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Resumo

Introducao: O cancro do colo do ttero (CCU) encontra-se, segundo dados de 2018, entre
as 10 neoplasias mais comuns no mundo. O rastreio do CUU tem impacto na
morbimortalidade feminina, contudo, continua a apresentar desafios, mantendo-se a

procura por novas abordagens que maximizem a sua performance.

Objetivos: Nesta monografia pretende-se explorar a utilidade da marcacao dupla
p16INK4a/Ki-67 (CINtec®PLUS) no rastreio do CCU, descrever a sua execucao e
limitacOes e explorar a sua utilidade como método de rastreio priméario e como método
reflexo na triagem de teste de HPV positivo, teste de HPV positivo e citologia conhecida,
citologia e HPV desconhecido, assim como a sua aplicacdo no rastreio das lesdes nao

pavimentosas e a relacao com a infecao por Chlamydia trachomatis.

Material e Métodos: Pesquisa realizada entre junho de 2019 e fevereiro de 2020, nas bases
de dados: Pubmed e a Willey Online Library. Recorreu-se, ainda, a material online do
fabricante do CINtec®PLUS, a guidelines nacionais da Sociedade Portuguesa de
Ginecologia (SPG) e internacionais da US Preventive Services Task Force, material da
FIGO, livros da especialidade de ginecologia e microbiologia e da Classificacdo de

Bethesda e uma tese de mestrado portuguesa.

Resultados: A expressao de p16/ki-67 relaciona-se com a severidade das lesoes citologica e
histolégica. Como teste priméario podera compensar a baixa sensibilidade da citologia e a
baixa especificidade do teste de HPV, contudo nao existe informacao suficiente para o
considerar método de rastreio primario. Como método de triagem, em mulheres HPV
positivas, apresenta uma sensibilidade acima dos 80%, mas uma especificidade inferior a
citologia. A concordancia com a histologia foi superior a da citologia, com performance
superior ou semelhante a esta. Abordagens combinadas ou sequenciais com genotipagem
de HPV16/18 atingiram melhor performance. No caso de mulheres HPV positivas com
citologia conhecida, apresentou boa performance mesmo em NILM/HPV-positivas. A
combinacdo com genotipagem permitiria diminuir os falsos negativos. Em mulheres com

citologia anormal mostra-se atil em mulheres com <30 anos e em especial com LSIL.

Conclusao: O CINtec®PLUS é uma técnica de facil execucao e treino. Pode contribuir para
a diminuicao das referenciacoes para colposcopia e esta indicado em contextos de rastreio
primario de HPV e de rastreio com citologia cervical e teste de HPV-HR. Também em
casos HPV positivos com citologia anormal e onde apenas é conhecida citologia normal

pode ser promissor.
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Abstract

Introduction: Cervical Cancer (CC) appears, according to data from 2018, among the 10
most common neoplasms in the world. The implemented CC screening has impact in the
female morbimortality, however, continues to present underlying challenge, maintaining
keeping the search for new approaches that maximize its performance.

Objectives: This monograph aims to explore the utility of p16INK4a/Ki-67 dual stain
(CINtec®PLUS) in CC screening, describe its implementation and limitations and explore
its usefulness as a primary method and as a reflex method in screening for HPV positive
testing, positive HPV test and known cytology, known cytology and unknown HPV and
usefulness in non-squamous lesions and its relation with Chlamydia trachomatis

infection.

Material and methods: Search conducted between July of 2019 and February of 2020 in:
Pubmed and Willey Online Library. It was also used online material from CINtec® PLUS
manufacture, national guidelines from SPG and international guidelines from the US
Preventive Services Task Force, material from FIGO, specialty books of gynaecology,
microbiology and the Bethesda Classification were used, as well as a portuguese master’s

thesis.

Results: The expression of p16/ki-67 relates with cytological and histological severity. As a
primary screening teste could compensate the low sensitivity of cytology and low
specificity of HPV testing, however there is not enough information to consider it as
primary screening method. As a triage method, in HPV-positive women, presents a
sensitivity above 80%, but inferior specificity than cytology. Agreement between histology
is superior to cytology, with superior or similar performance. Combined or sequential
approaches with HPV16/18 genotyping achieved better performance. In the case of HPV
positive women with known cytology, it performed well even in NILM/HPV-positive
women. The combination with genotyping would reduce false negatives. In women with

abnormal cytology, it is useful in women <30 years, especially with LSIL.

Conclusion: CINtec®PLUS is a technique of easy execution and training. It can contribute
to the lowering of referrals to colposcopy and is indicated in contexts of primary HPV
screening and in screening with cytology and HPV-HR testing. Also, in HPV positive cases
with abnormal cytology and in which only abnormal cytology is known could be

promising.
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Capitulo 1: Introducao e Contextualizacao

1.1. Papilomavirus Humano e a Carcinogénese.

O Papilomavirus Humano (HPV), um virus de DNA de cipsula ecosaédrica e
genoma circular, é transmitido por contacto direto, durante a relacao sexual ou parto,

potenciado pelo shedding assintomatico. (1)

Podem ser divididos pelo seu potencial oncogénico em alto risco (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82) e baixo risco (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
72, 81, 88). (1,2) As infecOes persistentes por tipos de alto risco associam-se a neoplasia
intraepiteliais de alto grau e carcinoma invasivo. (2) Dentro destes, os tipos 16 e 18 sdo os
mais frequentes e implicam maior probabilidade de progressao, estimando-se que possam
ser responsaveis por 70-75% dos carcinomas cervicais. (1,3,4) Em média, os carcinomas
invasivos ocorrem 5-20 anos apo6s a infecido e tém como percursores as neoplasias

intraepiteliais do colo do atero (CIN). (2,5)

A infecdo é mais comum nas mulheres com menos de 30 anos, apesar de nestas
existir maior resolucdo espontanea. Com a idade a prevaléncia vai diminuindo e a

persisténcia aumenta o risco de carcinogénese. (5)

Infecdo por HPV nao é fator suficiente para a carcinogénese, e outros fatores
contribuem para a progressao neoplasica como, por exemplo: a hereditariedade, a infecao

por HIV, a imunossupressao ou o tabagismo. (1,2)

O ciclo de replicacdo do HPV relaciona-se com o ciclo de vida dos queratindcitos e

células epiteliais. Geralmente é assintomaético. (1)

Para que o processo de carcinogénese possa ocorrer € necessario ultrapassar uma
serie de barreiras, como o sistema imunoldgico ou o controlo da proliferacao celular. O
HPV infeta células basais do epitélio onde pode permanecer latente e iniciar a sua
replicacao com a diferenciacao celular. (2) A infecdo passa por uma fase produtiva, com
expressao basal controlada de genes E6 e E7. Com a diferenciacao celular observa-se alta
expressao de genes virais em células diferenciadas e replicacdo do genoma no ntcleo da
célula infetada. As novas particulas virais sdo libertadas com a desintegracao de
queratinocitos na superficie. A fase transformativa, nao produtiva, € marcada por uma

intensa e descontrolada expressao de genes E6 e E7. (6) Lesoes LSIL associam-se a uma
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fase de infecao produtiva e lesdes HSIL a uma fase transformativa, podendo associar-se

maior risco oncologico ao ultimo caso. (2,6)
1.2. Cancro do Colo do tutero.

O cancro do colo do utero (CCU) tem reconhecido o HPV como fator causal
necessario, mas nao suficiente para o seu desenvolvimento. Facto com implica¢oes futuras

e em termos de prevencao que se reflete, por exemplo na vacinacao profilatica. (3)

Em 2018 registou-se a nivel mundial uma incidéncia de 596.8/100000 mulheres e
uma mortalidade de 311.4/100000 mulheres, estando entre os 10 tipos de cancro mais
comuns no mundo. Em alguma regioes, nomeadamente paises em desenvolvimento, ¢é

uma das trés principais causas de morte. (7)

Numa fase inicial, o cancro do colo do ttero é assintomaético, pelo que citologia
anormal pode ser o primeiro alerta, contudo, a existéncia de uma citologia sem alteracoes
nao é impeditiva de investigacao, principalmente na presenca de sintomas. No caso de
carcinoma invasivo pode existir hemorragia vaginal anormal, na forma de coitorragias,
com mulheres sexualmente inativas a permanecerem assintomaticas até estadios mais
tardios. Sintomas acompanhantes de dor pélvica, sensacao de peso, sintomas urinérios

e/ou retais apontam para estadios mais avancados. (3)
O cancro do colo do ttero é raro antes dos 20 anos de idade. (5,8)

O colo do ttero divide-se em ectocervix, zona intravaginal revestida de epitélio
pavimentoso, e canal endocervical revestido por epitélio colunar. A maioria das neoplasias
tém origem na zona de transformacdo. (9) As lesOes precursoras sao as displasias,
fundamentalmente as de alto grau, que podem progredir para cancro invasivo. (2) A
realizacdo de citologias cervicais permite a detecdo precoce de CCU e das suas lesoes

percussoras. (1,8)
1.3 Rastreio do CCU.

A primeira identificacdo de uma lesao precursora do CCU deu-se em 1901. (5)
Inicialmente, a atencao estava na elevada incidéncia da doenca e verificou-se uma reducao
significativa da morbimortalidade com a implementacdo do rastreio -citologico.
Atualmente, as preocupacoes focam-se na morbilidade do rastreio. (5) A incidéncia e a

mortalidade tém mais impacto em mulheres nao rastreadas corretamente. (8)
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Em 2016, em Portugal, o rastreio do CCU atingiu uma taxa de cobertura geografica

de 76%, com uma diminui¢do do nimero de mortes de 247 para 201 entre 2011 e 2015.

(10)

A Sociedade Portuguesa de Ginecologia (SPG) recomenda o inicio do rastreio
organizado aos 25 anos, com citologia a cada 3 anos até aos 30 anos e a partir dos 30 até
aos 65 anos com teste de HPV-HR com citologia reflexa a cada 5 anos. Na sua auséncia,
recomenda rastreio oportunista, com citologia a cada 3 anos a partir dos 21 anos e/ou 3
anos apos a coitarca e teste de HPV-HR com citologia reflexa depois dos 30 anos a cada 5
anos. (5) A maioria das recomendacoes internacionais recomenda o rastreio entre os 21 e
os 65 anos, com citologia de 3 em 3 anos nas mulheres com <30 anos e rastreio entre os
30 e os 65 anos de 3 em 3 anos com citologia isolada ou, entdo, teste de HPV-HR ou co-
teste de 5 em 5 anos. Estas recomendacoes baseiam-se no facto de antes dos 21 anos o
cancro do colo do utero ser muito raro e as suas lesdes percussoras terem alta taxa de
regressao espontanea. O fim do periodo de rastreio aos 65 anos tem por base a existéncia
de uma rastreio anterior adequado, definido como: “3 resultados citolégicos negativos
consecutivos ou 2 resultados de co-testes negativos consecutivos dentro de 10 anos antes

da interrupcao do rastreio, com o teste mais recente ocorrido dentro de 5 anos.” (8)

Em Portugal, a populacao abrangida pela vacinacao contra o HPV comega a entrar
na faixa etaria recrutada para o rastreio organizado, pelo que se impoe o repensar das
estratégias de rastreio. (10) Mulheres vacinadas devem continuar no rastreio, uma vez que
ainda ndo se comprovou que a vacinacao reduza a sua necessidade. (5,8) De facto, apesar
da vacina ser 1til na prevencao dos genotipos 16 e 18, responsaveis pela maioria dos casos
de CCU, nao permite a auséncia de rastreio. As razdes para este facto prendem-se, por um
lado, com a existéncia de muitas mulheres nao vacinadas e da vacina nao conferir prote¢ao
para todos os tipos de HPV oncogénicos. Por outro lado, mesmo no caso de existir
vacinacado, nao existe protecdo se ocorreu infecdo anterior. Para além disto, a histoéria
vacinal pode ser dificil de obter. A diminuicdo da frequéncia dos tipos mais virulentos
pode, sim, levar a diminuicao do risco associado a um resultado positivo no rastreio, com
necessidade de avaliacdo de novos métodos, ja que € plausivel que a performance dos
testes existentes possa mudar. (11) Tal verifica-se para a citologia em mulheres vacinadas,

que sofre uma perda significativa na sensibilidade e valor preditivo positivo. (5)

