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RESUMO 

 

Objetivo: Analisar o desempenho do teste de Dupla Marcação (DM) por p16 e Ki67 em 

amostras de células cervicais para detecção de lesões precursoras do câncer do colo do 

útero, comparando-o à repetição imediata da citologia em mulheres com resultado de 

citologia de rastreamento ASC-US ou LSIL. 

Metodologia: Trata-se de um estudo transversal que recrutou 121 mulheres nas unidades 

de Atenção Primária de Saúde dos municípios de Palmas e Porto Nacional, em Tocantins, 

e da cidade do Rio de Janeiro, com citologia de rastreamento com resultado ASC-US ou 

LSIL. As mulheres foram referidas aos Serviços de Referência do Colo participantes em 

Tocantins e no Rio de Janeiro. As participantes realizaram o exame de colposcopia e coleta 

de espécime para Citologia em Meio Líquido (CML) e para DM para p16 e Ki67. Os 

resultados dos testes foram comparados ao padrão-ouro misto definido pela colposcopia, 

histologia (quando obtido espécime histológico) na avaliação inicial, ou citologia, 

colposcopia e histologia (quando obtido espécime histológico) no seguimento de pelo 

menos 12 meses, definindo as que tinham lesão precursora (NIC II ou NIC III) ou não. 

Resultados: Das 121 mulheres recrutadas, 76 mulheres foram consideradas para esta 

análise por terem pelo menos um exame de triagem realizado (CML ou DM por p16-Ki67) 

e conclusão diagnóstica. Dessas, 42 apresentavam exame prévio de ASC-US e 34 de LSIL. 

A maioria (86,8%) estava na faixa etária recomendada para o rastreamento (25 a 64 anos). 

Oito mulheres (10,5%) apresentaram NIC II ou III como conclusão diagnóstica. Verificou-

se que o teste da DM de p16 e Ki67 identificou um número maior de mulheres com um 

desses diagnósticos, encaminhando 50% das mulheres com ASC-US ou LSIL na citologia 

de rastreamento para colposcopia, mas deixando de identificar 50% dessas mulheres. Esse 

teste mostrou-se 2,5 vezes mais sensível do que o exame citopatológico de repetição 

imediata.  

Conclusão: O teste de DM por p16 e Ki67 se mostrou mais capaz de identificar mulheres 

com lesões precursoras com resultado citopatológico prévio ASC-US ou LSIL e sem 

aumento relevante de encaminhamentos para colposcopia em comparação à citologia de 

repetição imediata. 

 

Palavras Chaves: Neoplasias do Colo do Útero; Infecções por Papillomavirus; 

Biomarcadores Tumorais; Inibidor p16 de Quinase Dependente de Ciclina; Antígeno Ki-

67. 
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ABSTRACT 

 

Objective: To access p16/Ki-67 double staining (DS) in cervical cells performance for 

detecting precursor lesions of cervical cancer, in comparison to immediate repetition of the 

liquid-based cervical cytology (LBCC) in women with screening cytology results of 

atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US) or low-grade squamous 

intraepithelial lesion (LSIL). 

Methodology: This study recruited 121 women in primary health care units in Palmas and 

Porto Nacional, Tocantins, and in Rio de Janeiro, Brazil, with screening cytology showing 

ASC-US or LSIL. Women were addressed to the Cervical Referral Services (SRC) in each 

state and examined with colposcopy, LBCC and DS-p16/Ki-67. Histological results were 

available for women in which a cervical biopsy was obtained during initial evaluation or 

duringa follow-up up to 12 months, discerning cases with precursor lesions (CIN2 or CIN3) 

or not. 

Results: From the 121 recruited women, 76 screened positive in at least one exam (LBCC 

or DS-p16/Ki-67) and had a diagnostic conclusion. From these, 42 and 34 patients had 

previous ASC-US and LSIL exams, respectively. Most patients (86,8%) were within the 

recommended age group for screening in Brazil (25 to 64 years-old). CIN2-3 were found 

in 8 women (10,5%). DS-p16/Ki-67 identified a greater number of women with CIN2-3, 

addressing 50% of the women to colposcopy, but failing to detect these lesions in 50% of 

cases. DS-p16/Ki-67 was2,5x more sensitive than the immediate repetition of the LBCC. 

Conclusion: DS-p16/Ki-67 is more efficient to identify women with precursor lesions with 

screening cytopalotogical ASC-US or LSIL results, and without relevant increase in  

referring patients to colposcopy, in comparison to immediate repetition of the LBCC. 

 

Keywords 

Uterine Cervical Neoplasms; Papillomavirus Infections; Biomarkers Tumor; Cyclin-

Dependent Kinase Inhibitor p16; Ki-67 Antigen.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

          O câncer do colo do útero (CCU) é um importante problema de saúde pública, 

por apresentar elevadas taxas de incidência e mortalidade, especialmente em países em 

desenvolvimento1. Apesar de haver um Programa Nacional de Controle do CCU 

(PNCCCU) instituído no Brasil, a efetividade na redução da incidência da doença e 

mortalidade tem sido pouco expressiva, com importantes discrepâncias regionais2–4. 

Estimativas mais recentes apontam o registro de 17.010 casos novos para o triênio 2023 a 

2025, correspondendo a 4,7% dos casos de câncer a serem registrados em mulheres, com 

Taxa de Incidência Ajustada de 13,25 casos para cada 100.000 mulheres, no Brasil. A 

Região Norte apresenta a maior incidência, sendo superior à média nacional estimada em 

16,77 para cada 100.000 mulheres4. 

          Esta problemática poderia ser minimizada com práticas efetivas de 

rastreamento, identificando e tratando as lesões precursoras da doença3,5. Essas lesões são 

frequentemente identificadas em mulheres em fase reprodutiva, a partir dos 25 anos, sendo 

o risco aumentado gradualmente até atingir o pico entre a faixa etária de 40 a 60 anos3,5. No 

modelo de rastreamento em prática no Brasil, a faixa etária de 25 a 64 anos é priorizada na 

tentativa da cobertura de mulheres sob maior risco do desenvolvimento da doença. Outras 

ações simultâneas são importantes como a periodicidade, o diagnóstico de qualidade e 

seguimento após testes de rastreamento positivos para identificação do câncer inicial, 

assintomático, e de suas lesões precursoras3,6,7. 

          O exame citopatológico convencional ou exame de Papanicolaou é o método 

recomendado para o rastreamento no Brasil. Para sua análise são aplicados critérios 

citomorfológicos pré-estabelecidos, que permitem a identificação e classificação de 

alterações celulares3,8,9. Todavia, esse exame depende da realização de uma boa coleta, com 
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expressiva representatividade do epitéio (incluindo células da Zona de Transformação – ZT 

ou glandulares), breve processo pré analítico e analítico. Esse último é subjetivo e 

dependente da experiência e condições de trabalho do escrutinador. Essas limitações 

implicam em grande variação da sensibilidade para a identificação de lesões precursoras 

(30 a 87%)10, sendo necessário e recomendado o monitoramento da sua qualidade9,11,12 . 

          Outros testes de rastreamento e de triagem após testes de rastreamento positivos 

têm sido descritos, na intenção de superar as limitações do exame citopatológico. São 

exemplos alguns biomarcadores e a identificação do DNA-HPV dado o papel dos tipos 

oncogênicos do HPV (Papillomavirus Humano) no desenvolvimento da doença 13–19.  

  Para o CCU, vários biomarcadores são citados na literatura buscando identificar 

mulheres com maior risco de serem portadoras da doença ou de suas lesões precursoras. 

Dentre esses, destacam-se a Proteína Supressora de Tumor referida por p16 e o marcador 

de proliferação celular Ki67. A identificação simultânea desses marcadores aponta para um 

ciclo celular desregulado, ocasionado por ação de oncoproteínas superexpressas por tipos 

de HPV considerados de alto risco oncogênico (hrHPV): E6 e E719–22. Estudos revelam 

diferentes desempenhos desses testes, especialmente quando usados na triagem de mulheres 

para colposcopia após resultados de células escamosas atípicas de significado 

indeterminado (ASC-US, do inglês Atypical Squamous Cells of Undetermined 

Significance) e Lesão Intraepitelial de Baixo Grau (LSIL, do inglês Low-grade squamous 

intraepitelial lesion) e evidenciam um incremento em especificidade na inclusão desta etapa 

de triagem, evitando procedimentos diagnósticos desnecessários. 

  Em um estudo realizado no Brasil23, o desempenho da identificação dos 

biomarcadores (p16 e Ki67) em amostras celulares contribuiu para a identificação de casos 

de Neoplasia Intraepitelial Cervical de Alto Grau (NIC II ou III), especialmente nos casos 

de diagnósticos prévios de LSIL em mulheres com menos de 30 anos. Os resultados 
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revelaram a similaridade entre os métodos comparados, com melhor especificidade para 

biomarcadores em relação ao teste de DNA-HPV em mulheres com resultados prévios de 

ASC-US na faixa etária acima dos 30 anos. 

  Com relação à identificação do tipo de HPV presente, a literatura aponta que 

72% dos casos de CCU são ocasionados pelos tipos de HPV 16 e 18, sendo o primeiro mais 

frequente em câncer de células escamosas e o segundo em casos de adenocarcinoma24,25. 

Mulheres com citologia ASC-US ou LSIL e teste DNA-HPV positivo para tipos hrHPV 

têm maior probabilidade de terem NIC II ou NIC III ou câncer (NIC II+), do que aquelas 

que apresentam esses resultados citológicos e teste de DNA-HPV negativo 26–28. 

  Apesar de ampliar a capacidade de identificar os casos de maior probabilidade 

de evoluir para o câncer por meio da genotipagem, o teste de detecção do DNA-HPV 

apresenta algumas limitações, especialmente a de não revelar quais mulheres tem infecções 

transitórias, principalmente nas mais jovens e naquelas com LSIL, comprometendo a 

especificidade do teste, levando mais mulheres para colposcopia e podendo incorrer em 

sobrediagnóstico e sobretratamento3,15,23,26,29,30. Desse modo, têm sido recomendadas 

diferentes estratégias de rastreamento com testes de HPV em associação, após o exame 

citopatológico alterado, seguido do exame citopatológico ou isoladamente, na busca de 

maior sensibilidade e especificidade objetivando otimizar recursos e ampliar a efetividade 

dos programas26,31,32. 

          Portanto, assim como os testes já recomendados e utilizados no rastreio, os que 

utilizam biomarcadores podem ser incorporados e utilizados como uma etapa adicional para 

definir pelo encaminhamento imediato para colposcopia em casos de ASC-US ou LSIL.  

  No Brasil, diante de um resultado ASC-US ou LSIL é recomendada a repetição 

da citologia em tempos variáveis, entre 6 e 36 meses, na dependência da idade da mulher3. 

Todavia, esse seguimento apresenta limitações, dentre elas as altas taxas de absenteísmo 
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para o segundo exame, resultando em perdas de mulheres possivelmente com câncer ou 

portadoras de lesões precursoras que, dessa forma, podem ter seu diagnóstico e tratamento 

perigosamente adiado33,34. Nesse sentido este estudo almeja a avaliação do desempenho 

diagnóstico e da efetividade da dupla marcação de p16 e Ki67 e da repetição imediata da 

citologia na identificação de mulheres com lesões precursoras, dentre aquelas que 

apresentaram exame citopatológico inicial de ASC-US ou LSIL, no encaminhamento à 

colposcopia. 
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2.  REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 CÂNCER DO COLO DO ÚTERO: ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS  

  O CCU é um importante problema de saúde pública em diversos países por 

apresentar elevadas taxas de incidência e morbimortalidade, especialmente em nações em 

desenvolvimento, como por exemplo países da América Latina, Ásia e África. De acordo 

com dados globais, o CCU apresenta estimativa de 604.000 novos casos, sendo o quarto 

tipo de câncer mais incidente, com um risco estimado de 13,30 casos para cada 100.000 

mulheres. Responsável por aproximadamente 342 mil óbitos por ano, é um dos principais 

motivos de óbito entre as mulheres em países com menor Índice de Desenvolvimento 

Humano (IDH), especialmente naqueles em que as diretrizes regulatórias de controle e 

vacinação não alcançaram os parâmetros recomendados31.  

  Esse cenário motivou o Diretor Geral da OMS a fazer uma “Chamada para 

Ação”, em 2018, com o lançamento de uma Estratégia Global para acelerar a redução do 

CCU como um problema de saúde pública35 e, em 2021, na publicação das novas diretrizes 

com estratégias de rastreamento recomendadas para redução dos impactos dessa doença em 

todo o Mundo31. De acordo com a OMS, caso as novas diretrizes divulgadas em 2021 não 

sejam adotadas com brevidade e de forma universal, o número de mulheres acometidas com 

o CCU aumentará para 700.000 por ano entre 2020 a 2030, e o número total de óbitos 

passará para 400.000 por ano1,31,35.  

  No Brasil, apesar de haver um PNCCCU, com a linha de cuidado e níveis de 

assistência devidamente instituídos2,3,36, o adequado percurso das mulheres, em geral, não 

é completamente assegurado e o impacto na redução da doença tem sido pouco expressivo, 

com importantes discrepâncias regionais. De acordo com o INCA, em 2020 foram 

registrados 6.627 óbitos, com taxa de mortalidade de 6,12 mortes para cada 100.000 
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mulheres, e para a Região Norte este é o tipo de câncer que mais ceifa vidas, com 15,7% 

do total de óbitos por câncer37,38.  

  No cenário nacional projetado para o triênio 2023 a 2025, conforme a Figura 1, 

desconsiderando os tumores de pele não melanoma, o CCU é o segundo tipo de câncer mais 

incidente especialmente em estados que compõem a Região Norte. O Tocantins é o estado 

que apresenta a segunda maior Taxa de Incidência Bruta para o CCU na Região Norte, 

estimada em 22 casos para cada 100.000 mulheres4,38. 

 

Figura 1. Representação espacial das taxas de incidência bruta por CCU, por 100 mil mulheres, por unidade 

da federação do Brasil, estimadas para o triênio 2023 a 2025 e distribuição proporcional dos dez tipos de 

câncer mais incidentes estimados para 2023, exceto pele não melanoma, para a Região Norte. Fonte: INCA, 

20224,38. Adaptado pela autora. 

 

 Durante a pandemia de Covid-19 houve uma importante redução das ações de 

rastreamento do câncer do colo do útero no Brasil. Essa redução se deu inicialmente pelas 

orientações de isolamento social e inseguranças quanto ao cenário epidemiológico da 

doença, mas também pelo necessário recrutamento da força de trabalho para o 

enfrentamento e assistência aos casos de doentes pelo vírus SARS-CoV-239–41. Houve 
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redução importante no número de exames realizados no período de 2020 e 2021, assim 

como de outros atendimentos no nível secundário de atenção do SUS. Na tentativa de 

mitigar essa realidade, estratégias adicionais às Diretrizes Brasileiras foram recomendadas 

pelo INCA como forma de respaldar o serviço na priorização de atendimentos, direcionando 

esforços possíveis para o diagnóstico oportuno às mulheres com exames já alterados ou 

àquelas que apresentassem algum sinal ou sintomas possivelmente relacionados ao câncer, 

incentivando a busca ativa de casos e evitando exposição desnecessária às mulheres e 

profissionais de saúde39,41.  

