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RESUMO

Objetivo: identificar os principais marcadores imunohistoquimicos para diferenciacdo de lesdes
intraepiteliais escamosas de alto grau no colo uterino e analisar os diferentes métodos de
interpretacdo. Método: revisdo sistematica com metanalise. Apds busca nas bases Cochrane,
Embase, Scopus e Web of Science, realizada em margo de 2021, incluiram-se 51 artigos de caso-
controle que descreveram biomarcadores imunohistoquimicos de lesdes intraepiteliais escamosas de
alto grau no colo uterino em biépsia cervical, publicados entre 2000 e 2021. Resultados: os
biomarcadores p16INK4 e Ki-67 foram destaques nas lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau
no colo uterino. Em relagéo aos artigos que estudaram apenas p16INK4 e/ou Ki-67, foram descritos
sete diferentes métodos para interpretagdo imunohistoquimica para expressédo de p16INK4 e trés
métodos para Ki-67. Conclusdo: entre os métodos encontrados, a coloragdo nuclear ou
citoplasmatica por camadas de epitélio (sem coloragéo ou coloragéo focal = negativa; marcagao difusa
= positiva) se apresenta como o mais significativo para interpretagédo do biomarcador p16INK4 (OR =
13,97; 1C95%: 7,93 — 24,63; Z = 9,12; p < 0,00001) e do biomarcador Ki-67 (OR = 8,47; 1C95%: 3,75
—19,14; Z = 5,13; p < 0,00001) em lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau no colo uterino,
quando comparados a lesdo de baixo grau. Conclui-se, portanto, que este é o método
imunohistoquimico mais seguro para interpretar essas lesdes. Registro PROSPERO:
CRD42020210747.

Descritores: Lesbes intraepiteliais escamosas; Colo do utero; Biomarcadores; Imunohistoquimica;
Reviséo sistematica.

ABSTRACT

Objective: to identify the main immunohistochemical markers for differentiating high-grade squamous
intraepithelial lesions in the cervix and to analyze the different interpretation methods. Method: a
systematic review with meta-analysis. After searching the Cochrane, Embase, Scopus, and Web of
Science databases, conducted in March 2021, 51 case-control articles describing
immunohistochemical biomarkers of high-grade squamous intraepithelial lesions of the cervix in
cervical biopsies, published between 2000 and 2021, were included. Results: the biomarkers p16INK4
and Ki-67 were prominent in high-grade squamous intraepithelial lesions in the cervix. Regarding the
articles that studied only p16INK4 and/or Ki-67, seven different methods for immunohistochemical
interpretation of p16INK4 expression and three methods for Ki-67 were described. Conclusion:
among the methods found, nuclear or cytoplasmic staining by epithelial layers (no staining or focal
staining = negative; diffuse staining = positive) appears to be the most significant for interpreting the
p16INK4 biomarker (OR = 13.97; 95%Cl: 7.93 — 24.63; Z = 9.12; p < 0.00001) and the Ki-67 biomarker
(OR =8.47; 95%Cl: 3.75-19.14; Z = 5.13; p < 0.00001) in high-grade squamous intraepithelial lesions
of the cervix, when compared to low-grade lesions. Therefore, it is concluded that this is the most
reliable immunohistochemical method for interpreting these lesions. PROSPERO registration:
CRD42020210747.

Descriptors: Squamous intraepithelial lesions; Cervix uteri; Biomarkers; Immunohistochemistry;
Systematic Review.

RESUMEN

Objetivo: identificar los principales marcadores inmunohistoquimicos para diferenciar las lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado en el cuello uterino y analizar los distintos métodos de
interpretacion. Método: revision sistematica con metaandlisis. Tras la busqueda en las bases de datos
Cochrane, Embase, Scopus y Web of Science en marzo de 2021, se incluyeron 51 articulos de casos
y controles que describian biomarcadores inmunohistoquimicos de lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado en biopsias cervicales, publicados entre 2000 y 2021. Resultados: los
biomarcadores p16INK4 y Ki-67 se destacaron en lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
del cuello uterino. En los articulos que estudiaron tinicamente p16INK4 y/o Ki-67, se describieron siete
métodos diferentes para la interpretacién inmunohistoquimica de la expresién de p16INK4 y tres
métodos para Ki-67. Conclusién: entre los métodos encontrados, la tinciéon nuclear o citoplasmatica
de las capas epiteliales (sin tincién o tincion focal = negativo; tincién difusa = positivo) parece ser el
mas significativo para la interpretacion del biomarcador p16INK4 (OR = 13,97; 1C95%: 7,93-24,63; Z
=9,12; p < 0,00001) y del biomarcador Ki-67 (OR = 8,47; IC95%: 3,75-19,14; Z = 5,13; p < 0,00001)
en lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado del cuello uterino, en comparacién con las
lesiones de bajo grado. Por lo tanto, se concluye que este es el método inmunohistoquimico mas
seguro para la interpretacion de estas lesiones. Registro PROSPERO: CRD42020210747.
Descriptores: Lesiones intraepiteliales escamosas; Cuello del utero; Biomarcadores;
Inmunohistoquimica; Revisién sistematica.
]

