era executada no labio anterior e
posterior. Se necessario, pontos adicionais eram feitos para hemostasia.

Ja para a realizagdo das CAFs, o colo do utero era exposto usando um
especulo adaptado para evacuacdo de fumaca. A area de anormalidade era
delimitada com lugol forte. As pacientes que ndo estavam sob anestesia geral com
sedacao tinham de 0,5 a 1 mL de anestésico local injetado em cada quadrante do
colo do utero usando seringa carpule. O tamanho da alga semicircular era
selecionado de acordo com o tamanho da area a ser excisada, individualizada em
cada caso. Em raras ocasides em que uma lesao era muito grande para excisao em
uma unica passagem da alga, duas ou mais passagens sistematicas eram
realizadas. Apds a retirada da pega, o leito cirurgico era cuidadosamente
inspecionado, com coagulagao seletiva das areas sangrantes por eletrodo do tipo
bola, conforme necessidade. Em casos de hemostasia de dificil controle, também
era aplicada solugao de percloreto férrico.

Finalmente, a técnica com eletrodo reto (SWETZ) era realizada de forma
similar a da CAF, porém ao invés da passagem da alga semicircular, a conizagao do
colo era feita com o eletrodo reto em angulacédo e profundidade semelhante a do

cone a frio.
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Independente da técnica cirurgica utilizada, a pega excisada recebia
marcagao na posigdo de 12h com agulha ou fio de sutura, era conservada em
formalina 10% e encaminhada para analise pelo Servico de Patologia. Todas as
pacientes eram orientadas a permanecer com tampao vaginal por aproximadamente
24h.

5.4 ANALISE ANATOMOPATOLOGICA

Rotineiramente, no laboratério de Anatomia Patolégica do CHC-UFPR, as
pecas de conizagado sao recebidas fixadas em formalina 10%. Apds a analise dos
aspectos macroscopicos que permitem orientar as margens endocervical e
ectocervical, estas sdo pintadas com tinta nanquim de cores diferentes, a fim de
orientar sua topografia na analise microscopica — etapa que ocorre apds o
processamento histoldgico completo do espécime.

O espécime é clivado com bisturi em duas partes no sentido de 12 horas até
6 horas, resultando em dois segmentos de colo, um deles compreendendo o
primeiro e o segundo quadrante e o outro compreendendo o terceiro e o quarto
quadrante. Na sequéncia essas duas partes serdao clivadas nas topografias
correspondentes a 3 horas e a 9 horas, separando o primeiro do segundo quadrante
e o terceiro do quarto quadrante, respectivamente. Apds isto, cada quadrante é
submetido a cortes seriado paralelos no sentido anteroposterior em intervalos de 3 a
5 mm, até o canal cervical desaparecer completamente no corte, de tal forma que
toda a mucosa (ectocérvice, endocérvice e jungdo escamo-colunar) seja

representada, conforme a figura 7.

FIGURA 7 - RECORTE RADIAL DO CONE
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Se mais de uma passagem de alga for realizada, cada amostra é
processada macroscopicamente de forma independente, de acordo com a marcacgao
prévia para identificagcdo dos quadrantes contemplados em cada amostra, de forma
similar ao que ja foi previamente descrito.

Ha variagao no numero de cortes necessario para que cada pega possa ser
totalmente incluida para analise histolégica, uma vez que os cones apresentam
variagdo de tamanho. Entretanto, em todos os casos é padronizada a total incluséo
de cada cone, sem excec¢éo alguma. A finalizagédo do processamento macroscopico
se da através de acondicionamento sequencial de todas as fatias em cassetes,
separando-as de acordo com seus respectivos quadrantes.

Apos o0 processamento macroscopico, todo o material contido em cada
cassete é submetido a desidratagdo com alcool e clarificagdo com xilol em
processador automatico de tecido para que possa ser incluido nos blocos de
parafina e submetido a microtomia. A microtomia resulta em cortes histolégicos com
espessura entre 3 e 5 ym, que sao acondicionados em laminas retangulares de vidro
(préprias para analise histolégica). Cada lamina ent&o passa por desparafinizagao e
€ corada pelo método padrao de hematoxilina e eosina.

Por fim, apds concluido o processamento histolégico, cada lamina é
submetida a analise em microscopio 6ptico por um médico patologista certificado. Os
diagnosticos emitidos sao classificados de forma geral como negativos para
neoplasia, neoplasia intraepitelial cervical grau 1 (NIC 1), neoplasia intraepitelial
cervical grau 2 (NIC 2), neoplasia intraepitelial cervical grau 3 (NIC 3), carcinoma
escamocelular microinvasor, carcinoma escamocelular invasor, adenocarcinoma in
situ e adenocarcinoma invasor.

Esta classificacdo leva em consideracdo as caracteristicas histoldgicas
relativas a diferenciacdo, maturacido e estratificacido das células e suas anomalias
nucleares, como nucleos aumentados, maior razdo nucleo-citoplasma,
hipercromasia, polimorfismo nuclear. Quanto mais grave a NIC, maior o numero de
mitoses, que sao pouco frequentes no epitélio normal, principalmente nas camadas
superficiais do epitélio.

Segundo os critérios da International Agency for Research on Cancer (IARC),
na NIC 1, as anomalias nucleares sdo minimas e ha poucas figuras de mitose, com
limitagdo das células indiferenciadas ao tercgo inferior do epitélio. A NIC 2 apresenta

alteracgdes celulares displasicas, principalmente restritas a metade inferior ou aos
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dois tergos inferiores do epitélio, com anomalias nucleares mais acentuadas e
figuras de mitose em toda a metade inferior do epitélio. Ja na NIC 3, a diferenciagéo
e a estratificagdo podem estar ausentes ou limitadas somente ao quarto superficial
do epitélio, com numerosas figuras de mitose, muitas anormais, e anomalias
nucleares que se estendem em toda a espessura do epitélio. Em todos os graus de
neoplasia intraepitelial cervical ndo ha extrusdo de células basaloides no estroma
cervical e a membrana basal permanece intacta (SELLORS;
SANKARANARAYANAN, 2004).

5.5 REVISAO DOS ESPECIMES

Apds a delimitacdo dos casos para estudo, uma patologista (A.P.P.)
colaboradora da pesquisa, com larga experiéncia em patologia cervical, revisou as
laminas histoldégicas dos cones negativos. Nao houve cegamento, ou seja, a
patologista sabia que estava revisando lédminas com anatomopatolégico sem
displasia ou com NIC 1. Algumas pacientes haviam sido submetidas a bidpsias
cervicais pré-conizagao, e esse material também foi revisado a fim de confirmar o
diagnostico inicial que indicou a EZT. Nos casos em que o diagndstico inicial e a
revisdo da patologista ndo foram unanimes, uma terceira patologista (S.H.O.M.)
realizou a analise para definicdo de diagndstico por consenso. Quando ndo houve
consenso entre os 3 diagnosticos dos 3 patologistas, foi considerado como
diagndstico final aquele de maior gravidade.

Os blocos de parafina dos cones que ainda eram considerados negativos
apos a revisao foram submetidos a novos recortes, e esses niveis extras foram
examinados buscando identificar lesbes ocultas, ndo amostradas antes. Foi optado
pela confeccdo de novas laminas de histopatologia a confecg¢ao de tissue microarray
para aumentar a sensibilidade do estudo e também para seguir a mesma
metodologia adotada pelos artigos ja publicados. Confirmando auséncia de lesao de
alto grau, trés marcadores imuno-histoquimicos (p16, Ki-67 e geminina) foram
utilizados nas laminas histopatologicas para confirmar auséncia de doenga por HPV.
A escolha destes marcadores se deu devido a associagdo do p16 e Ki-67 ja ser
muito utilizada na pratica clinica na diferenciagdo de casos duvidosos na
histopatologia cervical, e também dos poucos estudos publicados sobre o

comportamento da geminina nas lesdes precursoras do cancer de colo uterino.
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O marcador p16 foi adquirido na empresa Biocare (anticorpo p16 INK4A -
clone BC42. O marcador geminina foi adquirido na empresa Abcam (anticorpo Anti-
Geminin 1A8). O marcador Ki-67 foi cedido pelo Hospital de Clinicas. Todos os
processos de diluicdo e de coloracdo das laminas seguiram as instrucbes dos
respectivos fabricantes.