 Após esse período extremamente crítico em todo o mundo, observa-se em dados 

de 2021 e 2022 disponíveis no Sistema de Informação do Câncer (SISCAN), um discreto 

aumento na produção do quantitativo de testes de citologia realizados no âmbito nacional, 

ainda com discrepâncias quanto a cobertura, a população alvo do rastreio e a efetividade do 

programa38,39,42.  

 

2.2 HISTÓRIA NATURAL DA DOENÇA 

   O CCU é precedido por um processo infeccioso, progressivo e lento, que se dá 

após o início da vida sexual da mulher, após a exposição aos tipos de hrHPV21,43. Estudos 

correlacionando a infecção por HPV ao desenvolvimento do CCU, iniciados na década de 

1970, observaram a evolução de células obtidas de carcinoma de células escamosas e 

permitiram o isolamento dos tipos de HPV 6 e 11 na década de 198030,44. Desde então, 

vários estudos foram dedicados a comprovar esta associação e a identificação de novos 

tipos do HPV presentes em lesões observadas na cérvix uterina17,29,45. 

   O desenvolvimento da lesão envolve a infecção de células basais normais 

(núcleos azuis na  Figura 2)46, através de microfissuras na região da Junção Escamocolunar 

(JEC) ou em outras áreas do epitélio cervical. Após a infecção, os genes iniciais E1, E2, 
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E4, E5, E6 e E7 são expressos e o DNA viral se replica à partir do DNA epissomal24,44,47. 

Nas camadas superficiais do epitélio escamoso (células intermediárias e superficiais) o 

genoma viral é replicado intensamente e os genes tardios L1 e L2 e E4 são expressos para 

formar virions de progênie no núcleo, colaborar na replicação viral, alterando a estrutura 

celular e liberando as partículas virais. Essas alterações são evidenciadas como alterações 

celulares ditas de baixo grau. As alterações que implicam na progressão da lesão para o 

câncer são associadas à integração do genoma do HPV nos cromossomos hospedeiros 

(núcleos em vermelho na Figura 2), e envolvem uma complexa sequência de regulação da 

expressão gênica e celular46,47.  

 

Figura 2. Representação da progressão mediada pela infecção por HPV ao CCU. Fonte: Woodman, 200746. 

Adaptado pela autora. 

 

 

  A maioria das infecções por HPV são suprimidas por imunidade mediada por 

células, em uma dinâmica que envolve o recrutamento de células em um período de seis a 

dois anos após a exposição17,48,49. A evolução da doença é progressiva e lenta, e o risco para 
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progressão para o câncer está relacionado ao tipo de HPV e à presença de outros fatores 

associados como o tabagismo e fatores imunológicos. Outros fatores têm sido relacionados 

ao desenvolvimento de lesões relacionadas ao HPV, como nível socioeconômico e escolar, 

comportamento sexual e multiparidade44,47,48, que nos parecem proxis de dificuldade de 

acesso ao rastreamento e exposição aos HPV de alto risco.  

 

2.3 DIAGNÓSTICO CITOPATOLÓGICO 

   A infecção pelo HPV promove alterações celulares que podem ser identificadas 

por meio da análise microscópica de células esfoliadas coradas, método utilizado no rastreio 

das lesões precursoras do CCU – exame citopatológico convencional ou de Papanicolaou. 

As alterações são identificadas como atipias celulares de origem cervical escamosa, 

glandular ou de ambas, e classificadas conforme o nível de comprometimento celular. 

Desde sua proposição, foi utilizada mais de uma classificação dos achados citológicos. A 

mais utilizada atualmente foi instituída em 1988 com a elaboração do Sistema Bethesda8,50, 

com o objetivo de padronizar os achados citológicos de diagnóstico e sua descrição para o 

clínico50,51.  

   Em 2001, houve uma segunda revisão do Sistema Bethesda, modificando 

algumas abreviações e classificações de alterações, principalmente na definição da origem 

das atipias (glandular, metaplásica ou escamosa) possibilitando o direcionamento das 

condutas clínicas diante destes resultados. A terceira versão do Sistema Bethesda foi 

lançada em 2015, com a recente tradução para a versão em português, e incluiu uma 

discussão aprofundada sobre a biologia e patogênese do HPV50,51. 

   No Brasil, a identificação e classificação dessas alterações celulares são 

consideradas para os passos seguintes a que mulheres portadoras deverão ser submetidas, 

incluindo o encaminhamento para as unidades de referência, repetição de citologia, 
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realização da colposcopia e procedimentos diagnósticos e terapêuticos, como biópsias e 

procedimentos excisionais3. 

   A padronização para os laudos segue a Nomenclatura Brasileira para Laudos 

Citopatológicos3,8. A aplicação desta nomenclatura é obrigatória na rede pública em todo o 

país, assim como a expedição de laudos conforme o formulário padronizado para o 

SISCAN. Esse sistema, instituído em 2013 no Sistema Único de Saúde, é adotado no 

Programa Nacional para o registro das informações das mulheres rastreadas e do 

seguimento após um exame alterado3. 

 

2.4 O PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) E SEU ENVOLVIMENTO NA 

CARCINOGÊNESE CERVICAL 

   A causa necessária embora não suficiente para o desenvolvimento do CCU é a 

infecção persistente pelo HPV, presente em aproximadamente 99,7% dos casos52. É um 

vírus de DNA, pertencente à família Papillomaviridae, com genoma central, único, 

composto por duas espirais de ácido desoxirribonucleico (DNA) circular de dupla hélice, 

com cerca de 8.000 pares de bases, capaz de codificar 300.000 daltons de proteína. Tem 

55nm de diâmetro, não envelopado, simetria icosaédrica sem lipídios em sua 

estrutura24,44,49.O genoma epissomal está dividido em três regiões principais (Figura 3): 

1)  Região precoce ou Early (E), que codifica as proteínas não estruturais E1, E2, E4, E5, 

E6 e E7 e representa 45% do genoma viral, com oito genes; 

*E1: tem papel na replicação e na regulação da replicação; 

*E2: é reguladora da transcrição e replicação viral e faz controle da região de expressão 

precoce E, necessária para a replicação viral eficiente junto com E1; 

*E4: é expressa principalmente no epitélio em diferenciação, associada ao citoesqueleto de 

ceratina de células epiteliais de cultura. Tem papel na liberação do vírus; 
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*E5: sua função não é bem definida. Possivelmente estimula o início da proliferação celular 

in vivo, mas pode ter um papel na iniciação da carcinogênese; 

*E6 e E7: atuam na modulação de atividade de proteínas celulares que regulam o ciclo 

celular e estão envolvidas na oncogenicidade: E6 – inativa a p53 através da degradação 

rápida da ubiquitina; E7 – induz a síntese de DNA em células em repouso. Liga-se à forma 

hipofosforilada da proteína do retinoblastoma (pRb), resultando em sua inativação 

funcional e permitindo a progressão funcional para a fase S do ciclo celular. As atividades 

de E6 e E7 são menos eficientes nos tipos de HPV de baixo risco oncogênico. 

2)  Região tardia ou Late (L), responsável pela síntese das proteínas L1 e L2 do capsídeo: 

*L1: é a proteína do capsídeo de maior tamanho (55kDa), representando 80% da proteína 

viral total. É gênero específica e é um sinalizador indireto para a carga viral; 

*L2: é a proteína que desempenha papel importante para a encapsulação do DNA do vírus 

e capsídeos virais. É tipo-específica. 

3)  Região regulatória ou Long Control Region (LCR): contém elementos que regulam a 

replicação viral e a expressão gênica. É a única região que contém o ORF (Open Reading 

Frames), que são expressas por meio de RNAm, transcritos por uma fita de DNA. Podem 

variar de tamanho. 
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Figura 3. (A) Representação esquemática do genoma circular do DNA do HPV16. (B) Estrutura esquemática 

do fragmento mínimo do genoma (vermelho) integrado ao cromossomo do hospedeiro (azul). Fonte: Munger 

et al. 200444. 

 

   Mais de 200 tipos de HPV já foram descritos e novos tipos são enumerados à 

medida que são identificados44.  Dos 40 tipos reconhecidos e descritos com associação à 

infecção anogenital, 14 são apontados como carcinogênicos em humanos53 e, desses, 8 

representam 95% dos casos confirmados (tipos 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 e 35)54.  Esses 

últimos têm tropismo pelas células localizadas na JEC44. Apesar do mecanismo de ligação 

celular ao HPV não estar bem definido, o receptor de membrana integrina α4β6 tem sido 

descrito com esse papel44. De acordo com a literatura, os processos que regulam a captação 

do vírus, a perda do capsídeo e integração nuclear do genoma viral e a latência permanecem 

obscuros44,53.  

   O DNA viral é mantido com um número baixo de cópias (100 a 200 cópias) nos 

núcleos das células basais infectadas por um longo período (fase latente). À medida que o 

status viral persiste, a modulação imunológica pode limitar a infecção a essas células basais. 

Quando ocorre a diferenciação celular e as células filhas são movidas em direção à 

superfície do epitélio, a fase lítica é iniciada, o DNA viral é replicado intensamente, os 

genes tardios são expressos e o vírus da progênie é produzido e eliminado do núcleo. Nesse 

momento, a proteína E4 se associa aos filamentos intermediários de queratina, afetando a 

estabilidade mecânica da rede formada por essa proteína, o que facilita a liberação de 

partículas virais44,52,53,55. 

   A reprogramação da atividade intracelular para a reprodução de novas cópias 

do vírus promove a liberação de novas partículas virais para o meio extracelular, o que 

ocasiona a infecção de células adjacentes. Aos poucos, a população de células infectadas 

vai se ampliando em proporção, alcançando outras camadas que compõem o epitélio. Em 

um novo estágio, há a replicação celular (especialmente pela atuação das proteínas E6 e E7) 
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e desativação das vias que promovem apoptose e a regulação do clico celular, o que leva a 

proliferação descontrolada das células e ao desenvolvimento do tumor53.   

  A expressão da proteína E2 também é requisitada e está associada aos casos de 

progressão à malignidade44,47,56. De forma minuciosa, nesta dinâmica, as proteínas E6 e E7 

atuam nas vias de transdução de sinais moleculares e inativação das vias de regulação do 

ciclo celular. A E7 degrada a proteína supressora de tumor retinoblastoma (pRb), que expõe 

o fator de transcrição E2F ocasionando a superexpressão de p16, além de desestabilizar as 

“pocket proteins” ou proteínas pequenas, especialmente a p107 e p130, que atuam 

regulando fatores de transcrição e regulação do ciclo celular. Essa interação de E7 com as 

p107 e p130 é crítica para a manutenção do meio celular propício à desestabilização e 

transformação celular17,29,44,57. 

  A proteína E7 apresenta a capacidade de comprometer atividades inibidoras de 

crescimento que são controladas por inibidores de quinase dependentes de ciclina, incluindo 

p21 e p27, que atuam como reguladores críticos da parada do ciclo celular durante a 

diferenciação dos queratinócitos44,46,58. Outras proteínas que interagem com E7, que 

incluem fatores de transcrição, reguladores do ciclo celular e enzimas metabólicas, tiveram 

seu isolamento e identificação descritos na literatura, porém, a importância dessas 

interações ainda não é completamente conhecida. O domínio terminal carboxil de E7 

contribui para a associação com enzimas modificadoras da cromatina, especialmente a 

histona desacetilases e histona acetil transferases. Também há o relato que o E7 interage 

com os coativadores de transcrição p300, CBP e pCAF, contribuindo na transformação de 

atividades de proteínas de alto risco para o HPV E759–61. 

  Em outra via, o p53 (gene supressor tumoral) é ativado quando há o 

reconhecimento de proteínas reguladoras que identificam dano ao DNA e a regulação das 

fases G1/S e G2/M do ciclo celular44. Nas células, as proteínas E6 atuam se ligando à p53 
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e E6AP, promovendo a degradação deste supressor tumoral e a inativação desta via de 

apoptose celular. Outras proteínas pró-apoptose também têm atividade comprometida por 

influência de E6, o que compromete as vias de transdução de sinais, e desencadeia a 

expressão da subunidade catalítica da telomerase humana (hTERT - catalytic subunit of 

human telomerase), que induz a permanência da fase S do clico celular, intensificando a 

replicação do DNA viral44,46,53,57,62. 

  Cada ciclo de replicação do DNA indica a redução da porção terminal dos 

telômeros, e esse encurtamento restringe a capacidade proliferativa das células somáticas 

normais. A expressão do hTERT evidencia que há a ativação do prolongamento da vida útil 

e imortalização celular. A superexpressão desta proteína está associada à carcinogênese in 

vivo, também reproduzida in vitro, e à atividade transcricional e aberrações cromossômicas, 

que são proporcionais ao potencial oncogênico do HPV47,49,57,62,63.   

   

2.5 BIOMARCADORES p16 E Ki67 

  A definição de biomarcador foi dada inicialmente em 1998 pelo National 

Institutes of Health Biomarkers Definitions Working Group como sendo “uma 

característica que pode ser medida de forma objetiva e avaliada como indicador de 

processos biológicos normais, patogênicos ou respostas farmacológicas a uma intervenção 

terapêutica”64. Com o avanço da compreensão acerca dos mecanismos de resposta celular 

ao HPV, algumas proteínas superexpressas podem indicar a ativação de processos 

carcinogênicos, sendo aplicados como biomarcadores. 

  A aplicabilidade desses marcadores no rastreamento do CCU tem sido 

estudada13,19,20,30,65,66. A metanálise conduzida por Peeters et al., avaliou estudos 

disponíveis na literatura para definir a precisão dos testes de dupla marcação de p16 e Ki67 

em mulheres com resultados prévios de ASC-US ou LSIL, concluindo que a positividade 
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desse teste aumenta a sensibilidade e especificidade para a identificação de mulheres com 

NIC II ou NIC III19. 

  A proteína p16 é uma inibidora dependente da CDK (cyclin-dependent kinases) 

que atua na regulação da divisão celular. Ao interagir com CDK4 e CDK6, a p16 inibe a 

formação de um complexo de ciclina (uma proteína estimulante da proliferação celular), 

inativando a CDK53, e da proteína pRb, levando à parada do ciclo celular na fase G167,68. Já 

a oncoproteína E7 induz a liberação de E2F e se liga à pRb, contribuindo para o início da 

progressão tumoral69. A ação da proteína p16 é bloqueada, que incorre na acumulação no 

núcleo e citoplasma dos ceratinócitos. Desta forma, a superexpressão da p16 serve como 

um marcador da inativação da pRb, e é proporcional à evolução da neoplasia, apontando 

para sua utilidade no diagnóstico, especialmente de casos indeterminados ou de lesões ainda 

em desenvolvimento e o ponto focal da observação da marcação13,70–72.  

  A presença de p16 em exames de mulheres com citologia ASC-US ou LSIL 

pode identificar aquelas com maior risco de apresentar lesões precursoras (NIC II+) ou o 

CCU 13,20,23,30,66. A expressão da proteína p16 pode ser identificada à partir de LSIL ou NIC 

I, no avanço das anormalidades citológicas, e está diretamente correlacionada com a 

presença de hrHPV30,73 e, à medida que a infecção persiste, modula a expressão oncogênica, 

a instabilidade cromossômica e a integração do gene do vírus ao genoma celular, o que 

sinaliza a progressão ao câncer73,74, conforme demonstrado na Figura 4. 
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Figura 4. Modelo de representação da progressão da carcinogênese promovido por HPV, destacando a 

proliferação e replicação dos marcadores, incluindo p16. Fonte: Wentzensen e Doeberitz, 200774. Adaptado 

pela autora. 