1.3.1. Testes de Rastreio.

Como testes de rastreio temos: a citologia convencional ou em meio liquido, o teste

de HPV ou uma combinacao de citologia e teste de HPV. (5)
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A citologia em meio liquido (ThinPrep® e SurePath®) ganhou espaco pelas suas
vantagens, permitindo a realizacao de laminas mais homogéneas e de mais facil leitura, e
permite a realizacdo de testes adicionais no caso de infecdo por HPV, Clamidia e/ou

Neisseria. (5) Entre os Teste de HPV existentes temos os baseados em:

e DNA viral: digene® HC2 HPV DNA, Abbott RealTimeHR-HPV,
Cobas®@HPV, Cervista® HPV-16/18, LINEAR ARRAY® HPV; (12)
¢ mRNA das proteinas E6 ou E7: APTIMA®HPV. (12)

Dentro destes existem testes que permitem a detecido de 14 gendtipos, com
genotipagem dos tipos 16 e 18, tal como: Cobas®HPV, Cervista®HPV16/18 ou Abbott
RealTimeHR-HPV e, por outro lado, testes que identificam genoétipos individuais como:
LINEAR ARRAY® HPV. (12) Nas guidelines portuguesa sao apenas descritos:
QUIAGEN®HC2; CERVISTA®HPV-HR; CERVISTA®HPV-16/18; Cobas®; GenProbe
APTIMA® e HOLOGIC APTIMA®. (5)

Os consensos da SPG nao recomendam o Teste HPV como teste primario em
mulheres com menos de 30 anos, devido a elevada prevaléncia de infecao pelo virus
naquelas idades. Neste contexto, a existéncia de um teste positivo nao implica a existéncia
de lesao de alto grau, com necessidade de um teste adicional, como a citologia, que

permita selecionar as mulheres que, de facto, tém indicagao para colposcopia. (5)

A associacao da citologia ao teste de HPV (co-teste), aumenta a sensibilidade do
rastreio, contudo a sua utilizacdo no rastreio organizado nao é consensual pelo aumento
de custos, o que a tornam pouco custo-efetiva. De ressalvar que se ambos forem negativos

existe um probabilidade muito baixa de se desenvolver lesdo de alto grau. (5)

O teste Cobas®@HPV foi aprovado pela FDA para rastreio primério. (13) O teste de
HPV, como teste molecular, a partida apresenta-se como um método primario mais
preciso e custo-efetivo. Esta estratégia de rastreio ja é utilizada em paises como a Australia

ou paises europeus. (14)

1.3.2. Terminologia: Citologia.

Os relatorios citologicos devem seguir o Sistema de Bethesda, atualizado em 2014.
(5,15) Deve indicar-se qual o método escolhido (citologia em meio liquido, citologia

convencional ou outro) e se a amostra é satisfatéria ou nao para avaliacao. (15)
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Na interpretacao podemos ter uma amostra NILM (“Negative For Intraepithelial
Lesion Or Malignancy”), podem existir achados nao neoplasicos (por exemplo, alteracoes
reativas), ser descritos organismos (Trichomonas vaginalis, organismos consistentes com
Candida spp. alteracoes consistentes com Vaginose Bacteriana, entre outros) e serem

descritas células endometriais. (15)

Tabela 1: Anomalias celulares epiteliais. Adaptado de (15).

Alteracdo:

ASC: Células pavimentosas

Subtipos:
ASC-US: de significado

indeterminado

atipicas.
ASC-H: nao pode ser excluida
HSIL.

LSIL: Lesao pavimentosa -HPV,
intraepitelial de baixo grau. -displasia leve,
-CIN1.

Com caracteristicas suspeitas de

HSIL: Lesao pavimentosa -displasia moderada e grave,

invasao. -carcinoma in-situ,
-CIN2,

-CIN3.

intraepitelial de alto grau.

Carcinoma pavimento-celular.

Tabela 2: Anomalias celulares glandulares. Adaptado de (15).
Alteracao ‘ Subtipos
Células Atipicas: -Endocervicais, nao especificado (NOS) ou especificado em
comentario,
-Endometriais, NOS ou especificado em comentério,

-Glandular, NOS ou especificado em comentario.

Células Atipicas: -Endocervicais, a favor de neoplasia,
-Endometriais, a favor de neoplasia,
-Glandular, a favor de neoplasia.

Adenocarcinoma: — endocervical,

— endometrial,
— extrauterino,
- NOS.

Deve ainda ser indicado, se for o caso, a existéncia de outras neoplasias, testes
adjuvantes utilizados, se foi utilizada interpretaciao assistida por computador ou ser

adicionados comentéarios ou notas.(15)
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1.3.3. Terminologia: Histologia.

No diagnostico histologico, na Colposcopia, deve ser utilizada a classificagao LAST
(“The Lower Anogenial Squamous Terminology Project”), contudo a classificacdo baseada

em Richart esta mais difundida e ambas podem ser utilizadas.(5)

Classificacao baseada em Richart Classificacao LAST
Colo do Utero
CIN 1: Neoplasia intraepitelial de grau 1 LSIL: low-grade squamous intraepitelial lesion
CIN 2: Neoplasia intraepitelilal de grau 2 HSIL:high-grade squamous intraepitelial lesion

CIN 3: Neoplasia intraepitelial de Grau 3
Cls: Carcinoma in-situ
Carcinoma microinvasivo Carcinoma escamoso superficialmente invasivo

Figura 1: Classificacao de Richart e Classificagdo LAST. Retirado de (5).

1.3.4. Consideracoes sobre os Resultados Citologicos.

De seguida, apresenta-se uma breve exploracao das recomendacdes portuguesas da
Sociedade Portuguesa de Ginecologia para a orientacao de resultados citologicos e

seguimento pos-tratamento. (5)

Se existir um resultado com Citologia negativa e teste HPV positivo, a abordagem
nao é consensual ja que podemos estar a intervir numa infecao transitoria. (5) Se idade >

30 anos pode optar-se por: (5)

¢ Genotipagem - se positiva para genotipos 16 e/ou 18, existe indicacao
colposcopia; (5)
e Repeticdo do co-teste apOs 12 meses - se teste de HPV se mantiver positivo

ou existir citologia ASC-US+, existe indicacao para colposcopia.(5)

A ASC-US ¢ a alteracao mais frequente, mas de mais baixo risco para CIN3+,

relacionando-se com processos inflamatorios e atroficos. (5) De acordo com a idade: (5)

e <25 anos - abordagem menos interventiva possivel; (5)

e >25anos - um teste HPV positivo é indicacao para colposcopia; (5)

Os casos ASC-H apresentam uma prevaléncia de leses CIN2+ entre 50-70%, em
especial se idade >30 anos. Existe uma alta positividade para HPV-HR e, portanto, nao
tornando adequado o teste de HPV. Ha indicacao para colposcopia em todas as mulheres,

mesmo se negativas para HPV-HR. (5)
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A LSIL, apresenta CIN2+ em 10% a 20% dos casos, diminui em nimero com o
avancar da idade e regride na maioria da vezes de forma espontanea. A maioria é positiva

para HPV. (5) Se idade > 25 anos e: (5)

e HPV positivo ou desconhecido - colposcopia em todos os casos. (5)

e HPV negativo — co-teste aos 12 meses. Se aqui a citologia for ASC-US+ e/ou

teste de HPV positivo, existe indicagao para colposcopia. (5)

Na HSIL esta recomendada colposcopia em menos de 4 semanas em todas as

mulheres independentemente do teste de HPV ou da idade. A maioria é HPV positiva. (5)

Nos casos com citologia negativa e HPV positivo, ou citologia LSIL, ¢ mencionada a
possivel utilidade de p16/Ki-67. (5)

No acompanhamento pos-tratamento de CIN1, CIN2 e CIN3 recomenda-se (5):

e CIN1 - acompanhamento durante 12 meses e preferencialmente co-teste aos
12 meses. (5)

¢ CIN2/3 — acompanhamento durante 24 meses, com citologia, colposcopia
e, no caso de margens positivas, estudo do endocolo aos 6 meses. Se estes

forem negativos recomenda-se co-teste aos 12 e 24 meses. (5)

As citologias com células glandulares atipicas (ACG), podem ser resultado de
patologia benigna do ttero. Em geral associa-se a alteracoes pavimentosas. Apesar de uma
elevada prevaléncia de HPV-HR nestas lesdes, um teste negativo identifica maior risco de
cancro do endométrio, mais comum nas mulheres mais velhas, mas nao permite excluir
doenca cervical pavimentosa, presente numa porcao expressiva dos casos. (5) As

recomendacOes para estas lesoes na citologia sao as seguintes:

e AGC: recomenda-se colposcopia, estudo da cavidade endometrial e dos
anexos. (5)

¢ AGC endometrial: estudo da cavidade endometrial e do endocolo e exclusao
de patologia anexial. Se nao existir patologia do endométrio, recomenda-se
de seguida colposcopia. (5)

e AGC Endocervical: recomenda-se colposcopia, curetagem endocervical,
teste de HPV, ecografia pélvica, estudo do endométrio (=35 anos ou

alteracoes menstruais). (5)
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E preciso ter em atencio que os resultados do rastreio podem ter impacto
psicologico na mulher e que resultados falso-positivos tém como consequéncia
tratamentos desnecessarios, tal como uma colposcopia sem indicacao tem um risco de
biopsias desnecessarias e tratamentos adicionais. (5,8) Devem evitar-se procedimentos
dispensaveis, sobretudo em mulheres mais jovens pelo impacto numa gravidez e/ou
colposcopias futuras. (12) Um resultado negativo num teste com alta sensibilidade pode
excluir doenca e a especificidade permite prevenir tratamentos excessivos e seus efeitos

secundarios, falsos positivos e reducao dos custos. (16—19)

Na prevencao do CCU é importante o diagnostico e tratamento de CINS3,
procurando-se a maior detecao de CIN3+ na primeira ronda do rastreio. (20) O foco do

rastreio deve ser as lesoes de CIN2+. (9)

Pelas varias questoes que ainda se colocam no rastreio, torna-se importante avaliar
novas formas de triagem que possam ser aplicaveis no rastreio do CCU. (5,8,12) Assim,
avalia-se o potencial papel da marcacdo dupla p16INK4a/Ki-67 (CINtec®PLUS) no
rastreio do CCU.
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Capitulo 2: Objetivos.

Nesta monografia pretende-se:

e Fazer uma descricio da técnica CINtec®PLUS (p16INK4a/Ki-67 dual
stain), da sua execucao, indicacoes e limitacoes;

e Avaliar a utilidade como método primario de Rastreio do CCU;

e Avaliar a utilidade como método reflexo a um teste de HPV positivo;

e Avaliar a utilidade como método reflexo a um teste de HPV positivo e
citologia NILM, ASC-US e LSIL;

e Avaliar a utilidade como método reflexo de citologia e HPV desconhecido;

e Avaliar a utilidade em lesdes ndo pavimentosas;

e Avaliar a sua performance em relacio com a infecio por Chlamydia

trachomatis.



O papel da marcag¢io dupla p16INK4a/Ki-67 no rastreio do cancro do colo do ttero.

10



O papel da marcacdo dupla p16INK4a/Ki-67 no rastreio do cancro do colo do ttero.

Capitulo 3: Material e Métodos.

Recorreu-se a uma pesquisa realizada entre junho de 2019 e fevereiro de 2020, nas
bases de dados: Pubmed e Willey Online Library. Consideraram-se, apenas, artigos
publicados nos tltimos 10 anos. A selecao foi baseada numa primeira fase no titulo ou
abstract e numa segunda fase na leitura do artigo. Foram selecionados os artigos

considerados mais relevantes para a exploracio do tema.

