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Resumo

Objetivo: Analisar o vinculo entre o grau de progressao histologico das neoplasias
intraepiteliais cervicais uterinas e a expressao imuno-histoquimica para p16 e do ki-67.
Metodos: Trata-se de um estudo analitico, transversal, observacional e de abordagem
quantitativa feita através de uma analise de laudos e sistema proprio do local de
pesquisa, de pacientes diagnosticadas com Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) no
Laboratério Histopath. A partir dessa andlise, foram separadas aquelas sem NIC
daquelas com NIC de acordo com a expressdo dos marcadores. Apds essa selecdo, as
pacientes sem lesdo foram utilizadas como controle, enquanto a expressdo dos
biomarcadores pl16 e ki-67 naquelas que tiveram algum tipo de neoplasia intraepitelial
cervical foram graduados pela intensidade. Resultados: Nesse ambito, em concordancia
com a literatura, a maior parte das laminas (61,9%) ndo expressou marcagdo para a
proteina. Também se observou que imunorreatividade do Ki-67 foi vista em todas as
amostras, pois se relaciona evidéncia de proliferacdo celular, de forma que este marcador
é expresso em todas as fases do ciclo celular. Por conseguinte, o padrdo de marcagdo para
pl6 e de ki- 67 tem significativa correlagdo com o grau da lesdo, assim, observa-se
concordancia com os demais estudos. Conclusdo: Portanto, ao final das analises foi
verificado que 80,95% de pacientes tinham a lesdo de cancer de colo de Utero, sendo que
38,09% estavam com expressao de p16 e 100% estavam com a expressao de ki-67, sendo
que a superexpressdo dos marcadores obteve correlagdo positiva com o grau da lesé&o.

Palavras-chave: NIC; p16; Ki-67; imuno-histoquimica.



INTRODUCAO

O céncer de colo de utero ndo possui geralmente uma progressao rapida, permitindo o
rastreamento, diagndstico e tratamento de suas lesdes precursoras. Outra peca fundamental no
seguimento e o tratamento é a reprodutibilidade diagnostica dos exames citopatoldgicos e
histopatolégicos . Na classificacdo de tumor cervical uterino, as lesdes precursoras do
cancer de colo uterino séo classificadas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC) I, Il e
111 @, Essas sdo comumente associadas & infeccdo pelo Papiloma Virus Humana (HPV) &9,

Anteriormente ao diagnostico existe uma fase pré-clinica (sem sintomas) em que a
deteccdo de lesdes precursoras pode ser feita por meio do principal método de rastreio o
exame preventivo, Papanicolau. Especificamente, é feita a inspecdo do colo do Gtero e da
regido interior da vagina, além da coleta de células da endocérvice e da ectocérvice para
que seja feita uma andlise citopatologica. Os resultados podem variar de infec¢do pelo
HPV ou lesdo de baixo grau, alto grau ou negativo para cancer e amostra insatisfatoria 2.

A definicdo de lesbes é atribuida nas neoplasias intraepiteliais cervicais podendo ser
de alto grau ou ndo (. Atualmente a menor taxa de concordancia diagnéstica referente ao
diagnostico de lesGes NIC 11, sdo classificadas de maneira errdnea, seja por subdiagnostico ou
por sobrediagnostico. Tal fato também ocorre por que as lesdes NIC grau Il sdo identificadas
como uma mistura de lesdes transitorias e lesdes verdadeiramente pré-cancerigenas ©9).

Nesse contexto, dados cientificos sugerem o uso de biomarcadores, como o pl6 e o
Ki-67, para auxilio no diagndéstico histopatolégico e nos progndésticos das les@es intraepiteliais
do colo uterino, pois somente o uso do marcador p16 tem apresentado limitagdes do seu uso
de rotina em todos os casos. Além disso, evidéncias apontam que o Ki-67 também pode
auxiliar na defini¢do diagnostica, no entanto ndo ha determinantes suficientes para indicar em
que situacBes estaria melhor indicada sua utilizagéo ©.

A pl6 é uma proteina supressora tumoral responsavel pelo bloqueio da atividade das
quinases ciclo-dependentes CDK4/6. Com a inativacdo dessa proteina ocorrem mudangas no
ciclo celular que resultam no seu acimulo no nucleo e citoplasma das células afetadas pelo
HPV e, consequentemente, permitindo a sua identificagdo na imuno-histoquimica (1011)

Com isso, essa proteina é usada como um biomarcador, adicionando uma significativa
precisdo diagnostica na avaliagdo de lesdes cervicais, principalmente, em lesdes de alto grau e
avaliar a probabilidade de progressdo em lesdes consideradas ainda de baixo risco. Nesse

contexto, a porcentagem de expressdo é proporcional ao grau de lesdo cervical ¢9.



O Ki-67 é um marcador de proteina ndo-histonica de proliferacdo celular, tem a
fungéo de se expressar em crescimento de tumores humanos sugerindo o grau de malignidade
(12) Nessa perspectiva, a positividade do Ki-67 demonstra uma crescente proliferacdo de
lesGes intraepiteliais de baixo e alto grau. Assim, ha fortes evidéncias de que a p16 e Ki-67
tem correlacdo no reconhecimento do HPV associada as lesdes cervicais pré-neoplésicas. 2.

Diante do exposto, 0 objetivo desse estudo é correlacionar o grau de progressao
histolégico das neoplasias intraepiteliais cervicais uterinas e a expressdo imuno-histoquimica
para pl16 e do ki-67. Como também, estratificar por idade a populacdo acometida; avaliar a
correlacdo entre os possiveis indicadores; analisar grau de malignidade NIC com a presenca
dos marcadores p16 e k- 67; averiguar a expressdo imuno-histoquimica da p16 e do ki-67 em
pacientes com pesquisa de HPV de alto grau positiva pela técnica de PCR.



METODOLOGIA

Trata-se de um estudo analitico, transversal e observacional de abordagem
quantitativa. A pesquisa foi elaborada no Laboratério Histopath — Patologia e Citopatologia
Diagnostica, localizado na Rua Maranhdo, n°® 302 — Centro, CEP: 65901-590, na cidade de
Imperatriz, no estado do Maranhdo, durante os anos de 2020 e 2021.

Para o estudo, foram analisados laudos de bidpsia de colo do Utero de pacientes com
neoplasia intraepitelial cervical. Os mesmos foram submetidos ao exame imunohistoquimico
para o tipo da neoplasia no Laboratério HISTOPATH de Imperatriz-MA, nos periodos entre
novembro de 2020 e maio de 2021, com 42 pacientes registrados em sistema proprio do local
de pesquisa.

Inicialmente, as bidpsias foram fixadas em formol, incluidas em parafina e recortadas
na medida de quatro micrémetros e posteriormente ocorreu a desparafinizacdo das laminas em
xileno, em seguida foram reidratadas. Assim, para a recuperacdo dos antigenos, as laminas
foram aquecidas em tampdo citrato pH 6,0 no micro-ondas por 20 min. As sec¢des foram
colocadas a temperatura ambiente e lavadas com tampéo fosfato trés vezes durante 5 min
cada. Apés o bloqueio da peroxidase enddgena, os cortes foram reidratados e as laminas
submetidas ao processo imuno-histoquimico. A técnica de imuno-histoquimica é um método
muito sensivel e especifico, reconhecendo a localizagdo dos antigenos em amostras
histoldgicas, usando anticorpos.