  A coloração de p16 foi analisada na metanálise de Peeters et al.19, concluiu por 

semelhante sensibilidade na identificação de casos clinicamente relevantes, porém conclui 

pela perda de especificidade em 13% para os casos iniciais de ASC-US e de 15% para 

mulheres com LSIL, na comparação com resultados de testes com a dupla marcação de p16 

e Ki67.  

   Por sua vez, a proteína nuclear Ki67, é expressa e tem variação de sua presença 

à depender do estágio da divisão celular. Na interfase encontra-se presente no núcleo, 

associado ao nucléolo, dissociando e migrando para a periferia microssomal na fase da 

Prófase. Nas etapas de Metáfase e Anáfase a proteína Ki67 é identificada na periferia 

microssomal encobrindo a cromatina. Na Telófase a Ki67 é novamente visualizada nos 
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núcleos recém formados na fase G175. A literatura indica que a idenficação da 

superexpressão da Ki67 pode ser aplicada para o diagnóstico de casos de CCU, por indicar 

presença de processo de proliferação celular76. O uso combinado com outros marcadores, a 

exemplo de p16, representa desregulação do ciclo celular e juntos são considerados sinal 

específico do mecanismo neoplásico ativo30. Em caso de infecção por tipos de 

hrHPV,evidencia-se que a ação das proteínas necessárias para a proliferação celular está 

alterada, permitindo que o HPV estimule a entrada da fase S, bloqueando os mecanismos 

de apoptose com a degradação de p53 e dos demais mecanismos de regulação da progressão 

celular52. 

  O Ki67 é um marcador de proteína não histônica de proliferação celular e é 

expresso em todas as fases do ciclo celular, exceto em G052,66, demonstrando seu 

crescimento na forma de tumores e sugerindo malignidade77. A literatura aponta que a 

positividade do Ki67 na imunohistoquímica representa maior proliferação das lesões 

intraepiteliais de alto grau78–80. Essa proliferação desregrada verificada nas células malignas 

marcadas pelo Ki67 pode servir como diagnóstico para os processos oncogênicos 

facilitando e permitindo análises relativamente simples e economicamente viáveis 78,79.  

  Diversos estudos vêm sendo apresentados com o intuito de comprovar e 

comparar a eficiência da Dupla Marcação imunocitoquímica para p16 e Ki67 com outros 

modelos de detecção16,19,23,81–83. Estes estudos apresentam elevada uniformidade relativa ao 

teste utilizado e à classificação de uma amostra como positiva (quando pelo menos uma 

célula apresenta, simultaneamente, coloração vermelha no núcleo – Ki67 – e coloração 

castanha no citoplasma – p16)84. A marcação conjunta de p16 e Ki67 confere maior 

especificidade, e é amplamente referenciada na literatura na avaliação da indicação de 

processos carcinogênicos promovidos por hrHPV30,31,78,85–87, sendo o Ki67 importante na 

distinção de processos de Neoplasia Intraepitelial Cervical daquelas reações inflamatórias 



34 

 

locais e transitórias74. Entretanto, ainda são requeridos estudos que subsidiem a 

padronização de protocolos alternativos aos métodos de DNA-HPV, com algoritmos 

eficazes para a efetividade na redução da doença. 

 

2.6 RASTREAMENTO E CONTROLE DO CÂNCER DO COLO DO ÚTERO NO 

BRASIL 

 O Brasil, assim como outros países, possui diretrizes nacionais bem 

estabelecidas para o controle e diminuição do CCU, com definição de faixa etária e da 

população-alvo, periodicidade de realização do exame e conduta para tratamento e 

seguimento das mulheres com exames alterados. Essas diretrizes têm como objetivo 

principal reduzir a incidência e a morbimortalidade e melhorar a qualidade de vida de 

mulheres acometidas por câncer do colo de útero, fornecendo base científica consistente e 

atualizada para as equipes  multiprofissionais de saúde em aspectos relacionados ao 

diagnóstico precoce, prevenção e o tratamento da doença3.  

 O Brasil implementou o PNCCCU em 1998. Entretanto, as primeiras medidas 

adotadas no campo da política pública de prevenção do CCU no Brasil, datam de 1984, 

definidas entre as ações do Programa de Atenção Integral à Saúde da Mulher (PAISM), 

estimulando a coleta de material para o exame citopatológico como procedimento de rotina 

na consulta ginecológica2,88,89. Anos mais tarde (1986), o Ministério da Saúde iniciou o 

projeto que visava a expansão de medidas de controle e prevenção do CCU, que garantiriam 

a ampliação da rede de amostragem e coleta dos materiais e da capacidade de laboratórios 

de citopatologia em todo o território nacional, estabelecendo a faixa etária e a periodicidade 

para o exame de prevenção do câncer do colo de útero3.  

 Contudo, foi apenas no ano de 1998, após avaliação de um projeto de expansão 

do Viva Mulher, que o Ministério da Saúde instituiu o PNCCCU, coordenado pelo Instituto 
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Nacional de Câncer (INCA). Entretanto, o PNCCCU só foi implementado oficialmente e 

publicado no Diário Oficial da União pela Portaria/SAS/MS nº 408, de 30 de julho de 1999, 

na qual estabelecia o objetivo de gerenciar as ações de rastreamento do câncer do colo de 

útero3,88,90. Posteriormente o PNCCCU foi aperfeiçoado e, em 2006, foi implantada uma 

nova versão do Sistema de Informação do Colo (SISCOLO - 4.0), pela Portaria/SAS/MS 

nº 287, de 24 de abril de 2006, almejando a detecção precoce do câncer do colo de útero, 

por meio da inclusão de indicadores específicos na pactuação de metas com estados e 

municípios3,91. 

 Atualmente o Ministério da Saúde recomenda o rastreamento com o exame 

citopatológico de mulheres na faixa etária de 25 a 64 anos, a cada três anos após dois exames 

negativos realizados anualmente3. Vale ressaltar que apesar de inúmeras melhorias no 

sistema de rastreamento e controle, o Brasil ainda não desenvolve práticas comuns em 

países desenvolvidos como Canadá, Australia e países integrantes da União Europeia, onde 

os serviços de saúde fazem um recrutamento ativo da população-alvo para o rastreamento 

e seguimento após rastreamento. No Brasil, o rastreamento ainda é oportunístico, com 

procura ocasional e espontânea dos serviços de saúde por parte das mulheres. Essa forma 

de rastreamento, além de ser menos eficiente no impacto sobre a morbimortalidade, é mais 

onerosa para o sistema de saúde3,88. 

 O rastreamento realizado por exame citopatológico do colo do útero é 

considerado a principal estratégia para a detecção precoce do CCU adotada pelo Ministério 

da Saúde, sendo reconhecido mundialmente como seguro e eficiente quando aplicado de 

maneira adequada. Seu principal objetivo é detectar de maneira precoce o CCU e suas 

lesões precursoras permitindo seu tratamento antes da sua evolução. Estima-se que com 

uma cobertura da população-alvo de pelo menos 80% e com tratamento adequado das lesões 
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precursoras é possível obter um queda de até 90% da incidência total de câncer de colo do 

útero3,31 . 

 As principais ações, integrantes de políticas públicas de prevenção do CCU no 

Brasil, são apresentadas no Quadro 1. 

Quadro 1. Principais marcos do controle do câncer do colo do útero no Brasil 

Brasil 

Ano Ação 

1984 

Lançamento do Programa de Assistência Integral à Saúde da Mulher, com 

destaque para a prevenção dos cânceres do colo do útero e da mama; 

1986 

Criação do Programa de Oncologia do Instituto Nacional de Câncer/Ministério da 

Saúde (Pro-Onco) com foco nos quatro tipos de câncer mais incidentes, entre eles 

o do colo do útero; 

1995 
Elaboração do projeto piloto do Programa Nacional de Controle do Câncer do 

Colo do Útero (PNCCCU); 

1997 
Implantação do projeto-piloto Viva Mulher em seis localidades (Curitiba, 

Brasília, Recife, Rio de Janeiro, Belém e estado de Sergipe); 

1998 
Instituição do Programa Nacional de Combate ao Câncer de Colo do Útero 

(PNCCU), com lançamento da primeira fase de intensificação do Viva Mulher; 

1999 Criação do Sistema de Informação do Câncer do Colo do Útero – SISCOLO; 

2002 Realização da segunda fase de intensificação do Programa Viva Mulher; 

2003 

 

Publicação da 1ª edição da Nomenclatura Brasileira para Laudos Citopatológicos 

Cervicais;  

2005 
Elaboração do Plano de Ação para o Controle dos Cânceres de Colo e de Mama 

2005-2007; 

2006 

Inclusão no Pacto pela Saúde de indicadores e metas a serem atingidos nos estados 

e municípios visando à melhoria do desempenho das ações de controle do CCU; 

publicação dos Laudos Citopatológicos e Condutas Clínicas Preconizadas; 
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Quadro 1. Principais marcos do controle do câncer do colo do útero no Brasil (continuação) 

Brasil 

Ano Ação 

2011 

Lançamento do plano nacional de fortalecimento da rede de prevenção, 

diagnóstico e tratamento do câncer, com priorização do controle do câncer do colo 

do útero;  

Lançamento do Plano de ações estratégicas para o enfrentamento das doenças 

crônicas não transmissíveis (DCNT) no Brasil 2011-2022 (2011); publicação das 

Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Câncer do Colo do Útero pelo 

INCA; 

2013 
Lançamento das Diretrizes para o Controle do Câncer na Rede de Atenção à Saúde 

das Pessoas com Doenças Crônicas no âmbito do Sistema Único de Saúde (SUS); 

2014 

Publicação da Portaria QUALICITO, que instituiu o Programa de Monitoramento 

Externo da Qualidade em Citopatologia para Laboratório Tipo II; 

Publicação da Portaria que instituiu o Serviço de Referência para Diagnóstico e 

Tratamento de Lesões Precursoras do Câncer do Colo do Útero (SRC); 

2016 

Publicação da 2ª edição revista, ampliada e atualizada das Diretrizes Brasileiras 

para o Rastreamento do Câncer do Colo do Útero Publicação da 2ª edição revista 

e ampliada do Manual de Gestão da Qualidade para Laboratório de Citopatologia; 

2021 

Atualização dos parâmetros técnicos para a organização da rede assistencial no 

Rastreamento do Câncer do Colo do Útero por meio da publicação do Manual do 

Sistema de Informação do Câncer (módulo I e II); 

Plano de Ações Estratégicas para o Enfrentamento das Doenças Crônicas e 

Agravos não Transmissíveis no Brasil 2021-2030; 

Publicação da Portaria N°84 que institui a Câmara Técnica Assessora para o 

enfrentamento do Câncer de Colo do Útero no âmbito da Atenção Primária à 

Saúde com o objetivo de promover discussões, avaliar e propor medidas, por meio 

do intercâmbio de conhecimentos e experiências, visando ao aperfeiçoamento de 

ações estratégicas e ao auxílio técnico científico para a tomada de decisões sobre 

questões direta ou indiretamente relacionadas ao Câncer de Colo do Útero; 

Fonte: Elaborado pela autora, com base nos documentos consultados2,3,6,33,92.  

 

2.7 DIRETRIZES PARA O CONTROLE DO CÂNCER DO COLO DO ÚTERO 

  Tratam-se de orientações direcionadas aos profissionais de saúde e à população 

em geral com o objetivo de reunir as melhores condutas, pautadas em evidências, para o 

manejo clínico e o controle do CCU, possibilitando a organização dos serviços prevendo 

uma linha de cuidado contemplando as situações mais comuns, no âmbito do território 

nacional3.  

https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/publicacoes-svs/doencas-cronicas-nao-transmissiveis-dcnt/09-plano-de-dant-2022_2030.pdf
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/publicacoes-svs/doencas-cronicas-nao-transmissiveis-dcnt/09-plano-de-dant-2022_2030.pdf
https://www.in.gov.br/web/dou/-/portaria-n-84-de-15-de-dezembro-de-2021-367758071
https://www.in.gov.br/web/dou/-/portaria-n-84-de-15-de-dezembro-de-2021-367758071
https://www.in.gov.br/web/dou/-/portaria-n-84-de-15-de-dezembro-de-2021-367758071
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  As Diretrizes Brasileiras definem critérios de cobertura, periodicidade, 

população-alvo, controle e diagnóstico precoce3. Atingir alta cobertura da população alvo 

é um dos indicadores no âmbito da Atenção Primária93 e reiterado na nova versão das 

Diretrizes da Organização Mundial da Saúde (OMS), publicadas no ano de 202131.  

  Na nova versão das Diretrizes da OMS, está prevista a implementação de novas 

estratégias para prevenir 62 milhões de mortes nos próximos 100 anos31. A OMS inclui 

recomendações para os governos no sentido de garantir investimento em saúde pública para 

melhorar o diagnóstico do câncer cervical fortalecendo processos e incluindo outras opções 

de exames que possam alcançar mais mulheres e salvar mais vidas. A estratégia elencada 

almeja acelerar a eliminação da doença, incluindo, em suma, as seguintes ações: 

 “Metas relacionadas a redução de 90%, 80% e 70%, para que os 

países devem cumprir até 2030 para estarem no caminho da erradicação do 

câncer do colo do útero;” 

 “Estar com no mínimo 90% das meninas totalmente vacinadas contra 

o HPV aos 15 anos;” 

 “No mínimo 70% das mulheres devem passar pelo teste de triagem de 

alto desempenho antes do 35º aniversário e novamente antes do 45º 

aniversário, entretanto, mulheres que possuem o vírus HIV esse 

acompanhamento deve começar a partir de idades mais precoces;” 

  “90% das mulheres diagnosticadas com doença cervical recebem 

tratamento (90% das mulheres com lesões pré-cancerosas recebem 

tratamento; 90% das mulheres com câncer invasivo recebem cuidados 

adequados)” 31. 

 

  Assim, a OMS afirma que a estratégia para erradicação do câncer do colo do 

útero se dará de maneira conjunta entre os países para desenvolver e implementar 
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programas abrangentes alinhados com a estratégia global31. O estabelecimento de novas 

estratégias com uso de outros testes é mencionado, incluindo o uso de biomarcadores, a 

exemplo da dupla marcação de p16 e Ki67, assim que novas evidências sejam consolidadas 

para recomendação aos casos em que podem ser aplicáveis e custo-efetivos. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 

  O uso de outros testes ou estratégias de combinação de testes tem buscado o 

aprimoramento do rastreamento para maior efetividade na identificação de mulheres com 

maior probabilidade de serem portadoras de CCU ou suas lesões precursoras. Esse é um 

desafio relevante pois o exame citopatológico de rastreamento mostra resultado ASC-US 

ou LSIL em parcela significativa das mulheres que fazem seu rastreamento no SUS: nos 

últimos cinco anos, conforme dados disponíveis na base de dados do DATASUS, 2,2% do 

total de exames realizados e 69,5% dos resultados alterados apresentavam um desses 

resultados42.  