Nirliane RB, Luciana XP, Salviane SB, Anderson FB, Edilson LM, Elaine VMSF, Karol FF, Teresinha GS. Biomarcadores
imunohistoquimicos para lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau no colo uterino: revisao sistematica com metanalise. Rev. enferm.
UFPE on line. 2025;19(2):e262675. DOI: https://doi.org/10.5205/1981-8963.2025.262675


https://periodicos.ufpe.br/revistas/revistaenfermagem
https://orcid.org/0000-0002-1737-555X
https://orcid.org/0000-0002-9407-3870
https://orcid.org/0000-0002-0812-8581
https://orcid.org/0009-0008-9634-3601
https://orcid.org/0000-0001-6216-6522
https://orcid.org/0000-0001-9724-5861
https://orcid.org/0000-0003-1352-2513
https://orcid.org/0000-0002-5971-0029
https://orcid.org/0000-0002-2909-9409

Revista de Enfermagem UFPE on line ISSN: 1981-8963
R

Introducao

As lesOes intraepiteliais escamosas do colo do utero séo classificadas em lesbes
intraepiteliais escamosas de baixo grau (low-grade squamous intraepithelial lesions - LSIL)
e lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau (high-grade squamous intraepithelial lesions
- HSIL). Essas lesbes estdo associadas com o Papilomavirus Humano (Human
Papillomavirus - HPV), sendo considerados de alto risco oncogénico os subtipos 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59. A LSIL geralmente regride, entretanto a HSIL é
considerada um precursor do cancer cervical, podendo progredir para carcinoma in situ
quando nao tratada adequadamente. O cancer cervical € uma das principais causas de
mortalidade nas mulheres em todo o mundo, com algumas variagdes entre os paises e suas
regides.’

Para identificar as caracteristicas dessas lesbes, € necessaria avaliagdo histolégica
e, especialmente em casos de HSIL, avaliacdo de caracteristicas imunohistoquimicas.
Identificar essas alteragdes e suas caracteristicas é essencial para o estudo de diagnosticos
diferenciais e intervencdes terapéuticas inovadoras, pois diversos fatores podem contribuir
para um resultado negativo na conizagdo.3®

Entre os motivos que explicam a auséncia de lesdes no colo do utero, os mais
frequentes foram erros na colposcopia, regressédo espontanea da lesao, remogéo completa
das pequenas lesdes durante a bidpsia, erros no material pré-conizagao, resultados falso-
negativos e erro excisional. A revisao da peca patologica e a aplicagao dos biomarcadores
imunohistoquimicos p16INK4 (ou p16) e Ki-67 pareceram melhorar a acuracia e ajudar no
desafio do diagndstico diferencial.®> Desse modo, ja esta bem estabelecido que p16 e Ki-67
sdo biomarcadores substitutos para a presenca de HPV. No entanto, ha relatos de
dificuldades dos patologistas no diagndstico diferencial entre as lesdes intraepiteliais
cervicais, principalmente as HSIL.®

Para este propdsito, objetivou-se identificar os principais marcadores
imunohistoquimicos para diferenciacdo de HSIL e analisar os diferentes métodos de

interpretacéo.

Método

Revisao sistematica, registrada no PROSPERQO (/nternational Prospective Register
of Systematic Reviews), sob numero CRD420202107477, realizada em margo de 2021 nas
bases de dados Cochrane, Embase, Scopus e Web of Science usando a seguinte
estratégia: ((“Squamous Intraepithelial Lesions of the Cervix” OR “High-grade squamous

intraepithelial lesion” OR “cervical intraepithelial neoplasia”) AND (“Biomarkers” OR
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“‘Marker’ OR “inflammatory mediators” OR “inflammatory markers”) AND (“Histology” OR
“‘Immunohistochemistry” OR “Immunofluorescence”)). A revisdo sistematica seguiu o
protocolo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses.®