Para determinar a expressdo do pl6INK4a foi usado anticorpo monoclonal de
camundongo (clone JC6, diluido 1:100, Bio Care Medical, Erviegas), sendo incubado por 40
minutos na temperatura de 38°C. Ja para determinar a expressao do ki-67 foi usado um
anticorpo monoclonal de coelho (clone SP6. diluido 1:200, Bio Care Medical, Erviegas),
sendo incubado por 16 minutos na temperatura de 37°C. O mecanismo de detecgéo realizado
na pesquisa para ambos o0s antigenos em tecidos foi avidina-biotina peroxidase. As laminas,
entdo, foram contracoradas com hematoxilina de Mayer, diferenciados com reagente azulado
(LioCO3+ Na,COs).

Para deteccdo de p16INK4a, como controles negativos, foram utilizadas laminas sem
neoplasia intraepitelial cervical e, como controles positivos, laminas com neoplasia
intraepitelial cervical de alto grau (NIC I11). Quanto & interpretacdo dosmarcadores, o teste foi
considerado positivo quando houve expresséo nuclear do biomarcador p16 e negativo quando
a expressao néo foi detectada microscopicamente. Ademais, na interpretagdo do marcador ki-

67 todas as amostras apresentaram o marcador, no entanto, com graus de expressdo
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diferenciados. A expressdo imuno-histoquimica, quando positiva, foi dividida
percentualmente em menos de 10%, entre 10% e 50% ou maior que 50%, em relagdo a
porcentagem de células. As Iaminas foram submetidas a uma andlise cega por patologista com
experiéncia clinica.

Os laudos utilizados foram selecionados mediante contemplagdo dos critérios de
inclusdo e exclusdo da pesquisa. Desse modo, dos laudos imunohistoquimicos e do sistema
proprio do laboratdrio foram extraidas as informaces referentes a classificagao histoldgica do
tumor e sua graduacdo histoldgica, levando em consideracdo a classificacdo de Bethesda
1988.

Concomitantemente, dos laudos dos exames imunohistoquimicos foram obtidos os
dados acerca da presenca dos biomarcadores ki-67 e pl6 possibilitando a classificacdo
molecular do tumor. Ademais, os casos com diagndstico de NIC foram separados daqueles
sem NIC. Assim, o grupo controle (CTRL) foi formado por pacientes sem neoplasia
intraepitelial cervical e as expressdes dos biomarcadores pl6 e ki-67 naquelas com lesé&o
intraepitelial cervical foi graduada pela sua intensidade.

Todas as informacdes coletadas foram organizadas, tabuladas e armazenadas em um
banco de dados especifico no Microsoft Excel, versdo 2016. Para andlise de correlacdes
significativas, foi utilizado o Teste Qui-quadrado de Pearson, com significancia estatistica de
p < 0,05 que possibilita 0 cruzamento de dados e, com isso, foi possivel avaliar a relagédo
existente entre 0os marcadores prognosticos e fatores clinicopatoldgicos dos participantes da
pesquisa. Além disso, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para analise entre média de
idade e grupos de classificacdo de alto grau (AG), baixo grau (BG) e grupo controle.

A populagdo do estudo foi composta pelos pacientes admitidos no Laboratério
Histopath. A amostragem do estudo foi estimada com base nos laudos de bidpsia de colo do
Utero de pacientes com neoplasia intraepitelial cervical, no determinado periodo de tempo
analisado. Com isso, aplicando os critérios de inclusdo e exclusdo totalizou-se 42 casos aptos
para a pesquisa.

Nesse trabalho, foram incluidos dados coletados a partir de laudos e no préprio
sistema do laboratorio de pacientes admitidos no periodo de novembro de 2020 a maio de
2021, devido a logistica de processamento e armazenamento desses documentos, no
laboratorio referido.

Foram incluidas no estudo pacientes adultos, do sexo feminino, acima de 18 anos,
diagnosticados com neoplasia intraepitelial cervical e que foram acompanhados no laboratorio
citado, enquadrados no periodo definido do estudo. Serdo excluidos os pacientes que, durante
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a analise do laudo e do sistema apresentam idade inferior a 18 anos, pacientes com
diagndstico de carcinoma invasor e pacientes com bidpsia apresentando material insuficiente.

Os riscos possiveis de ocorrer sdo: divulgacdo de dados confidenciais e risco a
seguranca dos laudos analisados. Nesse contexto, para minimiza-los, serdo aplicadas as
normatizacdes de confidencialidade e de sigilo dos laudos dos pacientes contidas na
Resolucdo do Conselho Nacional de Saide n° 466, de 12 de dezembro de 2012. Ademais, 0s
nomes dos pacientes estardo em sigilo, pois a pesquisa sera feita a partir do nimero da
biopsia.

Explanando os beneficios, a pesquisa permite, principalmente nos casos em que haja
duvida, uma possibilidade alternativa na terapéutica, para determinar a conduta de pacientes
com neoplasia intraepitelial cervical, com isso uma abordagem mais conservadora pode ser
analisada em detrimento a métodos cirurgicos possivelmente desnecessarios. Ademais, essa
conduta pode trazer beneficios e é pouco utilizada pelos profissionais especialistas da cidade,
contribuindo assim para a ampliacdo das op¢des relacionadas ao diagnostico precoce de uma
questdo de salde publica ainda bastante frequente no pais.

Inicialmente, a obtencdo dos dados foi realizada através da analise de laudos. Foi
utilizada a utilizada a versdo 16 do programa Microsoft Excel para a tabulacdo dos dados.

Posteriormente, os dados foram importados ao programa Excel (Microsoft Office
365®) e para o0 software de acesso aberto R Studio (R Core Team, 2022). A descri¢do dos
resultados categoéricos foi feita em frequéncias brutas (n) e relativas (%) e das variaveis
numéricas em mediana e intervalo interquartil (11Q). Foi realizadoteste de Shapiro-Wilk para
avaliar a normalidade dos dados, o qual foi rejeitado (p < 0,001).

Foi realizado o teste Qui-Quadrado de Pearson para verificagdo das diferencgas entre as
varidveis categoricas. A escolha dos testes ocorreu devido a necessidade de determinar se a
proporcdo do desfecho em cada categoria é significativamente diferente. A significancia
estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

Para as variaveis continuas, como a idade, foi realizado teste de Kruskal- Wallis para
verificar a diferenca entre as medianas segundo grau histopatologico. A significancia
estatistica também foi estabelecida em p < 0,05.

Todos os dados obtidos pertenciam a rede privada de atendimento. Esse trabalho foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Plataforma Brasil (CAAE
protocolo 53411221.0.0000.5086), sob o parecer de n° 5.181.529, liberado no dia 21/12/2021.
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RESULTADOS

No estudo, a amostra foi de 42 pacientes com mediana de idade de 31,0 anos (tabela
1),sendo o grupo de idade de 30 a 39 anos (tabela 2) o mais frequente (42,8%). No grupo
controle, com um total de 8 pacientes a média de idade foi de 30,05. No grupo de alto grau, 14
pacientes, com média de 31,05 anos e no de baixo grau com 20 pacientes, teve média de 31,0
anos. Assim, ndo houve diferenca significativa entre as médias de idade e os grupos de
classificacdo das lesdes intraepiteliais cervicais, como também entre as médias de idade e a

expressao dos dois biomarcadores.