  Nas Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Câncer do Colo do Útero3, a 

recomendação após os resultados de ASC-US ou LSIL é pela repetição da citologia em 6 

ou 36 meses, a depender da faixa etária, e caso persista um desses resultados ou outro mais 

relevante, encaminhamento à colposcopia. Todavia, o que ocorre é que muitas mulheres 

não realizam o segundo exame, levando à perda de uma parcela de mulheres com lesões 

precursoras ou câncer não diagnosticados no exame inicial. No Tocantins, até 55,9% das 

mulheres com um desses resultados não realizaram o segundo exame entre 6 meses e 3 anos 

após o primeiro exame alterado no período de 2008 a 2013, mesmo dentre aquelas em que 

a recomendação é pela repetição em até 12 meses 94. Essa perda de mulheres no seguimento 

de uma citologia alterada pode acontecer em outras regiões do Brasil, em menor ou maior 

grau, especialmente em regiões em que as mulheres têm dificuldade de acesso à Atenção 

Primária de Saúde, reforçando a necessidade de investigação de novas estratégias para o 

rastreamento que identifiquem aquelas com maior probabilidade de serem portadoras de 

CCU ou suas lesões precursoras e que necessitam do encaminhamento imediato à 

colposcopia. 
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  A incorporação da citologia em meio líquido para o rastreamento de CCU, 

como alternativa de método adotado no SUS95, pode representar uma oportunidade para 

novas estratégias que utilizem essa amostra para outros testes, permitindo a identificação 

de casos para encaminhamento imediato à colposcopia e, assim, contribuir para melhor 

especificidade do rastreamento iniciado com o exame citopatológico.  

 Sobre a recomendação do teste de DNA-HPV após um resultado alterado, o 

rastreio apresenta melhor desempenho, especialmente quando o teste molecular é aplicado 

em mulheres com 30 anos, o que contribui para aumentar a sua especificidade e evitar o 

encaminhamento de um maior número de mulheres para colposcopia, assim como as perdas 

indesejadas31. Todavia, no Brasil, os testes de DNA-HPV ainda não estão disponíveis no 

SUS. Nesse contexto, a utilização de marcadores moleculares, como o p16 e o Ki67 pode 

ser uma alternativa por envolver tecnologia que requer investimento de menor custo e 

menos adequações estruturais nos laboratórios em atividade. Esses testes já foram 

incorporados pelo SUS96, dessa forma é possível solicitar nova avaliação para incorporação 

da metodologia com a aplicação da técnica para amostras de espécimes celulares.    

 Apesar do registro na literatura de estudos que tratam sobre o uso de 

biomarcadores e sua aplicabilidade a mulheres com citologia ASC-US ou LSIL19,23,97, 

estudos prospectivos com a inclusão de maior número de participantes, em diferentes 

populações e regiões, incluindo o contexto do rastreamento no SUS, devem ser realizados 

para avaliação do desempenho em diferentes cenários31,70.  

  Vários estudos demostram a acurácia dos testes de Dupla Marcação com p16 e 

Ki67, validando-o como um teste de triagem para casos de lesões promovidas pela infecção 

persistente por HPV16,19,23,30,73,74,86. As Diretrizes da OMS, divulgadas em 2021, 

mencionam essa possibilidade31. Todavia, esse documento deixou de incluir esse teste nas 

estratégias propostas por considerar a necessidade de resultados mais consistentes. Esse 
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contexto reforça a necessidade de desenvolvimento de estudos que subsidiem a 

incorporação desse teste na recomendação para o rastreamento e encaminhamento à 

colposcopia31.  

  A comparação da dupla marcação com outros tipos e estratégias de uso de 

testes, como o de DNA-HPV, reforçam que, em outros cenários, com pequenas variações 

para mulheres com ASC-US ou LSIL, há maior probabilidade de identificar NIC III, quando 

o teste de dupla marcação é positivo19. 

Assim, os resultados deste trabalho podem contribuir para a implementação de 

uma estratégia de triagem e identificação de mulheres com citologia ASC-US ou LSIL com 

recomendação de encaminhamento imediato para a colposcopia daquelas com maior 

probabilidade de serem portadoras de CCU ou suas lesões precursoras, colaborando para a 

redução das perdas de seguimento e de oportunidade de tratamento, contribuindo para a 

efetividade do rastreamento em nosso país.  
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4. HIPÓTESE  

 

 

  O teste imunocitoquímico de Dupla Marcação por p16 e Ki67 é capaz de 

identificar mais mulheres com lesões precursoras ou câncer com resultado citopatológico 

prévio ASC-US/LSIL sem aumento significativo de encaminhamentos para colposcopia em 

relação à repetição imediata do exame citopatológico. 
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5. OBJETIVOS  

 

 

5.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar o desempenho dos testes de Dupla Marcação por p16 e Ki67 em 

amostras de células cervicais, comparando-o à repetição imediata do exame citopatológico 

em mulheres com resultado de citologia de rastreamento ASC-US ou LSIL1. 

  

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Descrever o desempenho da repetição da citologia e Dupla Marcação por p16 e Ki67 

em mulheres com resultado prévio de ASC-US e LSIL para o diagnóstico do câncer cervical 

e suas lesões precursoras;  

2. Comparar o desempenho diagnóstico das estratégias de triagem de mulheres com 

resultado prévio de ASC-US e LSIL pela repetição imediata da citologia, considerando 

positiva para resultados de ASC-US+2, ou para resultado ASC-H+3, pela Dupla Marcação 

por p16 e Ki67 e pelo resultado positivo para a marcação de p16 ou Ki67; 

3. Comparar o percentual de mulheres com resultado prévio de ASC-US e LSIL que 

seriam encaminhadas para colposcopia e o percentual de câncer ou suas lesões precursoras 

detectadas e perdidas na repetição imediata da citologia e na Dupla Marcação por p16 e 

Ki67. 

 

  

 
1 Apesar de fazer parte do projeto desse estudo, os testes de HPV não puderam ser concluídos, conforme 

descrito nas Limitações do Estudo e, por esse motivo, deixaram de ser mencionados nos objetivos. 
2 Células Atípicas de Significado Indeterminado ou mais relevante. 
3 Células Atípicas de Significado Indeterminado, não podendo excluir lesão de alto grau ou mais relevante. 
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6. METODOLOGIA 

 

 

6.1 DESENHO DO ESTUDO 

  Trata-se de um estudo transversal, com recrutamento de mulheres com 

resultados de citologia de rastreamento ASC-US ou LSIL, atendidas em unidades de saúde 

de duas regiões brasileiras com características diversas: os municípios do Rio de Janeiro e 

de Palmas e Porto Nacional, no Tocantins, mediante convite à participação conforme 

Apêndices (I e II). Todas as mulheres recrutadas e incluídas foram encaminhadas ao 

atendimento especializado nos SRC participantes onde foram acolhidas, entrevistadas 

(Apêndice III) e submetidas à realização da coleta de espécime citológico em meio líquido 

e colposcopia, conforme Figura 5. As amostras coletadas foram encaminhadas para o 

processamento dos testes de citologia em meio líquido (CML), imunocitoquímica (Dupla 

Marcação de p16 e Ki67) e teste de DNA-HPV4. 

 
4 Apesar de não incluído nos objetivos do estudo, durante a execução do projeto todas as alíquotas para a 

realização do teste de DNA-HPV foram preparadas e realizadas as etapas que foram possíveis, em 

conformidade com os protocolos padronizados. Contextualizamos nas Limitações do estudo as dificuldades 

para a não obtenção dos resultados. 
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Figura 5. Fluxograma de recrutamento e seguimento das mulheres participantes.  
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6.2 POPULAÇÃO, LOCAL E PERÍODO 

(a) Em Tocantins: mulheres com resultado ASC-US ou LSIL atendidas nas unidades 

primárias de saúde de Palmas e Porto Nacional, em Tocantins, no período de agosto de 

2019 a novembro de 2022 foram consideradas elegíveis e convidadas a participar desse 

estudo. Caso aceitassem, eram encaminhadas a um dos SRC participantes, localizados nas 

cidades de Palmas (AMAS – Ambulatório de Atenção à Saúde Dr. Eduardo Medrado) ou 

Porto Nacional (ASPEL – Centro de Saúde Dr. Eduardo Manzano), conforme 

regionalização existente; 

(b) No Rio de Janeiro: mulheres com resultado ASC-US ou LSIL atendidas nas unidades 

primárias de saúde da Área Programática (AP) 2.1, Zona Sul do município do Rio de 

Janeiro, no período de outubro de 2019 a novembro de 2022 foram consideradas elegíveis 

e convidadas a participar e, caso aceitassem, encaminhadas ao Ambulatório de Patologia 

Cervical do Instituto Nacional de Saúde da Mulher, da Criança e do Adolescente Fernandes 

Figueira, da Fundação Oswaldo Cruz (IFF/Fiocruz). 

 

6.3 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO, EXCLUSÃO E PERDAS 

  Foram incluídas mulheres com citologia de rastreamento com resultado ASC-

US ou LSIL que aceitaram participar do estudo e recebidas nos SRC de Tocantins ou do 

Rio de Janeiro no período mencionado. Foram excluídas aquelas que estivessem gestantes 

e as que tinham histórico de lesão cervical anterior. 

  Foram consideradas perdas as mulheres cuja conclusão diagnóstica não foi 

possível no período do estudo: aquelas em que a colposcopia ou resultado histopatológico, 

ou ambos, foram inconclusivos e aquelas que dependeram do seguimento após a 

colposcopia e não o concluíram (Zona de Transformação tipo III e sem lesão visível 

compatível com NIC II+). 
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6.4 AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

  Todas as participantes atendidas nos SRC vinculados a este projeto foram 

submetidas à coleta de amostra citológica em meio líquido, utilizando kit para coleta Cell 

Preserv®, seguindo recomendações do fabricante (Kolplast - São Paulo, Brasil - Apêndice 

IV). As amostras foram acondicionadas em caixas térmicas, sob temperatura ambiente (não 

superior a 30°C) nos SRC e acondicionadas sob refrigeração (2° a 8°C) no Laboratório 

Central de Saúde Pública do Tocantins (LACEN/TO) ou Laboratório de Alta Complexidade 

do IFF/Fiocruz (LACIFF) até o encaminhamento ao laboratório colaborador, para o 

processamento e posterior análise citopatológica e imunocitoquímica. 

  Para os testes moleculares (DNA-HPV5), o frasco contendo o material 

biológico obtido das mulheres incluídas (primário), devidamente identificado, era 

homogeneizado e retirada uma aliquota de 3,0mL com auxílio de uma pipeta de Pasteur. 

Essa alíquota era transferida para um tubo tipo eppendorf ou tubo falcon e acondicionada 

em freezer a -70°C para encaminhamento ao LACIFF (ou permanência nesse laboratório 

para as amostras obtidas no Rio de Janeiro). 

 

6.5 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO DE CAMPO 

  Além da equipe de pesquisadores que fizeram a coordenação e execução do 

projeto, foram organizadas mais duas equipes: uma denominada de clínica, encarregada do 

cuidado às mulheres participantes em Tocantins e no Rio de Janeiro, além das equipes para 

o processamento das amostras, conforme descrito nominalmente no Apêndice V. 

 

 
5 As amostras para a realização dos exames de DNA-HPV foram devidamente aliquotadas, na perspectiva de 

processamento desses testes e da obtenção desses resultados. Nas Limitações do Estudo estão descritas as 

razões para a não conclusão desses testes. 
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6.5.1 EQUIPE COORDENADORA 

  A Equipe Coordenadora foi responsável pela execução e coordenação de todas 

as atividades do projeto, incluindo a interlocução com gestores locais e regionais, busca de 

fomento, manutenção de bancos de dados e apresentação de relatórios. 

  O Projeto foi contemplado no Edital n° 01/2018 FAPT/SES/MS/CNPq - Projeto 

de Pesquisa Aplicada ao SUS (PPSUS), em Tocantins, conforme Anexo I. Os relatórios, 

prestação de contas parcial e final, assim como a participação nos seminários para 

apresentação dos resultados referentes a execução do Projeto PPSUS, também ficaram à 

cargo desta equipe coordenadora. 

 Para a realização do recrutamento de mulheres com resultados de exames 

citopatológicos de rastreamento com diagnóstico de ASC-US ou LSIL em Tocantins, foi 

realizada reunião com equipes da Diretoria de Atenção Especializada e Diretoria de 

Atenção Básica da Secretaria Municipal de Saúde (SEMUS) de Palmas e encaminhamento 

dos documentos requisitados comprovando a aprovação junto ao CEP local (Anexo II). Ao 

longo da execução do projeto, além da abordagem realizada pela SEMUS, com o 

encaminhamento do documento divulgando a execução da pesquisa, a pesquisadora e 

orientador fizeram visitas presenciais em unidades de saúde, apresentando e esclarecendo 

dúvidas sobre os processos previstos no projeto e informando sobre o seu andamento.  

 No Rio de Janeiro, o projeto foi divulgado aos gestores das Clínicas da Família 

da AP 2.1 em reunião presencial na Coordenadoria Geral da Área Programática – Área 

Técnica da Saúde da Mulher, da Secretaria Municipal de Saúde do Rio de Janeiro em 

outubro de 2019. A identificação dessas mulheres foi feita pelos profissionais envolvidos 

no rastreamento e pelos gestores, fornecendo uma relação de mulheres com resultados de 

ASC-US ou LSIL que deveriam ser buscadas futuramente para um segundo exame. 

 Nas duas oportunidades foram expostos os vídeos explicativos para os 
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profissionais6, posteriormente divulgados por aplicativo de troca de mensagens em telefone 

celular (WhatsApp) para os profissionais envolvidos no rastreamento (incluindo agentes de 

saúde), que simplifica os objetivos do projeto e a forma de abordagem para o recrutamento 

no Rio de Janeiro e Tocantins, respectivamente. Nas unidades de saúde, foram deixadas 

cópias da carta convite (Apêndices II ou III) para comparecimento aos SRC de 

Palmas/Porto Nacional ou ao IFF/Fiocruz caso houvesse interesse em participar da 

pesquisa.   

 A consistência das informações obtidas e registradas nos formulários (Apêndice 

IV) foi verificada por meio de checagem com o registro físico ou diretamente com as 

participantes, por meio de contato telefônico, ou consulta ao médico colaborador da equipe 

de clínica. 

  Além das informações descritas no formulário, os resultados dos testes 

laboratoriais realizados durante estudo (Citologia em Meio Líquido e Imunocitoquímica7) 

e os resultados do padrão ouro (histopatológico e colposcopia) foram transcritos pela 

pesquisadora no banco de dados criado exclusivamente para o registro de informações desta 

pesquisa no programa Microsoft Access® (versão 2202) e analisados em aplicativo 

estatístico (EpiInfo™ versão 7.2.5.0). O Poder foi calculado para cada distribuição de 

resultados frente ao padrão-ouro foi calculado utilizando o software “R” (versão 3.4.3).  

 

6.5.2 EQUIPES DE CLÍNICA 

  Para o atendimento das mulheres que foram recebidas nos SRC, foram 

escolhidas equipes compostas por profissionais capacitados, com larga experiência e 

atuação nos serviços de atenção secundária, compreendendo duas ginecologistas do SRC 

 
6 Disponíveis nos links: https://www.youtube.com/watch?v=KORAAZ3a0f8&list=LL&index=76  e 

https://www.youtube.com/watch?v=_kNcFDwDUY4&list=LL&index=73. 
7 Apesar de previsto, os resultados de PCR para HPV não foram concluídos até a redação dessa tese. 

https://www.youtube.com/watch?v=KORAAZ3a0f8&list=LL&index=76
https://www.youtube.com/watch?v=_kNcFDwDUY4&list=LL&index=73
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do AMAS/Palmas e ASPEL/Porto Nacional e um ginecologista do IFF/FIOCRUZ do Rio 

de Janeiro, que aceitaram o convite para participar do projeto, realização dos exames de 

colposcopia, coleta de material citológico em meio líquido e seguimento em conformidade 

com as Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Câncer do Colo do Útero3. 