Buscou-se, com esta revisdo, responder a seguinte pergunta: quais os principais
marcadores imunohistoquimicos para diferenciagdo de HSIL e os diferentes métodos de
interpretagdo? Os descritores foram definidos pelo método PICOS,® configurando o estudo
de revisdo sistematica, com Populagdo (P): mulheres com HSIL no colo do utero;
Intervencédo (I): identificagdo da expressdo de biomarcadores imunohistoquimicos;
Comparacéao ou Controle (C): mulheres com LSIL no colo do utero; Desfecho (O): presencga
ou auséncia da associagao entre expressao dos biomarcadores imunohistoquimicos e HSIL
no colo do utero; Desenho do Estudo (S): caso-controle, comparando a expressdo dos
biomarcadores imunohistoquimicos entre HSIL e LSIL.

Incluiram-se artigos originais que descrevessem biomarcadores imunohistoquimicos
de HSIL na bidpsia do colo uterino de 2000 a 2021. Excluiram-se artigos de revisao, relatos
de caso, artigos com estudos em animais, artigos com estudos in vitro, artigos duplicados
e cartas ao editor. Mediante a natureza secundaria dos dados coletados e analisados no
estudo, ndo houve submisséo deste ao Comité de Etica em Pesquisa.

Por meio da plataforma Rayyan, titulos, resumos e artigos completos foram avaliados
por dois pesquisadores, separadamente, para selecionar estudos para a revisdo, e em caso
de diferengas na selecao entre os dois, um terceiro pesquisador realizou a avaliagao.

Dois pesquisadores extrairam os dados de forma independente, incluindo-os
cuidadosamente na metanalise. Os dados coletados foram titulo, DOI, autores, ano de
publicacado, biomarcador imunohistoquimico e método imunohistoquimico de interpretagao
da expressao de biomarcador.

A metanalise foi realizada usando o software Review Manager 5.3. Para isso, utilizou-
se o método de De Moura et al.'® Valores agrupados de Odds Ratio (OR) com Intervalo de
Confianga (IC) de 95% foram calculados para avaliar a associagcéo entre a expressao de
biomarcadores imunohistoquimicos e HSIL no colo do utero. Os OR agrupados foram
determinadas pelo teste Z, no qual o valor de p <0,05 foi considerado significativo.

A heterogeneidade entre os estudos foi analisada usando os testes estatisticos qui-
quadrado (Q2) e Higgins (12)." Para calcular os OR agrupados, utilizaram-se o modelo de
efeito fixo, quando o P para heterogeneidade foi >0,05 ou 12< 50%, € o modelo de efeito
aleatorio, quando o P para heterogeneidade foi <0,05 ou 12> 50%.12

Este trabalho foi apoiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de

Alagoas, por meio do Programa de Pesquisa para o Sistema Unico de Satude 06/2016.
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Resultados

Um total de 157 artigos emergiram da busca nas bases de dados (Figura 1). Estes

mostraram 130 biomarcadores para lesao intraepithelial escamosa de alto grau no colo do

utero.
Identificagdo dos estudos via base de dados ]
)
o Artigos sobre p16INK4: (n = 77)
'8 Artigos identificados em bases Artigos sobre Ki-67: (n=34)
3 de dados: (n = 157) —»| Artigos sobre p16INK4 e Ki-67: (n = 24)
% Artigos sobre outros biomarcadores: (n =
g 70)
I
Registros de artigos Artigos duplicados: (n = 01)
selecionados: —>» | Artigos com dados insuficientes: (n=29)
(n = 87) apenas sobre
p16INK4 e/ou Ki-67
. '
()
(®)]
©
= — : )
) . Artigos excluidos: (n = 04)
Artigos avaliados para (ndo  se enquadram nos  grupos
elegibilidade (n = 57) imunohistoquimicos a serem analisados)
Artigos incluidos incluidos na Artigos excluidos:
revisdo sistematica —»| Sobre p16ink4: (n=0)
(n =53) Sobre Ki-67: (n=02)
3
1
[8)
£
Artigos incluidos na Artigos incluidos:
metanalise (n=51) —»| Sobre p16ink4: (n=41)
Sobre Ki-67: (n=10)

Figura 1 — Processo de selecao de estudos para revisao sistematica e metanalise. Recife
(PE), Brasil, 2023.

O biomarcador p16INK4 (ou p16) foi o mais estudado nas HSIL no colo do utero,
presente em 77 (55,79%) dos artigos encontrados. Em seguida, o biomarcador Ki-67
aparece em 34 (24,63%) dos artigos, seguido pelos outros 128 biomarcadores estudados

em até sete (5,07%) dos artigos resultantes da busca. Destaca-se que alguns artigos
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estudaram mais do que um biomarcador. Por exemplo, 25 artigos estudaram os
biomarcadores p16 e Ki-67 simultaneamente.