Tabela 1. Mediana de idade segundo grau histopatoldgico p16 e ki-67.

N Mediana 1Q Min Max P
CTRL 8 30,5 23,7-34,0 21 38 0,778
AG 14 31,5 24,7 - 40,5 22 81
BG 20 31,0 25,7 - 36,2 20 54
Total 42 31,0 25,0 - 33,02 20 81

Legenda: Teste de Kruskal-Wallis, para andlise entre média de idade e grupos de classificacdo de alto grau,baixo

grau e grupo controle. Fonte: Autoria propria, 2022.

Tabela 2. Grupos de idade.

Idade

N %
20 a 29 anos 16 38,0
30 a 39 anos 18 42,8
A partir de 40 anos 8 19,04
Total 42 100,0

Fonte: Autoria propria, 2022.

Nesse contexto, a relagdo entre a média de idade de cada grau de lesdo separadamente
(gréfico 1) ndo revelou discrepancia significativa, apenas uma crescente da média de idade do
grupo controle, baixo grau e alto grau. No entanto, ndo houve correlagdo estatistica

significativa.
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Gréfico 1. Média de idade.
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Legenda: Médias de idade segundo ordem de disfun¢éo. CTRL = controle, BG = baixo grau
e AG = alto grau. Fonte: Autoria prdpria, 2022.

Ademais, os resultados mais frequentes entre as amostras de p16 e ki-67 (tabela 3)
foram: baixo grau (47,6%), seguidos de alto grau (33,3%) e grupo controle (19,0%).

Tabela 3. Grau histolégico de p16 e ki-67 das lesdes.

n %
CTRL 8 19,0
BG 20 47,6
AG 14 33,3
Total 42 100,0

Fonte: Autoria propria, 2022.

Conforme a relacdo entre a expressao do biomarcador pl6 (tabela 4), os resultados
mais frequentes foram 0 ou negativo (61,9%), entre dez e cinquenta por cento (14,3%), menor

que dez por cento (11,9%) e maior que cinguenta por cento (11,9%).
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Tabela 4. Frequéncia da expressao de p16 em porcentagem.

n %
0 26 61,9
<10 5 11,9
10-50 6 14,3
> 50 5 11,9
Total 42 100,0

Fonte: Autoria propria, 2022.

Em relacdo a expressdo do biomarcador ki-67 (tabela 5), os resultados mais
frequentes foram menor que dez por cento (57,1%), entre dez e cingquenta por cento

(31,0%) e maior que cinquenta por cento (11,9%).

Tabela 5. Frequéncia da expressao de ki-67 em porcentagem.

n %
<10 24 57,1
10-50 13 31,0
>50 5 11,9
Total 42 100,0

Fonte: Autoria propria, 2022.

Assim, no que se refere ao grau de lesdo intraepitelial do colo do Utero e a expressdo
imunohistoquimica do biomarcador pl16 (tabela 6), houve correlacBes significativas. Nesse
ambito, quanto maior a porcentagem, maior a classificacdo da lesdo, tendendo para o alto
grau. Ja no grupo controle, em sua totalidade, obteve a expressdo 0 ou negativa. Analisando o
grupo de baixo grau apresentou, também, emsua maioria, expressao 0 ou negativa. Quanto ao
grupo de alto grau, apenas uma paciente apresentou expressdo 0 ou negativa de pl6. Nesse
ambito, todas as outraspertencentes a esse grupo expressaram, de forma crescente, em: menor
que dez por cento, entre dez e cinquenta por cento e maior que cinquenta por cento (3, 5 e 5,

respectivamente).
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Tabela 6. Relagdo entre indicador %p16 e grau histopatoldgico.

Percentual AG (N=14) BG (N=20) CTRL (N=8) Total (N=42) p

%p16 <0,001 (1)
0 1 (7,1%) 17 (85,0%) 8 (100,0%) 26 (61,9%)

<10 3 (21,4%) 2 (10,0%) 0 (0,0%) 5(11,9%)

10-50 5 (35,7%) 1 (5,0%) 0 (0,0%) 6 (14,3%)

> 50 5 (35,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 5(11,9%)

Legenda: Teste Qui-quadrado de Pearson. Fonte: Autoria propria, 2022.

Ademais, quanto ao grau de lesdo intraepitelial do colo do Utero e a expressdo
imunohistoquimica do biomarcador ki-67 (tabela 7), observou-se correlagcdes relevantes. Em
lesGes de alto grau a porcentagem de biomarcadorexpresso tendeu de um nivel médio para
alto, sendo que em todas as amostras maiores que cinquenta por cento sdo de alto grau.
Concomitantemente, a expressdo nas lesdes de baixo grau é composta por amostras com
percentual de baixo a médiograu. No grupo controle, todas as amostras tiveram baixo grau em

relacdo aomarcador.

Tabela 7. Relagdo entre indicador %ki-67 e grau histopatoldgico.

Percentual AG (N=14) BG(N=20)  CTRL (N=8) Total (N=42) p

%ki-67 <0,001 (1)
<10 0 (0,0%) 16 (80,0%) 8 (100,0%) 24 (57,1%)

10 - 50 9(64,2%) 4 (20,0%) 0 (0,0%) 13 (31,0%)

> 50 5(357%)  0(0,0%) 0 (0,0%) 5 (11,9%)

Legenda: Teste Qui-quadrado de Pearson. Fonte: Autoria propria, 2022.

Quanto a porcentagem de pl16 encontrado nas amostras em relacdo ao NIC, nota-se
que a maioria das lesbes com NIC | ndo possui expressdo de pl6. N&o obstante, os dados
mostram uma crescente quando ha correlacéo entre NIC Il e a manifestacdo do biomarcador.
Ja em NIC Il1, nenhuma das lesBes teve apresentacdo 0 no p16, sendo somente expressa em

outros niveis.
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Tabela 8. NIC segundo %p16.

Grau de NIC 0 (N=26) <10(N=5) 10-50(N=6) > 50 (N=5) P
CTRL 8(30,6%)  0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

NIC | 17 (65,4%) 2 (40,0%) 1 (16,7%) 0 (0,0%) 0072
NIC I 1 (3,8%) 1(20,0%) 2 (33,3%) 3 (60,0%) '
NIC 1II 0 (0,0%) 2(40,0%) 3 (50,0%) 2 (40,0%)

Fonte: Autoria propria, 2022.

Outrossim, a correlagcdo entre o grau de ki-67 e NIC, revelou que a maioria das

lesdes com NIC | tém baixa expressdo do biomarcador, enquanto em NIC Il e Il nenhuma

amostra apresentou <10%.

Tabela 9. NIC segundo %ki-67.

Graude NIC <10 (N24) 10 - 50 (N13) >50 (N5) P
CTRL 8 (33,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

NIC | 16 (66,7%) 4 (30,8%) 0 (0,0%) 0,005
NIC I 0 (0,0%) 5 (38,5%) 2 (40,0%) !
NIC 1II 0 (0,0%) 4 (30,8%) 3 (60,0%)

Fonte: Autoria propria, 2022.
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DISCUSSAO

O carcinoma de colo uterino esté entre as neoplasias malignas com maior perspectiva
de prevencdo devido as suas alternativas de rastreio e por ser antecedido por um grande
periodo de lesdo precursora % No Brasil, 0 método principal para rastreamento do cancer
de colo de Gtero é o teste de Papanicolau .