 No dia do acolhimento, as mulheres que compareceram aos SRC e que 

concordaram em participar foram incluídas.  As que declinaram participar tiveram reiterado 

o significado dos diagnósticos citológicos, foram orientadas quanto aos procedimentos 

adequados após a citologia alterada e contrarreferidas para seguimento na unidade de 

Atenção Primária conforme recomendado pelas Diretrizes Brasileiras3.  

 As mulheres que aceitaram participar foram submetidas a coleta de novo 

espécime citológico cervical em meio líquido e colposcopia. Os espécimes obtidos foram 

acondicionados e armazenados como descrito acima. Procedimentos adicionais, como 

biópsias e tratamentos excisionais foram realizados conforme recomendado nas Diretrizes 

Brasileiras para o Rastreamento do Câncer do Colo do Útero3. A paciente foi orientada a 

retornar para novas consultas conforme o fluxo do seguimento (Figura 5).  

 

6.5.3 EQUIPES DE PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

  O recolhimento, transporte e processamento das amostras ficaram a cargo da 

pesquisadora, que também colaborou com a execução dos testes. Todos os integrantes das 

equipes têm formação acadêmica e experiência nos processos propostos, garantindo a 

adequação na preparação das lâminas e uniformidade das análises, conforme descrito no 

Quadro 2.  

  As amostras citológicas coletadas em Tocantins eram encaminhadas ao 

LACEN-TO e as amostras colhidas no Rio de Janeiro eram encaminhadas ao LACIFF. O 
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frasco primário era encaminhado ao laboratório colaborador em São Paulo-SP (vide 

adiante) para realização dos seguintes exames: 

(a) Citologia em Meio Líquido (CML): as amostras para a CML foram processadas no 

equipamento Processador de Lâminas KLP 2000®, (Kolplast - São Paulo, Brasil), que 

promove o depósito de uma camada de células8 em lâminas silanizadas (com carga elétrica 

capaz de reter material celular), e eram imediatamente fixadas em álcool absoluto. Na 

sequência, as amostras eram submetidas à coloração pelo método de Papanicolaou, 

utilizando corantes Hematoxilina de Harris (núcleo), Orange G e EA 36 (para efeitos no 

citoplasma). Nesse momento, uma lâmina adicional era preparada para a realização do 

exame imunocitoquímica (Dupla Marcação de p16 e Ki67) e preservada sob fixação em 

álcool absoluto. Após a coloração pelo método de Papanicolaou, as lâminas de CML foram 

montadas com bálsamo do Canadá e fixadas com lamínulas, e colocadas em overnight para 

secagem.  

  A análise do exame citopatológico foi realizada seguindo os critérios e 

parâmetros de controle de qualidade estabelecidos rotineiramente, por examinador 

independente, sem conhecimento das conclusões diagnósticas de cada caso. Os 

colaboradores tem ampla experiência no diagnóstico citopatológico convencional e em 

meio líquido. A classificação dos resultados dos exames citopatológicos foi baseada na 

Nomenclatura Brasileira para Laudos Citopatológicos Cervicais8, e os resultados enviados 

à pesquisadora. 

(b) Imunocitoquímica/Dupla Marcação de p16 e Ki67: as lâminas preparadas e fixadas 

em álcool foram encaminhadas para o Laboratório de Imunohistoquímica da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP), e processadas segundo protocolo já 

 
8 Esse processo resulta numa lâmina de vidro com um círculo central denominado “print”, com 

aproximadamente 5.000 células, conforme padronização do método pelo fabricante, com redução de artefatos 

como: hemácias, leucócitos e muco. 
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padronizado para a Dupla Marcação no laboratório e repetido com a utilização de amostras 

conhecidas e utilizadas como controle negativo (provenientes de amostras citológicas 

negativas para lesão intraepitelial cervical) e amostras com lesão intraepitelial cervical de 

baixo e alto grau, para caracterizar a marcação combinada. No protocolo técnico foi 

utilizado o reagente pré diluído e pronto para uso Biocare Medical® p16 + Ki67 coquetel 

[multiplex], p16 monoclonal de camundongo [clone BC42] e Ki67 monoclonal de coelho 

[clone SP6], isotipos IgG1/Kappa e IgG, para a marcação nuclear e citoplasmática, de cor 

marrom (DAB) do p16, e o Ki67, marcação nuclear, de coloração vermelha (fast red).  

 As análises morfológicas foram conduzidas por citologista experiente que 

desconhecia a conclusão diagnóstica e o laudo da CML, e os resultados foram expressos 

como: 

• positivos (para p16 e Ki67 simultaneamente, com classificação da intensidade da 

cor observada como marcação fraca, moderada ou forte); 

• negativos (para os casos sem nenhuma marcação).  
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Figura 6. Imagens obtidas de amostras de mulheres incluídas, coradas e marcadas com p16 e Ki67, 

escaneadas e em aumento 50x e 100x. 

Na imagem A observa-se uma imagem negativa da reação, ou seja, nota-se a contracoloração em hematoxilina 

das células; em B observa-se marcação positiva ao Ki67 (vermelha) e contracoloração em hematoxilina; na 

imagem C visualiza-se a marcação positiva ao p16 (marron); na imagem D observa-se a Dupla Marcação de 

p16 (citoplasmática, marrom) e Ki67 (nuclear, vermelho).  

100 µm = aumento de 200X, 50 µm = aumento de 400X. Nas imagens foram B, C e D foram acrescentados 

destaques em maior aumento para melhor visualizar as células marcadas.  

 

  Para a proporcionar a realização dos testes de DNA-HPV, as alíquotas eram 

armazenadas em freezer a -70°C e juntadas, conforme cronograma de disponibilidade do 

LACIFF e de agenda dos colaboradores, para a execução das etapas de processamento das 

amostras. Foi firmado protocolo para que o DNA total fosse isolado a partir das amostras 

aliquotadas, utilizando o QiaAMP DNA Mini Kit® (Qiagen™, USA). Ao final dos 

processos de extração, o DNA liberado foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop 

ND-1000 (ThermoFisher Scientific, USA) e, posteriormente, amplificado por reação em 

cadeia de polimerase em tempo real (Polymerase Chain Reaction - qPCR) utilizando os 

primers: GP5+ 5'-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3' GP6+ 5'-GAA AAA TAA 

ACT GTA AAT CAT ATT C-3', conforme protocolo estabelecido por Jacobs e 
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colaboradores98 e padronizado pela equipe durante a execução destas análises. Os produtos 

amplificados foram purificados em uma nova etapa, e acordamos que para essa nova etapa 

as amostras seriam encaminhadas à plataforma de sequenciamento genético da 

Fiocruz/Biomanguinhos9. 

 

6.6 CONCLUSÃO DIAGNÓSTICA (PADRÃO OURO) 

  O padrão ouro para definição do desempenho dos testes foi construído como 

um padrão misto, composto pelo diagnóstico mais relevante obtido em biópsia ou 

procedimento excisional ou, quando negativo, quando esses espécimes, caso obtidos, foram 

negativos para NIC II+ ou quando à colposcopia não foram observados achados anormais 

maiores com Zona de Transformação completamente visível (ZT tipo I ou II). Em alguns 

desses casos não foram realizadas biópsias por não serem recomendadas sistematicamente 

3 e não seria ético realiza-las apenas para obtermos o diagnóstico histológico. Ainda, nos 

casos em que não foi possível concluir pela ausência de NIC II+ na primeira avaliação 

colposcópica por não ser observada toda a ZT (ZT tipo III) ou não ter sido realizado um 

procedimento excisional tipo III10, foi realizado um seguimento com repetição da citologia 

e nova colposcopia em duas oportunidades com pelo menos seis meses de intervalo. Nos 

casos em que a nova colposcopia passou a mostrar ZT tipos I ou II durante o seguimento, 

esse novo exame foi considerado conclusivo e o seguimento finalizado. Portanto, o 

seguimento dessas mulheres teve por objetivo, tão somente, assegurar a inexistência de NIC 

II+ no acolhimento no SRC ou concluir o diagnóstico da época em que isso não foi possível 

e não teve a intenção de verificar a progressão ou regressão de diagnósticos citológicos. 

 
9 Não houve retorno dos referidos resultados até a redação dessa tese e, portanto, não foram incluídos nessa 

análise. 
10 Indicado em situações em que há suspeita ou confirmação de lesão precursora e a JEC não é completamente 

visível no interior do canal endocervical. Tem por objetivo retirar a ZT endocervical, atingindo a profundidade 

de 2 a 2,5cm. Pode ser realizado por técnica convencional (conização à Sturmdorf) ou por outras técnicas, 

inclusive a eletrocirúrgica. 
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  Dessa forma, seriam11 consideradas as seguintes conclusões diagnósticas: 

1. Doentes: as mulheres portadoras de câncer ou lesão precursora confirmada por exame 

histopatológico compatível com NIC II ou III, obtido em biópsia dirigida do colo uterino 

ou em procedimento excisional, realizados na primeira abordagem ou no seguimento. 

2. Não doentes, as mulheres que: 

- Apresentaram um exame histopatológico compatível com NIC I ou negativo obtido 

em biópsia dirigida do colo uterino com ZT tipos I ou II ou procedimento excisional, 

realizados na primeira abordagem ou no seguimento; 

- Apresentaram colposcopia sem achados anormais ou com achados anormais 

menores com ZT tipos I ou II, não biopsiadas, realizada na primeira abordagem; 

- Apresentaram colposcopia sem achados anormais ou com achados anormais 

menores com ZT tipo III, realizados na primeira abordagem e sem evidência de lesão 

precursora ou câncer no seguimento citológico e colposcópico. 

 

6.7 TAMANHO AMOSTRAL 

Para o cálculo do tamanho da amostra foi utilizada uma tabela de Excel em que 

consideramos a possibilidade de encontrar Sensibilidade de 90% (S=90%) para detecção de 

NIC II+, considerando o Intervalo de Confiança de 95% variando entre 82% e 98%. Esse 

parâmetro mostrou a necessidade de incluir 280 mulheres com resultados prévios de ASC-

US ou LSIL.  

Consideramos o percentual de 20% como possíveis perdas e, para compensa-

las, estimou-se ser necessário recrutar um total de 336 mulheres com resultados de citologia 

ASC-US ou LSIL no rastreamento, para participação no estudo.  

   

 
11 O verbo “ser” está conjugado no futuro do pretérito na terceira pessoa do plural por não termos observado 

nenhum caso de câncer e não caberia aqui já mencionar esse resultado. 
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6.8 MEDIDAS DE DESFECHOS E ANÁLISE DOS DADOS 

 Os resultados obtidos dos exames em avaliação foram consolidados em tabelas 

de contingência e confrontados com os diagnósticos finais, considerando as categorias 

“Com doença” e “Sem doença”, como acima descrito.  

 As medidas de desempenho (sensibilidade, especificidade, valores preditivos e 

razões de verossimilhança) foram calculadas com o auxílio do programa Epi-Info (versão 

7.2.5.0) para os exames citopatológicos (incluindo o imunocitoquímico com Dupla 

Marcação). Os valores para os testes de DNA-HPV não foram calculados, considerando 

que o sequenciamento genético ou a definição do tipo do vírus não foi concluído devido a 

obstáculos considerados intransponíveis no seu processamento12. 

 Também foram calculadas as razões de sensibilidade e de especificidade entre 

o exame citopatológico e a imunocitoquímica, além das proporções de lesões de alto grau 

detectadas e perdidas com cada teste e o percentual de colposcopias indicadas com base nos 

resultados de cada teste analisado.  

 As medidas obtidas consideram a CML e a imunocitoquímica com os seguintes 

pontos de corte para positividade: 

-  qualquer alteração citológica (atipias de significado indeterminado possivelmente 

não neoplásicas, lesão intraepitelial de baixo grau, atipias de significado 

indeterminado não podendo excluir lesão de alto grau, lesão intraepitelial de alto 

grau alto grau, atipias glandulares ou câncer); 

- com resultado sugerindo lesão precursora ou câncer (atipias de significado 

indeterminado não podendo excluir lesão de alto grau, lesão intraepitelial de alto 

grau, atipias glandulares ou câncer) 

 
12 Realização do processamento técnico para o sequenciamento genético a ser realizado no Laboratório de 

Virologia de Biomanguinhos. Sujeitos à disponibilidade de reagentes/consumíveis/equipamentos para a 

execução dos testes.  
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- Dupla Marcação positiva; e 

- marcação positiva para p16 ou Ki67. 

 

6.9 QUESTÕES ÉTICAS 

  Todas as mulheres elegíveis foram informadas dos riscos e benefícios e as que 

aceitaram participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), 

no qual constam, além dessas informações e esclarecimentos sobre o projeto, os contatos 

da pesquisadora e do orientador (Apêndice VI). 

  Foram identificados como riscos, e informados às mulheres elegíveis, as 

possíveis intercorrências clínicas relacionadas ao procedimento de colposcopia, biópsia 

(quando necessário) e coleta da CML. Todos os procedimentos realizados seguiram as 

recomendações das Diretrizes Brasileiras, ou seja, seguindo as melhores práticas em nosso 

país e realizados em centros credenciados ou reconhecidos como referência para o 

diagnóstico e tratamento das lesões precursoras do CCU em suas regiões. O único 

procedimento não previsto nas Diretrizes Brasileiras era a coleta de novo espécime 

citológico, que é obtido da mesma forma como foi coletada a amostra anterior, ou seja, 

utilizando espátula de Ayre e escova endocervical (Cytobrush). Foi assegurada à mulher 

elegível que, caso não desejasse participar, nada mudaria no seu atendimento.  

  Também se identificou como risco para as participantes a divulgação indevida 

de dados sigilosos como nomes e outros dados que permitissem sua identificação e 

associação das respostas às questões sociais e relacionadas à sua atividade sexual, além dos 

resultados dos exames realizados nesse estudo.  

  Para reduzir os possíveis riscos relacionados às informações, os profissionais 

participantes se comprometeram a não trabalhar com dados nominais em todos os registros 

do estudo. Os laudos e demais documentos foram utilizados exclusivamente na unidade de 
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saúde (SRC) sob supervisão de um funcionário da instituição.  

  As mulheres que aceitaram participar tiveram como benefício a antecipação do 

diagnóstico, de ausência ou presença de lesão precursora de CCU e, nesse caso, de 

tratamento, reduzindo o risco de perda de seguimento. 

  A pesquisa segue os preceitos éticos estabelecidos conforme Resolução do 

Ministério da Saúde/Conselho Nacional de Saúde nº 466 de 2012, tendo obtido o Parecer 

Consubstanciado com CAE nº98931018.6.0000.5269 emitido pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do IFF/Fiocruz e Parecer Consubstanciado com CAAE nº 98931018.6.3002.5279 

emitido pelo CEP/Secretaria Municipal de Saúde do Rio de Janeiro e Parecer 

Consubstanciado com CAAE nº 98931018.6.3003.9187emitido pelo CEP/Secretaria 

Municipal de Saúde de Palmas-TO (Anexos II a IV).  
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 7. RESULTADOS   

 

 

 No período de outubro de 2019 a novembro de 2022 foram recrutadas 121 

mulheres (Figura 9), atendidas em Tocantins e no Rio de Janeiro.  