Com base nos biomarcadores mais estudados em HSIL no colo uterino, foram
selecionados, inicialmente, 57 artigos para este estudo. Contudo, foram incluidos 53
artigos, agrupados de acordo com os sete diferentes métodos de interpretagao
imunohistoquimica da expressao de p16 e trés para a expressado de Ki-67: método “A”
(coloragao nuclear ou citoplasmatica por camadas epiteliais: sem coloragdo ou coloragao
focal = negativa; marcacgao difusa = positiva); método “B” (marcagao nuclear por camadas
epiteliais: sem marcagao = negativa; marcacao focal e difusa = positiva); método “C”
(marcacéo por % de células: 0% = negativa; >0% = positiva); método “D” (marcagao por %
de células: <1% de células marcadas = negativa; > ou igual a 1 = positiva); método “E”
(marcagao por % de células: <5% de células marcadas = negativa; > ou igual a 5% =
positiva); método “F” (marcagao por %: <10% = negativa; > ou igual a 10% = positiva); e
meétodo “G” (marcagéo por %: < ou igual a 25% = negativa; > 25% = positiva).

Além dos diferentes métodos de interpretacdo imunohistoquimica mencionados,
foram encontrados outros métodos que usaram mais de um parametro de interpretacao,
sendo eliminados deste estudo.

A expressao do biomarcador p16 nos casos de HSIL no colo uterino foi analisada
em 41 artigos entre 53 incluidos nesta revisdo sistematica. Esses 41 artigos foram
agrupados entre os sete diferentes métodos encontrados nos estudos, com 14 artigos no
método “A”, seis, no método “B”, trés, no método “C”, nove, no método “D”, trés, no método
“E”, quatro, no método “F”, e dois, no método “G”.

Ja a expressao do biomarcador Ki-67 nos casos de HSIL no colo do utero foi
analisado em 12 artigos entre 53 incluidos neste estudo. Esses artigos foram agrupados
entre dois métodos de interpretacdo imunohistoquimica encontrados nos estudos, com
cinco artigos no método “A”, cinco, no método “F”, e dois, no método “G”.

A selecdo dos dados de desfecho para a metanalise foi realizada considerando a
expressao dos biomarcadores p16 and Ki-67 nos casos de HSIL no colo uterino comparado
ao controle definido como lesao intraepitelial escamosa de baixo grau no colo uterino. Esta
analise foi realizada para cada um dos seis métodos de interpretagdo imunohistoquimica
(de “A” a “F”) usados para interpretar expressao de p16 e/ou Ki-67 individualmente. Apenas
no método “G” ndo foi possivel gerar metanalise devido ao numero insuficiente de estudos.
Assim, foram incluidos na metanalise um total de 51 artigos: 41 para p16 e dez para Ki-67.

Em relacao ao biomarcador p16, os métodos “A” e “D” foram os mais estudados para

interpretacdo imunohistoquimica, enquanto o resultado da metanalise revela que o método
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“A” representou o maior OR, com OR = 13,97 (IC95%: 7,93 - 24,63; Z = 9,12; p < 0,00001).

Isso indica que o método “A” (coloragéo nuclear ou citoplasmatica por camadas epiteliais:

sem coloracdo ou coloragdo focal = negativa; marcacéao difusa = positiva) € mais eficiente

para interpretar a expressao de p16 em HSIL e que mulheres com expressao positiva para

p16 tém 13,97 vezes mais chance para desenvolver HSIL, quando comparadas com LSIL

e aquelas sem expressao positiva para p16. O método “B” apresenta OR = 6,35 (IC95%:
4,18 - 9,65; Z = 8,67; p< 0,00001) para o biomarcador p16 (Figura 2).