O biomarcador pl6INK4A tem importante fungdo, pois a superexpressdo de pl6
refletea persisténcia da infeccdo pelo HPV e a transformacéo maligna das células escamosas,
dessa forma, pode ser considerado um biomarcador para a deteccéo de cancer cervical ™.

Contudo, quando utilizado o marcador pl16 sozinho pode ser necessario a avaliacao
morfolégica para atingir a especificidade adequada das células coradas, o qual é demorado.
Isso acontece, pois p1l6 também é expressa em células cervicais normais, 0 que torna seu uso
limitado no rastreamento “®. Na tentativa de melhorar a efetividade do rastreio, a expressdo
conjunta do ki-67 é fundamental, pois é considerado um marcador de proliferacdo confinado a
camada de células parabasais da mucosa escamosa estratificada normal do colo do Utero.
Assim, a superexpressdao do Ki-67 em outras camadas do epitélio se correlaciona com a
extensdo da maturacdo desordenada, ou seja, indicando que ocorreu desregulacdo do ciclo
celular induzido pelo HPV ou a presenca de NIC ®7.

No presente estudo, a média de idade entre as pacientes foi de 33,02 anos, o que
corrobora com Da Costa em que a média de idade estd em torno de 30 anos ®?. Outro
fator que também precisa ser levado em consideracdo é que a maior parte das pacientes do
estudo esta na faixa etaria de 30 a 39 anos. Nesse contexto, a no¢do de que a lesdo precursora
tem tempo de evolucdo que dura em torno de 10 a 20 anos, tem significado relevante e
contribui para esse achado.

Nesse ambito, ndo houve diferenca significativa entre as médias de idade e 0s graus de
classificacdo das lesdes intraepiteliais cervicais, como também entre as medias de idade e a
expressdo dos biomarcadores . Assim, uma justificativa plausivel é a forma variada pela
qual a patologia se apresenta, uma vez que diversas condi¢des como o estado de imunidade,

fatores ambientais e a prépria genética podem interferir no curso da evolucéo da doenca "),
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Ademais, quanto ao grau de lesédo em relacdo ao p16 e ki-67, quartoze pacientes foram
classificados como alto grau, vinte pacientes como baixo grau e oito pacientes compuseram 0
grupo controle. Nesse quadro, analisando os dados decorrentes do p16 e ki-67, tais resultados
eram esperados em virtude de uma maior prevaléncia de lesbes de baixo grau em comparacéao
as lesdes de alto grau em pacientes ndo submetidos a terapia cirtrgica ¢%.

Posteriormente, os dados sobre a expressdao do biomarcador pl6 foram analisados
individualmente, em que grande parte foi classificada como 0 ou negativa, visto que mais da
metade dos casos foram classificados como de baixo grau ou grupo controle. Sendo assim,
respeitando o processo fisiopatologico da lesdo intraepitelial cervical, lesGes de baixo grau ou
auséncia de lesdo ndo sdo caracterizadas por um acumulo do biomarcador no ndcleo celular
(19 a maior partedas laminas (61,9%) ndo expressou marcacio para a proteina.

Em seguida, os dados sobre a expressdo do biomarcador ki-67 foram analisados
individualmente, a maioria foi classificada como menor que dez, ja que nas lesbes cervicais, a
intensidade da expressdo do Ki-67 correlaciona-se com o nivel da lesdo. Com isso, a
imunorreatividade do Ki-67 foi vista em todas as amostras, pois se relaciona a evidéncia de
proliferacdo celular, de forma que este marcador expressa-se em todas as fases do ciclo
celular, exceto na fase GO, na qual as células estdo quiescentes *©. Desse modo, em que todas
as amostras apresentaram o biomarcador, sendo que dessas 57,1% foram classificadas como
menores que dez.

Assim, por meio da correlacdo entre os graus de lesdo intraepitelial do colo do Utero e
expressao imuno-histoquimica para a proteina pl6, foi encontrada associacdo significativa
entre os fatores, logo se a paciente em fase inicial apresentar superexpressdo do marcador ha
maiores chances da evolucdo da lesdo, no entanto para uma andlise mais fidedigna o marcador
ki-67 também deve ser analisado. Nesse contexto, todas as pacientes classificadas com
expressao maior que cinquenta por cento eram do grupo de lesbes de alto grau. Logo, esse
resultado mantém concordancia com os atuais estudos, nos quais a superexpressdo de pl6 é
associada & progressdo das lesdes em neoplasias intraepiteliais de alto grau .

Concomitantemente, a maior parte das lesdes de alto grau foi marcada positivamente
com o biomarcador p16, o que explica a alta especificidade do método. Nesse ambito, o fato
é explicado pela inatividade da proteina causada pela infec¢do persistente do virus HPV nas
células escamosas. Desse modo, ha grande quantidade da proteina sem haver, no entanto, a
interrupgdo do ciclo celular, o que permite a continuidade do processo neoplasico (10),

No entanto, um caso classificado com lesdo de alto grau apresentou expressdo 0 ou

negativa para pl16. Destarte, presume-se que mesmo com um alto grau de neoplasia
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intraepitelial cervical, ndo houve saturacdo da atividade da proteina p16 no ciclo celular, o
que implica no ndo acumulo deste supressor tumoral no nucleo e citoplasma celular. Ainda
assim, o método deve ser utilizado por seu alto grau de especificidade para lesbes
avancadas, ja que é um dos Gnicos biomarcadores com essa finalidade especifica ©.

Analogamente, foi feita a correlagdo entre os graus de lesdo intraepitelial do colo do
Utero e expressdo imuno-histoquimica para a proteina ki-67, sendo o achado expressivo.
Nesse contexto, todas as amostras classificadas com expressdo maior que cinquenta por cento
eram do grupo de lesbes de alto grau e somente houve alto grau no grupo de incidéncia acima
de 10 por cento. Ademais, no grupo de baixo grau a maioria das amostras teve percentual de
expressao menor que dez e nenhuma maior que cinquenta. Logo, em lesbes cervicais, a
intensidade da expressdo do ki-67 correlaciona-se com o nivel da lesdo “V.

Por conseguinte, o padrdo de marcacdo para pl6 e de Kki-67 tem significativa
correlagdo com o grau da lesdo, assim, observa-se concordancia com os demais estudos.
Sendo que a positividade dos marcadores p16/ki-67 geralmente estd associada a infeccdo por
HPV de alto grau, com intensidade de moderada a alta para ambos. Assim, a dupla é efetiva
para a triagem de pacientes com laudocitoldgico anormal .

No entanto, analisando os biomarcadores simultaneamente, houve uma simultaneidade
maior entre a expressao de ambos nas lesdes de baixo grau se comparado as lesdes de alto
grau. Tal achado era esperado, visto que na amostra do estudo mais da metade dos casos
foram classificados como de baixo grau ou grupo controle em relacdo ao p16 e todos 0s casos
tiveram positividade em relacdo ao ki-67, mas é importante ressaltar que na literatura casos de
alto grau apresentam maior expressdo e sensibilidade de pl6 e ki-67 em comparacdo com
baixo grau @Y.