 Conforme a Figura 9, foram excluídas as mulheres que não apresentavam 

registros da colposcopia (1) ou resultados dos exames que possibilitassem a conclusão 

diagnóstica (29 mulheres) e consideradas perdas aquelas que não compareceram ao 

seguimento (10 mulheres) ou que apresentaram seguimento incompleto (5 mulheres) 

quando esse era necessário para concluir o diagnóstico, como descrito na Metodologia. 

 Foram consideradas 76 mulheres (62,8%) das 121 mulheres que atenderam aos 

critérios de seleção, com resultado de pelo menos um dos testes estudados e conclusão do 

diagnóstico de presença ou ausência de doença cervical até o novembro de 202213. 

 

  Figura 7. Fluxograma do recrutamento, seleção e inclusão nessa análise (outubro de 2019 a novembro de 

2022). 

 
13 O não alcance do tamanho amostral, proposto na metodologia, durante o período de execução do estudo 

ocorreu por dificuldades no recrutamento de mulheres elegíveis pela importante redução das ações de 

rastreamento durante a pandemia de Covid-19, conforme discutido adiante em Limitações do Estudo.  
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  A Tabela 1 descreve as características das mulheres incluídas e aquelas 

excluídas ou perdidas, como descrito acima. A comparação entre os dois grupos não mostra 

diferenças significativas ao nível de 5%, exceto para idade, em que o grupo das mulheres 

incluídas nessa análise mostrou uma média de idade significativamente menor do que as 

excluídas ou perdidas.  

  Conforme a Tabela 1, a média de idade do grupo das 76 mulheres incluídas foi 

de 38 anos, com desvio padrão de 12,4, variando faixa etária de 20 a 73 anos. A maioria 

das mulheres recrutadas (86,8%) estava na faixa etária alvo do programa de rastreamento. 

Das mulheres analisadas, 44,7% se identificaram como não brancas, 59,2% tinham ensino 

médio completo ou mais, 75% relataram vida sexual ativa, 76,3% relataram ter até dois 

filhos e 52,6% relataram três ou mais parceiros ao longo de sua vida sexual. Das mulheres 

incluídas, 55,3% apresentavam resultado de exame citopatológico prévio de ASC-US e 44,7 

de LSIL. Com relação ao local de atendimento, 21 (27,7%) foram atendidas em Tocantins 

(17 no SRC AMAS/Palmas e 04 no SRC ASPEL/Porto Nacional) e 55 (72,4%) foram 

atendidas no município do Rio de Janeiro, no SRC do IFF/Fiocruz (Tabela 1). 

  Na Tabela 1 constam as características das mulheres excluídas ou perdidas, em 

que avaliamos a média de idade ser de 45,1, com desvio padrão de 13,3 e faixa etária 

variando de 20 a 70 anos. A maioria (88,9%) estava na faixa etária recomendada para o 

rastreamento, e 68,9% se autoclararam não brancas. Quanto à escolaridade, 68,8% tinham 

até o ensino médio completo, 55,6% afirmaram ter vida sexual ativa e 46,7% tiveram até 

dois filhos e 48,9% relataram três ou mais parceiros ao longo de sua vida sexual.  

  Nesse grupo 66,7% apresentavam resultado de exame citopatológico prévio de 

ASC-US e 33,3 de LSIL. Com relação ao local de atendimento, 17 (37,8%) foram atendidas 

em Tocantins (13 no SRC AMAS/Palmas e 04 no SRC ASPEL/Porto Nacional) e 28 

(62,2%) foram atendidas no município do Rio de Janeiro, no SRC do IFF/Fiocruz. 
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Tabela 1. Características das mulheres incluídas nessa análise em comparação com as excluídas ou perdidas, 

além da unidade onde se deu a inclusão (outubro de 2019 a novembro de 2022). 

Características  Incluídas 

nessa análise 

n= 76 

%  Excluídas 

ou perdidas 

n= 45 

% p-valor 

Idade média em anos 

(Desvio Padrão; Faixa)  

38,3 (12,4; 

20-73) 

- 45,1 (13,3; 

20-70) 

- 0,0055 

Faixa Etária      

< 25 7 9,2 3 6,7  

25 a 641 66 86,8 40 88,9 0,746 

≥ 65 3 4,0 2 4,4  

Total 76 100 45 100  

Cor da pele autodeclarada   
 

   

Branca 32 42,2 14 31,1  

Negra 13 17,1 6 13,4  

Parda 20 26,3 18 40,0  

Amarela 1 1,3 - - 0,257 

Ignorada/não informada 10 13,1 7 15,5  

Total 76 100 45 100  

Escolaridade    
 

   

Analfabeta 3 4,0 1 2,2  

Ensino fundamental  19 25,0 15 33,3  

Ensino Médio completo 31 40,8 15 33,3 0,298 

Ensino Superior completo  14 18,4 6 13,4  

Ignorada/não informada 9 11,8 8 17,8  

Total 76 100 45 100  

Vida sexual ativa   
 

   

Sim 57 75,0 25 55,6  

Não  16 21,0 14 31,1 0,118 

Ignorada/não informada 3 4,0 6 13,3  

Total 76 100 45 100  

Paridade (número de filhos)   
 

   

≤ 2 58 76,3 21 46,7  

≥ 3 15 19,7 11 24,4 0,139 

Ignorada/não informado 3 4,0 13 28,9  

Total 76 100 45 100  

Número de parceiros sexuais   
 

   

≤ 2 27 35,5 14 31,1  

≥ 3 40 52,6 22 48,9 0,909 

Ignorado/não informado 9 11,9 9 20,0  

Total 76 100 45 100  

Unidade de atendimento   
 

   

ASPEL2 4 5,2 4 8,9  

AMAS3 17 22,4 13 28,9  

IFF/Fiocruz4 55 72,4 28 62,2 0,2410 

Total 76 100 45 100  
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Tabela 1. Características das mulheres incluídas nessa análise em comparação com as excluídas e perdidas, 

além da unidade onde se deu a inclusão (outubro de 2019 a novembro de 2022) (continuação). 

Características  Incluídas 

nessa análise  

%  Excluídas 

ou perdidas 

% p-valor 

Citologia prévia    
 

   

      

ASC-US 42 55,3 30 66,7  

LSIL 34 44,7 15 33,3 0,2111 

Total 76 100 45 100  
1Faixa etária recomendada para o rastreamento no Brasil; 2Ambulatório Especialidades de Porto Nacional 

(ASPEL); 3Ambulatório de Atenção à Saúde (AMAS/Palmas); 4 Instituto Nacional de Saúde da Criança, da 

Mulher e do Adolescente Fernandes Figueiras (IFF/Fiocruz); 5teste de Mann-Whitney/Wilcoxon; 6faixa etária 

recomendada para o rastreamento (25 a 64 anos) versus as demais (teste do Qui-quadrado); 7cor branca versus 

demais, excluída a categoria “Ignorada/não informada” (teste do Qui-quadrado); 8Ensino Médio ou Superior 

completos versus demais categorias, excluída a categoria “Ignorada(o)/não informada(o)” (teste Exato do 

Qui-quadrado); 9excluída a categoria “Ignorada/não informada” (teste do Qui-quadrado); 10unidade de 

atendimento no Rio de Janeiro (IFF/Fiocruz) versus unidades de Tocantins (ASPEL + AMAS) (teste do Qui-

quadrado); 11teste do Qui-quadrado. 

 

  A Tabela 2 mostra os resultados dos exames iniciais e conclusões diagnósticas 

utilizadas comparando as mulheres incluídas e as não incluídas. Não houve diferenças 

significativas ao nível de 5% entre as mulheres incluídas e as demais, exceto para o fato de 

as incluídas, como esperado, terem realizado mais procedimentos com resultado 

histopatológico (biópsias ou procedimentos excisionais). No grupo das não incluídas não 

foi possível concluir o diagnóstico em 31 participantes (69%), e dentre as que tiveram essa 

classificação (negativos, LSIL ou NIC I), não obtivemos resultados do exame 

citopatológico ou imunocitoquímico. Não calculamos a probabilidade de erro tipo I para as 

variáveis “Diagnóstico no seguimento” e “Conclusão diagnóstica”, pois, como a maioria 

das mulheres não incluídas nessa análise não tiveram esses resultados, a comparação não 

seria cabível. 

  Das mulheres incluídas nessa análise, 48,7% (37) tiveram achados negativos, 

presença de miscelânia (pólipos cervicais) ou sugestivos de processo inflamatório no exame 

de colposcopia inicial, 40,8% (31 mulheres) tiveram achados anormais menores, e 10,5% 

(8 mulheres) achados anormais maiores. No atendimento inicial, 56 mulheres não foram 

submetidas à realização de biópsia. Daquelas submetidas à biópsia do colo uterino, 8 
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mulheres (10,5%) mostraram NIC II+ (NIC II em 3 e NIC III em 5 mulheres). Outras 9 

tinham indicação de seguimento para conclusão diagnóstica por terem ZT tipo III e não 

terem sido observados achados anormais ou sido submetidas à biópsia ou procedimento 

excisional (vide Metodologia). Dessas, 3 compareceram ao primeiro seguimento em 6 

meses, com conclusão diagnóstica nessa etapa. Nenhuma delas apresentou NIC II+ no 

seguimento.  

Tabela 2. Resultados dos exames iniciais e conclusões diagnósticas nessa análise (outubro de 2019 a 

novembro de 2022). 

Resultados Incluídas 

n=76 

%  Excluídas/ 

perdidas 

n=45 

% p-valor 

Colposcopia inicial        

Negativo/Inflamatório/Miscelânea 37 48,7 30 66,7  

Achados anormais menores 31 40,8 10 22,2  

Achados anormais maiores 8 10,5 4 8,9 0,803 

Ignorado/não informado - - 1 2,2  

Total 76 100 45 100  

Histopatológico de biópsia do 

colo uterino ou procedimento 

excisional 

       

Não realizada biópsia 56 72,3 43 97,4  

Negativo 3 4,6 - -  

NIC1 I 10 15,4 2 2,6  

NIC II 3 4,6 - -  

NIC III 5 3,1 - - <0,014 

Total 76 100 45 100  

Diagnóstico no Seguimento         

Negativo/Inflamatório 4 66,6 2 100  

LSIL2 1 16,7 - -  

NIC III 2 16,7 - - 5 

Total 6 100 2 -  

Conclusão diagnóstica        

Negativo 39 51,3 11 24,4  

Inconclusivo - - 31 69,0  

LSIL2 18 23,7 1 2,2  

NIC I 11 14,5 2 4,4  

NIC II 3 3,9 - -  

NIC III 5 6,6 - - 5 

Total 76 100 45 100  
1Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) Grau I, II ou III; 2Lesão Intraepitelial de Baixo grau (do inglês Low-

grade Squamous Intraepithelial Lesion), usado quando o aspecto colposcópico sugeria uma lesão dessa 

categoria e não foi realizada biópsia, com Junção Escamocolunar completamente visível (Zonas de 

Transformação tipos I ou II); naquelas em que a JEC não foi completamente visível, esse diagnóstico só foi 
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considerado conclusivo após o segundo seguimento citológico e colposcópico com pelo menos seis meses de 

intervalo sem evidência de lesão de maior relevância (vide Metodologia); 3Achados anormais maiores versus 

as demais categorias, excluída a categoria “Ignorado/não informado” (teste Exato de Fisher); 4biopsiadas 

versus não biopsiadas (teste do Qui-quadrado); 5não calculado (vide texto).  

 

  A Tabela 3 demonstra os resultados dos testes de CML e de imunocitoquímica. 

Das 64 mulheres com resultado de CML, apenas 2 (3,1%) tiveram diagnóstico citológico 

com a possibilidade de lesão de alto grau (ASC-H). Em relação ao teste de DM, das 41 com 

resultados disponíveis, 33 (50,8%) apresentaram resultados negativos e 8 (12,3%) com 

Dupla Marcação de p16 e Ki67 positiva. 

  Perdas de amostras, amostras insuficientes ou alíquotas insuficientes para a 

confecção de duas lâminas simultâneas foram as principais causas para a não realização dos 

exames de dupla marcação em todas as amostras que foram coletadas para o exame de 

citologia em meio líquido. A realização dos procedimentos técnicos em laboratórios e 

tempos distintos durante a pandemia da Covid-19, comprometeu o fluxo inicialmente 

idealizado. Assim, algumas amostras tiveram os dois exames e outras apenas um deles 

realizados: das 83 mulheres com resultados de citologia apenas 64 foram incluídas; das 57 

mulheres que tinham resultados de DM, apenas, 41 foram incluídas; 42 mulheres tiveram 

resultados dos dois exames, e destas 31 foram incluídas. 

Tabela 3. Resultados dos Testes de Citologia em Meio Líquido e Dupla Marcação de p16 e Ki67 (outubro 

de 2019 a novembro de 2022). 

Resultados N % 

Citologia em Meio Líquido   

Negativo 48 75,0 

ASC-US  4 6,2 

LSIL 10 15,7 

ASC-H1 2 3,1 

Total 64 100 

Dupla Marcação para p16 e Ki67      

Negativo 33 80,5 

Positivo 8 19,5 

Total 41 100 
 1Células Escamosas Atípicas de Significado Indeterminado, não podendo excluir Lesão Intraepitelial de Alto 

Grau (ASC-H). 
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  Na Tabela 4 relaciona-se os resultados da CML, comparando com a conclusão 

diagnóstica conforme descrito na Metodologia, agrupando essa variável como presença de 

NIC II ou III (NIC II+), pois não houve casos de câncer.  Uma das mulheres com conclusão 

diagnóstica de NIC III não teve resultado de citologia. A CML, nessa análise, foi 

considerada positiva quando sugeriu a possibilidade de lesão de alto grau (ASC-H), em 

duas mulheres. Esses números nos permitiram calcular que a Sensibilidade (S) da CML 

nesse nível de alteração foi de 28,6% e sua Especificidade (E) calculada em 100%. Os 

valores Preditivos Positivo (VPP) e Negativo (VPN) foram, nesse nível de positividade, de 

100% e 91,9%, respectivamente. A Razão de Verossimilhança Negativa (RV-) foi de 0,7 e 

a Positiva não foi possível calcular, pois sua fórmula tem zero no denominador.  

Tabela 4. Tabela de Contingência da Citologia em Meio Líquido com resultado sugerindo lesão de alto grau 

versus demais resultados frente à conclusão diagnóstica, recategorizados1 (outubro de 2019 a novembro de 

2022). 