», «

As palavras-chave utilizadas foram: “Human Papillomavirus”; “Cervical Cancer”;
‘£p16”; ‘5p16INK4a’,; “Ki_67”.

Recorreu-se ainda a material online do fabricante do CINtec® PLUS, a guidelines
portuguesas da Sociedade Portuguesa de Ginecologia (SPG) e internacionais da US
Preventive Services Task Force e material da FIGO. Em relacao a livros utilizaram-se
livros da especialidade de Ginecologia e Microbiologia e da Classificacdo de Bethesda. Foi,

ainda, utilizada uma tese de mestrado portuguesa.

A data de conclusdo deste trabalho foi consultada a atualizacio da aprovacdo do

método para uso clinico pela FDA.

1
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Capitulo 4: Desenvolvimento.

4.1 Descricao da técnica de CINtec® PLUS (p16INK4a/Ki-67

dual stain).

A marcacao dupla p16/Ki-67 pode ser realizada em amostras em meio liquido no
rastreio de rotina, com estudos em amostras de ThinPrep® e SurePath®, e amostras
convencionais apesar de auséncia de comparacao direta com amostras em meio liquido.

(16,21—29)

O CINtec®PLUS consiste num ensaio de imunocitoquimica que permite a co-
detecao das proteinas p16INK4a (p16) e Ki-67 em esfregacos cervicais. Na presenca de p16
observa-se um citoplasma ou nucleo de coloracao castanha e na presenca de Ki-67 um
nucleo de coloracdo vermelha. Em condi¢bes normais nao ocorre a sua expressao
simultanea que, caso se verifique num esfregaco cervical, indica a desregulacao do ciclo
celular por infecao de HPV-HR persistente e em transformacao, ajudando a identificar

mulheres com doenca cervical de alto grau. (30)

Quando ha paragem do ciclo celular a proteina do retinoblastoma (pRb) encontra-
se ligada ao fator de transcricdo E2F, complexo (pRb:E2F) que impede a progressao do
ciclo celular. A sua dissociacdo permite a progressao do ciclo celular e a mitose, com
ativacao do gene p16 e expressao da proteina p16. Esta, por sua vez, desencadeia uma serie
de eventos com reassociacdo do complexo, nova paragem do ciclo celular e fim da

expressao de p16. (30)

Na infecdo transitéria por HPV apesar de ser possivel existir proliferacao celular e
atipia, ndo existe disrupcao entre pRb e E2F ou da expressdao de p16. Nas infecoes
persistentes por HPV-HR, em progressao, com elevada producao de oncoproteinas E6 e
E7, a oncoproteina E7 liga-se a pRb impedindo a associacao a E2F, comprometendo a
paragem do ciclo celular, com proliferacdo continua. P16 passa a ser sobre expressa e

detetavel por imunocitoquimica. (30)

Ki-67 é um marcador de proliferacao celular detetado apenas no niicleo de células
em divisao. (30) Para distinguir células ocasionalmente positivas para p16, a combinacao
com Ki-67 permite identificar células cervicais transformadas pelo HPV, auxiliando na

distincao de células epiteliais normais ou lesoes reativas. (4,6)

13
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A detecao isolada de p16 ou Ki-67 pode ocorrer na infecao produtiva do HPV, e
representa um resultado negativo. A p16 pode ser expressa em células em divisao celular e
a expressao de Ki-67 pode ocorrer em células normais endocervicais ou morfologicamente

anormais. (30)

Em marco de 2020, a FDA publicou indicacoes para o uso do CINtec® PLUS no
rastreio do CCU. Segundo estas, a colheita da amostra devera ser realizada em meio de
ThinPrep®, com possivel utilizacdo do sistema de coloracdo BenchMark ULTRA e
avaliacao por patologista especializado. Esta indicado em conjunto com o teste de HPV
Cobas® 4800, na avaliacao da necessidade de colposcopia nos cenarios apresentados na

tabela 3. (31)

Tabela 3: Indicacoes aprovadas por idade. Adaptado de (31).

Idade IndicacGes de utilizacdo

e  positivas para 12 tipos de HPV-HR.

25-65 Rastreio primario
anos de HPV.

e  positivas para HPV16/18;
(Avaliagdo conjunta com os antecedentes da doente e guidelines

existentes).

. e NILM e positivas para 12 tipos de HPV-HR,;
Rastreio com

3965 | itologia cervical e « NILM e HPV16/18 positivas;

anos teste de HPV-HR. | (Avaliacdo conjunta com os antecedentes da doente e guidelines

existentes).

A interpretacdo de p16/Ki-67 é independente da morfologia celular. (23,32)
Segundo um estudo de 2015, este método pode realizar-se manualmente, em poucas
horas, com baixa necessidade de equipamento técnico e é positiva se presente em >1

células. (22)

4.1.1. Automatizacao.

A citologia em meio liquido possibilita o uso de sistemas automatizados, que
podem estender-se ao CINtec®PLUS. (5,25) Schmidt et al. considera que a positividade
com >1 células duplamente marcadas sem avaliacio morfolégica pode ajudar na

automatizacao do método em lesdes pavimentosas. (23)

Costa, nas suas conclusdes, teoriza que a automatizagdo com Ventana®BenchMark
podera melhorar a reprodutibilidade e questdes técnicas. (12) Com esta ferramenta,
Ovestad et al., avaliaram o desempenho da marcacao dupla, a partir de um protocolo
totalmente automatizado de auto-coloracao, numa populacao HPV positiva com citologia

normal, ASC-US ou LSIL, na detecao de CIN2/3. O uso de p16/ki-67 mostrou-se mais
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sensivel, mas menos especifico que a citologia. Contudo, a associacdo de ambos permitiu
uma especificidade superior, propondo-se o uso de p16/Ki-67 como complemento a
citologia. (33) Esta ferramenta é, também, utilizada em McMenamin et al. onde a

marcacao dupla apresentou bons resultados na triagem de mulheres HPV positivas. (34)

Varios estudos utilizam uma ferramenta automatizada de auto-coloracao diferente:

o “Dako autostainer”. (16,35—38)

Gertych et al. utilizaram uma técnica automatizada de reconhecimento de
imunorreatividade, nomeadamente do nucleo celular, e comparam os resultados obtidos
com avaliacOes por citopatologistas. A correlacao foi boa e postulou-se que podera existir
um possivel impacto no rastreio, jA que técnicas manuais podem estar associadas a

sensibilidade inferior e maior variabilidade. (39)

4.1.2 Reprodutibilidade.

Em meio de SurePath®, Wentzensen et al. (2014) em mulheres HPV positivas,
observaram uma reprodutibilidade boa a excelente para p16/Ki-67 nos avaliadores com
treino recente e sem experiéncia, cujo desempenho foi quase similar aos profissionais de
referéncia. Também a sensibilidade e a especificidade foram semelhantes nos dois grupos.
Nao se observaram diferencas na reprodutibilidade entre citologias NILM ou ASC-US+ ou
entre mulheres com <40 anos e =40 anos e concordancia aumentou com o numero de
células positivas. Neste estudo, com o intuito de avaliar a marcacao dupla em contexto de
rotina, considera-se que o desempenho dos avaliadores poderd aumentar com a

experiéncia. (35)

Em meio de ThinPrep®, Allia et al. num rastreio primario de HPV, encontraram
para p16/Ki-67 uma boa reprodutibilidade e especificidade na triagem de mulheres HPV
positivas, com concordincia semelhante entre a interpretacio de especialistas e nao
especialistas em citologia cervical e entre as categorias citologicas. Neste estudo,
considera-se que a interpretacdo pode ser realizada apds um curto periodo de treino,
mesmo em pessoas sem experiéncia na interpretacao de citologia cervical, com treino
seriado rapido, simples e menos dispendioso do que treinar especialistas em citologia.
(40) McMenamin et al, numa populacao semelhante, avaliaram a reprodutibilidade inter e
intraobservador da marcacao dupla e concluiram que pode ser facilmente adotada em

laboratérios que utilizam ThinPrep®. (41)

No mesmo meio, Benevolo et al. na avaliacao da reprodutibilidade interobservador

em mulheres HPV positivas, observaram que uma menor concordancia entre laminas se
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associava a: menor nimero de células marcadas, células sobrepostas ou coloracao fraca. A
reprodutibilidade entre profissionais com experiéncia foi superior, mas nao aumentou
numa segunda avaliacdo com as laminas mais discordantes. A concordancia foi maior nas
laminas positivas e negativas e quase nula nas inconclusivas. O estudo envolvia varios
laboratérios e a reprodutibilidade foi boa, com concordancia dentro do laboratoério
superior a concordancia geral. Benevolo et al. consideram, no entanto, que no imediato
pode nao existir um aumento marcado da reprodutibilidade de p16/Ki-67, quando em

substituicao da citologia, mas esta pode ser obtida com menos esforco. (40)

No caso de mulheres com LSIL, Waldstrom et al. em meio de ThinPrep®,
reportaram que a reprodutibilidade inter e intraobservador, apesar de apenas aceitavel,

melhorou ap6s treino. (16)

4.1.3 Limitagoes.

A avaliacao das laminas pode ser limitada pela alteracao da coloragao, associado ao
armazenamento prolongado. (18,32,37) Estudos reportam exclusao de amostras devido a:
material residual insuficiente ou baixa celularidade, por material insuficiente para
preparar uma lamina adicional, que pode ocorrer caso se realizarem, anteriormente, testes
a partir da amostra ou no caso de amostras armazenadas. (16,18,22—25,32) A
disponibilidade de material residual pode melhorar com o treino. (29) A recolha antes da
colposcopia também pode comprometer a amostra. (18) Em relacdo a citologia
convencional, existem limitagcoes especificas do protocolo de remocdo da coloracao em

esfregacos arquivados. (32)

Costa, no seu trabalho, atribui a sensibilidade abaixo do esperado a utilizacao de
laminas pré-existentes com perda de grupos celulares e, no caso de laminas novas, todos
os testes avaliados foram realizados a partir da mesma amostra, a partir de material
residual, com perda de representatividade. A idade das amostras também influencia a sua

qualidade. (12)

Por outro lado, nao se pode excluir que o armazenamento contribua para a perda
de antigenicidade e degradacao do mRNA, com impacto na sensibilidade, relatado em

Waldstrgm et al. com amostras de ThinPrep® armazenadas a temperatura ambiente. (16)

A avaliacao das amostras foi, ainda, condicionada pela dificuldade em distinguir a
coloracao p16 da reacao de fundo, quando é pouco intensa, e pelas dificuldades impostas
por grupos de células tridimensionais ou metaplasicas, num estudo com meio de

SurePath®. (28) Diferente das amostras de ThinPrep®, que permitem uma monocamada,
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as laminas preparadas a partir de SurePath® sao mais tridimensionais com aglomerados
com sobreposicao significativa que prejudicam a avaliag¢do, obscurecendo células coradas e
dificultando a interpretacao de células pavimentosas e endocervicais. (17) Em Wentzensen

et al. (2015) a utilizacao de SurePath® foi promissora. (37)

Arean-Cuns el al. relataram casos de HSIL positivos para p16/Ki-67 cuja biopsia foi
normal, que poderiam corresponder a possiveis erros na amostra (foco de HSIL pequeno
nao detetado na biopsia). (42) Falsos positivos associam-se a infecOes esporadicas e
intermitentes por HPV e os falsos negativos ligam-se a qualidade da amostra (meio liquido
vs. convencionais) ou, entdo, a células displasicas cujas alteracdes nao siao ainda

irreversiveis. (38)

Por sua vez, células metaplasticas e células endocervicais podem apresentar
coloracao isolada para p16 ou Ki-67, respetivamente, e exigem avaliacao morfologica para
as excluir. (17) Na inflamacao aguda também pode existir expressao de Ki-67, com extensa
atividade cromogénica e em alteracoes glandulares a intensidade da coloracao p16 pode

apresentar-se variavel. (17,43)

Na avaliacao de alteracoes glandulares também se verificou baixa celularidade, em
amostras utilizadas anteriormente e com baixo material residual, e os casos inconclusivos

ocorreram em amostras mais antigas conservadas a temperatura ambiente. (43)
4.2 P16/Ki-67 no Rastreio do CCU.