A classificagao da imuno-histoquimica se deu da seguinte maneira:

¢ P16: positivo ou negativo
o De acordo com a interpretagcdo da imuno-histoquimica do p16 na
neoplasia do trato anogenital inferior da Associagédo Britanica
de Patologistas Ginecoldgicos, foi considerado como BLOCK
positivo para p16 se a expressdo anormal preencheu todos os
requisitos: expressao nuclear forte e continua em todas as
células epiteliais nas camadas basal e parabasal com extensao
ascendente; extensdo para cima envolvendo pelo menos um
terco inferior da espessura epitelial; e expressdo anormal
estendendo-se por pelo menos 6 células. A expressao fraca ou

focal foi considerada negativa (SINGH et al., 2018).

e Ki-67: negativo ou intervalos de porcentagem referente ao numero de
células que tiveram coloragdo marrom-acastanhada (positiva) para o
marcador:

0 =30%
0 31-60%
0261%

e Geminina: negativo ou graduagao em cruzes referente a porcentagem
de células que tiveram coloragao marrom-acastanhada (positiva) para
0 marcador:
o Negativo: 0 a 5%
o 1+: 6-25%
0 2+:26 a 50%
03+:>51%
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5.6 GRUPO CONTROLE

Foram selecionadas 29 pacientes com diagndstico de lesao intraepitelial de
alto grau na peca da conizagdao para compor o grupo controle. Para manter a
qualidade do trabalho e refinar a analise estatistica, estas pacientes também
passaram pelas etapas da metodologia de revisdo das laminas e aplicacido dos

marcadores de imuno-histoquimica.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, os dados foram descritos considerando para as variaveis
quantitativas: a média, o desvio-padrdo, minimo, maximo, mediana e quartis. Para
as variaveis qualitativas foram consideradas apenas as tabelas de frequéncia.
Analises graficas também foram realizadas para auxiliar na interpretacdo dos
resultados (PEDRO LUIZ DE OLIVEIRA COSTA NETO, 2002). A associagao do
desfecho de pesquisa (Cone negativo ou positivo) com as variaveis qualitativas foi
realizada pelos testes: Qui-quadrado de Pearson, Qui-quadrado ordinal ou Teste
exato de Fisher. A comparacao entre a variavel explicativa qualitativa (Cone negativo
ou positivo) e as variaveis quantitativas foi realizada pelo teste de Mann-Whitney
(AGRESTI, 2007). A verificagdo da normalidade das variaveis quantitativas foi
realizada pelo teste de Shapiro-Wilk (ROYSTON, 1982). As analises foram

executadas na linguagem computacional R, verséo 4.1.2 (TEAM, 2021).
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6 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

A analise do banco de dados do servigo de PTGIC do Complexo Hospital de
Clinicas no periodo de 01 de janeiro de 2010 até 31 de dezembro de 2020 revelou
que 1022 pacientes foram submetidas a conizagdes cervicais. Deste montante, 836
tiveram resultado positivo, com os seguintes achados: 200 com NIC 2, 511 com NIC
3, 44 com carcinoma microinvasor, 54 com carcinoma invasor, € 27 com
adenocarcinoma, conforme consta na figura 8. Apenas 186 pacientes tiveram cones

negativos, o que representa 18,19%.

FIGURA 8 - CONIZACOES CERVICAIS

1022 Conizacdes
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836 Positivos 186 negativos
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200NIC2 511NIC3 44 Microinvasor 54 Invasor 27 Adeno

Os prontuarios das 186 pacientes com cones negativos foram revisados
minuciosamente. Conforme mostrado na figura 9, 35 pacientes foram excluidas do
estudo: 22 tinham resultado de conizagdo positiva previamente, 6 realizaram a
conizagao por NIC 1 persistente ou condiloma cervical, 5 por patologia benigna
(pdlipo, fibroma), 1 paciente foi submetida a histerectomia total no seguimento, e 1

paciente nao realizou o procedimento no servico.

FIGURA 9 - EXCLUSOES DO ESTUDO
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Desta forma, 151 casos foram selecionados para o estudo. As laminas das
bidpsias pré-procedimento (quando presentes) e das conizagdes foram recuperadas

e analisadas pela patologista colaboradora da pesquisa.

6.1 DAS BIOPSIAS PRE PROCEDIMENTO

83 pacientes foram submetidas a bidpsia de colo uterino antes da conizacao,
porém 19 eram externas, ou seja, foram realizadas e processadas fora do HC.
Assim, conseguimos analisar 64 biopsias realizadas no nosso servigo. As laminas
histologicas foram analisadas por 2 patologistas e os casos que foram discordantes
foram revisados por uma terceira patologista. Quando ndo houve consenso entre os
3 diagnésticos dos 3 patologistas, foi considerado como diagndstico final aquele de
maior gravidade.

41 pacientes mantiveram o diagnostico apos a revisdo da segunda
patologista, o que mostra uma concordancia interobservador de 64,06%. As 23
pacientes restantes foram submetidas a analise da terceira patologista, e foi
encontrado que:

e 14 tiveram 3 diagnosticos diferentes, prevalecendo o de maior gravidade;

e 4 mantiveram o diagndstico inicial;

e 4 foram falso positivas (a primeira analise foi lesdo de alto grau, e apos a
segunda e terceira revisao, foi rebaixado para NIC 1);

e 1 foi falso negativa (a primeira analise foi negativa, e apdés a segunda e

terceira revisao foi reclassificada como lesao de alto grau).

6.2 DAS CONIZACOES:

As 4 pacientes cuja biopsia teve resultado falso positivo foram excluidas do
estudo. Assim, restaram 147 pacientes para analise de cones. Um total de 893
laminas de conizagbes foram analisadas. Apds a revisdo da patologista, 100
diagndsticos foram concordantes com o inicial, considerando variagdes entre NIC 1 e
negativo para malignidade. As laminas das 47 pacientes restantes foram analisadas
pela terceira patologista, que encontrou que:

e 31 pacientes permaneceram como NIC 1/negativo;
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e 13 tiveram 3 diagndsticos diferentes, prevalecendo o de maior gravidade,

que foi alto grau;

e 3 tiveram o diagnostico alterado para alto grau.

Dessa forma, 16 pacientes tiveram resultados falso negativos nas
conizagbes: o primeiro diagnostico foi negativo ou NIC 1 e, apds a revisdo do
material, foi reclassificado para lesdo de alto grau. Do total dos 147 cones, este
montante representa 10,88% de falso negativos.

Em suma, apds a revisdo das biopsias e laminas, reduzimos o numero de
cones negativos ou com NIC 1 de 151 para 131. Estas pacientes prosseguiram para
0 passo seguinte da metodologia: novos recortes dos blocos. Alguns destes cones ja
haviam sido submetidos a recortes profundos na primeira analise no servigco. Os que
nao haviam passado por esse processo foram entédo recortados exclusivamente para
o estudo. Apds a anadlise de mais 431 laminas dos recortes, 9 pacientes foram
excluidas do afunilamento por apresentarem lesdes ocultas, ndo amostradas antes:
7 lesdes de alto grau, 1 adenocarcinoma in situ e 1 CEC microinvasor. A figura 10
resume o afunilamento do estudo, restando 122 pacientes sem lesdo

histopatoldgica.

FIGURA 10 - AFUNILAMENTO DO ESTUDO
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6.3 DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Os marcadores p16, Ki-67 e geminina foram aplicados nas laminas dos 122
cones negativos, e tiveram comportamentos variaveis, conforme descrito na tabela
3. Apesar de nao apresentar nenhuma displasia cervical apds a revisao das laminas
e dos novos recortes, 25 pacientes (20,49%) sem lesdo histopatoldgica
apresentaram p16 positivo. O Ki-67 teve positividade baixa (<30%) em 70,25%,
positividade moderada (31-60%) em 24,79% e positividade alta (= 61%) em apenas
4,96% das pacientes. A geminina foi negativa em apenas 5% dos casos, apresentou
coloragao de 1+ e 2+ em aproximadamente 25% cada, e 3+ em 45,83% das
pacientes. Vale destacar que o Ki-67 e a geminina nao foram reatores para 1 e 2
pacientes, respectivamente, mesmo com a realizagdo de novas laminas e nova

imuno-histoquimica.

TABELA 3 - IHQ DOS CONES NEGATIVOS

IHQ Classe N2 Freq.(%)
Negativo 97 79,51
p16 Positivo 25 20,49
Ki-67 Positivo <30% 85 70,25
N&o reator = 1 Positivo 31-60% 30 24,79
Positivo > 61% 6 4,96
Negativo 6 5
Geminina 1+ 30 25
Nao reator =2 2+ 29 24,17
3+ 55 45,83

Na tabela 4 aprofundamos a andlise e discriminamos os cones negativos
entre auséncia de neoplasia e NIC 1, correlacionando com os resultados de imuno-
histoquimica. Encontramos que o0s cones sem nenhum tipo de neoplasia
apresentaram 89% de p16 negativo, 75% de Ki-67 < 30%, e mais de 50% de
geminina com expressao <2+. Ja os espécimes com NIC1 apresentaram maior
prevaléncia de p16 positivo e Ki-67 com alta expressao, e geminina tendeu a maior
positividade. Os marcadores p16 e Ki-67 apresentaram p<0,05 e a geminina nao

demonstrou diferenga estatistica.
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TABELA 4 — IHQ - COMPARAGCAO ENTRE AUSENCIA DE NEOPLASIA X NIC 1

., Auséncia de neoplasia NIC1
Variavel Classe P-valor
Ne Freq.(%) N2 Freq.(%)

o16* Negativo 89 89,00 8 38,10 <0.001
Positivo 11 11,00 13 61,90 -

Ki-67++ Positivo <30% 75 75,00 10 50,00

NS0 reator < 1 Positivo 31-60% 22 22,00 7 35,00 0,023
Positivo > 61% 3 3,00 3 15,00
Negativo 6 6,12 0 0

Geminina** 1+ 24 24,49 6 28,57

N&o reator = 2 2+ 9 22,45 ) 255 0,517
3+ 46 46,94 8 381

Teste Exato de Fisher (Nivel de significancia de 5%)
* Teste de Qui-quadrado (Nivel de significancia de 5%)

** Teste de Qui-quadrado Ordinal - Cochean - Armitage (Nivel de significancia de 5%)

6.4 DOS 122 CONES NEGATIVOS

Apos a revisao histopatologica e exclusdo dos resultados errbneos, a taxa
dos cones negativos foi reduzida para 11,93% (122/1022) em nosso servigo. As
tabelas 5 e 6 descrevem as caracteristicas das 122 pacientes cujos cones nao

apresentaram les&o histologica apds todas as etapas da metodologia.