Além disso, a expressdo de pl16 foi correlacionada com o grau de displasia. Assim,
a incidéncia de p16 em sua maioria foi zero em NIC I, ja em NIC Il os resultados foram em
sua maioria progressivos. Por fim, ver-se que em NIC 111 nenhuma amostra resultou em zero
na expressdo de p16, somente em outras categorias, 0 que corrobora com a sua associacao a
lesdo. Com isso, outros trabalhos constataram que o marcador imunohistoquimico p16 € mais
preciso na identificacdo de lesGes precursoras com exame citopatologico cervical compativel
com NIC I/11, o que nessa pesquisa também foi notado. No entanto, 0 maior grau de displasia
é imposto por NIC I, com isso espera-se que a incidéncia do marcador p16 acompanhe tal
premissa, o que ndo foi observado de maneira expressiva 39,

Ademais, na expressdo do ki-67 a maioria dos casos de NIC | teve expressdo menor

que dez por cento, ja em NIC Il a incidéncia sé foi observada a partir de dez por cento, assim,
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ver-se que a presenca de ki-67 em NIC I e NIC Il em amostras de colo uterino é um forte fator
preditivo para graduacdo e progressdo da doenca, além de apresentar uma reprodutibilidade
interobservador de 100% 9. Nesse contexto, em NIC 11l houve uma superexpressdo do
marcador (60,0%) nas amostras com mais que cinquenta por cento, mas quando se analisa
numericamente em relacdo a expressdo de dez a cinquenta, o total de laminas caiu, assim,
pode-se inferir que a uma sensibilidade alta do marcador ki-67 em relagdo a NIC I1lI, no
entanto a prevaléncia diminuiu.

Nesse ambito, houve algumas limitacbes no estudo. Inicialmente, o estudo foi
seccionado, ndo existindo tempo de acompanhamento das pacientes, fato que impede a
associacdo de outros fatores para contribuir no entendimento de progressao das lesdes. Desse
modo, uma pesquisa de longo acompanhamento poderia definir melhor os quadros,
principalmente aqueles nos quais havia duvida diagndstica.

Ademais, existe uma grande variabilidade de interpretacdo entre o observadore a baixa
reprodutibilidade dos critérios citomorfoldgicos, principalmente quanto ao uso de
hematoxilina e eosina para o diagndstico histolégico das neoplasias intraepiteliais cervicais,
bem como sua classificacdo nas categorias NIC I, 11 e I1l. No presente estudo, somente uma
patologista avaliou todas as laminas, podendo assim conter vieses de interpretacao,

minimizados com a anéalise de dois ou mais patologistas.

21



CONCLUSAO

Esse estudo ressalta a importancia da utilizagdo da imuno-histoquimica nas
proteinas pl6 e ki-67, ja que foi a correlacdo entre a incidéncia da expressdo dos
marcadores e o grau da lesdo foi confirmada, principalmente em lesGes de alto grau.
Assim, em lesGes de menor grau ha menores quantidades de marcadores e em lesdes de
maior grau ha um aumento da quatidade de marcadores, na maioria das amostras. Com
isso, ratifica-se que podem melhorar o desempenho dos testes de detec¢édo das lesdes pré-
cancerosas e auxiliar na identificacdo das mudancas que acontecem durante a progressao
da lesdo cervical, aprimorando os métodos de rastreio atuais. Ademais, a faixa etaria
acometida estd de acordo com a idade prevista para maior énfase no rastreio, no entanto
essa variavel ndo apresentou correlacdo significativa com o grau de progressao da leséo,
uma vez que o estado de imunidade, fatores ambientais e a prépria genética interferem no
curso de evolucdo da doenca. Além disso, houve relacdo estatisticamente significativa
entre o grau de NIC segundo o ki-67, em que houve progressao da expressao do marcador
e do grau de displasia, assim, a acuracia na identificacdo do grau das lesbes pode ser
elevada usando o marcador. Como perspectiva futura para ampliar a pesquisa estd a
inclusdo de uma variabilidade maior das idades dos pacientes e 0 aumento no nimero de

amostras.
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ANEXOS e APENDICES

ANEXO A: Termo de Autorizacéo.

/ THiIsTOPATH

OO U ANATOMIA PATOE OGICA

TERMO DE AUTORIZAGAO

Declaro, para os devidos fins, que os pesquisadores GUILHERME GRAZIANY
CAMELO DE CARVALHO, EVELINE BRANDAO MADEIRA e SARA BRANDAO DOS
SANTOS, estdo autorizados a realizar neste estabelecimento o projeto de pesquisa “O
IMPACTO DA MARCAGAO IMUNO-HISTOQUIMICA PARA P16INK4A E KI-67 NA
PROGRESSAO DO GRAU DE LESAO INTRAEPITELIAL CERVICAL UTERINA", cujo
objetivo geral é “Analisar o vinculo entre o grau de progressdo histol6gico das neoplasias
intraepiteliais cervicais uterinas e a expressdo imuno-histoquimica para p16 e da ki-67".

Ressalto que estou ciente de que serdo garantidos os direitos, dentre outros
assegurados pela resolugéo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude:

1) Garantia da confidencialidade, do anonimato e da ndo utilizagdo das informagoes

em prejuizo dos outros;

2) Que nao havera riscos para o sujeito de pesquisa;

3) Emprego dos dados somente para fins previstos nesta pesquisa;

4) Retorno dos beneficios obtidos através deste estudo para as pessoas e a

comunidade onde o mesmo foi realizado.

Informo-lhe ainda, que a pesquisa somente sera iniciada apds a aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa - CEP, para garantir a todos os envolvidos os referenciais
basicos da bioética, isto €, autonomia, ndo maleficéncia, benevoléncia e justica.

Atenciosamente,
Admmisiranora
CRA - MA 08148

Administradora do laboratério Histopath — Patologia e Citopatologia Diagnostica
(assinatura e carimbo)

Imperatriz-MA __J 3 de _{ M[g ;nﬁﬂ de 2024
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Anexo B — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa — CEP-HUUFMA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADGS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: O IMPACTO DA MARCACAD IMUND-HISTOOUIMICA PARA P16INK4A E KI-87 NA
PROGRESSAD DO GRAL DE LESAD INTRAEPITELIAL CERVICAL UTERINA

Pesguisador: Guilherme Gragiany Camelo de Canvalho

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 53411221.0.0000.5083

Instituigao Proponente: FUNDACAD UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD
Patrocinador Principal: Financiamerttoc Propric

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.181.529

Apresentagdo do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos “Apresentacao do Projeto”, "Objefivo da Pesgquisa™ e
“Avaliagdo dos Riscos e Beneficios™ foram retiradas do arquivo Informagoes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1831428. Datado de 27/08/2021).