Odds Ratio

Odds Ratio
M-H, Random, 95% CI

19.62 [0.94, 409.82]
17.64 [4.44, 70.07]
12.94 [1.49,112.44]
69.63 [15.80, 306.86)
10.40[1.30, 8323
31.89 [13.30, 76.48]
17.26[0.79, 378.73]
4.40(2.31,8.39]
3.33[0.25, 45.11]
5.50[1.63,18.52
18.57 [1.95, 176.48]
18.48(7.72, 44.27]
2016 [0.92, 441 .70]
17.91 [0.83, 384.12]

Methodology A
HSIL LSIL
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI
Dioufetal., 2020 7 7 6 14  29%
Eleutério Junior et al., 2007 2 26 5 26 9.0%
Garcia et al, 2008 23 24 16 25 51%
Gurrola-Diaz et al., 2008 40 67 2 96  8.3%
Howitt et al , 2013 26 27 40 6 54%
Kanthiya etal., 2016 48 61 11 106 13.2%
Klaes etal., 2002 53 53 15 17 29%
Mandal etal., 2020 6B 96 25 75 154%
Pandey etal., 2018 2 3 3] 16 3.8%
Reuschenbach etal,, 2012 44 50 12 21 10.2%
Shietal, 2019 13 20 1 11" 4.8%
Stoleretal., 2018 155 161 95 163 13.2%
Van Baars etal,, 2015 62 62 15 17 29%
Yangetal, 2013 938 98 27 29 2.9%
Total (95% CI) 755 672 100.0%

Total events 698 276

Heterogeneity: Tau®= 0.43; Chi*= 23.97, df=13 (P = 0.03), F= 46%

Test for overall effect: Z=9.12 (P = 0.00001)

Methodology B

13.97 [7.93, 24.63]

-

0.01

01

10 100

Favours [experimental] Favours [control]

HSIL LSIL Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Branca et al., 2004 95 117 7 20 16.5% 8.02[2.87, 22.45] .
Galganoetal, 2010 285 304 265 394 B67.3% 7.30[4.39,12.16] i
Guo etal., 2011 57 60 24 27 6.3% 2.38 [0.45,12.61) —
Keating et al., 2001 34 37 21 24 B1% 1.62[0.30,8.78] ]
Ordi et al., 2009 19 19 1 13 1.8% 8.48[0.37,192.50] *
Shietal, 2007 14 14 26 34 20% 9.30 [0.50,173.01] >
Total (95% CI) 551 512 100.0% 6.35 [4.18, 9.65] L 2
Total events 504 354
Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*= 4.44, df= 5 (P = 0.49); F= 0% o 01 10 100

Test for overall effect: Z=8.67 (P <= 0.00001)

Favours [experimental] Favours [control]

Figura 2 — Forest plots de comparagdes que usaram os métodos “A” e “B” para interpretar

a expressao de p16 em lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau no colo uterino. Recife

(PE), Brasil, 2023.

A Figura 3 mostra que o método “C” apresenta OR = 5,06 (IC95%: 2,31 —11,07; Z =
4,05; p< 0,0001) para o biomarcador p16, o método “D” apresenta OR = 8,60 (IC95%: 3,71
—19,72; Z = 5,02; p< 0,0001) e 0 método “E” apresenta OR = 11,99 (IC95%: 2,80 — 51,34;
Z =3,35; p =0,0008) para o biomarcador p16. A Figura 4, por sua vez, mostra que o método
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“F” apresenta OR = 6,93 (IC95%: 2,92 — 16,45; Z = 4,39; p< 0,0001) para o biomarcador

p16.

Methodology C

HSIL LSIL Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
De Melo; Lancellotti; Da Silva, 2016 69 143 6 41 71.7% 5.44(215,13.73]
lzadi-Mood et al., 2012 10 11 9 1" 9.4% 2.22[017, 28.86]
Queiroz et al., 2006 23 25 10 15 19.0% 5.75(0.95,34.79] =
Total (95% Cl) 179 67 100.0% 5.06 [2.31,11.07] i
Total events 102 25
Heterogeneity: Tau?= 0.00; Chi*= 0.44, df= 2 (P = 0.80); F= 0% 40 07 051 1¢0 100:
Testfor overall effect: Z= 4.05 (P < 0.0001) Favours [experimental] Favours [control]
Methodology D
HSIL LSIL Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Eleutério Jr., 2007 12 13 4 26 B83% 66.00[6.61,659.23] —F
Gajaninetal,, 2015 20 27 3 7 11.3% 3.81[0.68, 21.42] o - ——
Hanetal, 2011 72 72 30 32 56% 11.89[0.55, 254.93] *
Huetal, 2004 94 97 20 45 143% 3917[10.77,142.45) —_—
Kimetal, 2015 62 66 22 3 145% 6.34[1.77,22.68] =
Klaes etal., 2001 92 92 40 47 6.1%  34.26([1.91,614.24] —_—
Lakshmi; Rema; Somanathan, 2009 45 48 28 34 131% 3.21[0.74,13.90] = = =
Salcedo; Silveira; Zettler, 2008 43 46 43 47 12.4% 1.33[0.28,6.32) -_1T
Tozawa-Ono, 2012 32 38 7 19 14.4% 9.14[2.55,32.77] ——t
Total (95% CI) 499 288 100.0% 8.60 [3.71,19.92] i
Total events 472 197
Heterogeneity: Tau®= 0.85; Chi*= 17.68, df= 8 (P = 0.02); F=55% 50 o1 011 14 1001
Testfor overall effect Z= 5.02 (P < 0.00001) Favours [experimental] Favours [control]
Methodology E
HSIL LSIL Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% Cl M-H, Random, 95% CI
Huetal, 2018 26 27 21 28 227% 8.67[0.99,76.12] b
Liu etal, 2015 69 100 15 50 41.1% 510 [2.48,10.87) ——
Selvietal, 2014 120 146 4 37 36.1% 38.08([12.41,116.81] —a—
Total (95% CI) 273 115 100.0% 11.99 [2.80, 51.34] =R
Total events 215 40