TABELA 5 - CARACTERISTICAS DAS PACIENTES COM CONES NEGATIVOS (VARIAVEIS

CONTINUAS)
Variavel Média (DP) Mediana [11Q] Min. - Max.
Idade na primeira consulta 36,93 (10,36) 36 [28 - 44] 18 - 65
Menarca 12,98 (1,7) 1312 - 14] 9-19
Sexarca 16,52 (2,58) 16 [15 - 18] 11-25

Gestacoes 2,3(1,88) 2[1-3] 0-10




TABELA 6 - CARACTERISTICAS DAS PACIENTES COM CONES NEGATIVOS (VARIAVEIS
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CATEGORICAS)
Variavel Classe N2 Freq.(%)

Hormonal 66 54,55
Método contraceptivo Ndo hormonal 29 23,97
Nenhum 26 21,49
1-3 43 48,86
N2 de Parceiros 4-3 23 26,14
6-9 8 9,09
>10 14 15,91

Clamidia 1 0,87

Hepatite C 1 0,87

Herpes genital 2 1,74

Historico de IST HIV 5 4,35
HPV 2 1,74
Nega 103 89,57

Sifilis e Hepatite C 1 0,87
, Nega 79 66,39
Tabagismo Sim 40 33,61

Sem informacao 5 4,1

Citologia que indicou Negativo para malignidade 11 9,02
procedimento Baixo grau 35 28,69
Alto grau 71 58,2
Tipo de Zona de zTi »3 76,23
Tansformagéo 212 / >74
ZT3 22 18,03

Sem achados 10 8,2
Achados a colposcopia Achados menores 23 18,85
Achados maiores 89 72,95

Sem lesbes 10 8,2
L N 1 quadrante 38 31,15
gj;zzlccj;;?ao da leso na 2 quadrantes 44 36,07
3 quadrantes 13 10,66
4 quadrantes 17 13,93
Nao 64 52,46
Ver e tratar Sim 58 47,54
CAF 90 73,77
Técnica Conizagdo com bisturia frio 31 25,41
SWETZ 1 0,82

A descricéo do perfil das pacientes € com mediana de 36 anos, menarca aos

13 anos, inicio da atividade sexual aos 16 anos, com 2 gestagdes. A maioria das

pacientes (54,55%) utilizava método hormonal para contracepcao e teve de 1-3

parceiros sexuais (48,86%) até o momento da realizagao do procedimento cirurgico.
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Apenas 12 (10,43%) pacientes tinham historico de infecgbes sexualmente
transmissiveis, como clamidia, sifilis, HIV, HPV, herpes e hepatite C. A maioria
(66,39%) nao tinha histérico de tabagismo. Em relagéo a indicagao do procedimento,
a maioria tinha citologia alterada com alto grau (58,2%), com ZT do tipo 1 (76,23%),
e achados maiores a colposcopia (72,95%), acometendo 2 quadrantes do colo
uterino (36,07%).

Sessenta e quatro (52,46%) pacientes foram submetidas a bidpsia cervical
antes da conizagdo. A mediana do intervalo entre a bidpsia e a conizagao foi de 122
[93 - 172,5] dias. Ja o intervalo de tempo para todas as pacientes entre a indicagao e
a realizagdo do procedimento cirurgico propriamente dito foi de 71 [34,25 - 126,5]
dias, independentemente de a indicacao ter sido por bidpsia ou ver e tratar. A
técnica mais utilizada foi a CAF (73,77%), seguida da conizagdo com bisturi a frio
(25,41%) e apenas um caso de SWETZ.

6.4.1 . Seguimento e recidiva

O seguimento foi realizado através de consultas ambulatoriais nas quais
eram coletadas citologias e realizadas colposcopias. O tempo mediano de
seguimento das 122 pacientes com cone negativo foi de 448 [373 - 797,5] dias.
Discriminamos este resultado conforme o desfecho: 66 (54,1%) pacientes receberam
alta ambulatorial apés realizar o follow-up, que variou de 172 a 2612 dias (mediana
de 523 dias), com realizagcdo de até 9 citologias/colposcopias (mediana de 2
exames). Cinquenta e uma (41,8%) pacientes perderam o seguimento, com
medianas de 338 dias de follow-up e de 1 exame citolégico/colposcopia,
ressaltando-se que muitas nem chegaram a fazer o primeiro acompanhamento em 6
meses. Até o momento da coleta dos dados, 5 pacientes ainda permaneciam em
seguimento no ambulatério de PTGIC.

Do total dos cones negativos, 23 pacientes tiveram alteragdes na citologia
durante o follow-up, considerando qualquer tipo de resultado anormal. Apenas 10
(8,19%) apresentaram recidiva durante o acompanhamento, considerando
alteracdes maiores em citologia ou histologia (ASCH, AGC, alto grau). O tempo entre
a realizacido da conizagao e a recidiva variou de 181 a 1759 dias, com mediana de
432 [1IQ 264,75 - 600,25] dias. Destas 10 pacientes, 4 foram submetidas a nova

conizacgao cervical. Conforme detalhado nas tabelas 7 e 8, as pacientes estavam em
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idade perimenopausa, com mediana de 2 gestagdes, sendo que a maioria ndo usava

nenhum tipo de método contraceptivo, ou usava método hormonal. Mais da metade

das pacientes com recidiva (66,67%) teve de 1 a 3 parceiros sexuais, ndo tinha

histérico de tabagismo (70%) nem de infec¢des sexualmente transmissiveis (100%).

Para a maioria das pacientes, a citologia que indicou o procedimento era de alto

grau (50%), e a colposcopia tinha ZT do tipo 1 (80%) com achados maiores (60%)

em pelo menos 1 quadrante do colo uterino (40%). Setenta por cento tiveram a

indicagdo por ver e tratar e realizaram CAF. Em relagdo a imuno-histoquimica, a

maioria (80%) apresentou p16 negativo, Ki-67 com positividade baixa (<30% em

70% dos casos) e geminina com gradagao de 3+ em 44,44%. Entretanto, todos os

dados apresentados nao tiveram significancia estatistica.

TABELA 7 - CARACTERISTICAS DAS PACIENTES COM RECIDIVA (VARIAVEIS CONTINUAS)

Variavel (N9) Média (DP) Mediana [11Q] Min. - Max. P-valor
Idade 12 consulta 42,3 (12,84) 47 [29 - 50,5] 29-50,5 0,099

GestagGes 2,4(2,07) 2[1,25 - 3] 1,25-3 0,654

Menarca 12,2 (1,14) 13 [11,25 - 13] 11,25-13 0,109

Sexarca 18,83 (5,12) 18 [17,25 - 22,5] 17,25-22,5 0,070

Tempo até recidiva (dias) 572 (477,11) 432 [264,75 - 600,25] 181-1759 -

TABELA 8 - CARACTERISTICAS DAS PACIENTES COM RECIDIVA (VARIAVEIS CATEGORICAS)

(continua)

L, Sem recidiva Com recidiva
Variavel Classe P-valor
Ne Freq.(%) N¢ Freq.(%)
Hormonal 62 55,86 4 40,00
Método contraceptivo N3o hormonal 27 24,32 2 20,00 0,360
Nenhum 22 19,82 4 40,00
1-3 39 47,56 4 66,67
N de Parceiros 4-> 22 26,83 ! 16,67 0,919
6-9 8 9,76 0 0,00
>10 13 15,85 1 16,67
L. Nao 94 88,68 9 100,00
Historico de IST Sim e 11,32 0 0,00 0,618
. Nega 72 66,06 7 70,00
Tabagismo* Sim 37 3394 3 3000 9%
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TABELA 8 — CARACTERISTICAS DAS PACIENTES COM RECIDIVA (VARIAVEIS CATEGORICAS)

Citologia que indicou
procedimento

Tipo de Zona de
Transformacgdo

Achados a colposcopia

Classificacdo da lesdo na
colposcopia

Ver e tratar*

Técnica

ple*

Ki-67

Ndo reator =1

Geminina

Nao reator =2

Sem informacgao
Negativo para malignidade
Baixo grau

Alto grau

ZT1

T2

ZT3

Sem achados
Achados menores
Achados maiores
Sem lesdes

1 quadrante

2 quadrantes

3 quadrantes

4 quadrantes

Nao

Sim

CAF

Conizagdo com bisturi a frio
SWETZ

Negativo

Positivo

Positivo £30%
Positivo 31-60%
Positivo 2 61%
Negativo

1+

2+

3+

11
32
66
85

21
10
19
83
10
34
41
12
15
61
51
83
28

89
23
78
27

27
27
51

2,68
9,82
28,57
58,93
75,89
5,36
18,75
8,93
16,96
74,11
8,93
30,36
36,61
10,71
13,39
54,46
45,54
74,11
25,00
0,89
79,46
20,54
70,27
24,32
5,41
5,41
24,32
24,32
45,95

20,00
0,00
30,00
50,00
80,00
10,00
10,00
0,00
40,00
60,00
0,00
40,00
30,00
10,00
20,00
30,00
70,00
70,00
30,00
0,00
80,00
20,00
7,00
3,00
0,00
0,00
33,33
22,22
44,44

(concluséao)

0,125

0,676

0,211

0,906

0,249

0,738

0,999

0,835

0,941

Teste Exato de Fisher (Nivel de significancia de 5%)

* Teste de Qui-quadrado (Nivel de significancia de 5%)

As outras 13 pacientes que apresentaram alteragdes citoldégicas como

ASCUS e NIC 1 no periodo de seguimento ndo foram consideradas como recidiva

da doencga.

6.5 COMPARAGCAO ENTRE CONES NEGATIVOS E GRUPO

CONTROLE

Ao compararmos as 122 pacientes com cone negativo com as 29 pacientes

com controles positivos, conforme descrito nas tabelas 9 e 10, encontramos que a
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mediana da menarca e da sexarca foi a mesma. Ambos 0s grupos, em sua maioria,
tinham método contraceptivo hormonal, de 1-3 e 4-5 parceiros sexuais, e n&o
possuiam historico de tabagismo. Também para ambos os grupos, em sua maioria,
a citologia que indicou a conizagao foi alto grau, o tipo de ZT foi do tipo 1, a
colposcopia continha achados maiores, ocupando 2 quadrantes cervicais, com
realizagcao de bidpsia cervical pré procedimento, e a técnica mais utilizada foi CAF.
No entanto, todas essas variaveis ndo apresentaram significancia estatistica.