A avaliacdo independente da morfologia celular torna o p16/Ki-67 menos subjetivo
que a citologia, embora sejam semelhantes em termos de execucdo e avaliacao subjetiva.
(20) Isoladamente, a sensibilidade da citologia é baixa, mas é muito especifica, em

especial se >ASC-US. (5,20) Ambos parecem ter uma boa concordancia com a histologia.
(38)

A marcacao dupla e o teste de HPV podem ser realizados a partir da mesma
amostra de citologia. (27) O teste de HPV € positivos mesmo numa infecao transitoria, ja a
marcacao dupla é apenas positiva quando ha desregulacao do ciclo celular e nao é tao
objetiva como o teste de HPV. (12,32) O teste de HPV tém elevada sensibilidade, mas uma

especificidade limitada, com mais referenciacoes a colposcopia. (12,24—26,32)

Costa, na sua investigacao, determinou que, no uso de p16/ki-67, pode seguir-se o
limiar recomendado de =1 células positivas. (12) Com o aumento deste limiar, em

Wentzensen et al. (2015) a sensibilidade foi significativamente menor e o VPP aumentou
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significativamente. (37) Em Uijterwaal et al, com um limiar >5 células a sensibilidade para
CIN2+ também diminuiu, e apesar de uma especificidade superior face ao limiar original,
também registada em Wentzensen et al., um nimero relevante de lesoes significativas nao
foi detetado, nao se admitindo uma melhoria face ao limiar original, nem o seu ajuste.
(32,37) Em Polman et al., num contexto de vigilancia pos-tratamento para CIN2/3, onde é
relevante uma elevada sensibilidade, o aumento dos limiares de positividade nao refletiu
um aumento da performance, com sensibilidade inferior, apesar de especificidade

superior e menor taxa de colposcopias. (18)

Estudos apontam que a positividade para p16/Ki-67 aumenta com a severidade

citologica e histologica. (13,25,32,37,44,45)

Ikenberg et al. encontrou variabilidade na sensibilidade e especificidade de acordo
com os métodos de citologia utilizado (Convencional, ThinPrep®, SurePath®). O uso de

p16/Ki-67 atenuou a variabilidade, na sensibilidade e especificidade, observada. (21)
4.2.1 P16/Ki-67 como método priméario de rastreio.

Ikenberg et al. mostra que um teste Unico com expressao de p16/Ki-67 esta
associado a um alto risco de detecao de CIN de alto grau. Neste estudo, a prevaléncia de
p16/Ki-67 positivo foi comparavel a existéncia de citologia ASC-US+, mas metade da
prevaléncia de HPV. A positividade foi superior no grupo com <30 anos. Este grupo
representou apenas 25% da populacao, mas apresentava quase 40% das lesoes CIN2+ e
CIN3+ diagnosticas. Contudo, nestas mulheres, a especificidade do teste de HPV seria

inferior a 80%, confirmando a sua utilidade clinica limitada. (21)

O uso isolado de p16/ki-67 mostrou alta sensibilidade e especificidade na detecao
de CIN2+ em Ikenberg et al. e Zhang et al. (Tabela 4) e alto VPN em Ikenberg et al. (21,26)

Em relacao a citologia, Ikenberg et al. observaram um aumento de 18% na
sensibilidade para CIN2+ com o wuso de p16/Ki-67, cuja sensibilidade foi
significativamente superior na detecdo de CIN2+, independentemente da idade, e na
detecao de CIN3+, exceto em mulheres com <30 anos. No geral, a especificidade foi
comparavel (CIN2+) ou superior (CIN3+), mas por idade significativamente superior
apenas no grupo com <30 anos na detecao de CIN3+, sem diferenca estatistica no grupo
com >30 anos. (21) Zhang et al. registaram sensibilidade e especificidade comparaveis
para CIN2+. (26)
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Em relacio ao teste de HPV, a dupla marcacdo mostrou sensibilidade
significativamente inferior em Ikenberg et al. e nao significativamente inferior em Zhang
et al., na detecao de CIN2+. (21,26) Por sua vez, a sua especificidade foi significativamente
superior para CIN2+ e CIN3+, sendo possivel uma reducao de 50% nos falsos positivos em

mulheres com >30 anos. (21,26) (Tabela 4)

Tabela 4: Relacdo entre a marcacdo dupla p16/Ki-67 e a citologia e teste de HPV como rastreio primario.
Adaptado de (21,26). (ne: nao especificado).
Teste de

Sensibilidade (p16/Ki-67  Especificidade (p16/Ki-67

vs. teste de comparacao)

Estudo 5
comparacio

vs. teste de comparacio)

96.2% vs. 93.0%
CIN2+ | 84.7% vs. 93.3% (p=0.03)
(p<o0.001).
HC2 >30
.9 % vs. 92.7%
CIN3+ | 87.2% vs. 96.2% (p=0.05) 95:9 70 v8. 9277
Tkenberg (p<0.001)
etal. (21) 86.7% vs. 68.5%
Convencional, CIN2+ (p<0.001) 95.2% V8. 95.4% (p=0.15)
ThinPrep®, >18
SurePath®. CIN3+ | 87.4% vs. 73.6% (p=0.02) | 94.8% vs. 95.1% (p=0.03)
Cobas® 4800 90.18% vs. 93.87% 68.33% vs. 21.67%
Zhang et (p=0.286) (p<o0.001)
>20 CIN2+
al. (26) ThinPrep® 90.18% vs. 83.44% 68.33% vs. 38.33%
(p=0.108) (p=0.088)

Em Zhang et al., o VPP de p16/Ki-67 foi superior ao apresentado para a citologia e
teste de HPV, apesar de nao significativo. J& o VPN mostrou-se significativamente
superior a citologia e teste de HPV na detecao de CIN2+ e a AUC de p16/Ki-67 foi

significativamente superior a da citologia e teste de HPV-HR. (26)

Um estudo de 2015 realizado no Kenya, apontou uma positividade para p16/Ki-67
inferior ao teste de HPV, nomeadamente em mulheres com histologia normal ou citologia
negativa, com menos falsos positivos. A positividade para p16/Ki-67 ocorreu
principalmente entre os 36 e 0s 40 anos e esteve ausente em mulheres com <21 anos. A
Inspecdo por Acido Acético e Todeto de Lugol foi apenas positivo em 30% das citologias
HSIL. Apesar da limitacao do nimero da amostras, o uso de p16/Ki-67 produziu uma taxa
de detecao de CIN2+ semelhante ao teste de HPV. Um ponto relevante passa por a
associacao com ThinPrep® poder ser economicamente desfavoravel num contexto de

poucos recursos. (22)
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Na vigilancia pos-tratamento de CIN de alto grau, onde é necessaria alta
sensibilidade pelo risco de recorréncia de CIN2+, o uso de pi16/ki-67, em relacao a
citologia ou teste de HPV-HR, apresenta uma especificidade superior, mas ligeira
diminuicdo na sensibilidade. Contudo, a abordagem combinada (p16/Ki-67 com teste de
HPV) seria uma alternativa ao co-teste no follow-up, com sensibilidade comparavel,
especificidade significativamente superior, maior VPP e menos referenciacoes. Os
carcinomas nao detetados pela marcacao dupla seriam identificados pela combinacao com
teste de HPV. (18)

4.2.2 P16/Ki-67 como método reflexo de teste de HPV positivo.

Num estudo de 2016, verifica-se uma associacdo forte entre p16/Ki-67 e
persisténcia de HPV-HR, com expressao significativamente superior no grupo com infe¢ao
persistente. (13) Por outro lado, estudos observam que apenas parte dos casos HPV
positivos parecem apresentar lesdo significativa em colposcopia, com apenas 33.6% das

mulheres HPV-positivas a apresentarem CIN2+ em Arean-Cuns et al. (42,45)

Tabela 5: Relacgdo entre a marcagio dupla p16/Ki-67, citologia e genotipagem de HPV16/18 na triagem de HPV
positivas. Adaptado de (26,37,42,46). (LBC: Citologia em meio liquido: es: estiticamente significativo)

. Teste de Sensibilidade (p16/Ki-67 Especificidade (p16/Ki-67
Estudo Lesdo . . .
Comparacido vs. teste de comparacao) vs. teste de comparacio)
Wentzensen et

al. (2015) (37)

CIN2+ SurePath® 83.4% vs. 76.6% (p=0.1) 58.9% vs. 49.6% (p<0.001)

Arean-Cuns el

L (42) CIN2+ ThinPrep® 98.0% vs. 99.0% (p=ne) 39.1% vs. 6.9% (p=ne)
al. (42
0.85% vs. 83.01% 0.21% Vs. 42.55%
ThinPrep® 90.85% vs. 83.01% 70.21% Vs. 42.55%
(p=0.065) (p=0.007)
Zhang el al. (26) | CIN2+
Cobas® 4800 90.85% vs. 70.59% 70.21% VvS. 44.68%
(HPV16/18) (p<0.001) (p=0.006)
LEC 85.0% vs. 68.3% 76.7% vs. 89.1%
Stanczuk et al. (p=0.0213) (p<0.0001)
CIN2+
(46) Cobas® 4800 85.0% vs. 61.7% 76.7% vs. 70.5%
(HPV16/18) (p=0.0060) (p=0.0917)

Como método de triagem isolado (Tabela 5), e em comparagdo com a citologia, a
marcagdo dupla regista, maioritariamente, sensibilidade semelhante e especificidade
significativamente superior. (26,37,42) Em contrates, no caso de Stanczuk et al. a
sensibilidade foi significativamente superior e a especificidade significativamente inferior,

na detecao de CIN2+. (46)
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Em comparacdo com a genotipagem de HPV16/18, a sensibilidade de p16/Ki-67 foi
significativamente superior. (26,46) Por sua vez, a especificidade foi superior em Stanczuk

et al. e significativamente superior em Zhang el al. (26,46)

No estudo de 2015 de Wentzensen et al., numa populacao positiva para HPV com
>30 anos, o VPP (21.0%) e VPN (96.4%) de p16/Ki-67 foram significativamente superiores
aos identificados para a citologia, na detecdo de CIN2+ num periodo de 2 anos, e a
positividade significativamente inferior a citologia (ASC-US+). (37) Do mesmo modo,
também em Arean-Cuns el al. o VPN registado para p16/Ki-67 (97.5%) foi superior na
detecao de CIN2+. (42)

Neste ultimo estudo, a baixa especificidade encontrada (Tabela 5) foi associada a
inexisténcia no estudo de mulheres HPV-negativas e a curta duracao do follow-up. A
concordancia p16/ki-67/biopsia foi superior a concordéncia citologia/biopsia e um
resultado positivo para p16/Ki-67 teria selecionado um menor ntimero de mulheres para
colposcopia, numa reducao de 21.7% face a citologia, e pelo menos duas vezes mais lesoes
pré-malignas e CCU detetados. Apesar disso, registou-se CIN2+ em 2.5% dos casos HPV-
positivo/p16/Ki-67-negativo e em casos HPV-positivo/p16/Ki-67-positivos a percentagem
foi de 44.8%. Aqui, considera-se util o uso de p16/Ki-67 como ferramenta complementar
ao rastreio primario de HPV, ndo existindo referenciacgio em mulheres HPV-

positivas/p16/Ki-67-negativas. (42)

Em Zhang el al., a AUC da marcacao dupla, na detecio de CIN2+, foi
significativamente superior a da citologia e genotipagem de HPV16/18 e a triagem de
casos positivos para HPV-HR com p16/Ki-67 teria uma taxa de referenciacao (76.5%)

semelhante a citologia (77.0%). (26)

Em Stanczuk et al., o VPP mais elevado foi registado para a citologia e, por sua vez,
a genotipagem de HPV16/18 registou o maior nimero de colposcopias. Nenhuma das
opgoes isoladas de triagem (genotipagem HPV 16/18, citologia ou p16/Ki-67), satisfez os
critérios de risco para retorno ao rastreio (probabilidade de CIN2+ <2% com resultado
negativo). De seguida (tabela 6) apresentam-se algumas das abordagens sequenciais e

combinadas exploradas neste estudo. (46)

Em relacao as abordagens combinadas apresentadas (Tabela 6), as que incluiam
realizacio de p16/Ki-67 foram significativamente mais sensiveis, contudo

significativamente menos especificas que a triagem com citologia (ASC-US+). (46)
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Nas abordagens sequenciais (Tabela 6), a maior sensibilidade e menor risco de
CIN2+ pos-teste encontra-se na abordagem descrita na ultima linha da tabela 6,
associada, no entanto, ao maior nimero de colposcopias e a especificidade inferior a todas
as estratégias avaliadas (isoladas ou combinadas). De ressalvar, que a triagem sequencial
com utilizacao de p16/Ki-67 em HPV16/18-negativas oferece um risco pos-teste que

permite retorno ao rastreio, caso a dupla marcacao seja negativa. (46)

Tabela 6: Abordagem combinadas e sequenciais na triagem de HPV positivas, sensibilidade (S) e
especificidade (E) para CIN2+ e nimero de colposcopias resultantes. Adaptado de Stanczuk et al. (46). (LBC:

citologia em meio liquido, positiva se: ASC-US+).