 Conclusão diagnóstica  

 Resultados de CML NIC II+4 Sem NIC II+5 Total 

ASC-H2 2 0 2 

Negativo3 5 57 62 

Total 76 57 64 
1As variáveis foram recategorizadas em ASC-H ou Negativo; 2 Células Escamosas Atípicas de Significado 

Indeterminado, não podendo excluir Lesão Intraepitelial de Alto Grau; 3 Negativo: resultados compatíveis 

com Células Atípicas de Significado Indeterminado e Lesão Intraepitelial de Baixo Grau (ASC-US e LSIL, 

respectivamente) e os casos negativos para malignidade; 4NIC II+, inclui Neoplasia Intraepitelial Cervical 

(NIC) Graus II ou III; 5 Sem NIC II+ em resultados histopatológicos (inclui NIC I ou negativo) ou quando os 

achados colposcópicos eram normais ou anormais menores em mulheres não biopsiadas (vide Metodologia); 

S =28,6%; E = 100%; VPP = 100%; VPN = 91,9%; RV+ não possível calcular; RV- = 0,7; 6 uma das mulheres 

incluídas e que teve diagnóstico final de NIC III não tinha resultado de CML; o Poder calculado para essa 

distribuição foi de 0,24.  

 

  Na Tabela 5, demonstra-se o desempenho diagnóstico da CML, mas agora 

considerando positivo qualquer alteração citológica, ou seja, ASC-US ou pior, versus 

resultados negativos para malignidade. Com esse novo nível de corte, a CML obteve a 

Sensibilidade de 42,9% e Especificidade de 77,2%, destacando o incremento do Valor 

Preditivo Negativo que passou à 92%. 
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Tabela 5. Tabela de Contingência da Citologia em Meio Líquido com qualquer resultado alterado versus 

negativo frente à conclusão diagnóstica, recategorizada1 (outubro de 2019 a novembro de 2022). 

 Conclusão diagnóstica  

 Resultados de CML NIC II+4 Sem NIC II+5 Total 

ASC-US +2 3 13 16 

Negativo3 4 44 48 

Total 76 57 64 
1A conclusão diagnóstica foi recategorizada em ASC-US+ ou Negativo; 2 ASC-US+ foi utilizado para os 

resultados de exames de citologia em meio líquido (CML) compatíveis com os resultados de ASC-US, LSIL 

e ASC-H; 3Negativo foi atribuído aos resultados citológicos em que as alterações citomorfológicas eram 

compatíveis com alterações reativas ou inflamatórias, mas negativa para malignidade; 4NIC II+, inclui 

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) Graus II ou III; 5 Sem NIC II+ em resultados histopatológicos (inclui 

NIC I ou negativo) ou quando os achados colposcópicos eram normais ou anormais menores em mulheres 

não biopsiadas (vide Metodologia); S = 42,9%; E = 77,2%; VPP = 18,7%; VPN = 91,7%; RV+ = 1,9; RV- 

0,74; 6 uma das mulheres incluídas e que teve diagnóstico final de NIC III não tinha resultado de CML; o 

Poder calculado para essa distribuição foi de 0,14.  

 

  Na Tabela 6 descreve-se os resultados da DM por p16 e Ki67, comparando com 

a conclusão diagnóstica, agrupando essa variável como presença de NIC II ou III (NIC II+).  

Nessa análise, foi considerada positiva quando houve a presença dos dois marcadores na 

amostra analisada. Para essa análise obtivemos Sensibilidade de 50%, Especificidade de 

85,7% e Valor Preditivo Negativo em 90,9%. Duas mulheres com NIC III não tiveram 

diagnóstico desse teste (Tabela 6). 

Tabela 6. Tabela de Contingência dos Testes de Dupla Marcação (p16 e Ki67)1 frente à conclusão diagnóstica 

(outubro de 2019 a novembro de 2022). 

 Conclusão diagnóstica  

 DM p16/Ki671 NIC II+2 Sem NIC II+3 Total 

Positivo 3 5 8 

Negativo 3 30 33 

Total 6 35 41 
1Presença (Positivo) ou ausência (Negativo) da Dupla Marcação de p16 e Ki67; 2NIC II+ inclui Neoplasia 

Intraepitelial Cervical (NIC) Grau II ou III;3 Sem NIC II+ em resultados histopatológicos (inclui NIC I ou 

negativo) ou quando os achados colposcópicos eram normais ou anormais menores em mulheres não 

biopsiadas (vide Metodologia); S =50%; E = 85,7%; VPP = 37,5%; VPN = 90,9%; RV+ = 3,5;  RV- = 0,6; o 

Poder calculado para essa distribuição foi de 0,30. 

   

  Na Tabela 7 apresenta-se o desempenho da marcação por p16 e Ki67 

considerando positiva a marcação de pelo menos um desses marcadores.  

 

 



68 

 

Tabela 7. Tabela de Contingência dos Testes de Dupla Marcação (p16 e Ki67) considerando a marcação 

positiva para pelo menos um desses marcadores frente à conclusão diagnóstica, recategorizada1 (outubro de 

2019 a novembro de 2022). 

 Conclusão diagnóstica  

 Resultados de 

marcação por p16 

e/ou Ki67 

NIC II+2 Sem NIC II+3 Total 

Positivo 4 22 26 

Negativo 2 13 15 

Total 6 35 41,0 
1A conclusão diagnóstica foi recategorizadas em Positivo quando presente para p16 ou Ki67 e Negativo 

quando ausente marcação para qualquer um desses marcadores; 2NIC II+ inclui Neoplasia Intraepitelial 

Cervical (NIC) Grau II ou III; 3Sem NIC II+ em resultados histopatológicos (inclui NIC I ou negativo) ou 

quando os achados colposcópicos eram normais ou anormais menores em mulheres não biopsiadas (vide 

Metodologia); S = 66,7%; E = 37,1%; VPP = 15,4%; VPN = 86,7%; RV+ = 1,06; RV- 0,9; o Poder calculado 

para essa distribuição foi de 0,35. 

. 

  

  Na Tabela 8 reúnem-se as medidas de desempenho dos testes diagnósticos 

estudados nessa análise, nos dois níveis de positividade acima demonstrados para efeito de 

comparação. 

Tabela 8. Comparativo do desempenho diagnóstico dos testes de Citologia em Meio Líquido e Dupla 

Marcação de p16 e Ki67 em diferentes critérios de positividade para detecção de lesão precursora (outubro 

de 2019 a novembro de 2022).  

 Sensibi-

lidade 

Especi-

ficidade 

VPP1 VPN
2 

RV+
3 

RV-4 Pode
r5 

CML com positivo = 

ASC-H6 

28,6% 100% 100% 91,9

% 

- 0,7 0,24 

CML com positivo = 

ASC-US+7 

42,9% 77,2% 18,7

% 

91,7

% 

1,9 0,7 0,14 

DM8 positiva 50% 85,7% 37,5

% 

90,9

% 

3,6 0,6 0,30 

p16 e/ou Ki67 positivos9 66,7% 37,1% 15,4

% 

86,7

% 

1,06 0,9 0,35 

1VPP = Valor Preditivo Positivo; 2VPN = Valor Preditivo Negativo; 3RV+ = Razão de Verossimilhança 

Positiva; 4RV- = Razão de Verossimilhança Negativa; 5Poder: representa a capacidade de 

discriminar/classificar corretamente doentes e não doentes a partir do padrão-ouro; 6Células Escamosas 

Atípicas de Significado Indeterminado, não podendo excluir Lesão Intraepitelial de Alto Grau; Citologia em 

Meio Líquido considerada positiva quando o resultado foi compatível com Células Escamosas Atípicas de 

Significado Indeterminado, não podendo excluir Lesão Intraepitelial de Alto Grau (ASC-H); 7Citologia em 

Meio Líquido considerada positiva quando o resultado foi compatível com Células Escamosas Atípicas de 

Significado Indeterminado ou mais relevante (ASC-US, LSIL e ASC-H); 8Dupla Marcação positiva, ou seja, 

considerando a presença de células marcadas por p16 e Ki67, simultaneamente; 9considerado positivo para a 

presença de marcação de p16 e/ou Ki67; ‡‡não foi possível calcular, pois se trata de uma fração com 

denominador igual a zero 
 

 Na Tabela 9, compara-se o desempenho dos testes em termos de Razão de 

Sensibilidade e Razão de Especificidade e, na Tabela 10, em função do percentual de 
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colposcopias que seriam indicadas, de lesões precursoras detectadas e de lesões precursoras 

perdidas caso esses exames fossem utilizados como critério para encaminhamento imediato 

para colposcopia e utilizando cada nível de positividade acima analisado. 

Tabela 9. Comparativo do desempenho diagnóstico dos testes de Citologia em Meio Líquido e Dupla 

Marcação de p16 e Ki67 em diferentes critérios de positividade para detecção de lesão precursora em termos 

de Razão de Sensibilidade e de Especificidade (outubro de 2019 a novembro de 2022). 

 Razão de 

Sensibilidade 

Razão de 

Especificidade 

DM positiva versus CML com positivo = ASC-H1 1,7 0,86 

p16 e/ou Ki67 positivos versus CML com positivo = 

ASC-H+2 

2,3 0,37 

DM positiva versus CML com positivo = ASC-US+3  1,2 1,1 

p16 e/ou Ki67 positivos versus CML com positivo = 

ASC-US+4 

1,6 0,5 

1Comparativo para resultados de Dupla Marcação de p16 e Ki67 positiva versus CML positivo compatíveis 

com ASC-H+; 2Comparativo para marcação de p16 e/ou Ki67 positiva versus CML com resultados de ASC-

H+; 3Comparativo para resultados de Dupla Marcação de p16 e Ki67 positiva versus CML positivo com ASC-

US+; 4Comparativo para marcação de p16 e/ou Ki67 positiva versus CML com resultados de ASC-US+.  

 

Tabela 10. Comparativo do desempenho diagnóstico dos testes de Citologia em Meio Líquido e Dupla 

Marcação de p16 e Ki67 em diferentes critérios de positividade para detecção de lesão precursora em termos 

de encaminhamento para colposcopia, lesões precursoras detectadas e perdidas caso fossem utilizados como 

critério para colposcopia imediata (outubro de 2019 a janeiro de 2022). 

 Encaminhamento 

para colposcopia 

Lesões 

detectadas 

Lesões 

perdidas 

Totais 

 n % n % N % NIC 

II+ 

n 

CML com positivo = 

ASC-H1 

2 3,1 2 28,5 5 71,5 7 64 

CML com positivo = 

ASC-US+2 

16 25,0 3 42,8 4 57,2 7 64 

DM positiva 8 19,5 3 50,0 3 50,0 6 41 

p16 e/ou Ki67 

positivo 

26 63,4 4 66,7 2 33,3 6 41 

1Citologia em Meio Líquido considerada positiva quando o resultado foi compatível com Células Escamosas 

Atípicas de Significado Indeterminado, não podendo excluir Lesão Intraepitelial de Alto Grau (ASC-H); 
2Citologia em Meio Líquido considerada positiva quando o resultado foi compatível com Células Escamosas 

Atípicas de Significado Indeterminado (ASC-US). 
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8. DISCUSSÃO   

 

 

  Este é um estudo multicêntrico, envolvendo três serviços de saúde de duas 

unidades da federação, que se dedicam ao acolhimento, investigação e tratamento de 

mulheres com lesões precursoras do CCU e que aceitaram participar do estudo.  

  Almejava-se compreender a efetividade da Dupla Marcação de p16 e Ki67 em 

mulheres com resultados iniciais de ASC-US ou LSIL, estimando seu desempenho 

diagnóstico e comparando com a CML imediata, assim como a recomendação para 

colposcopia e a parcela de lesões precursoras detectadas e perdidas com a aplicação desses 

testes na amostra estudada.14 

 

8.1 COMPARAÇÃO DO DESEMPENHO DIAGNÓSTICO DOS TESTES DE DM POR 

p16 E Ki67 E DA CML NA DETECÇÃO DE LESÕES PRECURSORAS EM 

MULHERES COM CITOLOGIA ASC-US OU LSIL   

  Os testes diagnósticos, em geral, são utilizados para a compreensão dos achados 

da anamnese, podendo ser simplificados à dicotomia da presença ou ausência da doença e, 

quanto aos resultados, positivo ou negativo99. Os resultados dos testes podem subsidiar o 

manejo clínico e decisões quanto à necessidade de investigação, como encaminhamento à 

colposcopia, ou até tratamentos, baseadas na probabilidade de identificação de indivíduos 

com a doença ou em desenvolvimento, com qualidade e segurança99,100. No cenário ideal, 

os testes deveriam apresentar alta sensibilidade e especificidade, identificando os casos de 

maneira precisa. Porém, há um contrabalanço em que se verifica que, à medida que o teste 

identifica elevado número de casos com resultados positivos, ou seja apresenta uma maior 

 
14 Como já informado, apesar do objetivo no projeto do estudo de incluir a comparação com testes de DNA-

HPV, não foi possível realiza-lo pelos motivos expostos nas Limitações do Estudo. 
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sensibilidade, há uma maior chance de incluir indivíduos sem a doença (falsos positivos), 

o que implica na redução da sua especificidade99,100.  

  No contexto do rastreamento de doenças, temos uma população saudável em 

que se busca identificar os doentes assintomáticos99. A aplicação de testes sensíveis leva a 

identificação de muitos possíveis portadores da doença, mas submeterá muitos indivíduos 

sem doença a exames adicionais ou mesmo tratamentos, podendo trazer mais malefícios do 

que benefícios, incluindo custos desnecessários e que podem impactar negativamente os 

serviços de saúde101–104.  

  No contexto do rastreamento do CCU, o exame mais utilizado em todo o mundo 

é o citopatológico, que tem sido objeto de críticas por sua baixa sensibilidade, em média, 

levando a perdas de muitas mulheres, possíveis portadoras de câncer ou de suas lesões 

precursoras. Busca-se compensar essa limitação com a repetição do teste, quando se espera 

que lesões não identificadas numa amostra sejam identificadas na seguinte ou posteriores, 

sempre contando com a história natural conhecida, de longa evolução das lesões precursoras 

até o câncer9,10,105–108. 

  Considerando essas características, as Diretrizes Brasileiras para o 

Rastreamento do Câncer do Colo do Útero recomendam que o exame citopatológico seja 

realizado a cada três anos, após dois exames negativos consecutivos com intervalo de um 

ano3. 

  Todavia, duas categorias diagnósticas são muito prevalentes e com baixa 

probabilidade de representarem uma lesão precursora ou câncer e, por esse motivo, deixam 

de ser priorizadas no encaminhamento para colposcopia: ASC-US e LSIL. Uma mulher 

com um desses resultados, segundo as Diretrizes Brasileiras, deve repetir seu exame em 

seis a doze meses3. Mantido um desses resultados, a probabilidade de ela ser portadora de 

uma lesão precursora é maior e ela terá a necessidade de investigação por meio da 
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colposcopia. Caso o novo exame seja dentro dos limites da normalidade, a probabilidade 

de ela ser portadora de uma lesão precursora é reduzida e, depois de um segundo exame 

normal, poderá retornar ao rastreamento trienal3. 

  Nesse contexto, é imprescindível o seguimento das mulheres com um desses 

diagnósticos citológicos, garantindo que realizem o segundo exame no tempo 

recomendado, o que, infelizmente, não tem ocorrido no Brasil, com muitas perdas de 

mulheres e, possivelmente, comprometendo a efetividade do programa de 

rastreamento5,33,34,94. 

  Dessa forma é desejável buscar testes que possam identificar quais mulheres 

com um desses resultados citológicos podem ser portadoras de câncer ou suas lesões 

precursoras. Para essa avaliação devem-se considerar além da acurácia dos testes, seus 

custos, disponibilidade de recursos para insumos, equipamentos, pessoal capacitado e, 

ainda, as dificuldades para a busca ativa e sensibilização das mulheres para a realização de 

uma segunda coleta após o resultado citológico de ASC-US ou LSIL. 