Intraducan

0 Gtero & um argac muscular onde o feto se desenvalve. O cancer de iero pode se iniciar em diferentes
partes do argac, pode ocorrer em qualquer faixa etaria, mas & mais comum em mulheres que ja se
encontram na menopausa (INCA 2019). Assim, & classificado como o terceiro tipo de tumor maligno mais
frequente na pupula;ri-:l feminina e a quarta causa de morte por cincer em mulheres no Brasil. E o mais
incidente na regido More (26,241 00 mil) e o segundo nas regices Mordeste (18, 10/100 mil) e Centro-Ceste
(12,35M00 mil) {INCA, 2020).0 cancer de colo de dtero nao possui geralmente uma progressao rapida,
permitinds o rastreaments, diagnostico e fratamento de suas lesdes precursoras, prevenindo o
desenvalvimento extenso de cancer. Com isso, a detecgdo precoce do cancer & uma estratégia para
encontrar um tumeor nurna fase inicial e, assim, possibitar uma intervencao eficaz (INCA, 2018). Outra peca
fundamental no seguiments & o trataments adequados das lestes invasivas e precursoras do oolo do Utero
sac a reprodutibilidade diagnastica dos exames citopatologicos e histopatologicos e o estabelecimento de
mecanismos de controle de qualidade e de educagao continuada dos profissionais envolvidos
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nesses aspectos (SILVA, 2017). Na dassificagac de tumer cervical uienno, as lesdes precursoras do cancer
de colo utering sao dassificadas como NIC |, 1] & NIC 11 {OMS, 2008). Essas sac comumente associadas 3
infecgao pelo Papiloma Virus Humana (HPV), com diversas diferencas de evolugao da doenca entre as
pacientes, incluindo a gravidade dos casos (GOULART et al., 2017). Em meio a categonizacao dos fipes de
HPY, 13 vertentes sao consideradas oncogénicas com maior risco de provocar infecgdes persistentes e
lesbes precursoras. Nesse contexto, os fipos HPY-16 e HPV-18 sao os principais enconfrados no cancer de
colo de Utero, sendo verificados em até 70% dos casos (INCA, 2021). Anteriormente ao diagnostico existe
uma fase pré-clinica (sem sintomas) em gue 3 deteccao de lesdes precursoras pode ser feita por meio do
principal metodo de rastreio o exame preventive, também conhecido como Papanicolaw. Especficamente, o
exame & indolor, simples e rapido. com ele & fefta a nspecao do colo do Utero e da regiac interor da vagina,
alem da coleta de celulas da endocervice e da ectocéndice para que seja feita uma analise citopatologica.
Os resultados podem variar de infecgao pelo HPV ou lesdo de baixo grau, alto grau, negative para cancer e
amastra insatisfataria (INCA, 2020). A definicio de lestes consideradas precursoras do cancer de colo
utering & atribuida nas necplasias infraepiteliais cervicais podendo ser de alto grau ocu nao. (ZHANG et al.,
2020). Atualmente a menor taxa de concordancia diagnostica referente ao diagnostico de lesoes NIC 2, sao
classificadas de maneira emGnea frequentermente, seja por subdiagnastico ou por sobrediagnastico. Tal fato
também ocome por que as lesdes NIC grau 2 s3o identificadas como uma mistura de kesdes transitonias e de
lesdes

verdadeiramente pre-cancerigenas ({MABRTIN & WLEARY, 2011, ZHAMG et al., 2020} Assim, e
imprescindivel a utilizacdo de ferramentas para melhorar a reprodutibilidade diagnostica (SILVA, 2017).
Messe contexta, dados cientificos sugerem o uso de biomarcadores, como o pl16 e o Ki-67,

para auxilio no diagnostico histopatoldgico e nos prognosticos das lesdes intraepiteliais do colo uterino, pois
somente o uso do marcador p18 tem

apresentado limitazoes do seu uso de roting em todos os casos. Além disso, evidéncias apontam gue o Ki-
67 também pode auxiliar na definicio

diagnosfica, no entanto nao ha determinantes suficientes para indicar em que situagdes estaria melhor
indicada sua ufilizagao (SILVA, 2017)A p16 e

uma proteina supressora tumoral responsavel pelo blogueio da afividade das kinases ciclk-dependentes
CDK4/8, no cico celular esta envolvida na

regulacac da transicao da fase G1-5. Com a inativagac dessa proteina ocomem mudangas no cicko celular
que resultam no seu acumulo no nucleo e citoplasma das células afetadas pelo HPY e, consequentermnente,
permitindo a sua identificacdo na imuno-histoquirnica (DA COSTA et al, 2017;
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FUMSELA, 2015). Com 1550, essa proteina pode ser usada como um biomarcador, adicionando uma
significativa precisao diagnostica na avaliacao de lesdes cervicais, principalmente, em lesbes de alto grau e
para avaliar a probabilidade de progressao em lesdes consideradas ainda de baixo risco. Nesse contexto, a
porcentagem de expressac e proporcional ao grau de lesao cervical. (GOULART et al., 2017; ZHANG e
SHEN, 2018). O Ki-87 & um marcador de proteina nac-histonica de profiferacac celular, sendo expressa em
todas as fases do ciclo celular, exceto em G0, tem a funcao de se expressar em crescimento de tumores
Fumanos sugerinds o grau de malignidade (ROBBIMNS E COTRANM, 2005). Messa perspectiva, a positividade
do Ki-87 na imuno-histoguimica demonstra uma crescente proliferagao de lesdes inraepiteliais de baivo e
alto grau. Assim, ha fortes evidéncias de que a p16 e Ki-67 tem correlagio no reconhecimento do HPY
associada 3s lestes cervicais pré-neoplasicas. Detalhadamente, aproliferagao exagerada nas celulas
malignas, que 530 marcadas pelo Ki-87, pode servir de diagnastics para o cancer. Com isso, o Ki-87 parecs
S8 um metodo promissor para o uso em patologia, por ter uma relacac definida entre o ciclo celular,
facilitando e permitindo analises relativaments simples e economicamente viaveis (MUNHOZ, 2008).A4
importancia desse estude &, portanto, a avaliacao dos biomarcadores pi6 e ki-87 na progressao da lesao
cervical de baixo e alio graus, assim como as chances de diferencia-las precocemente. Dessa maneira, os
dados obtidos podem auwdliar no curso do quadro clinico, assim come contribuir no desfecho do diagnostico,
o5 quais implicam no impedimento de tratamentos desnecessarnios.

Hipotese:

- & expressao imunc-histoquimica da p16 & da ki-87 e concomitante a progressac de kestes neoplasicas.

- & expressao imuno-histoquimica da p16 e da ki-67 tem pouca ou baixa utilidade para diferendiar lesbes de
alto & baixo risco.

Metodologia Proposta:

Para o estudo, serao avaliados os laudos de pacientes submetidos ao exame imunchistogquimico para
necplasia intraepitelial cervical no Laboratonio HISTOPATH de Imperatriz-MA&, nos periodos entre agosto de
2018 e julho de 2021. Os laudos utilizades serdo selecionados por conveniéncia, mediante contemplagao
dos criterios de inclusao e exclusac da pesquisa. Desse modo, dos laudes imunchistoguimico serac
extraidas as informagdes referentes a dassificagao histologica do tumeor e sua graduagao histologica,
levando em consideracao a classificacdoe de Bethesda 1888.
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Concomitantemente, dos laudos dos exames imunochistoquimicos serao obtidos os dados acerca da
presenga dos biomarcadores ki-87 e p16 possibilitande a classificagao molecular do tumer. Ademais, os
casos com diagnastico de NIC serdo separados daqueles sem NIC. Assim, o grupo controle sera formado
por pacientes sem neoplasia intraepitelial cervical & 3 expressac do biomarcador p16 e ki-67 naquelas com
lesao intraepitelial cervical sera graduada pela sua intensidade. Posteriormente, os dados coletados serao
avaliados estatisticamente atraves de Software especifico, que possibilita o cruzamento de dados e, com
iss0, sera possivel avaliar a relagao existente enftre os marcadores prognasticos e fatores clinizopatologicos
dos participantes da pesquisa. A populagac do estudo serd composta pelos pacientes admitidos no
Laboratorio Histopath —

Patologia e Citopatologia Diagnostica, um estabelecimento privado. A amostragem do estudo sera estimada
com base nos prontuarios admitidos no local, em que por meio de uma consulta prévia no espago, foram
verificados 40 pacientes elegiveis.