it 12 = . == - - R = I 1 } 1
Heterogeneity: Tau*=1.20; Chi*=8.52,df=2 (P=0.01); F=77% o1 01 10 100

Testfor overall effect: Z= 3.35 (P = 0.0008) Favours [experimental] Favours [control]

Figura 3 - Forest plots de comparagbes que usaram os métodos “C”, “D” e “E” para
interpretar a expressao de p16 em lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau no colo
uterino. Recife (PE), Brasil, 2023.

Methodology F

HSIL LSIL Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Cavalcante etal., 2012 20 23 6 31 198% 27.78([6.16,125.18] I a—
Lesnikova et al., 2009 390 414 180 249 426% 6.23([3.79,10.24] ——
Mazibrada et al., 2008 42 42 7 8 6.0% 17.00([0.63, 457.88] >
Zhao et al., 2006 81 88 74 92 31.5% 281[1.11,7.12) —
Total (95% ClI) 567 380 100.0% 6.93 [2.92, 16.43] B
Total events 533 267

o TalEe . AhiE= = L R I 4 t |
Heterogeneity: Tau®=0.39; Chi*=6.94, df=3 (P=0.07); F=57% 001 01 10 100

Testfor overall effect. Z= 4.39 (P < 0.0001) Favours [experimental] Favours [control]
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Figura 4 - Forest plots de comparagdes que usaram o método “F” para interpretar a
expressao de p16 em lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau no colo uterino. Recife
(PE), Brasil, 2023.

Os métodos “A” e “F” foram igualmente estudados para o biomarcador Ki-67 (Figura
5), mas o desfecho da metanalise revela que o método “A” representou o mais alto OR,
com OR = 8,47 (IC95%: 3,75 - 19,14; Z = 5,13; p < 0,00001). Isso indica que o método “A”
€ também mais eficiente para interpretacdo da expressao de Ki-67 em HSIL, e que
mulheres com expresséao positiva para Ki-67 tem 8,47 vezes mais chance de desenvolver
HSIL em relagcdo ao LSIL, quando comparadas aquelas que n&o tem expressao positiva
para Ki-67. A Figura 5 também mostra que o método “F” apresenta OR = 6,44 (IC95%: 2,11
-19,66; Z = 3,27; p = 0,001) para o biomarcador Ki-67.

Methodology A
HSIL LSIL Odds Ratio (Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% Cl M-H, Random, 95% CI
Cavalcante et al., 2012 17 23 10 31 231% 5.95(1.80,19.70) —
Hawitt et al., 2013 N n 6 56 26.2% 404142 11.52) —
Kanthiya et al., 2016 46 61 24106 33.4% 10.48[5.00, 21.94] ——
Keating etal., 2001 18 19 15 21 10.4% 7.20[0.78,66.63) -
Yangetal, 2013 98 93 14 29 6.9% 21059[11.94,3712.68) _—
Total (95% Cl) 228 243 100.0% 8.47[3.75,19.14) S
Total events 200 89
Heterageneity Tau®= 0.38; Chi*=7.62, df=4 (P=0.11); F=47% lﬂ 01 051 15[] 100:
Testfor overall effect. 2= 513 (F < 0.00001) Favours [experimental] Favours [control]
Methodology F
HSIL LSIL Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Hebbar, Murthy, 2017 19 20 710 144% 8.14[0.72,91.89) o
Min; Pu; Gu, 2018 36 40 27 34 275% 2.33(0.62,8.79) R A
Mitildzans etal., 2016 28 28 6 20 109% 127.15[6.69, 241753 —_—
Panjkovic; Ivkovic-Kapicl, 2006 27 38 0 7 11.0%  20.45[1.09,383.97] >
Zhao etal., 2006 79 88 65 92 36.2% 3.65[1.60,8.30) ——
Total (95% Cl) 214 163 100.0% 6.44 [2.11,19.66) el
Total events 184 105

i = F= =4(P= R= ; } } |
Heterogeneity: Tau?=0.72; Chi*=7.88, df=4 (P=0.10); F= 49% 001 01 10 100