As variaveis que tiveram o p-valor <0,05 foram apenas a idade (mediana de
36 para cones negativos e de 31 para controles positivos — p=0,014) e o numero de
gestagdes (mediana de 2 para cones negativos e 1 para controles positivos —
p=0,029). Assim, pacientes mais velhas e com histdrico de mais gestagdes tiveram
maior probabilidade de terem um cone negativo.

Quando analisamos especificamente a IHQ, encontramos que, em
comparagao com 0s cones negativos, os controles positivos apresentaram maiores
indices de p16 positivo (21/29 = 72,41%), maior positividade intermediaria (31 - 60%)
e alta (= 61%) para Ki-67 (21/29 = 72,42%), e mais reatividade para geminina, com
nenhum caso negativo e 68,97% (20/29) com gradacéo de 3+. Toda a analise da
IHQ apresentou significancia estatistica, com p<0,05. As figuras 10, 11 e 12
demonstram as expressoes histopatoldgicas dos marcadores nos diferentes tipos de

epitélio cervical, com variagdes entre negativo para malignidade, NIC 1 e NIC 2-3.

TABELA 9 - COMPARACAO DE CONES NEGATIVOS VS. CONTROLES (VARIAVEIS CONTINUAS)

Variavel (N9) Classe (N29) Média (DP) Mediana [IIQ] Min. - Max. P-valor

Idade 12 consulta Cone negativ‘o‘(122) 36,93 (10,36) 36 [28 - 44] 18 - 65 0,014
Controle positivo (29) 31,9 (9,55) 31 [26 - 36] 14 - 56

Menarca Cone negativo (117) 12,98 (1,7) 13 [12 - 14] 9-19 0,346
Controle positivo (27) 13,22 (1,4) 13 [12,5-14,5] 10-15

Sexarca Cone negativo (90) 16,52 (2,58) 16 [15 - 18] 11-25 0,753
Controle positivo (19) 16,11 (1,76) 16 [15,5 - 17] 12-20

GestacOes Cone negativo (122) 2,3 (1,88) 2[1-3] 0-10 0,029
Controle positivo (29) 1,48 (1,09) 1[1-2] 0-4

Nota: Teste de Mann-Whitney (nivel de significancia de 5%)
11Q: Intervalo interquartil (12 e 32 quartil).
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TABELA 10 - COMPARACAQ DE CONES NEGATIVOS VS. CONTROLES (VARIAVEIS CATEGORICAS)

(continua)
.. Cones negativos Controles positivos P-valor
Variavel Classe
Ne Freq.(%) Ne Freq.(%)
Métod Hormonal 66 54,55 17 60,71
etodo N3o hormonal 29 23,97 6 21,43 0,835
contraceptivo
Nenhum 26 21,49 5 17,86
1-3 43 48,86 7 38,89
N2 de Parceiros 4-5 23 26,14 / 38,89 0,394
) 6-9 8 9,09 0 0 ’
>10 14 15,91 4 22,22
Clamidia 1 0,87 0 0
Hepatite C 1 0,87 0 0
Herpes genital 2 1,74 0 0
Histdrico de IST HIV > HER L . 0,542
HPV 2 1,74 0 0
Nega 103 89,57 24 96
Sifilis 0 0 1 4
Sifilis e Hepatite C 1 0,87 0 0
Nega 79 66,39 18 62,07
Tabagismo . 0,825
Sim 40 33,61 11 37,93
) ) Sem informacao 5 4,1 1 3,45
Fl';(?log|a que Negativo para malignidade 11 9,02 0 0 e
indicou o Baixo grau 35 28,69 8 27,59 ’
procedimento
Alto grau 71 58,2 20 68,97
Tino de 7 q ZT1 93 76,23 21 72,41
'po de conade o, 7 5,74 2 6,9 0,689
Transformacao
773 22 18,03 6 20,69
Achados 3 Sem achados 10 8,2 0 0
. Achados menores 23 18,85 4 13,79 0,078
colposcopia .
Achados maiores 89 72,95 25 86,21
Sem lesBes 10 8,2 0 0
Classificaciio d 1 quadrante 38 31,15 7 24,14
assllicacao da 5 o jadrantes 44 36,07 11 37,93 0,162
colposcopia
3 quadrantes 13 10,66 2 6,9
4 quadrantes 17 13,93 9 31,03
Nao 64 52,46 17 58,62
Ver e tratar* . 0,696
Sim 58 47,54 12 41,38
CAF 90 73,77 23 79,31
Técnica fc::uagao com bisturi 3 31 25,41 5 17,24 0,283
SWETZ 1 0,82 1 3,45
Negativo 97 79,51 8 27,59
16* <0,001
2 Positivo 25 20,49 21 72,41 S
Ki-67** Positivo <30% 85 70,25 8 27,59
N3o reator = 1 Positivo 31-60% 30 24,79 14 48,28 <0,001
Positivo > 61% 6 4,96 7 24,14
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TABELA 10 - COMPARAGAO DE CONES NEGATIVOS VS. CONTROLES (VARIAVEIS CATEGORICAS)

Negativo 6 5,00 0
Geminina** 1+ 30 25,00 5
N3o reator = 2 2+ 29 24,17 4

3+ 55 45,83 20

17,24
13,79
68,97

(conclusao)

0,033

Teste Exato de Fisher (Nivel de significancia de 5%)
* Teste de Qui-quadrado (Nivel de significancia de 5%)

** Teste de Qui-quadrado Ordinal - Cochean - Armitage (Nivel de significancia de 5%)
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FIGURA 11 - EXPRESSAO DO P16
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NIC 1

NIC 2-3

FIGURA 12 - EXPRESSAO DO KI-67
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FIGURA 13 - EXPRESSAO DA GEMININA
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7 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo principal determinar a taxa de conizagdes
negativas do servigo, bem como identificar fatores de risco que pudessem prever
uma maior chance para esse resultado. E importante destacar também que é o
primeiro trabalho na literatura que estuda a aplicagdo de geminina nos casos de
cones negativos.

Nosso numero de conizagdes negativas (122) foi notavel quando vemos que,
dentro dos estudos ja descritos na literatura, este valor geralmente € abaixo de 100
(variando de 34 a 140). Como a NIC 1 é manejada de forma expectante devido seu
comportamento benigno com altas taxas de regressdo esponténea, nossa definigao
de cone negativo incluiu auséncia de leséo intraepitelial e também a NIC 1, assim
como fizeram os autores Witt, Zhang, Walakalvar e Kuroki (KUROKI et al., 2016;
WALAVALKAR et al., 2016; WITT et al., 2012; ZHANG et al., 2015). Isso também
possibilitou que nossa amostragem fosse maior. Outra semelhanga com a maioria
dos autores € o desenho do estudo, realizado de forma retrospectiva, e a
metodologia de revisdo do material e de realizagdo de novos recortes, que foi similar
a Golbang, Thompson, Carrig, Nam e Weigl (CARRIGG et al., 2013; GOLBANG et
al., 1997; NAM et al., 2015; THOMPSON et al., 2002; WEIGL et al., 2006). A maioria
dos autores considerou apenas a técnica de conizacao por CAF, que realmente é a
mais realizada atualmente. Em nosso trabalho, consideramos também a conizagao
por bisturi a frio e 0 SWETZ, que sao opcgoes utilizadas quando a ZT é do tipo 2 ou 3.
Isso foi um ponto positivo, pois ao considerar apenas a CAF, diversos autores
limitaram seus estudos apenas a ZT totalmente visivel. Além disso, nenhum trabalho
incluiu o SWETZ, uma técnica cirurgica recentemente implantada no servigo.

Como erros diagndsticos nas citologias (falso positivos) podem contribuir
com a incidéncia de cones negativos, a revisdo do diagndstico citoldégico primario
nestes casos € de importante avaliacdo (GOLBANG et al.,, 1997; WEIGL et al.,
2006). Entretanto, as laminas dos exames de citologia oncética deste trabalho nao
foram revisadas, ja que a maioria das pacientes realizou o rastreio nas unidades
basicas de saude de Curitiba e de outros municipios do estado do Parang, tornando
impraticavel o acesso a este material. Alguns autores também realizaram a revisao
das laminas da curetagem endocervical — em nosso servico esta ndo é uma

amostragem realizada rotineiramente.
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Em relagdo a indicagdo da EZT, alguns autores utilizaram somente ver e
tratar, e outros somente NIC 2-3 comprovada por bidpsia. Neste quesito, nossa
amostra foi heterogénea pois consideramos ambas as indicagdes de conizagao.
Nossos indices de bidpsia pré procedimento foram semelhantes no grupo de cones
negativos (52,46%) e no grupo controle (58,62%), com p-valor>0,05. Ndo podemos,
portanto, inferir que a bidpsia cervical esteja relacionada a uma maior probabilidade
de cones negativos, conforme foi descrito por Moselhi et al. (MOSELHI et al., 2002).
Para Denny et al., a biopsia depende muito da capacidade do colposcopista de
identificar a area mais anormal do colo — caso o realizador nao seja especializado,
torna-se um procedimento potencialmente aleatério. Tal como nosso trabalho, ele
nao encontrou diferenca estatistica na taxa de cones negativos em pacientes que
fizeram ver e tratar ou com bidpsia prévia, inferindo que a biépsia pode ser nao
confiavel e ndo reduz a ocorréncia de resultados negativos (DENNY et al., 1995).