Critério de Inchssao:

Messe projeto, serao induidos dados coletados a partir de prontuarios de pacientes admitidos no periodo de
agosto de 2018 a julho de 2021, devido a logistica de processamento e armazenamento desses
documentos, no laboratorio referido que preencherem os critérios a seguir:

1. Pacientes adultos, do sexo feminino, acima de 18 anos, diagnosticades com neoplasia intraspitelial
cervical.

2. Acompanhados no laboratorio citado,enquadrados no penodo definido do estudo.

Criterio de Exclusao:

Serao excluidos os pacientes que, durante a analise do prontuaric:

1. Apresentarem idade inferor 3 18 ancs.

2. Pacientes com bidpsia apresentando material insuficiente ou com diagnostico de carcinoma invasor.

Metodologia de Analise de Dados:

A obten¢ao dos dados sera realizada atraves da analise de prontuarics. Sera utilizada a versao 16 do
programa Microsoft Excel para a tabulagao dos dados. Posteriormente, as analises estatisticas serao
efetuadas com o programa Software Statistical Package for the Sodial Sciences 22.0 para
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Windows (SPSS Inc. versio 22.0.0.0).

Desfecho Primario:

Espera-se, por meio dos resultados obfidos nessa pesquisa, que haja relagao entre a expressao da proteina
p16 e ki-B67 e o grau de progressao histologico da neoplasia intraepitelial cervical, sendo identificadas
porcentagens em ascensac de acordo com a gravidade da lesso. Dessa maneira,o projeto nao apresenta,
em um primeiro momento, implicagdes praticas diretas aos pacientes. Apesar disso, 05 dados obtidos
podem colaborar

para o estabelecimento dos fatores que levam a mortalidade e necessidade de procedimentos cirlngicos.
Alem disso, como a utilizagao desse metodo ainda € escassa na regiso para lesdes infraepiteliais cervicais,
ESPEra-5e Uma contribuicao para a area médica come uma possibilidade para um diagnostico precoce, bem
coma para uma melhor diferenciagdo entre lestes de baino e alto graus.

Tamanho da Amosira no Brasil: 40

Havera uso de fontes secundarias de dados (prontuarios, dados demograficos, etc)?
Nao

Estudo & MulticEntrico no Brasil?

Mao

Propce dispensa do TCLE?
Sim

Justificafiva:

Solicito, perante este Comité de Etica em Pesquisa, a dispensada utilizagao do TERMO DE
CONSENTIMEMTS LIWVRE E ESCLARECIDO —TCLE para a coleta de dadoes, tendo em vista gue o mesmo
utilizara somente informagdes obtidas a partir de laudos. em que o pesguisador ndo tera,
em nenhurm moments do estudo contato direto com o paciente. Messes termos, me compromeio a cumprir
todas as direfrizes e normas reguladoras descritas na Resolugao CNS n® 48612 e suas complementares.
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Havera retencdo de amostras para ammazenamento em banco?

Mao

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Pimaric:

Analisar o vinculo entre o grau de progressao histologico das necplasias intraepitelisis cenvicais utednas e a
expressac munc-histoquimica para pl6 e da ki-67.

Objetivo Secundario:

Averiguar a expressans imuno-histoquimica da p168 e da k87 em pacientes com pesquisa de HPY de alto
grau positiva pela técnica de PCR.Estratificar a populacdo acometida. Verificar a correlagao entre os
possiveis indicadores. Verificar grau de malignidade MNIC com a presenca

dos marcadores pl6 e k-87.

Awaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O's riscos possiveis de ocorrer sao: divulgacao de dados confidenciais e risco & seguranca dos laudos
analisados. Messe contexto, para minimiza-los, serao aplicadas as normatizaces de confidencialidade e de
sigilo dos laudos dos pacientes contidas na Resolugao do Conselho Macional de Salde n® 466, de 12 de
dezembro de 2012 Ademais, o5 nomes dos pacientes estardo em sigilo, pois a pesquisa sera fieita a partir
do numers da bidgpsia.

Beneficios:

Explanandc os beneficios, a pesguisa permite, principalmente nos casos em gue haja divida, uma
possibilidade alternafiva na terapufica, para deferminar a conduta de pacientes com neoplasia intraspitelial
cervical, com isso wma abordagem mais conservadora pode ser analisada em detrimento a metodos
cirurgicos possivelmente desnecessanios. Ademais, essa conduta pode trazer beneficios e € powco utilizada
pedos profissionais especialistas da cidade. contribuindo assim para a ampliagao das opgoes relacionadas
ao diagnostico precoce de uma quest3o de salde plblica ainda bastante frequente no pais.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo relevante pois o cancer de colo de Utero & o terceiro tipo de turmor maligno miais comum em
mulheres e a quarta causa de morte por cancer em mulheres no Brasil. Nesse contexto, a neoplasia nao
possul geralmente uma progressao rapida, permitindo o rastreamento, diagndstico
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g tratamento de suas lesdes precursoras, prevenindo o desenvolvimento extenso do cancer. Ademais, as
lestes nomeadas necplasias infraspitefiais cervicais (NIC) s3o identificadas como precursoras do cancer de
colo utering & seu diagnosfico precoce e preciso e fundamental para a escolha da melhor conduta. Desse
madao, alguns biomarcadores, coma o pl8 e o Ki-87, estao sendo utilizados para ausilio no disgndstico
histopatodogics e nos prognasticss das lesdes intraepiteliais do colo utering, pois somente o uso do
marcador p1@ tem apresentado Iim'rta;::':-e-i 4o seuw uso de rotina em

todos os casos. Apesar do avango soibre o conhecimento em relagao as lestes neoplasicas do colo utering,
ainda ha uma alta taxa de discordancia interobservador e um diagnastics ndo t3o daro em alguns tipos de
lesdes, nos quais pode haver emo terapéutico por conta de uma

falha mo momento de classificagao. Desse modo, a importancia do estudo a ser realizado & ampliar as
alternativas para que as neoplasias intraspitelizis cervicais sejam identificadas e classificadas com maior
eficiéncia, bem como a escolha terapéutica a ser realizada, implicando na diminuigao dos maleficios
Causados a5 paclentes por um dlagnostico pouco elucidativg em UMa reglias na qual © metodo
imunchistogquimico para p18 e Ki-67 ainda € pouco utilizade.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O protocolo apresenta documentos referente aos “Termaos de Apresentacao Obrigatoria™

Falha de roste, Orgamento financeiro detalhado, Cronograma com etapas detalhada,

Termo de Dispensa do TCLE, Autorizagdo do Gestor respensavel do local para a realizacio da coleta de
dados e Projeto de Pesguisa Original na integra em Word. Atende a Morma Operacional no 001/2013 {kem
3 3.3).

Recomendagdes:

1.Apcs o termina da pesquisa o CEP-HUUFMA sugere que os resultados do estudo

sajam devahidos aos participantes da pesouisa ou 3 msmn:in oue auborizou 3

coleta de dados de forma anonirmizada.