Abordagem Combinada (co-teste) Colposcopias
P16/Ki-67 + HPV16/18 95% 56.2% 521
P16/Ki-67 + LBC 90.0% | 72.5% 376
HPV16/18 + LBC 93.3% | 62.8% 463
P16/Ki-67+ HPV16/18 + LBC 98.3% | 52.7% 556
Abordagem Sequencial S E Colposcopias
HPV16/18 - Se negativa > LBC 93.3% | 62.8% 463
HPV16/18 - Se negativa - P16/Ki-67 95.0% | 56.2% 521
HPV16/18 = Se negativa > LBC - Se negativa - P16/Ki-67 98.3% | 52.7% 556

Num contexto de rastreio primario de HPV, Wentzensen et al. (2019) em meio de
SurePath® mostrou, para a combinagdo de genotipagem de HPV16/18 com p16/ki-67,
uma sensibilidade semelhante e especificidade significativamente superior a triagem de
referéncia (genotipagem de HPV16/18 e citologia). Por sua vez, a triagem com p16/Ki-67
isolado mostrou uma sensibilidade ligeiramente inferior, em relacido as estratégias
combinadas, e superior a citologia e uma especificidade significativamente superior a
todas as estratégias avaliadas, para todas as faixas etarias, na detecao de CIN2+ e CIN3+.
A triagem de referéncia (referenciacao se: HPV16/18 positivas ou nao-HPV16/18 positivos
com ASC-US+) mostrou o maior nimero de colposcopias imediatas: 9.7 colposcopias por
CIN3+ detetado (colposcopias/CIN3+). A triagem com p16/Ki-67 e genotipagem de
HPV16/18 (referenciacdo se >1 teste positivo) obteve 8.3 colposcopias/CIN3+, numa
reducao de 32.1%. Estratégias com p16/Ki-67 isolado registaram 7.7 colposcopias/CIN3+.
(45)

O rastreio primario de HPV requer a repeticdo, em 1 ano, do teste em mulheres
positivas para HPV, mas negativas para HPV16/18 com citologia NILM. Neste cenario,
ap6s um ano, foram necessarias 32.2 colposcopias/CIN3+. Se esta fosse realizada em

mulheres positivas para HPV16/18, mas p16/Ki-67 negativas, seriam necessarias 14.2
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colposcopias/CIN3+. Neste estudo considera-se, assim, que o p16/Ki-67 pode ser utilizado
em substituicdo da citologia e aponta que, em casos duplamente negativos (Genotipagem e

p16/Ki-67), os intervalos de repeticao de rastreio podem ser estendidos até 3 anos. (45)

Em McMenamin et al., também em contexto de rastreio primario de HPV,
observou-se que limitar a referenciacdo a casos de citologia minor, positivos para
HPV16/18 ou positivos para os restantes 12 tipos (nao-16/18) mas com expressao de
p16/Ki-67, reduziria a referenciacao de forma significativa em 24%, enquanto que a
referenciacdo de casos positivos para HPV com citologia negativa, mas com expressao de
p16/Ki-67, conduziria a um aumento significativo nas referenciacées de 18%, face a
triagem de referéncia: a citologia. Neste estudo, recomenda-se um seguimento em um ano

nos casos positivos para HPV sem expressao de p16/Ki-67. (34)

Regressando agora a Stanczuk et al., os diferentes testes de triagem (genotipagem
de HPV16/18, citologia e p16/Ki-67) mostraram uma performance semelhante em
mulheres HPV-HR positivas, em amostras de auto-colheita, com a diferenca que a

genotipagem de HPV16/18 mostrou especificidade inferior ao uso de p16/Ki-67. (46)

Para finalizar, Ebisch et al. avaliaram a marcacdo dupla numa populacao entre os
30 e 60 anos, recrutada para realizacao de citologia (ThinPrep®), a partir da qual se
realizaram p16/Ki-67 e genotipagem, apos positividade para HPV-HR (GP5+/6+) em
auto-colheita. O teste de triagem de referéncia foi a citologia (ASC-US+) e nao detetou 5
lesoes CIN3. Neste estudo, o uso de p16/Ki-67 mostrou uma sensibilidade semelhante e
uma especificidade superior a triagem de referéncia, com seis lesdes CIN3 nao detetadas.
Na triagem com genotipagem de HPV16/18 verificaram-se dezanove casos CIN3 nao
detetados e uma taxa de referenciacao de apenas 40%. Ja a associacao de p16/Ki-67 com a
genotipagem de HPV16/18 mostrou uma sensibilidade e especificidade semelhantes a

triagem de referéncia e apenas duas lesdes CIN3 nao detetadas. (47)
4.2.3 P16/Ki-67 como método reflexo a HPV positivo e citologia conhecida.

Em Uijterwaal et al. (2014) em mulheres com citologia anormal (ASC-
US/LSIL/ASC-H) HPV positivas, a prevaléncia de p16/Ki-67 foi de 78.9% versus 9.4% em
HPV-negativas. (32) Em Wentzensen (2015), na triagem de mulheres NILM/HPV-
positivas registou-se para p16/Ki-67 uma positividade de 31.6%. A sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN para CIN2+ e CIN3+ podem ser consultados na tabela 7. (37)

Arean-Cuns et al., numa populacao HPV-positivas onde foi realizada citologia e

p16/ki-67, os valores mais elevados de sensibilidade e VPN da dupla marcacao foram
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encontrados em casos NILM e as citologias NILM que registaram CIN2+ (6.7%) foram

todas positivas para p16/Ki-67. Os valores podem ser consultados na tabela 7. (42)

Tabela 7: Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN da marcacdo dupla p16/Ki-67 na triagem de mulheres
HPV-positivas de acordo com os resultados citologicos. Adaptado de (37,42).

Estudo Histologia Sensibilidade Especificidade
NILM 100% 71.42% 20% 100%
Arean-Cuns et al. (42) ASC-US CIN2+ 91.67% 51.61% 42.31% | 94.12%
LSIL 97.92% 34.46% 32.64% | 9.08%
Wentzensen et al. (2015) CIN2+ 70.7% 70.7% 13.1% | 97.5%.
(37) LM CIN3+ 81.3% 69.6%, 5.9% | 99.4%.

Tabela 8: Comparacdo entre a marcacdo dupla p16/Ki-67 e métodos de triagem em HPV positivas com

citologia conhecida. Adaptado de (25,34,48,49)

Sensibilidade (p16/Ki-  Especificidade (p16/Ki-

Estudo Comparacao Citologia  Lesdo 67 vs. teste de 67 vs. teste de
comparacao) comparacao)
68.8% vs. 43.8% 72.8% vs. 79.4%
Uijterwaal CIN2+
HPV 16/18 (p=0.004) (p=0.031)
et al. (2015) (GP5+/64) NILM
5t/60+ 73.3% Vs. 46.7% 70.0% vs. 78.3%
(48) CIN3+ ° ° ° ’
(p=0.125) (p=0.005)
HPV 16/18 CIN2+ | 81.8% vs. 42.4% (p=ne) | 62.3% vs. 75.0% (p=ne)
Wentzensen (Linear
etal. (2012) Array) CIN3+ | 83.3% vs.75.0% (p=ne) | 55.1% vs. 75.8% (p=ne)
ASC-US
(25,49) HPV-HR CIN2+ | 81.8% vs. 97.0% (p=ne) | 62.3% vs. 26.0% (p=ne)
(Linear
Array) CIN3+ 83.3% vs. 100% (p=ne) 55.1% vs. 22.4% (p=ne)
McMenamin | Cobas®4800 | ASC-US CIN2+ 87% vs. 49% (p=ne) 47% vs. 75% (p=ne)
etal. (34) (HPV16/18) | oulLSIL | (rngy 90% vs. 57% (p=ne) 42% vs. 72% (p=ne)

Em relacao a genotipagem de HPV16/18 (tabela 8) o uso de p16/Ki-67 mostrou, em
Uijterwaal et al. (2015), uma sensibilidade significativamente superior para CIN2+ e
apenas superior para CIN3+, em mulheres com citologia normal. (48) Nos restantes, a
sensibilidade foi superior em mulheres com citologia ASC-US e ASC-US ou LSIL. (25,34)
A especificidade de p16/Ki-67 foi significativamente inferior na detecdo de CIN3+ e
CIN2+, em Uijterwaal et al. (2015) e inferior nos restantes estudos. (25,34,48) Em relacao
ao teste de HPV (tabela 8), mostrou sensibilidade inferior e especificidade superior na

detecao CIN2+ e CIN3+, em Wentzensen et al. (2012). (25)
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Uijterwaal et al. (2015), numa populacido HPV positiva com citologia normal,
comparam a capacidade de detecao CIN2+ e CIN3+ (tabela 8), com um follow-up de 3
anos. O p16/Ki-67 consegui que mais de 70% das lesdes CIN3+ fossem identificadas, com
uma  referenciacdo (35.8%) significativamente superior a genotipagem (28.0%).
Registaram-se 4 casos de CIN3 no grupo p16/Ki-67 negativo, mas a maioria foi p16/Ki-67

positiva. Neste estudo, considerou-se a marcagao dupla til como teste de triagem. (48)

Considerando-se isoladamente resultados ASC-US/HPV-positivos em Wentzensen
et al. (2012), numa populagado referenciada a colposcopia por ASC-US/HPV-positiva ou
LSIL+, a marcacao dupla mostrou uma taxa de referenciacao para colposcopia de 48.20%,
a genotipagem de HPV16/18 de 29.20% e o teste de HPV de 79.56%. Neste estudo,
considera-se que poderia adiar-se a colposcopia nos casos negativos para p16/Ki-67

reavaliando-se, por exemplo, com teste de HPV ou marcacao dupla ap6s um ano. (25,49)

Em McMenamin et al., num follow-up de 2 anos em mulheres positivas para HPV
com lesdes minor (ASC-US ou LSIL), a positividade para HPV foi mais expressiva em
mulheres com <25 anos, tal como para p16/Ki-67 que, no entanto, permitiria uma
diminuicao na referenciaciao de 40%, sendo também mais sensivel e menos especifica que
a genotipagem de HPV16/18 para CIN2+ e CIN3+, em todos os grupos etarios (<25 anos,
<30 anos, € =30 anos). A sensibilidade foi particularmente elevada no grupo com <25
anos, tal como a percentagem de CIN2+ e CIN3+, com aumento do risco de CIN2+ caso se

verifique um resultado positivo para p16/Ki-67. (34)