O intervalo de tempo entre a realizagdo da biopsia e a conizagao deste
estudo foi de 122 dias, préximo ao de Munmany, que foi de 102 dias (MUNMANY et
al., 2018). Apesar de nao apresentar significancia estatistica, esse intervalo de
tempo foi maior no grupo de cones negativos, o que fortalece a teoria de que, quanto
maior o tempo para o procedimento, maior a probabilidade de regressao da lesao,
como sugerido por Zhang et al (ZHANG et al., 2015).

A incidéncia de cones negativos é um importante fator indicativo do controle
de qualidade de um servico de colposcopia. Apos a revisdo histopatoldgica, nossa
taxa de bidpsias falso positivas foi de 6,25% (4/64), um valor abaixo do encontrado
por Golbang et al. (24%) e Koc et al. (52%), porém acima da pesquisa de Witt et al.,
gue nao encontrou nenhum resultado falso positivo (GOLBANG et al., 1997; KOC;
SAHIN; AYAS, 2013; WITT et al., 2012). Ja a taxa de cones falso negativos foi de
10,88% (16/147), muito proximo ao resultado de Weigl et al., que foi 10,6% (WEIGL
et al., 2006). Além disso, apos a etapa nos novos recortes, encontramos 6,87% de
lesbes ocultas que ndo haviam sido amostradas antes (9/131 = 6,87%), um valor
abaixo do de Golbang (10%) e de Thompson (13%) (GOLBANG et al., 1997;
THOMPSON et al., 2002). Salienta-se que a releitura das laminas e a realizagdo dos
recortes profundos foi fundamental para a identificacdo de cones falso negativos —
quica a etapa mais importante e que mais identificou erros diagnésticos em nosso
estudo. Apéds toda a revisdo da patologia, tivemos um total de 11,93% (122/1022) de

cones verdadeiramente negativos. Conforme o artigo de revisdo de Lorenset e
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Zanine, este valor esta em conformidade com os resultados da literatura, que variam
de 10,6 até 34% (LORENSET; ZANINE, 2022).

Em relagdo a imuno-histoquimica, apenas as pesquisas de Koc e Nan
fizeram a dupla avaliagdo com p16 e Ki-67. Outros autores fizeram apenas p16. Nos
tivemos 20,49% (25 pacientes) de cones negativos com marcador p16 positivo, um
valor acima do encontrado por Carrig (13%) e Mumnany (nenhum caso) (CARRIGG
et al., 2013; KOC; SAHIN; AYAS, 2013; MUNMANY et al., 2017; NAM et al., 2015).
O que influenciou essa diferenca foi que estes dois autores consideraram como cone
negativo apenas a completa auséncia de lesdo, e em nosso estudo, consideramos
também a NIC 1. Como ja descrito anteriormente, encontramos diferenga estatistica
guando analisamos a imuno-histoquimica do p16 e Ki-67 distinguindo entre auséncia
de malignidade e NIC1. Uma meta-analise avaliou todos os métodos e interpretagao
de p16, correlacionando o grau citolégico/histolégico (de biopsias, cones e
histerectomias) da anormalidade cervical e a expressao de p16. Na histologia, em
meédia, 2% das bidpsias normais e 38% das NIC 1 mostraram coloracao difusa para
p16, o que esta de acordo com nossos achados (TSOUMPOU et al., 2009).

Em se tratando do Ki-67, os critérios de classificacdo para positividade e
intensidade variam muito entre os autores na literatura. Mandal et al
correlacionaram o grau de expressao do marcador com o0 grau das lesdes
precursoras em biopsias cervicais, classificando de maneira semiquantitativa os
tercos acometidos do epitélio, e encontrou que todos os espécimes normais nao
expressaram Ki-67 além do terco inferior do epitélio, e 54,9% dos NIC 1 e 77,5% das
lesbes de alto grau tiveram expressao anormal do marcador (MANDAL et al., 2020).
O estudo de Calil encontrou expressao de Ki-67 em 29% do epitélio normal, 34% de
NIC 1 e 85% de NIC 2-3, considerando como positividade mais de 5% das células
basais com nucleos corados. (CALIL et al., 2014). Em nosso trabalho, ndo avaliamos
o acometimento das porgdes do epitélio, apenas a porcentagem de positividade, e
encontramos que 25% dos casos de auséncia de malignidade e 50% dos casos de
NIC 1 tiveram expressao intermediaria ou alta de Ki-67 (= 31%), com diferenga
estatistica (p=0,023), diferentemente de Mitildzans et al., que ndo encontraram
diferenca entre a expressao de Ki-67 no grupo negativo e NIC 1 (MITILDZANS et al.,
2017). Apesar de termos utilizados critérios diferentes, nossos resultados séo
condizentes com os estudos ja publicados e com o fato bem estabelecido deste

marcador identificar células em atividade proliferativa.
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Nenhum autor avaliou a geminina especificamente no caso de cones
negativos. Xing et al. encontraram que a geminina foi negativa em 100% das
amostras normais do colo, e teve expressdo de 1+ em 86,7% e 2+ em 13,3% das
NIC 1, respectivamente, utilizando a mesma gradacdo em cruzes que a nossa
metodologia. Zheng et al., apesar de terem utilizado outro método de avaliagdo da
geminina, por PCR em tempo real, também encontraram que lesdes de alto grau
tiveram maior expressao forte de geminina (80,5%) em comparagao a lesbes de
baixo grau (30,6%) e negativas (9,2%). (XING; WANG; WU, 2017; ZHENG et al.,
2021) Em nosso estudo, a geminina mostrou coloragdo <2+ em 54,17% dos cones
negativos, enquanto que no grupo controle apresentou = 3+ em 68,97% dos casos,
confirmando assim os achados prévios da literatura de que este marcador esta
associado a células em proliferagdo e diferenciacdo (KUKU et al., 2015;
WOHLSCHLEGEL et al., 2002). Nao obstante, € evidente que mais estudos sao
necessarios para avaliar o comportamento da geminina em lesdes cervicais.

Nosso tempo mediano de seguimento para o grupo dos cones negativos foi
de aproximadamente 15 meses (448 dias). Este € um periodo de tempo mais curto
do que o follow-up realizado por muitos autores — cerca de 24 meses (LIVASY;
MOORE; VAN LE, 2004; MOSELHI et al., 2002; RODRIGUEZ-MANFREDI et al.,
2013; WALAVALKAR et al., 2016; ZHANG et al., 2015). Infelizmente tivemos perda
de seguimento de 41,80% (51/122) dos casos. Por estarmos em um servigo publico,
com pacientes oriundas ndo s6 do municipio, mas de todo o estado, e com o
advento da pandemia da Covid-19, ja esperavamos um numero alto de perdas.

Se considerarmos todas as alteragbes de citologia no seguimento,
independente do grau, a recidiva foi de 18,85% (23/122), proximo a Walakalkar, que
encontrou 25% de citologias alteradas apds as conizagées (WALAVALKAR et al.,
2016). Ao limitarmos apenas as lesdes de alto grau, nossa recidiva foi de 8,19%
(10/122), um valor maior do que e o encontrado por Rodriguez-Manfredi (3,6%),
Moselhi (4,3%) e Zhang (5,81%), mas ainda assim mediano em comparagao com a
literatura, que varia de 1,16 a 30%, conforme a tabela de Lorenset e Zanine
(LORENSET; ZANINE, 2022; MOSELHI et al., 2002; RODRIGUEZ-MANFREDI et
al., 2013; ZHANG et al., 2015).

Nao identificamos nenhum fator de risco ou padréo de IHQ com significancia
estatistica que pudesse prever maior chance de recidiva. Sabe-se que casos de NIC

1 com p16 positivo podem sofrer regressao espontédnea, mas tém uma tendéncia
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maior de progredir para lesdo de alto grau do que os casos de NIC 1 com p16
negativo (TSOUMPOU et al., 2009). No entanto, ndo foi o que ocorreu em nosso
estudo: inesperadamente, apenas 2 das 10 pacientes que recidivaram tinham p16
positivo. Golbang encontrou 2 pacientes com neoplasia intraepitelial vaginal (NIVa)
no seguimento apds cones verdadeiros negativos. Em nosso trabalho, n&o
encontramos nenhuma paciente com recidiva em vagina, mas este fato chama a
atencdo que é primordial examinar todos os possiveis locais de origem da
anormalidade citoldgica, incluindo a vagina e a vulva, pois talvez cones negativos
pudessem ter sido evitados se a NIVa tivesse sido diagnosticada na colposcopia
(GOLBANG et al., 1997).

Apesar de o0 nosso estudo apresentar um numero baixo de recidivas de
apenas 10 casos, a mediana de dias para que isso acontecesse foi de 432 dias, ou
seja, mais de 1 ano. Portanto concordamos com a maioria dos autores quando
sugerem que todas as pacientes requerem vigilancia rigorosa, com citologia e
colposcopia a cada 6 meses por 2 anos, como € realizado no caso de cones

positivos para alto grau com margens comprometidas.

7.1 LIMITACOES

Comparando com outros autores, reconhecemos algumas limitagdes
importantes deste trabalho, como a nao realizagdo de nenhum tipo de teste para
HPV pois sao indisponiveis na rede publica, e a amostra heterogénea com
diferentes indicacdes para o procedimento e diversas técnicas cirurgicas. Outro
importante fator que impactou negativamente nossos resultados foi a pandemia do
Sars-Cov-19. Normalmente ja sdo esperadas perdas no follow-up, porém 41,8% é
um numero significativo e que chama a atengdo. O COVID intensificou a dificuldade
de acesso das pacientes ao hospital para seguimentos, em meio a lockdowns e
durante um longo periodo em que n&o dispunhamos de vacina. Realizar busca ativa
desta populagcdo pode ser uma boa estratégia para mitigar as perdas. Por fim,
felizmente nosso numero de recidivas pds cone negativo foi baixo, porém acabou

limitando esta analise.