2 Afentar para o pericdo da coleta de dados gue nde pode ser anterior 3 aprovacso

do protocolo de pesquisa pelo CEP. Cronograma discordante entre projeto na integra em word & PB: E
necessario fazer revisdo nas etapas do cronograma gue consta no projets em word, considerando a
importancia da sua unificagao com o que consta no PB ONLINE.

Conclusdes ocu Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
0 PROTOCOLD nao apresenta chices élicos, portanto atende aos requisitos fundamentais
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da Resoclugdo CNS/IMS n° 486/12 e suas complementares. sendo considerado
APROVADO.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa—CEP-HUUFMA, de acordo com as airibuiches

definidas na F'.EEJ:I-ILII_:_:]?'-I:- CMS n® 4862012 e Norma Operacional n®. 001 de 2013 do

CHMS, manifestase pdaAPHWAt;ﬁD do projeto de pesquisa proposio.

Eventuais medificagoes ao protocolo devem ser inseridas 3 platafiorrma por meio de

emendas de formma clara e sucinia, ideniiicando a parfe do proiocolo a ser modificada e suas
justificativas. Relatofics parcial e final devem ser apresentados

ao CEP, inidalmente apos a coleta de dados & a0 término do estudo.

Este parecer fol elaboradoe baseado nos documentos abaxe relacionados:

Tipo Documento Arguinvg Fostagem Autor Situagao
Informagoes Basicas|PB_INFORMAQOES_BASICAS DO P | 27082021 Aceito
|dg Projeto ROJETD 1831426 pdf 14218
Projeto Detalhado /! | TOCSaral docx ZTI0EM2021 | sara brandao dos HAceito
Brochura M4dc24 | santos
rochura Pesquisa | TCGoaral pdt 2102021 | 5ara brandao dos Acero
11:3405 | =antos
De-:laa_ln:.a'lu de AUTORIZACAD jpg ZH02021 | sara brandao dos Aceito
Instituicao e 112532 |sankos
|EE§ | emmos de | DISFENSATCLE pdf ZNUNA02T | sara brancao cos Acero
Aszsentimento / MZEI | =anfos
Justificativa de
Auséncia
Folha de Fosto Plataforma. pdr 2A 2021 | sara brandao dos Aceio
12038  |=anfos

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da COMEP:
MNao
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APENDICE A: Declaragio do Fiel Depositario.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
Fundagdo Instituida nos termos da Lel n° 5.152, de 21/10/1966 - Sio Luis - Maranhéo.

COORDENAGAO DE MEDICINA

TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

9 -
Eu, N

_CPF:_Q04. 5J5. §03-0b Enderego: o 0/,
‘ 4 - Cargo:__lwunmiboding
, fiel depositario da base de dados da instituigdo VIGILANCIA EM
SAUDE situada em IMPERATRIZ-MA, declaro que os pesquisadores GUILHERME
GRAZIANY CAMELO DE CARVALHO, EVELINE BRANDAO MADEIRA e SARA
BRANDAO DOS SANTOS estdo autorizados a realizar nesta instituigdo o projeto de
pesquisa “O IMPACTO DA MARCAGAO IMUNO-HISTOQUIMICA PARA P16INK4A E
KI-67 NA PROGRESSAO DO GRAU DE LESAO INTRAEPITELIAL CERVICAL
UTERINA”, cujo objetivo geral é “Analisar o vinculo entre o grau de progressao histologico

das neoplasias intraepiteliais cervicais uterinas e a expressao imuno-histoquimica para
p16 e da ki-67".
Ressalto que estou ciente de que serdo garantidos os direitos, dentre outros
assegurados pela resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude:
1) Garantia da confidencialidade, do anonimato e da ndo utilizagdo das
informagdes em prejuizo dos outros;
2) Que nao havera riscos para o sujeito de pesquisa;
3) Emprego dos dados somente para fins previstos nesta pesquisa,
4) Retorno dos beneficios obtidos através deste estudo para as pessoas e a
comunidade onde o mesmo foi realizado.
Informo-lhe ainda, que a pesquisa somente sera iniciada apds a aprovagdo do
Comité de Etica em Pesquisa - CEP, para garantir a todos os envolvidos os referenciais
basicos da bioética, isto &, autonomia, ndo maleficéncia, benevoléncia e justica.

Imperatriz, 13 de ﬂm\‘nﬁ de 2021

\"m a0

Adunmsrranora
CRA - MA 08148

(ASSINATURA E CARIMBO)

N — ) - _____"AUniversidade que cresce com
Campus de Imperaliiz - Cenlro de Ciéneias Sociais, Saude e Tecriologia novacao e inclusao social®
Rua Urbano Santos, s/n - Imperatriz-MA - CEP: 65980-000

Fone(99) 3529-6012 /6014 - Site' www.ufma.br
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APENDICE B: Termo de Compromisso de Utilizacio de Dados.

TERMO DE COMPROMISSO NA UTILIZAGCAD DOS DADOS, DIVULGAGAO
E PUBLICACAO DOS RESULTADOS DA PESQUISA

Os} pesquisadories) do projeto “0 IMPACTOS DA MAHCN;-E.D IBILIMC-
HISTOQUIMICA PARA P18INK4A E KI-67 NA PROGRESSAD DO GRAL DE
LESAD INTRAERITELIAL CERVICAL UTERIMA™ sa comprometem a utilizar os
dados coletados na pesquisa somente para fins cientificos, garantinde divulgar
& publicar os resultados enconirado sejam eles favoraveis ou n&o, resguardando

o5 interesses dos sujeitos envolvidos, quanio ao sigilo & & confidencialidade.

Imperatriz, 100082021

}r 1
Praof. Dir. GUIU—IEFKﬂéMﬁ.NT CAMELO DE CARVALHO

Docente do curso de BMedicima
Universidade Federal do Maranhao

Bodiine.

Me. EVELINE BRAMNDAD MADEIRA
Medica Patologists

[ 2 1 0 D 1
B T B T

SARA BRANDAD DOS SANTOS

Discante do curso de Medicing
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APENDICE C: Solicitacio de Dispensa de TCLE.

at My

T 3 ',. 3
v 5 ]
i, o

% Pty

SCIIJCITA';ED DE DISPEMNSA DO TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

ITULO DO ESTUDO: Impacto da marcagao imuno-histoquimica para p1Ginkda

e ki-G67 na progressao do graw de lesao intraepitelial cervical utering.

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Guilhermie Graziany Camelo De Carvalho
Pesquisador: Sara Brandéo Dos Santos

Eu, Guilherme Graziany Camelo De Carvalho, portador do CPF n® 012 856 223-
40, pesquisador responsavel pelo projeto “impactc da marcagdo imuno-
histoquimica para p18ink4a e ki-67 na progressao do grau de lesac intraepitelial
cervical uterina”, solicito, parante este Comité de Etica em Pesquisa, a dispensa
da utilizacdo do TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO —
TCLE para a coleta de dados, tendo em vista que o mesmo utilizara somente
informagies obtidas a partir de laudos, em que o pesquisador ndo terd, em
menhum momenic do estudo confato direto com o paciente. Messes termos, me
comprometo & cumprr todas as diretrizes e nomas regulsdoras descrtas na
Resolugio CHS n® 486/12 e suas complementares.

Universidade Federal do Maranhao
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