Em Ebisch et al., estudo ji apresentado na subseccdo 4.2.2, as estratégias de
triagem com p16/Ki-67 que mostraram um aumento significativo na especificidade com
sensibilidade semelhante a triagem de referéncia, na dete¢cdo de CIN3+, foram: a triagem
com p16/Ki-67 de mulheres positivas para HPV-HR com citologia ASC-US ou LSIL e
triagem com p16/Ki-67 de mulheres positivas para HPV-HR com citologia NILM, ASC-US
ou LSIL, com 6 e 3 lesoes CIN3 nao detetadas, respetivamente. Para CIN2+, apenas a
segunda estratégia mostrou esses resultados. A triagem de ASC-US ou LSIL com p16/Ki-
67 diminuiu a referenciacao de 64 para 53%. Confirmou-se, ainda, a possibilidade de
alargar o diagnoéstico de lesoes de alto grau em mulheres positivas para HPV-HR com

citologia normal, facto nao isento de referenciacoes adicionais associadas. (47)

Em relacao ao co-teste, segundo Wentzensen (2019), este podera ser superado pela
associacao do teste primario de HPV com a marcacao dupla, existindo alta sensibilidade e
qualidade na detecao de lesOes relevantes e menos colposcopias. Isto porque, o uso de

p16/Ki-67 demostrou um desempenho superior a citologia, com maior sensibilidade e
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especificidade na triagem de mulheres positivas para HPV-HR, numa amostra submetidas

a co-teste. (45)

4.2.4 P16/Ki-67 como método reflexo de Citologia anormal e HPV desconhecido.

Apenas parte dos casos com citologia anormal apresentam lesdo significativa:
White et al., num follow-up de 2 anos, diagnosticaram CIN2+ subjacente em 29,3% das
lesdes LSIL e ASC-US e, em Possati-Resende et al., apenas 8,4% das mulheres com ASC-
US e 22.1% das mulheres com LSIL apresentaram diagnostico de CIN2/3. (24,28) Por
outro lado, em Schmidt et al. houve casos ASC-US e LSIL, positivos para p16/Ki-67, com

CIN1 e negativos para displasia na biopsia. (23)

Comparativamente aos marcador p16 isolado a marcacao dupla p16/Ki-67 mostra

especificidade superior na detecao de CIN2+ em mulheres com ASC-US e LSIL. (23,50)

Kisser & Zechmeister-Koss, numa revisao sistematica de 2015, concluiram que,
com a evidéncia existente, ndo era possivel recomendar o uso de p16/Ki-67 na triagem de
lesoes ASC-US e LSIL e que estudos adicionais eram necessarios para avaliar a sua
utilidade clinica. (51) No ano seguinte, numa meta-anélise, a alta sensibilidade associada a
moderada especificidade na detecdo de lesoes de alto grau e CCU, permitiu que fosse
considerado como método auxiliar em citologia anormal. (19) Em 2019, numa meta-
analise de Peeters et al., relata-se uma especificidade, para a marcacao dupla, superior ao

teste de HPV na detecao de lesoes de alto grau, em especial em lesdes LSIL. (50)

Estudos indicam que o uso de p16/Ki-67 pode identificar lesées CIN de alto grau
com alta sensibilidade e especificidade em citologia ASC-US e LSIL. (16,23,26,52) A
expressao de p16/Ki-67 mostrou-se superior em mulheres com <30 anos com: ASC-US e
LSIL, ASC-US+ e ASC-US e LSIL de repeticao. (21,24,52)

Para casos de LSIL, Costa no seu trabalho, apesar de descrever alta especificidade
na triagem com marcacao dupla (=30 anos: 92%; <30 anos: 100%), a sensibilidade ficou
aquém do esperado [>30 anos: 50%; <30 anos: 0% (auséncia de casos positivos)], nao
permitindo a sua indicacdo na triagem destas lesdes. (12) Para a mesma lesdao em
mulheres com idade >30 anos, Ziemke et al. mostraram um aumento significativo na
especificidade e VPP com o uso da marcacao dupla, na detecdo de CIN2+, considerando-se

como possivel método auxiliar da citologia. (38)

O teste de HPV pode ter lugar na triagem de ASC-US, ajudando a identificar as que

precisam de referenciacdo. Contudo, em lesées de LSIL mostra baixa especificidade,
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possivelmente pela elevada prevaléncia de infecOGes transitérias por HPV. (12,50) Na
tabela 9 avalia-se a performance da marcacao dupla versus teste de HPV, na triagem de

mulheres com citologia anormal.

Tabela 9: Marcagdo dupla p16/Ki-67, testes de HPV e a sua relacio em termos de especificidade e

sensibilidade. Adaptado de (16,23,24,26—28,32,52). (p=ne: nao especificado; vs.: versus)

Especificidade
Teste de _ Sensibilidade (p16/Ki- p
Estudo Lesdo Populacao (p16/Ki-67 vs. teste de
HPV 67 vs. teste de HPV) HPY)
ASC_US 94.4% vs. 100% 78.7% vs. 60.4%
Bergeron et (p=0.317) (p<0.001)
HC2 CIN2+
al. (52) LSIL 85.7% vs. 98.4% 53.3% vs. 15.6%
(p=0.005) (p<0.001)
ASC_US 92.2% vs. 90.9% 80.6% vs. 36.6%
Schmidt et (p=0.705) (p<o0.001)
HC2 CIN2+
al. (23) LSIL 04.2% vs. 96.4% 68% vs. 19.1%
(p=0.396) (p<0.001)
CIN2+ 89.7% vs. 96.6% 73.1% vs. 68.1%
Uijterwaal He ASC-US, LSIL e (p=0.219) (p=0.08)
2
etal. (32) CINg+ ASC-H 100.0% vs. 96.3% 64.4% vs. 57.6%
(p=1.00) (p=0.024)
ASC-US e LSIL 75.4% vs. 92.8% 88.3% vs. 48.9%
de repeticao (p=ne) (p=ne)
White et al. ASC-US de 1.9% vs. 94.7% 87.9% vs. 64.4%
I . 71.9% VS. 94.7% 7.9% vs. 64.4%
(24) repeticio (p=ne) (p=ne)
LSIL de 77.8% vs. 91.4% 88.6% vs. 35.3%
repeticao (p=ne) (p=ne)
62.5% vs. 87.5% 93.1% vs. 79.5%
Possati- ASC-US ’ ’ ’ ’
Cobas® (p=ne) (p=ne)
Resende et 3 CIN2/3
45600 69.6% vs. 87.0% .3% vs. 34.7%
al. (28) LSIL. 9.67% VS. 67.07% 75.37% VS. 34.77%
(p=ne) (p=ne)
Zhangelal. [ Cobas® 89.01% vs. 95.6% 66.67% vs. 3.70%
s CIN2+ | ASC-US e LSIL 9-0176 V8. 95-5% 770N 370%
(26) 4800 (p=0.180) (p<0.001)
Killeen et Cervista .3% vs. 91.4% 61.9% vs. 14.7%
CIN2/3 ASCUS+ 94370 V8. 91.4% 970 V8- 1477
al. (27) ® HPV (p=ns) (p<0.001)
CINo+ 88.5% vs. 92.0% 51.3% vs. 36.1%
Waldstrem | APTIMA LSIL (follow-up (p=ne) (p=ne)
et al. (16) ® HPV N+ até 5 anos) 95.7% vs. 95.7% 48.2% vs. 33.8%
(p=ne) (p=ne)

A sensibilidade entre a marcacdo dupla e os diferentes teste de HPV foi

maioritariamente semelhante, exceto em: White et al., Possati-Resende et al. e Waldstrom
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et al. para CIN2+ e Schmidt et al. em casos LSIL para CIN2+, onde foi inferior, e Bergeron
et al. em casos LSIL, onde foi significativamente inferior (Tabela 9). (16,23,24,26—
28,32,52) A inferior sensibilidade de p16/Ki-67 ¢ justificada, por White et al., com a
positividade superior do teste de HPV em CIN de alto grau e, por Possati-Resende et al.,

com os métodos utilizados e dificuldades de avaliacao encontradas. (24,28)

A especificidade da marcacao dupla foi superior, de forma significativa em Bergeron et
al., Zhang el al. e Killeen et al. (Tabela 9). (16,23,24,26—28,32,52) Em Uijterwaal et al. a
possivel identificacdo excessiva de CIN2 prejudicou a especificidade, com diferenca
significativas apenas para CIN3+. (32) J& Zhang el al., associam a baixa especificidade do

teste de HPV ao baixo niimero de casos negativos na amostra. (26)

Os VPN e VPP de p16/Ki-67 sofrem uma maior variacao entre os estudos. O VPP varia
entre semelhante, superior, significativamente superior, inferior e significativamente
inferior ao teste de HPV. (12,16,24,26,27,32) O VPN varia entre semelhante, superior e

significativamente superior ao teste de HPV. (16,24,26,27,32)
Dois estudos incluem lesoes de ASC-H. (27,32)

Em Schmidt et al., 34.9% de ASC-US e 52.5% de LSIL foram positivas para p16/Ki-
67, tal como 44.1% das mulheres com citologia anormal (ASC-US/LSIL/ASC-H), em
Uijterwaal et al., e 30.4% das lesdes ASC-US e LSIL de repeticio, em White et al.

(23,24,32)

Neste ultimo estudo, ndo existiu diferenca significativa na prevaléncia de p16/Ki-
67 entre ASC-US e LSIL, apesar de superior no ultimo grupo, tal como em casos de LSIL
em mulheres com <30 anos, =30 anos e no geral em Bergeron et al. (24,52) Da mesma
forma, também em Possati-Resende et al. a positividade para p16/Ki-67 e teste de HPV foi
superior em casos LSIL. (28) Comparando ambos os testes, a positividade para p16/Ki-67
em citologias ASC-US e LSIL mostra-se inferiores a positividade do teste de HPV, mesmo
em casos de lesao de repeticao e em mulheres com idade >30 anos e <30 anos. (16,24,52)
No entanto, a prevaléncia de resultados positivos para p16/Ki-67 foi superior no grupo

positivo para HPV em Uijterwaal et al (2014). (32)

Em White et al, a marcacdo dupla mostrou sensibilidade e especificidade
comparaveis entre casos de ASC-US e LSIL de repeticao, enquanto que para o teste de
HPYV estas foram significativamente superiores em casos ASC-US versus LSIL. Para ambos
os estes, a sensibilidade é semelhante entre mulheres com <30 anos e =30 anos e a

especificidade superior se idade >30 anos. Enquanto a diferenca é modesta para p16/Ki-
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67, o teste de HPV apresenta uma especificidade significativamente reduzida na faixa
etaria com <30 anos. De facto, o teste de HPV detetou uma proporcao significativamente
maior de CIN2+ e CIN3, mas, também, grande propor¢ao de mulheres sem estas lesoes,

em relacdo a dupla marcacao. (24)

Da mesma forma, em Possati-Resende et al., o teste de HPV foi superior na
identificacdo de doentes com lesao significativa, mas com grande nimero referenciacoes
desnecessarias. Neste estudo, existe performance semelhante entre ambos os testes em
mulheres com ASC-US, em especial com idade >30 anos, e em mulheres com LSIL e idade
>30 anos. Contudo, em mulheres com idade <30 anos e LSIL a marcacao dupla mostra

uma especificidade superior ao teste de HPV, com performance superior. (28)

Waldstregm et al., num follow-up minimo de 5 anos, em citologias LSIL demostrou
um aumento da especificidade de p16/ki-67, face ao teste de HPV (mRNA), para CIN2+ e
CIN3+, em especial nas mulheres com <30 anos. A especificidade de ambos os testes foi
significativamente superior em mulheres com >30 anos na detecdo de CIN3+, com
diferenca mais marcada para o teste de HPV. Nao houve diferenca significativa na

sensibilidade entre os grupos etarios. (16)

Schmidt et al. descreve um ganho adicional na especificidade de p16/Ki-67 em
mulheres mais jovens com ASC-US, com o mesmo nimero de lesoes detetadas com menos
colposcopias, tal como Bergeron et al., com metade da referenciacdo destes casos em
mulheres com <30 anos face ao teste HPV. (23,52) Um resultado positivo para p16/Ki-67
em citologias anormais leva a colposcopia. (26) Estudos indicam uma diminuiciao da
referenciacdo para colposcopia comparativamente ao teste de HPV, que pode ocorrer de
forma significativa (23,26,32). Killeen et al. descreve uma reducao a volta dos 50% na
referenciacado para colposcopia com p16/Ki-67 em lesdes ASC-US ou LSIL, em relacio ao
teste de HR-HPV, sem uma diminuicao na detecao de CIN2/3. (27) Da mesma forma, para
Bergeron et al. existe uma diminuicdo da referenciacdo, mantendo-se a identificacao da

maioria dos casos com necessidade de seguimento adicional. (52)

No caso de White et al., com leses ASC-US e LSIL de repeticao, um terco da
populacao foi positiva para ambos os testes, com indicacao para colposcopia imediata,
mantendo-se a detecao de lesoes de alto grau e a diminuicao das colposcopias. Testes
duplamente negativos permitem alto nivel de seguranca contra lesoes CIN3, semelhante a
um teste de HPV negativo. Em casos discordantes (HPV-positivas, mas p16/Ki-67
negativas), pelo risco de lesao de alto grau, considera-se mais adequado um seguimento

posterior ou uma possivel referenciacao para colposcopia. Neste estudo, considera-se que
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uma abordagem combinada (teste de HPV associado a p16/Ki-67) permitird manter a alta

sensibilidade do teste de HPV e melhorar a especificidade existente com o uso de p16/Ki-

67.(24)

Com genotipagem alargada, em mulheres com ASC-US e LSIL, Fujii et al.
observaram sensibilidade semelhante ao uso de p16/Ki-67, que apresentava especificidade
estatisticamente superior a genotipagem, tendo sido considerado mais exato na detecao de

CIN2+ em todas as faixas etarias. (53)
4.3 P16/Ki-67 e relacao com a Genotipagem.