70

7.2 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Sabe-se que uma porcentagem das pacientes submetidas a conizagéo
cervical realmente nédo vai apresentar lesdo na analise anatomopatolégica. Dessa
forma, € ideal que critérios rigidos sejam seguidos, a fim de somente submeter a
conizagado pacientes que realmente estejam sob risco de lesbes precursoras de
cancer, evitando assim o sobretratamento e a morbidade associada a este
procedimento.

Frente a toda a analise deste estudo, concluimos, com significancia
estatistica, que fatores de risco para cone negativo sdo idade mais avangada e
maior numero de gestagdes, além de estes espécimes apresentarem menor
expressao de p16, Ki-67 e geminina. Ressalta-se aqui que a aplicagdo de imuno-
histoquimica isolada nao substitui o diagndstico histopatolégico e que foi utilizada
neste trabalho buscando analisar um comportamento como marcador de risco para
recorréncia. Mesmo nao tendo apresentado significancia estatistica para outras
variaveis, aprimorarmos nossas sugestdes de guideline para coniza¢gbes negativas,
ja publicadas em outro trabalho:

¢ Intervalo de 4 a 6 semanas entre a bidpsia e a excisao;

e Reavaliagdo em curto prazo para pacientes jovens com lesdes
colposcopicas pequenas e para e pacientes com colposcopia normal
imediatamente antes da conizagéo;

¢ Inclusao total da pecga na analise histopatoldgica

¢ Realizacao de recortes profundos rotineiramente no bloco de parafina nos
casos em que nao seja identificada les&o inicial,

e Aplicagdo de marcadores de IHQ para identificar areas displasicas ocultas;

e Teste de HPV de alto risco;

e A mesma abordagem de seguimento de 2 anos usada para cones
positivos com margens comprometidas, realizando busca ativa nas

pacientes que apresentem perda de seguimento.

Em relagdo a geminina, mais estudos precisam ser realizados para avaliar o

papel deste marcador nas lesdes cervicais e no cone negativo.
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8 CONCLUSOES

A taxa de conizag¢des negativas do nosso servigo foi de 11,93%. Fatores de
risco para este resultado sdo maior idade, maior numero de gestagcbes e baixa
expressao de p16, Ki-67 e de geminina (p<0,05).

As recidivas representaram 8,19% dos cones negativos, e nao foram
identificados fatores de risco com significancia estatistica.

O tamanho da lesao colposcépica e a realizagao de bidpsia pré procedimento
nao tiveram relagdo com auséncia de lesdo nas conizagdes

Pacientes com cone negativo apresentaram, em sua maioria, p16 negativo e
baixa expressividade de Ki-67. A geminina também revelou negatividade ou baixa
coloragdo na maioria dos casos, no entanto, sem poder de predizer recorréncia.

As pacientes sem doenca morfolégica no anatomopatolégico, mas com

marcador positivo para HPV nao apresentaram maior recidiva de doenga.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Objectives: Cervical conization specimens with a negative result for high-grade lesion are not infrequent in
Conization cliniral practice and there are no protocols to address this izzue. The purpase of this manuscript iz to analyze
:P‘\. factors that affect the reliability on these situations and provide recommendations to guide the gynerologists on
Jegative remclm ; .

Carical ; ithel; . their practce.

I-G-é'?“l e F Methodz: We searched original articler on Pubmed /Medline database that analyzed negative cones uzing different
pl6 combinations of deseriptors. There were no restrictions regarding the language or the year of publication

Resules: Nineteen articles were zelected and a total of 7310 cones analyzed. The negative excizion rate ranged
from 10 to 35%. Among the reasons to explain abzence of lesion, the most frequent were errors in colposcopy,
spontaneous lesion regression, complete removal of small lesions during biopsy, errors in the pre-conization
material, false-negative results, and excizional error. Pathological specimen review and application of immu-
nohistochemical biomarkerz pl6 and Fi-67 seemed to improve accuracy and help in challenging differential
diagnoziz. Recurrence was detected in up to 3080, az zeen in posidwe coner with compromired margins.
Importantly, testing for HPV demonctrated benefitz in reducing the number of negative cones.

Conclusions: Several factors could contribute to a negative result in a conization. Our main recommendations
include: interval of 4-6 weeks benween biopsy and conization, repeat the colposcopy during the excizion,
consider short-term reevaluation for small colposcopy lesions, perform deep sectioning levels in the paraffin
block, use of immunohistochemical markers, HPV testing, and strict surveillance during follow-up az performed
for positive cazes with compromised margins.

1. Introduetion and biopsy), the see-and-treat sirategy 15 more cost-effective. It reduces

the number of clinical appointments, improves adherence to treatment,

Cervical cancer 1z the fourth most frequently diagnosed cancer and
the fourth leading cause of cancer deaths in women worldwide [1].
Premaligmant cervical lesions, also known as cervical mtraepithelial
neoplasia (CIN), are precursors of cervical cancer. High nsk types of
humsan papilloma virus (HPV) are associated with this eancer in 99.7%
of the cases, being one of the highest associations identified in human
caneerology [2,3]. Initial eytologieal sereening may identify cervieal
abnermalities and the colposcopy identifies lesions by the macroseopic
changez in the color and in the morphology of the cervical mucoza. The
main role of this procedure 1= to guide the zite of biopsy, which 1=
considered the best preoperative appreach to confirm CIN [4]. Cervieal
conization is the treatment of choice when an exeizsional method is
indieated, and it is usually performed in patients over 25 vears old, since
after thiz age the rate of spontaneous regression of the lezsion iz low [5].
Compared to the 3-step management screeming (cytology, colposcopy,

* Corresponding author.
E-muil eddress: lari lorenszetigmail com (L.C. Lorenset).
httpz//doiorg/10.1016/j.anndiagpath 2022 151929

Available online 26 February 2022
10929134,/ 2022 Elsevier Ine. All rights rezarvad.

muinimizes patients’ anmvety, and haz smular overtreatment rates.

Comization 1z considersd a zafe procedure, howewer, the ower-
treatment may increase the ratez of bleeding, infection, anesthetic
complicationz, rizk of abortions, cervical insufficiency, preterm labor,
preterm rupture of membranes, and low birth weight [6-8]. A precise
indication for conization iz challenging due to the frequent abeence of
high-grade lesion in the exeized portion of the eervix. The negative result
of ecnization causes frustration for both patient and clinical care team,
ezpecially because of the indeterminate clinical sigmficance. This situ-
ation ean create doubte about the imtial eytological and/ar histological
diagnesis or if the exeision did net melude the neoplastic lesion. In
addition, it raises questions about how these patients should be
managed, sinee negative cones can induce errors dunng follow-up of
patients with precancerous cervical lesions.

This article provides an overview of the literature regarding negative
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conecs and the multiple factors that can affect their reliabihity. It alse
aims to help gynecologists to understand, manage and follow-up this
specific group of patients in order to aveld unnecessary procedures,
preserving the health and the cbstetrie outeome of this population.

2. Material and methods

This iz a narrative review. We performed a Pubmed/Medline search
with no restrictions of language or vear of publication. For the search,
we combined the terms “comization”, “loop electrosurgical excision
procedure (LEEF)", “large loop exeision of the transformation zene
(LLETZ)", "negative results” and “absenee of lesion”. We mitially found
310 articles. The unique incluzion criterion was the evaluation of orig-
inal articles whose main objective was the study of conization with a
negative result for high-grade lesion The articles that didn't aim to
specifically investigate negative conizations of the cervix were excluded.
After applying these critena, nineteen manusenpts were selected for the
final analyeis of this study. Exploratory statistical analyses of the sum of
data from each article were performed to obtain an overview of the
epidemiology of patients' profile and the results of the articles. Quanti-
tative variables were summarized using measures of central tendeney.

Thiz research did not recarve any specific grant from funding
agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors.

3. Results

The selected articles were publiched between 1995 and 2018. The
main findings and used methodologics are summanzed 1n Table 1. A
total of 7310 cones were analyzed and the negative cone rate ranged
from 10.6 to 34%. The average age of patients was under 40 years. Four
studies were prospective, while the other 15 were designed retrospec-
tively. The definiion of negative cone was controversial among the
studies — 15 authore considered the abeolute abzence of lesion in the
fragment, while another 4 included CIN] in negative cone criterion as
well Several conization techniques were used: LEEP in 68.42%, LEEP
and cold knife conization in 15.78%, cold knife conization in 5.26%, and
laser in 5.26% of the studies. Only one manuseript did not specify the
technique was used.

The main hypotheszes for the negative cones mn patientz with lugh-
grade lesion in cytology, biopey, and colposcopy included:

# Errors in colposcopy, over grading low-grade lesions as high-grade
ones;

» Translocation of abnormal cells from other sites of the lower gematal
tract in the cytology collection;

# Spontaneous lesion regression in the interval between cytology
sample collection, cervieal biopsy, and the later conization;

+ Complete removal of a focal and small lesion during a cervieal
biopey;

# Misevaluation of pre-surgical samples az high-grade lesions (false-
positive result);

# Denudation or distortion of the epithelium of the cone specimen ac a

result of careless handling or thermal artifact;

High-grade lesion presented i the paraffin fizsue block, but net

detected in the first pathological analysiz (false-negative result);

Neoplastic area not removed by the conization, remaiing in the

cervix (excisional error).