Testfor overall eflect. 2= 3.27 (P = 0.001) Favours [experimental] Favours [control]

Figura 5 - Forest plots de comparagdes que usaram os métodos “A” e “F” para interpretar
a expressao de Ki-67 em lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau no colo uterino.
Recife (PE), Brasil, 2023.
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Além disso, foi encontrada heterogeneidade em 14 comparagdes que usaram o
método “A” para interpretar a expressao de p16 (12 = 47%; P = 0,03). Por outro lado, em
cinco comparacdes de interpretacdo da expressdo do Ki-67 pelo método “A”, nao foi
detectada heterogeneidade (1> = 47%; P = 0,11).

Discussao

Diante da dificuldade de diagndstico diferencial entre as lesdes do colo uterino,
apenas pela morfologia, a imunohistoquimica (IHQ) se torna uma alternativa a ser aplicada
para identificagdo de biomarcadores especificos de cada tipo de lesdo.'® Na pratica clinica,
a IHQ ja tem sido amplamente usada para diferentes tipos de cancer, e muitos estudos tém
indicado a importancia da sua aplicagdo ndo s6 para o diagnostico, mas também para
indicagdo de terapias personalizadas.'

Esta revisao sistematica indica que p16 e Ki-67 sdo os principais biomarcadores para
HSIL do colo uterino. De fato, os biomarcadores se mostram mais eficazes na confirmacéao
de presenca de anomalias maiores, como no caso de HSIL, do que para alteragdes
menores como LSIL." Varios estudos ja destacaram a forga da expressdo desses dois
biomarcadores em HSIL no colo do utero. A expressdo do biomarcador p16 tem sido
amplamente aplicada e estudada no diagnostico de HSIL no colo uterino, enquanto que,
em segundo plano, a expressao do biomarcador Ki-67 também se mostrou importante para
esse diagnostico. 520

Esses resultados podem ser relacionados a propria patogénese da HSIL, pois
embora LSIL e HSIL estejam relacionadas a infecgdo pelo HPV, na HSIL, tem-se
identificado a associagao com tipos de HPV de alto risco, enquanto que LSIL apresenta
principalmente HPV de baixo risco. Um dos HPV de alto risco mais encontrado entre
pacientes com HSIL é o HPV-16, cuja maior persisténcia no organismo aumenta as chances
de progredirem para neoplasias malignas devido a produgéo de oncogenes como E7.21-24

Para compreender a relacdo da expressao dos biomarcadores p16 e Ki-67 com a
patogénese de HSIL, é necessario considerar a biologia do ciclo celular. A proteina p16
(também conhecida como p16INK4A) é uma proteina supressora de tumor, a qual atua na
regulacédo da progressao do ciclo celular por meio da inibicdo de quinase dependente de
ciclina, mais especificamente a CDK4/6. Essa inibicdo impede a fosforilacdo da proteina
retinoblastoma (pRB), a qual entdo continua a bloquear o fator de transcricao E2F,
impedindo a transcrigdo de genes relacionados a progresséo do ciclo celular.?® Na infecgdo

pelo HPV-16, ha produgéo de oncoproteina viral E7, que se liga a pRB, inativando-a, e E2F
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¢ liberado e entdo passa a atuar na expressao de genes que levardo a progressao do ciclo
celular. Consequentemente, ocorre uma regulacdo positiva de p16, resultado de um
mecanismo de feedback negativo da célula.?

Além disso, como consequéncia da progressao desregulada do ciclo celular
resultante da agao da oncoproteina viral E7, havera aumento do numero de mitoses. Ki-67
€ uma proteina nuclear presente nas fases do ciclo celular, sendo usada, portanto, como
marcador de proliferacdo celular para investigacdo de diagnodsticos de neoplasias.
Ressalta-se a importancia da avaliagado histopatoldégica por hematoxilina e eosina em
conjunto para avaliar a presenga de mitoses atipicas.32”

Portanto, a expresséao difusa de p16 e Ki-67 esta associada a patogénese da HSIL,
a qual esta relacionada a prevaléncia de HPV de alto risco e, assim, maior agcdo do
oncogene E7. Este leva a desregulagéo do ciclo, com consequente superexpressao de p16,
resultante do mecanismo de feedback negativo da célula, conforme descrito anteriormente,
e aumento também da expressao de Ki-67, resultante do aumento do numero de mitoses,
gquando comparados com LSIL.