A genotipagem pode ser parcial, com identificacio dos tipos 16 e 18, ou alargada,
com informacoes de genoétipos individuais para além dos tipos 16 e 18, por norma
referidos como “12-HPV-HR”. (20) As infecao por miltiplos geno6tipos podem verificar-se

e foram registadas em 3,5% dos casos em Singh et al. (12,54)

O tipo 16 é o mais prevalente, responsavel em Stoler et al. por 48,5% dos casos
CIN3+, comparativamente, neste estudo o HPV18 apresentou um risco de cerca de metade

face ao HPV16, apesar de representar apenas 10% dos casos. (1,20,54)

Estudos mostram que, face a outros tipos de HPV-HR, existe uma forte relacao
entre a expressao de p16/Ki-67 e a infecao por HPV16 e/ou 18, associada ao seu particular
potencial carcinogénico, e maior frequéncia de gen6tipos de alto risco em casos positivos
para p16/Ki-67. (29,34,44) Wentzensen et al. (2012) relataram, no geral, uma positividade

para p16/Ki-67 superior a genotipagem de HPV16/18. (25)

Neste ultimo estudo, a sensibilidade de 100% da dupla marcacao, na detecao de
lesdes no subgrupo de CIN3 onde a invasao é mais provavel (mulheres com >30 anos e
HPV16 presente), sugere que um resultado negativo para p16/Ki-67 permite um atraso
seguro da referenciacdo para colposcopia. (25) Em McMenamin et al. o risco em mulheres
com citologia minor, positivas para HPV16/18, ultrapassou o limite para colposcopia
imediata em todos os grupos etarios. Contudo, se idade <25 anos e positivas para genétipo
nao-16/18 o risco foi mais baixo, com potencial beneficio de p16/Ki-67 com uma reducao

nas colposcopias de 31%. (34)

Stoler et al. avaliaram a performance de diferentes estratégias de triagem em
mulheres HPV-HR positivas, que incluiam genotipagem alargada ou p16/Ki-67 com ou

sem genotipagem parcial. No algoritmo de referéncia é utilizada a citologia para triar
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mulheres positivas para HPV-HR nao-16/18, enquanto se encaminha positivas para

HPV16/18 diretamente para colposcopia (Tabela 10). (20)

A realizacdo de p16/Ki-67 em casos positivos para HPV-HR nao-16/18, combinado
com a genotipagem HPV16/18, aumenta a sensibilidade com aumento da referenciacao
para colposcopia, mas em proporcao inferior. O uso dos genétipos 16/18 apenas para
triagem, sem encaminhamento de outros tipos de HPV-HR para a colposcopia, diminuiu o

nimero de colposcopias, mas também a detecao de CIN3+ (Tabela 10). (20)

O uso de p16/Ki-67 em todas as mulheres HPV-HR positivas foi também superior ao
algoritmo de referéncia, com reducdo na proporcao e nimero de colposcopias. Verificou-

se perda de sensibilidade, contudo esta nao foi significativa (Tabela 10). (20)

Tabela 10: Comparacgao de varios métodos de triagem com genotipagem e p16/Ki-67. (12-HPV-HR+: positivo
para tipo ndo 16/18; S: sensibilidade; E: Especificidade). Adaptado de Stoler et al. (20)

Método de triagem de HPV positivas (indica¢ao Proporcao

para colposcopia) colposcopia/CIN3+

12-HPV-HR+ com Citologia anormal Ou

. 77.19% | 61.62% 77,2% 7,3
HPV16/18+ (Referéncia)

12-HPV-HR+ com p16/Ki-67 positivo Ou

85.96% | 60.10% | 86,0% 6,9
HPV16/18+

HPV-HR+ com p16/Ki-67+ 73.68% | 76.20% | 73,7%% 5,1
HPV16/18+ 59.06% | 76.52% 59,1% 6,0

Neste estudo, considera-se que a necessidade de citologia positiva, para triar tipos
nao-16/18, revela as suas limitacOes nesses genoétipos. A substituicado por p16/Ki-67
permitiu melhorar a taxa de detecao de lesdes na colposcopia e a associacao da dupla
marcacdo com a genotipagem parcial pode potenciar a reducdo na proporcido de
colposcopias. Em relacdo as estratégias alargadas de genotipagem, estas podem evitar
custos adicionais e identificar um nimero comparavel de casos, mas a custa de maiores

proporgoes de colposcopia. (20)

Deste modo, em Stoler et al. a Gnica estratégia com maior sensibilidade sem perda
de especificidade foi: “HPV16/18+ ou 12 outros HR-HPV+ com p16/Ki-67+". (20)

Para Stoler et al., em relacdo ao rastreio e ao impacto da vacinacao, estratégias que
incorporam a marcacao dupla, com informacoes de risco independente de gendtipo e que
reflete risco de neoplasia, ou estratégias que permitem identificar genoétipos individuais

poderao ter maior interesse. Contudo, também se considera que estratégias baseadas
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apenas em genotipagem nao se apresentam como superiores, ja que se baseiam apenas no
risco sem avaliar as alteracoOes celulares, com potenciais atrasos no diagnostico no caso de

negativas para HPV16/18. (20)
4.4. P16/Ki-67 na avaliacao do risco oncolégico.

Em mulheres HPV positivas, num contexto de rastreio primario de HPV, a
estratégia de genotipagem parcial associada a marcacdo dupla p16/Ki-67,
comparativamente a associacdo de genotipagem parcial com citologia, ofereceu melhor
estratificacdo do risco para CIN3+ e significativamente menos encaminhamento para
colposcopia imediata, em Wentzensen et al. (2019). Neste estudo, no caso de positividade
para HPV 16/18, a existéncia de uma citologia NILM mostrava um risco que implicava
referenciacao para colposcopia, enquanto um resultado negativo para p16/Ki-67 mostrava
um risco elevado, mas nao o suficiente para referenciacdo. Resultados duplamente
negativos (HPV16/18 e p16/Ki-67) ofereciam o menor risco. Na verdade, a associacao de
p16/Ki-67 com genotipagem parcial obteve um nimero de mulheres com indicagio para
colposcopia semelhante ao uso de p16/Ki-67 isolado, que também ofereceu boa
estratificacao do risco, com 50% das mulheres sem indicac¢io para referenciacao (p16/Ki-
67 negativas) e 50% com colposcopia imediata (p16/Ki-67 positivas). Também em
mulheres HPV positivas, mas negativas para HPV16/18, o uso de p16/Ki-67 mostrou

estratificacdo do risco superior a citologia. (45)

Na triagem de mulheres HPV-positivas com >30 anos submetidas a co-teste,
Clarke et al. em SurePath®, encontrou melhor estratificacao do risco a longo prazo para
CIN2+/3+ com p16/Ki-67 versus com citologia, num follow-up de 5 anos. Se existir um
resultado positivo para p16/Ki-67 o risco cumulativo para CIN2+ é significativamente
superior a uma citologia anormal (ASC-US+). Se o resultado for negativo, é
significativamente inferior ao de uma citologia normal (NILM). Deste modo, a associacao
de um teste de HPV positivo com um teste p16/Ki-67 negativo apresentava um risco a 3
anos idéntico ao risco a 1 ano da associacdo de teste de HPV positivo com uma citologia
NILM. Deste modo, mulheres positivas para HPV, cujo resultado para p16/Ki-67 seja
negativo, podem nao ter referenciacio imediata para colposcopia, com possivel
alargamento do intervalo de seguimento e repeticao do teste apos 3 anos. (55) Wentzensen
et al. (2015) numa populacao semelhante, mas num follow-up de 2 anos, registou para
mulheres HPV e p16/Ki-67 positivas, um risco de CIN2+/3+ acima do estabelecido para
colposcopia, enquanto um resultado negativo para p16/Ki-67, apresentava um risco
inferior ao estabelecido para retorno em um ano. Assim sendo, mulheres positivas para

p16/Ki-67 seriam referenciadas a colposcopia e as negativas repetiriam teste até 2 anos. O

32



O papel da marcacdo dupla p16INK4a/Ki-67 no rastreio do cancro do colo do ttero.

mesmo ocorreu no caso de mulheres positivas para HPV com citologia NILM, abrindo-se a

possibilidade de utiliza¢do do p16/Ki-67 na sua triagem. (37)

Nesta ultima populacdo (HPV positiva com citologia NILM), Uijterwaal et al.
(2015) avaliaram o risco cumulativo a 5 anos, de CIN3+ e CIN2+, e observaram um risco
significativamente inferior caso se verifique um resultado negativo para p16/Ki-67,

contudo, sem diferenca significativa face a uma genotipagem de HPV16/18 negativa. (48)

Numa populacao referenciada a colposcopia por ASC-US/HPV-positivo ou LSIL+,
Wentzensen et al. (2012) encontrou boa estratificacdo do risco, com risco de CIN3+
superior em mulheres p16/Ki-67 positivas com idade >30 anos. (25) Também, Uijterwaal
et al. (2014), em casos de citologia anormal (ASC-US/ASC-H/LSIL), em amostras
convencionais e em comparac¢ao com teste de HPV na detecao de CIN2+ e CIN3+, registou
0 maior risco a 5 anos em mulheres positivas para teste de HPV e p16/Ki-67 € o menor em
negativas para ambos. Contudo, e apesar de nao significativo, para CIN2+, o risco a 5 anos
com um teste de HPV negativo era inferior a um teste p16/Ki-67 negativo. Deste modo,
aconselham em mulheres com citologia anormal, negativas para p16/Ki-67, um
seguimento dentro de 2 anos. (32) No caso de citologia ASC-US, uma meta-analise de
2019 encontrou que, caso o teste de HPV fosse negativo, o risco permitia o regresso ao
rastreio enquanto um resultado p16/Ki-67 negativo ficava acima desse limiar. Se fossem
positivos, existia indicacdo para referenciacao para colposcopia. Em contraste, para casos
LSIL, um teste de HPV negativo ndo permitia o regresso ao rastreio e o uso de p16/Ki-67
foi mais eficiente na sua triagem: se negativo permitia o regresso ao rastreio e se positivo

existia indicagdo para colposcopia. (50)

Transitando agora para um cenério poés-colposcopia normal, Solares et al.
avaliaram o risco, comparando-o com os resultados da citologia e do teste de HPV, em
citologias NILM/HPV-positivas, ASC-US e LSIL e observaram que a positividade para
p16/Ki-67 seria capaz de predizer o risco de CIN2+ (inclui adenocarcinoma in situ)
durante um periodo de 1 ano. Apos colposcopia normal, se existisse expressao persistente
de p16/Ki-67, o risco de desenvolver uma lesao de alto grau foi de 23% (uma em cada
cinco mulheres desenvolveu CIN2+). No entanto, estes dados sdo limitados pelo baixo
nimero de mulheres nestas condicoes. Contrariamente, as negativas para p16/Ki-67, apos

colposcopia normal, registaram baixo risco de CIN2+. (56)

Em mulheres sujeitas a tratamento (LEEP), ap6s um ano da sua realizacdo todas
foram negativas para p16/Ki-67, com auséncia de recorréncia de lesao na colposcopia de

controlo, independentemente do resultado do teste de HPV, apesar do pequeno nimero
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de casos avaliado. Considera-se, assim, uma potencial ferramenta na avaliacao de

recorréncia apos tratamento. (56)
4.5. Avaliacao dos Custos.