There are many nsk factors aszociated with a higher nsk of abeence
of lesion in a cone specimen, such as young women, increase in age,
menopause, genital atrophy, parity, use of contraceptives and smolking.
In addition, negative or low-grade cytology, bliopesy-confirmed CIN2,
long interval between biopey and comzation, previouz HPV treatment,
negative HPV test, low HPV wiral load, abeence of high-rick HPV and
wviral types other than 16 or 18 were also related to negative cones.
Importantly, particularly for colpoecopy features, rsk factors comprised
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munor findingzs, lesions involving less than 1 quadrant of the cervix, size
of the lesion smaller than 12mm” in colposcopic photographic mea-
surement, unsatisfactory colposcopy, columnar squamous junction not
visible (type 3 trancformation zone), and a normal eolposcopy at the
time of conization in patients with high-grade lesion.

A major limatation is that not all studies performed patholegical re-
view. Only ten studies carried out a review of the material with pa-
thologists, and from the total number of 860 cones considerad initially
negative, 684 cones were confirmed as truly negative after deeper levels
analysizs of the specimen and/or application of biomarkers. The use of
mmmunchistochemustry (1HC) was performed in 7 studies using p16, and
two of them also used Ki-67. After this pathological review, the inci-
dence of truly negative cones, compared to the nitially negative cones,
ranged from 22.64% to 100%. A total of 901 patients were followed-up
and 1t ranged from 3 monthe to 7 years. The recurrence rate of patients
with a negative excizion ranged from 1.16% to 3096,

4. Discussion

The articles used several definitions of comization, different exam-
nation techniques of the specimen, inconsistent use of markers, and
different time ranges from mitial sereeming to comzation. Furthermere,
a combination of biopsy-proved CIN2/CIN3 with sec-and-treat strategy
was used. All these factors seem to affect the outcomes reported along
with the rebability of a negative cone.

4.1. The pre-surgical biopsy role

Moselhi et al. found a higher negative cone rate when patients un-
derwent pre-surgical biopey, while Byu et al. found absence of dyeplasia
m 17.7% of LEEP samples with CIN2/CIN3 confirmed by biopsy [11,15].
There was a greater chance of predicting absence of lesion in the cone
specimen in CIN 2 biopey compared to CIN32 [19]. Koc et al. reported an
average interval between cervical biopey and conization of 4 weeks and
concluded the lesion regression in this chort period seemed unlikely
[17]. For Zhang et al., the prevalence of negative cone increased ac-
cording to the biopsy interval range [£]. Furthermore, a Spanich study
reexamined patients immediately before the excizion and reported that a
normal colposcopy increased the rizk of negative cones in 229 times [4].

4.2. HPV testing

The study conducted by Ryu et al. chowed a low HPV load associated
to a negative cone prediction, while Mumnany et al. added that viral
types other than 16/18 were also predictors of negative cones [15,23].
In another study, 75% of patients with negative HPV test had negative
cones [18]. Manley ot al. compared two independent cohorts of women
whe underwent comzation before and after the miroduction of HPV
screening. Arcund 20% from the pre-HPV cohort and 13.4% from the
post-HPV cohort had negative results, demonstrating 25% reduction in
negative cone incidence. However, as the prevalence of falee-positives
remains high and the HPV specificity for low-grade cytology 1z low,
the risk of treating women who have a transient HPV infection may
merease. For itz higher sensitivity for sereening than izolated cytology,
HPV testing helps reducing negative cone rates [21].

4.3. Pathology specimen review

The histopathological mizdiagnosis may oeccur beecause of atrophy,
inflammation, and metaplasia [10]. The specimen review, although not
alwayz performed, demonstrated major importance for confirming truly
negative cones. Thompson et al. reported a false-negative cone rate of
26% due to musinterpretation of the onginal slides or dizcovery of le-
sions in deeper sections of paraffin blocks [12]. Carng et al. alzo found
that 26% of the imtially negative cones were reclassified as positive after
review and 28 3% had the pre-surgical material overestimated [7]. For
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Golbang =t al, the reassesement of the cytolegy, colposcopy and
specially the histologic material in deeper sectioning levels revealed CIN
initially absent in 2] of 99 patientz, questioning the lack of concern with
false-positive results [10]. In another study, 50% of cytology samples
and 24% of pre-curgical biopesiez were overestimated — one-third of
negative results could be assigned to everdiagnesi= [20]. In Koc's study,
52% of negative cones were due to incorrect evaluation in the first bi-
opey, differing from Witt's research, that also reviewed the pre-surgical
biopsies with no incorrect diagnoses and detected 24% of negative cones
in patients with high-grade lesion biopsy [16,17].

4.4, Immunohiztochemistry

Biopsies analyziz shll bears from inter-cbeerver subjectvity. IHC
analysizs is beneficial for the study of negative cones, but only 7 authors
have performed 1t P16 protein helpe to wdentify and reclaseify hidden
dvsplasia in biopsics of high-risk HPV patients. A study that applicd pl6
to the most atypieal areas of cones considered negative after anatomo-
pathological review identified dysplasia in 7 (13%) additional speci-
mens [7]. Munmany et al also applied pl6 to the negative LEEP
specimens to identify occult dysplazia, and all were negative for pls
staining [4,23]. A Chinese study used p16 only in patients with CIN2,
and the gh-secore staining cases were less likely to have a negative cone
compared to low-score cases [8]. Another study performed pl6 and Ei-
67 and found benefits for specimens with eletrocautherization artifacts
[19]. Ki-67 and pl6 staining arc uscful before making a defimbive
diagnesiz, especially n diffienlt differential diagnosis sttuations [7,12].

4.5. Recurrence

Waomen with negative cones may be at low risk for developing sub-
sequent abnormalities [11]. Walavalkar et al. found lower recurrence
rates in women with negative cones compared to those with positive
cones, regardless of the margm status [20]. Another study detected that
10% of patients with negative cones, despite biopey confirmed lesion,
had high-grade abnormality during followe-up [15]. In contrast, for
Livasy et al, the negative cone recurrence in patients with biopey
confirmed high-grade lesion was greater than the positive cone recur-
rence with clear margine (24% ws 15%) in short-term fellow-up [13].
Carrig et al. reported that 30% of patients with truly negative cones had
dvsplasia or carcinoma during follow-up, emphasizing the need for
careful surveillanee [7]. For Rodrnguez-Manfredi ot al , women with
negative cones didn't have less risk of developing CIN at follow-up, and
for Mumnay et al , the recurrence was lower for patients with lesions

<12mm? and HPV types other than 16,18 [15,23].
4.6. Follow-up

There iz no standard follow-up time. Although absence of dysplasia
isn't a predictor of recurrenee, it docsn't guarantee absence of discase
during follow-up [15,19,22]. All patients require stnict surveillance,
regardless of colposcopy findings, residual dizease, or treatment strat-
egy. The same 2-year follow-up recommended for positive comzations
with compromised margins should be performed [4,15,16,19,22,23].

4.7. How to avoid it?

Patients with minor findings, small colposcopic lezsions, negative
HFYV test, low viral load, and HPV types other than 1615 are more Likely
to have negative cones and shouldn't underge immediate excizion. A
careful reassessment before conization should be performed, since lesion
regression may oocur [4.14,18].

Cytology and biopsy can damage the cervical epithelium. An interval
of 46 weeks between evaluabion and comzabion 1= recommended for
cpithelial repair. The distinetions between degenerative and regenera-
tive changes are more difficult to be performed mn chorter intervals [10].

81

Annals of Dicgrostic Pashalogy 58 (2022) 151929

However, long mntervals mmerease the hkebhood of negabive cones
because many cascs can regress spontancously in a few months [8]. For
intervals between cytology and colposcopy greater than 3 months,
repeating the cvtology can reduce 1atrogenic nsk, since 40% of CIN2
biopsies and 32% of CIN3 biopsies regress [2]1]. Colposcopy measure-
ment can avoild unnecessary cones. Lesions < 2.5 mm have a 5 times
greater rick of regression than larger ones [23]. For Munmany et al |
£2.3% of women with normal ecolposcopy at LEEP did not have
dyzplasia, therefore a normal exam accurately predicts low probability
of lesion [4].

Morcover, improvements in pathelogical asscssment can reduce
negabve excimon rates. Several studies suggested that houbmg diag-
nostic errors in evtological /histological diagnosiz before conizations is
the first step to reduce unnecessary procedures [7,1 4,20]. Furthermaore,
decp sectioning levels of paraffin blecks should be routinely assessed In
negative cones [7,10,12]. In these cases, the use of p16, Ki-67, and HPV
genotyping arc also recommended to avoid hidden dvsplastie regions
[7.21]-

5. Conclusions

A negative cone result is unsatisfactory for both the patient and the
synecologist, and many factors can affect its reliability. There are no
current protocols: or guidelines for cereening and treatment of precan-
cerous lesions which epecifically address this topic. After the presented
analyziz of the Lterature, we recommend the following suidelines for
clinicians and pathologists:

* 4 to 6 weeks interval between biopey and exelsion.

# Short-term reevaluation for yvoung patients with small eolposcopic
lesions and patients with normal colposcopy immediately before the
conization.

+ Routinely deep sechioning levels in the paraffin block.

# [HC markers to identify hidden dyeplastic areas.

« High-rick HPV testing.

» The same 2-year follow-up approach used for posifive cones with
compromised margins.