Recente estudo de revisao mostrou a importancia clinica do rastreamento do cancer
cervical, enfatizando a necessidade e sucesso de diferentes ferramentas que direcionem
precisamente a decisao clinica e o tratamento correto para o paciente, como a marcagao
dupla para p16/ki67.22 Além disso, outros recentes estudos tém mostrado o papel da IHQ
para p16 e ki67 na distingéo entre HSIL e LSIL.2%3" Porém, este estudo ¢ a primeira revisdo
sistematica com metanalise a mostrar, de forma criteriosa, a relacdo da expressao desses
biomarcadores como ferramenta complementar nos casos de diagndstico diferencial de
HSIL.

E importante destacar que, na presente revisdo sistematica, observou-se que o
diagndstico imunohistoquimico para HSIL no colo do utero tem sido realizado por uma
variedade de métodos de analise da marcacao no tecido biolégico, sendo que até sete
diferentes métodos de interpretacdo imunohistoquimica foram identificados para interpretar
as expressoes de p16 e Ki-67. Este resultado indica a falta de padronizacao neste tipo de
analise, podendo interferir no diagndstico final. Estudo evidenciou que ainda existe
dificuldades na interpretagdo da marcagéo IHQ, principalmente para p16.'% Portanto, para
a metanadlise, estabeleceram-se subgrupos segundo o método de interpretacao
imunohistoquimica utilizado nos dados extraidos, com o objetivo de reduzir a influéncia
desse fator na heterogeneidade do tamanho do efeito entre os estudos.

Embora todas as analises dos subgrupos tenham mostrado uma relagéo positiva

entre a presenca dos biomarcadores e HSIL, nota-se que mesmo os diferentes métodos de

DOI: 10.5205/1981-8963.2025.262675 @@® ccBY4.0



Revista de Enfermagem UFPE on line ISSN: 1981-8963
R

interpretacdo imunohistoquimica com classificagao semelhante apresentam uma diferenca
importante na leitura da expressédo dos biomarcadores. Entre os métodos encontrados, o
meétodo “A”, por meio de coloragao nuclear ou citoplasmatica por camadas do epitélio (sem
coloragcédo ou coloragédo focal = negativa; marcacao difusa = positiva), apresenta maior
significAncia para interpretacdo da expressao de p16 em HSIL, com o maior OR entre os
subgrupos analisados (OR = 13,97; IC95%: 7,93 - 24,63; Z = 9,12; p < 0,00001), quando
comparados a LSIL. Da mesma forma, este método teve maior significAncia para
interpretacéo do biomarcador Ki-67, com maior OR (OR = 8,47; 1IC95%: 3,75 - 19,14; Z =
5,13; p<0,00001). Portanto, o método “A”, que considera coloragdo nuclear ou
citoplasmatica por camadas do epitélio, sendo sem coloragdo ou coloracdo focal
considerado negativo e marcagao difusa considerada positiva, foi 0 que mostrou maior OR.
Tal resultado indica que o método de analise da IHQ pode aumentar as chances de
identificar casos clinicos de HSIL e, assim, interferir na tomada de decisdo em relacéo ao
paciente.

Algumas limitagdes desta revisdo sistematica e metanalise se referem a inclusédo
apenas de biomarcadores imunohistoquimicos, mas existem outros marcadores a serem
estudados neste contexto, como marcadores imunoldgicos e genéticos. Ainda, o desenho
do estudo gerou um tempo prolongado para a busca, analise e interpretagdo dos dados.
Portanto, é possivel que artigos recentes ndo tenham sido incluidos nesta reviséo e

metanalise.

Conclusao

O diagnéstico de HSIL no colo do utero pode ser realizado por diferentes métodos.
Para garantir a seguranca clinica da mulher, € fundamental seguir evidéncias cientificas,
com critérios especificos. Esta revisao sistematica com metanalise contribui para validagao
dos biomarcadores p16 e Ki-67 como os mais relevantes no diagndstico histopatoldgico de
HSIL, em comparacéo a LSIL. Além disso, descreve os distintos métodos de interpretagéo
da expressao de p16 e Ki-67, indicando que o método que classifica a coloragao nuclear
ou citoplasmatica por camadas do epitélio (sem coloragao ou coloragao focal = negativa;
marcacgao difusa = positiva) apresenta maior significancia para interpretagdo de ambos os

biomarcadores em HSIL.
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