O uso da marcacdo dupla p16/Ki-67 tem um custo associado, tal como a
colposcopia. (17) Custo que deve ser comparado com a diminuicdo do nimero de
colposcopias, bem como o desconforto, biopsias desnecessarias e tempo associado as

mesmas. (17,24,25)

Tabela 11: Dados belgas que permitem perceber os custos associados ao rastreio e diagndstico. Adaptado de

Tjalma et al. (57)

Procedimento Custo

Rastreio

Visita médica 28,05€
Citologia 23,41€ (laboratorio) +23,41€ (profissional)
Teste de HPV-DNA 35,00€
CINtec®PLUS 60,00€
Diagnéstico
Visita médica 28,05€,
colposcopia com biopsia 108,1€

Estudos indicam que o uso de p16/Ki-67 pode permitir uma diminuicao dos custos,
em comparacao com a citologia e em casos em que € utilizado na triagem de mulheres

HPV positivas num rastreio primario de HPV. (37,57)

Nesta linha, Killeen et al. compararam a realizacao de p16/Ki-67 com o teste de
HPV, na triagem de citologias anormais, e concluiram que a sensibilidade semelhante
associada ao aumento da especificidade poderia diminuir visitas médicas e procedimentos
com poupancas significativas na populacao, potencialmente extrapolaveis para utilizagao
em larga escala, mantendo-se a detecao de lesoOes significativas. As poupancas calculadas
nao incluem o beneficio, para a doente, da diminuicio no stress associado a
procedimentos adicionais. Tal poupanca verificou-se no caso de citologias: ASC-US, LSIL
e ASC-H. (27)
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4.6. Situacoes particulares.

4.6.1. Alteracoes Glandulares.

Nestes casos, a marcacao dupla p16/Ki-67 podera ter lugar num contexto de

rastreio primario ou ap6s um teste de HPV positivo. (43)

O seu diagnostico pode ser dificil: as alteracOes reativas assemelham-se as
alteracOes neoplasicas e a sua baixa frequéncia leva ao sobre diagnoéstico, e consequente
referenciagdo para colposcopia, para diminuir a probabilidade de nao serem detetadas.
Sao evidentes em ampliacoes mais baixas e os critérios de interpretacdo diferem das
alteracOes pavimentosas, mantendo-se a avaliacao morfol6gica mesmo com a realizacao de
p16/Ki-67, nomeadamente aglomerados de células duplamente marcadas, por norma

ausentes em alteracoes reativas. (43)

Em McMenamin et al., todos os adenocarcinomas in situ foram positivos para
p16/Ki-67, em Wentzensen et al houve uma positividade de 88,4% em mulheres com CIN3

ou adenocarcinoma in situ. (34,45)

Em Singh et al., houve expressao de p16/Ki-67 em todas as lesoes glandulares da
mucosa endometrial. Foi o teste mais especifico para detecao de CIN2+ subjacente (CIN2,
CIN3, AIS ou adenocarcinoma), em contrate com o teste de HPV (Multiplex PCR) onde a
inclusdo de lesoes glandulares endometriais diminuiu a sensibilidade, refletindo a
limitada relacdo com a infecao por HPV-HR. Assim, o p16/ki-67 permitiu obter uma alta
sensibilidade e especificidade superior no diagnostico de lesdes pavimentosas e

glandulares de alto grau, relativamente a citologia ou teste de HPV-HR isolados. (54)

Ravarino et al. avaliaram e mostraram a utilidade da marcacao dupla p16/Ki-67 no
diagnostico de lesdes glandulares, com possivel diminuicdo de falsos negativos ou
resultados borderline e uma diferenca significativa na expressao de p16/Ki-67 entre os
casos com follow-up negativo e positivo. A reatividade do epitélio foi evidente em
amostras mais recentes, com alta celularidade. Como uma alta celularidade é comum
nesta neoplasia, a avaliacdo em amostras de rotina recentes sera, a partida, mais facil, face

a amostras mais antigas onde uma intensidade inferior de p16 foi mais frequente. (43)

4.6.2. Infecao por Chlamydia trachomatis.

A Chlamydia trachomatis (CT), um microrganismo intracelular, pode causar

infecdo assintomatica e sequelas graves. Est4 associada a hipertrofia e metaplasia. (58)
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A coinfeccao com HPV em lesoes cervicais e a sua relagdo com a expressao de p16 e
Ki-67 foi avaliada, por Calil et al., em imunohistoquimica. Apesar de se ter observado que
mais de metade das doentes eram positivas para p16 e mais de um terco para ambos os
marcadores, ndo houve associacao entre a existéncia de lesao histologica e a coinfeccao,

nem associacao da infecao por CT com a carcinogénese. (58)

Em imunocitoquimica, Robial et al, avaliaram a associacdo da infecdo por CT e
infecdo por HPV persistente, usando p16/Ki-67 em vez do teste de HPV. Registou-se
maior prevaléncia de CT em lesoes CIN1, mas os resultados nao foram significativos. Nao
se registou associacao entre a presenca de CT e anormalidades citologicas ou entre a

presenca de CT e a positividade para p16/Ki-67 em mulheres com citologia anormal. (59)
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Capitulo 5: Conclusao.

O rastreio do CCU tem um impacto relevante na morbimortalidades por CCU e

continua atualmente as ser alvo de desenvolvimento de novas técnicas de rastreio.

Face a informacao apresentada, devemos ter em atengao que as amostras, recursos
e designs dos estudos, nao sdo fixos e sofrem variabilidade, que naturalmente se refletem

na variacao dos resultados.

A marcacdo dupla p16/Ki-67 apresenta-se como uma técnica de ficil execucao e
treino rapido, independente da morfologia e reprodutivel mesmo em grande escala.
Contudo, nao esta isento de limitagoes, de falsos positivos ou falsos negativos. Estas
limitacGes podem ser minimizadas, pela utilizacio de amostras recentes e com material
residual suficiente apds realizacao de testes adicionais. A interpretacdo podera ser
facilitada pelo uso de amostras Thinprep®, de acordo com as indicagcbes, mas nao se
exclui o uso em SurePath®. A automatizacao total do método pode colmatar as limitacoes
de interpretacdo manual e permitir a realizacao conjunta com citologia pelo método de

Papanicolaou.

Uma vantagem da dupla marcacao é a possivel utilidade em contextos de baixos
recursos. Apesar de nao indicado, é possivel a realizagdo por pessoal nao especializado
ap6s um curto periodo de treino. Contudo, economicamente poderao existir

condicionamentos. E, portanto, uma vertente que necessita de avaliacao adicional.

Nao ha informacdo suficiente para confirmar a utilidade da marcacdo dupla
p16/Ki-67 como teste primario, apesar de alta sensibilidade e especificidade apresentadas
em alguns contextos e a possibilidade de compensar a baixa sensibilidade da citologia e
baixa especificidade dos testes de HPV. Contudo, podera ter um papel auxiliar, abrindo-se
a hipotese da sua associacdo com o teste primario de HPV substituir o co-teste. Na
verdade, as indicacdes aprovadas em marco de 2020, ndo apontam para o seu uso

enquanto teste primaério.

As indicacOes apontam, sim, para o uso no rastreio primario de HPV e no rastreio
com citologia cervical e teste de HPV-HR. De facto, na triagem de mulheres HPV-
positivas, possui melhor concordancia com a histologia que a citologia, com possivel
eviccado da referenciacio em pi16/Ki-67 negativas. Na relagdo com genotipagem de
HPV16/18, abordagens sequenciais ou combinadas foram promissoras, nomeadamente as

que combinam a genotipagem com p16/Ki-67, permitindo menos falsos negativos em
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relacio ao uso isolado e menos referenciacoes em relacio a combinacdo
citologia/genotipagem. A estratificacdo do risco foi também superior sem necessidade de
referenciacio em HPV16/18-positivas/p6/Ki-67-negativas e possivel alargamento do
intervalo de rastreio, que varia entre autores. Da mesma forma, em caso de citologia
NILM/HPV-positivas, mostrou alta sensibilidade para lesdes de alto grau mesmo em

comparacgao com a genotipagem. Pontos que vao de acordo com o indicado.

Para além dos cendrio anteriores, também em casos HPV positivos com citologia
anormal permitiria diminuir a referenciacdo, particularmente em mulheres mais jovens,
onde a percentagem de HPV positivas é superior. Aqui, uma abordagem combinada
(marcacao dupla p16/Ki-67 com a genotipagem de HPV16/18) poderia ser alvo de
avaliacdo, jaA que o p16/Ki-67 parece ser superior em termos de sensibilidade e a
genotipagem de especificidade. A performance também parece ser positiva em mulheres
onde apenas é conhecida citologia anormal, em especial em les6es LSIL e mulheres com
<30 anos, onde o teste de HPV revela as suas maiores limitacdes. Abrindo-se a
possibilidade de ser superior a genotipagem alargada em mulheres com citologia anormal.
Também aqui uma abordagem combinada permitiria manter a alta sensibilidade do teste
de HPV e compensar a sua baixa especificidade com o uso de p16/Ki-67. O potencial em

lesdes ASC-H carece de mais investigacao.

Em cenarios poés-referenciacao, podera ter lugar na monitorizacao do risco de
lesdo, posterior a colposcopia normal ou em casos po6s-LEEP. Para j4, carece de exploracao

adicional e o ideal sera o seguimento em co-teste com teste de HPV.

Em populacoes vacinadas a marcacao dupla p16/Ki-67 oferece uma avaliacao
independente de gendtipo e com indicacao de infecao persistente, importante quando se
prevé que a epidemiologia dos gendtipos sofra alteracoes. Na triagem de mulheres
negativas para HPV16/18 mostra-se 1util, nomeadamente, em relacdo a estratégias de
genotipagem alargada que podem gerar, comparativamente, mais colposcopias e a triagem

com citologia, cuja performance podera diminuir.

Em lesoes nao pavimentosas, é positiva a capacidade que existe de auxiliar no

diagnostico de lesoes glandulares, que podem apresentar-se numa citologia de rotina.

A infecdo por CT pode ocorrer em associacdo com a infecio por HPV e a sua

relacao com a expressao de p16/Ki-67 deve ser alvo de exploracao.

Para o futuro, a marcacao dupla p16/Ki-67 podera ter interesse na triagem de

mulheres HPV positiva sem alteracées na citologia ou com alteracées minor (ASC-US e
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LSIL). Contudo, a relagdo custo-beneficio deveria ser avaliada tendo em conta a nossa
realidade nacional, com vista a sua inclusdao no programa nacional de rastreio do cancro
do colo do utero, permitindo delinear algoritmos de execucao e seguimento adequados.
Teria também interesse no futuro uma exploracao mais aprofundada, da sua utilidade em

contextos de vacinacao e de auto-colheita, tendo em conta as novas realidades.

Para ja os resultados sao favoraveis, apoiando a implementacao nao como primeira

linha, mas como adjuvante e/ou em estratégias combinadas.
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