Abbreviations and acronyms

CIN Cervical intracpithelial neoplasia

IHC Immunchistochemical

HPV Human papilloma virus

LEEFP Loop electrosurgieal exeizion procedure

LIETZ  Large loop excision of the trancformation zone
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O estudo ira avaliar as pacientes submetidas 3 exérese de zona de transformacao no CHC-UFPR, os
fatores de risco associados as conizagfes negativas, comportamento de novos biomarcadores e taxas de
recorréncia das lesfes intraepiteliais de alto grau apés o tratamente cirdrgico. O estudo sera retrospectivo,
através de analise de dados de prontuarios medicos e de pecas de anatomia patolégica (produtos de
conizag3o uterina, cirurgia de alta frequéncia uterina e biopsias cervicais). Serdo incluidas no estudo as
pacientes submetidas 3 exérese da zona de transformac3o do colo uterino entre 01/01/2005 a 01/03/2020,
com numero aproximado de 1000 pacientes. Serfo excluidas pacientes gestantes e puérperas, pacientes
com prontuarios incompletos, submetidas & histerectomia, com diagnostico de adenocarcinoma ou
carcinoma do colo uterino. Espera-se identificar fatores de risco potenciais para a ocorréncia de cones
negativos e recorréncia de lesdes
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de alto grau nas pacientes estudadas, assim como avaliar a express3o de biomarcadores nas lesfes
precursoras do cancer de colo uterino. Assim, este estudo visa reduzir as intervencdes no colo do dtero,
principalmente em mulheres jovens, ponderando as consequéncias em seu futuro cbstétrico, além de
realizacdo de acompanhamento clinico rigoroso em pacientes com maior chance de recidiva das lesfes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Awaliar a express3o de biomarcadores em lesdes do colo uterino de pacientes submetidas a exérese da
zona de transformacgio.

- Objetivos Secundarios

a) Avaliar o perfil sécio-demografico e clinico das pacientes submetidas a
tratamento cindrgico no Servigo de Patologia do Complexo Hospital de Clinicas;
b) Avaliar ocomréncia de recidivas apos o tratamento cinirgico de neoplasias
intraspiteliais e os fatores de risco para sua ocorréncia;

c) Avaliar a frequéncia de cones negativos entre as pacientes operadas;

d) Venificar a associacdo entre peca de cone negativa e tamanho da lesio
colposcopica;

&) Analisar o papel da biopsia pré-procedimento na taxa de conizacdo negativa;
f) Avaliar a reagdo de biomarcadores como o p16, KI-67, geminina e CDKT nas
pecas cinirgicas;

g) Definir o significado clinico da paciente sem deenca morfologica no
anatomopatologico, mas com marcador positivo para HPY

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Por se tratar de uma pesquisa retrospectiva os riscos sdo escassos, mas envolvem perda de
confidencialidade e extravios de dados, ldminas, blocos de parafina e documentos. Tomar-se-3o todas
medidas cabiveis para minimiza-los, como avaliagdo de prontuarios apenas no Servigo de Arquivo
Hospitalar & manipulacdo de ldminas no Servico de Anatomia Patologica em conjunto com médico
patologista.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
De acordo com o GLOBOCAN, no ano de 2018, houve 569847 novos casos de cancer cervical no mundo,
com 311.365 mortes pela doenca, tormando-se este o quarto cancer mais frequentemente
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diagnosticado e a quarta principal causa de morte por cancer em mulheres (BRAY, 2018).

Especificamente no Brasil, segundo dados do Instituto Macional do Cancer (INCA), a estimativa para novos
casos de cancer de colo do dtero para o ano de 2020 & de 16.590.

Os dltimos dados disponiveis sobre mortalidade, de 2017, mostram que o nimero de obitos contabilizados
por esta causa foi de 6.385. Para o sexo feminino, este tipo de cdncer ocupa o 3o lugar em incidéncia e o 4o
lugar em mortalidade (INCA, 2020) As lesdes précancerosas do colo do dtero, chamadas de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC), podem ser detectadas através de rastreio e podem ser tratadas para evitar a

progressdo para o cancer. Assim, esta neoplasia é evitavel devido ao seu longo estagio pré-invasivo (HUH,

2009).

Consideragtes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:
Foram apresentados os Termos de apresentacdo obrigatoria: Folha de Rosto, Brochura da Pesquisa, Cartas

de Anuéncia dos Departamentos de GO, Unidade Materno-Infantil e Anatomia Patoldgica, Cronograma,

Dispensa do TCLE e Orgamento.

Recomendagdes:

E importante que todo material de Anatomia Patolégica esteja adequadamente acondicionado e identificado,

de forma a evitar perdas, extravios ou inviabilizar tecnicamente sua analise e também sua adequada guarda
dos matenais produzidos pela pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Projeto de Pesquisa Aprovado

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuictes definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N® 001/2013 do CNS, manifesta
-se pela aprovacdo do projeto, conforme proposto, para inicio da Pesquisa. Solicitamos que sejam
apresentados a este CEP relatdrios semestrais sobre o andamento da pesquisa, bem como informacdes

relativas as modificagfes do protocolo, cancelamento, encerramento e destine dos conhecimentos obtidos.

Os documentos da pesquisa devem ser mantidos arquivados.
E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos por meio de relatérios semestrais dos

pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente 3 pesquisa.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

86

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 07022021 Aceito
do Projeto ROJETO 1661837 pdf 23:19:25
Outros CECKLIST_DOCUMENTAL PROJETO | 07/02/2021 |LARISSA Aceito

_PESQUISA pdf 23:08:09 |CHIOQUETTA
LORENSET
Outros CECKLIST DOCUMENTAL PROJETO | 07/02/2021 |LARISSA Aceito
_PESQUISA docx 21:59:23 |CHIOQUETTA
LORENSET
Outros DECLARACAD _CONCORDANCIA_DE | 070272021 |LARISSA Aceito
PARTAMENTO docx 21:45:36 |CHIOQUETTA
LORENSET
Outros DECLARACAO_CONCORDANCIA_UNI| 07/02/2021 |LARISSA Aceito
DADE_MATERNO_INFANTIL doc 21:44:56 |CHIOQUETTA
LORENSET
QOutros DECLARACAO CONCORDANCIA_UNI| 07/02/2021 |LARISSA Aceito
DADE_DE_ANATOMIA_PATOLOGICA. 21:44:27 |CHIOQUETTA
doc LOBRENSET
Projeto Detalhado / |BROCHURA_PESQUISA_FINAL pdf 07/02/2021 [Marcela Clansa Aceito
Brochura 09:19:22 |Padeski Ferreira
Investigador
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO . pdf 07/02/2021 |Marcela Clansa Aceito
09:17:15 | Padeski Ferreira
Outros DECLARACAC _ANUENCIA DEPARTA| 07/0272021 [Marcela Clansa Aceito
MENTO PATOLOGIA pdf 09:16:44 | Padeski Ferreira
QOutros DECLARACAD ANUENCIA DEPARTA| 07022021 (Marcela Clarisa Aceito
MENTO PATOLOGIA.doc 09:16:01 | Padeski Ferreira
Brochura Pesquisa |BROCHURA_PESQUISA_FINAL doc 0710272021 |Marcela Clarisa Aceito
09:09:13 | Padeski Ferreira
Qutros DECLARACAO_CONCORDANCIA_UNI| 03/01/2021 [LARISSA Aceito
DADE_MATERNO_INFANTIL. pdf 18:33:34 [CHIOQUETTA
LORENSET
QOutros DECLARACAO_CONCORDANCIA_UNI| 03/01/2021 [LARISSA Aceito
DADE_DE_ANATOMIA_PATOLOGICA. 18:32:57 [CHIOQUETTA
pdf LORENSET
TCLE / Termos de | DISPENSA_TERMO_CONSENTIMENT | 15/11/2020 |LARISSA Aceito
Assentimento / O .docx 21:11:18 |CHIOQUETTA
Justificativa de LORENSET
Auséncia
QOutros DECLARACADQ_AUSENCIA_CUSTOS.d| 15/11/2020 [LARISSA Aceito
oc 21:10:51  |CHIOQUETTA
LORENSET
QOutros CARTA_ENCAMINHAMENTO_PESQUI | 15/11/2020 |LARISSA Aceito
SADOR_AQ_CEP.doc 21:09:37 |CHIOQUETTA
LORENSET
QOutros DECLARACAO_CRIENTADOR_DO_PR| 15/11/2020 [LARISSA Aceito
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Qutros JETO.doc 21:06:58 |CHIOQUETTA Aceito
LORENSET
Declaragio de DECLARACAOQ CONCORDANCIA DE | 15/11/2020 |[LARISSA Aceito
concordancia PARTAMENTO pdf 21:05:40 |CHIOQUETTA
LORENSET
Declaragdo de DECLARACAO_COMPROMISSO_EQUIl 15/11/2020 |LARISSA Aceito
Pesquisadores PE_PESQUISA doc 21:00:39 |CHIOQUETTA
LORENSET
Declarag3o de DECLARACAD _COMPROMISSO_EQUIl 15M11/2020 |[LARISSA Aceito
Pesquisadores PE_PESQUISA pdf 20:59:46 |CHIOQUETTA
LORENSET
Qutros DECLARACAD_ORIENTADOR_DO_PR| 14/11/2020 |Rita Maira Zanine Aceito
OJETO.pdf 22:04:10
Qutros DECLARACAD_AUSENCIA_CUSTOS p| 14/11/2020 |Rita Maira Zanine Aceito
df 22:03:45
Qutros CARTA_ENCAMINHAMENTO_PESQUI| 14/11/2020 |Rita Maira Zanine Aceito
SADOR AQ CEP.pdf 22:01:37
TCLE/Termos de  |DISPENSA_TERMO_CONSENTIMENT | 14/11/2020 |Rita Maira Zanine Aceito
Assentimento / O pdf 22:00:54
Justificativa de
Auséncia

Situagéo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nio
CURITIBA, 03 de Margo de 2021
Assinado por:
Niazy Ramos Filho
(Coordenador(a))
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