  Em relação às questões operacionais, o emprego da CML fornece a 

oportunidade de realização de testes moleculares, como o de detecção de DNA-HPV, e da 

imunocitoquímica, como a Dupla Marcação por p16 e Ki67, que oferece menor custo, já 

está incorporada ao SUS e depende de menor investimento em equipamentos. 

  Apesar de incipiente, a aplicação da CML no Brasil tende a aumentar com a sua 

introdução sistemática96,109, como no Estado do Tocantins. Já em locais onde a CML não 

foi implementada, a coleta de uma nova amostra, para qualquer teste adicional, pode ser 

oportunizada no momento do fornecimento do resultado à mulher ou, nas que não 

comparecem para o resultado, sua busca ativa com menor intervalo temporal desde a coleta, 

quando há menor probabilidade de que tenha modificado seu endereço ou outras formas de 

contato, apontando para maior êxito em localizá-la. 
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  Do ponto de vista do desempenho dos testes, aplica-se novamente o balanço 

entre sensibilidade e especificidade: caso seja empregado um teste muito sensível, muitas 

mulheres com citologia ASC-US ou LSIL seriam encaminhadas para colposcopia, com 

realização de biópsias e, eventualmente, tratamentos desnecessários. Já o uso de um teste 

muito específico deixaria de identificar muitas mulheres portadoras de câncer ou suas lesões 

precursoras e, assim, teria pouco impacto em prevenir as perdas de mulheres no seguimento 

após esses diagnósticos citológicos. 

  A comparação entre os testes estudados nessa análise mostra que a maior 

sensibilidade foi observada com o uso de marcação individual de p16 ou Ki67, embora com 

a menor especificidade, o que se traduz em muitas mulheres sem doença sendo 

encaminhadas para colposcopia. A menor sensibilidade foi observada com a CML com 

ponto de corte para encaminhamento para colposcopia em ASC-H+, com especificidade de 

100% (Tabela 8). Todavia, nessa alternativa, apenas duas lesões seriam detectadas (Tabela 

10).  

  Considerando-se o balanço entre sensibilidade e especificidade, a Dupla 

Marcação por p16 e Ki67 demonstra o melhor desempenho nessa análise, apesar de longe 

do ideal e próximo do obtido pela repetição da citologia considerada positiva com qualquer 

alteração citológica.  

  A diferença de desempenho entre os testes também pode ser verificada pela 

relação entre os seus diferentes resultados. A Tabela 10 mostra as medidas de Razão de 

Sensibilidade e de Especificidade, calculadas para as medidas obtidas por cada teste em 

cada nível de positividade. Fica clara a vantagem em termos de Razão de Sensibilidade para 

a marcação individual de p16 ou Ki67, apesar de resultar nas piores Razões de 

Especificidade. O melhor desempenho dessas medidas é observado quando a Dupla 

Marcação para p16 e Ki67 está presente em relação à CML com qualquer alteração 
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citológica, que foi o teste que mais se aproximou do primeiro em termos de Sensibilidade 

e Especificidade e equilíbrio entre essas medidas: 1,25 e 1,15.  

  A imprecisão das medidas, devido às limitações do tamanho amostral e baixa 

prevalência de NIC II+ pode levantar uma falsa impressão de superioridade de um teste 

sobre o outro, o que desperta para diversas alternativas a serem consideradas na 

dependência das questões operacionais acima discutidas: num contexto em que a CML foi 

o teste de rastreamento e há recursos para realização da imunocitoquímica, a Dupla 

Marcação poderá ser a alternativa mais interessante em mulheres com citologia ASC-US 

ou LSIL para identificar quais devem ser encaminhadas para colposcopia. Já no contexto 

em que o teste de rastreamento foi a citologia convencional e não existam recursos para 

realização da Dupla Marcação, uma nova citologia colhida tão logo seja possível, por 

exemplo, na consulta em que a mulher toma conhecimento do resultado do seu exame, pode 

ser útil em apontar a necessidade de uma colposcopia. 

  Na comparação entre o desempenho de testes, além da sensibilidade e da 

especificidade, que, em geral, são propriedades dos testes e que subsidiam sua escolha em 

cada situação clínica ou contexto, como o de rastreamento, devemos considerar a sua 

capacidade de predição, o que é dado pelos valores preditivos. Todavia, os valores 

preditivos variam em função da prevalência de doença e não devem ser aplicados 

diretamente em populações em que pode haver diferenças de prevalência de doença daquela 

usada nos estudos que forneceram esses números. Por esta razão incluímos nessa análise a 

Razão de Verossimilhança Positiva e a Negativa que também apontam a probabilidade de 

existir ou não doença conhecida, sua probabilidade prévia ao teste e, em geral, não variam 

com a prevalência, pois são calculadas usando a sensibilidade e a especificidade98,109. 

  Em termos da capacidade de predição, considerando as Razões de 

Verossimilhança, sabemos que quanto mais distantes da unidade, maior a capacidade de 
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modificar a probabilidade pré-teste, apontando para sua maior utilidade. A título de mero 

exemplo, considerando as Razões de Verossimilhança obtidas e estimando prevalência de 

NIC II+ de 10% (próxima do que obtivemos em cada análise)16 em mulheres com citologia 

ASC-US ou LSIL, construímos a Tabela 11 para facilitar a comparação entre os testes nessa 

situação específica.  

Tabela 11. Comparativo do desempenho diagnóstico dos testes de Citologia em Meio Líquido e Dupla 

Marcação de p16 e Ki67 em diferentes critérios de positividade para detecção de lesão precursora em função 

da modificação da probabilidade pré-teste para pós-teste utilizando a prevalência de NIC II+ de 10% e as 

Razões de Verossimilhança obtidas. 

 RV+1 % pós-teste 

caso positivo 

RV-2 % pós-teste caso 

negativo 

CML com positivo = ASC-H3 - Indeterminado7 0,7 7,2 

CML com positivo = ASC-

US+4 

1,9 17,4 0,7 7,2 

DM positiva5 3,6 28,6 0,6 6,2 

p16 ou Ki67 positivos6 1,1 10,9 0,9 9,1 

1RV+ = Razão de Verossimilhança Positiva; 2RV- = Razão de Verossimilhança Negativa; 3Citologia em Meio 

Líquido considerada positiva quando o resultado foi compatível com Células Escamosas Atípicas de 

Significado Indeterminado, não podendo excluir Lesão Intraepitelial de Alto Grau (ASC-H); 4Citologia em 

Meio Líquido considerada positiva quando o resultado foi compatível com Células Escamosas Atípicas de 

Significado Indeterminado (ASC-US, LSIL e ASC-H); 5Dupla Marcação positiva (presença de células 

marcadas por p16 e Ki67 simultaneamente); 6considerado positivo para a presença de marcação de p16 e/ou 

Ki67; 7 não é possível calcular pois o denominador é igual a zero; para o cálculo das probabilidades pós teste 

convertemos a probabilidade pré-teste de 10% para chance pré-teste (0,111); o valor obtido foi multiplicado 

pelas Razões de Verossimilhança obtidas em cada exame e nível de positividade considerados, resultando na 

chance pós-teste; esse valor foi então convertido para probabilidade pós-teste. 

 

  A Tabela 11 destaca, como esperado pelo valor da RV+ (3,6), que a maior 

modificação da probabilidade pré-teste na situação hipotética de prevalência de NIC II+ de 

10% em mulheres com citologia ASC-US ou LSIL, foi gerada pela Dupla Marcação por 

p16 e Ki67, quando positiva. Nessa situação específica, ao utilizar esse teste e obter um 

resultado positivo, a probabilidade de uma mulher com uma dessas citologias sobe de 10% 

para 28%, justificando a indicação da colposcopia para confirmação diagnóstica. Já quando 

o resultado é negativo, não se observa uma mudança relevante da probabilidade pré teste, o 
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que nos permite afirmar que esse resultado não exclui doença, sendo prudente a manutenção 

do seguimento como recomendado em nossas Diretrizes3. 

  Já a CML considerando positiva quando há qualquer alteração citológica ou a 

marcação individual por p16 ou Ki67 não produziram significativas modificações na 

probabilidade pós teste, apontando para pouca capacidade de predição da presença de NIC 

II+ nessas mulheres, independente do resultado. 

  Assim, considerando a capacidade de predição, obteve-se o melhor resultado 

com a DM de p16 e Ki67, o que pode ser um dos parâmetros para escolha desse teste em 

mulheres com citologia de rastreamento com resultado ASC-US ou LSIL. 

    

8.2 EFETIVIDADE DA DM POR p16 E Ki67 E DA CML NA DETECÇÃO DE LESÕES 

PRECURSORAS E ENCAMINHAMENTO PARA COLPOSCOPIA DE MULHERES 

COM CITOLOGIA ASC-US OU LSIL   

  Considera-se aqui a efetividade dos testes analisados em função de seu 

rendimento, ou seja, o percentual de mulheres encaminhadas para colposcopia, e o 

percentual de lesões detectadas e perdidas em cada teste e nível de positividade. 

  Esta análise demonstrou que a Dupla Marcação de p16 e Ki67 possibilitou a 

identificação de uma maior proporção (50%) de mulheres com lesões precursoras NIC II+  

(3 mulheres com NIC II+ entre as 6 com um desses resultados na parcela que teve resultados 

desse teste) quando comparada ao teste de citologia em meio líquido realizada em seguida 

à inclusão no estudo. Esse desempenho implica no encaminhamento para colposcopia de 

menos de 20% das mulheres com citologia ASC-US ou LSIL para colposcopia (Tabela 10).  

  A CML, por sua vez, usada no ponto de corte ASC-US como determinante do 

encaminhamento para colposcopia, detectaria 42,8% das mulheres com NIC II+, deixando 
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de detectar 57,2% dessas mulheres e encaminhando 16 mulheres para colposcopia (Tabela 

10). 

  Na análise de outros pontos de corte de cada teste, verificou-se pior desempenho 

para a CML, com 28,6% das lesões detectadas quando o ponto de corte considerado foi o 

diagnóstico ASC-H, embora com poucas mulheres encaminhadas para colposcopia. Já o 

uso da marcação alternativa entre p16 ou Ki67 detectou apenas mais uma mulher com NIC 

II+, ao custo de encaminhar para colposcopia mais de 60% das mulheres com citologia 

ASC-US ou LSIL, projetando grande impacto sobre a Atenção Especializada (Tabela 10). 

  Esses números, apesar de pouco precisos devido ao tamanho amostral e baixa 

prevalência de NIC II+, demonstram que tanto a CML, realizada independente do intervalo 

da citologia inicial, ou a DM por p16 e Ki67, podem contribuir na triagem de mulheres com 

citologia de ASC-US ou LSIL.  

  Nessa perspectiva, o uso da Dupla Marcação pode ser adotada como um teste 

adicional à estratégia de rastreamento e detecção dos casos por meio do exame 

citopatológico, contribuindo especialmente em cenários em que se constata perdas de 

mulheres para a realização da citologia de repetição e seguimento94, onde a amostra inicial 

foi colhida em meio líquido e há recursos para realização desse teste. Nos locais onde a 

amostra é obtida da forma tradicional, em esfregaço em lâmina de vidro, alguma estratégia 

de nova coleta imediata nessas mulheres pode contribuir para redução dessas perdas. 

  Porém, diante dos resultados obtidos, os dois testes apresentaram perdas de 

lesões, indicando, que mesmo com o teste adicional, há necessidade de manutenção, 

aperfeiçoamento ou criação de estratégias para redução de perdas ou retardos na conduta 

clínica naquelas em que esses testes são negativos3. 
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8.3 COMPARAÇÃO DO DESEMPENHO DA DUPLA MARCAÇÃO POR p16 E Ki67 

COM ESTUDOS JÁ PUBLICADOS   

  Estudos revelam diferentes desempenhos desses testes, especialmente quando 

usados na triagem de mulheres para colposcopia após resultados de ASC-US ou LSIL, e 

destacam um incremento em especificidade na inclusão desta etapa de triagem melhorando 

a investigação e diagnóstico dos casos. Na metanálise conduzida por Peeters et al.19, 

verificou-se que a DM p16 e Ki67 apresenta maior especificidade (65%) e menor 

sensibilidade quando comparada ao desempenho do teste de DNA-HPV. O estudo revela 

que a dupla marcação pode reduzir o encaminhamento de casos triados para a colposcopia, 

tendo demonstrado melhor desempenho dentre os casos de LSIL, porém não apresenta 

sensibilidade desejável como um teste de triagem autônomo. O estudo conclui ainda que a 

detecção simultânea de p16 e Ki67 não requer avaliação citomorfológica, e ainda, apresenta 

maior precisão quando comparado à avaliação da marcação de p16, individualmente. 

  No Quadro 2 fazemos a exposição dos estudos encontrados que tiveram por 

objetivo avaliar o desempenho da DM por p16 e Ki67 e dos quais foi possível extrair as 

informações para comparação.  

  Esses estudos foram publicados entre 2011 e 2019 e tiveram tamanhos 

amostrais consideravelmente maiores do que o nosso o que, por si só, implica em maior 

precisão de seus resultados. Em termos de idade, as mulheres foram incluídas na mesma 

faixa etária que o nosso estudo, exceto por Frega et al.102, que incluíram apenas mulheres 

na faixa etária de 21 a 24 anos. Todos tiveram maior prevalência de LSIL, especialmente 

nos estudos de Schmidt et al. 80 e Frega et al102. Todos utilizaram o teste CINtec Plus® 

(Sigma-Aldrich) e consideraram doentes mulheres com NIC II+. Os critérios para esse 

diagnóstico em todos os estudos foi o histopatológico. 
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  Comparando as medidas de desempenho encontradas por esses autores para a 

DM por p16 e Ki-67, calculadas separadamente para mulheres com citologia ASC-US ou 

LSIL, Schmidt et al. 80 obtiveram a maior Sensibilidade para detecção de NIC II+ em 

mulheres com citologia inicial ASC-US e, como esperado, a menor Especificidade. Em 

contrapartida, Possati et al.22. tiveram a maior Especificidade e menor Sensibilidade nesse 

grupo. 

  Em relação ao desempenho desse teste em mulheres com LSIL, a maior 

Sensibilidade foi encontrada nos estudos de Schmidt et al.80 e Frega et al.102, com 

consequente menor Especificidade. Nesse grupo a maior Especificidade e menor 

Sensibilidade foi encontrada por White et al. 16. 

  Comparando com os resultados obtidos, calculados para mulheres com ASC-

US ou LSIL, indistintamente, verifica-se que houve variações de Sensibilidade e 

Especificidade, nas duas formas de análise pra os testes de DM, comparando à faixa de 

resultados dos autores mencionados no Quadro 2. 

  Parte dessa diferença pode ser devido a erro aleatório, pelo restrito tamanho 

amostral, mas também pode ser explicada pelas diferenças entre as características deste 

estudo e os demais, a seguir enumerados. 

  Com relação à amostra, Frega et al. 102 incluíram mulheres mais jovens, com 

faixa etária variando de 21 a 24 anos, pretendendo identificar a eficácia do teste de p16 e 

Ki67 na triagem de mulheres não priorizadas nas estratégias de rastreamento. Possati et al.22 

e White et. al.16, utilizaram os mesmos critérios de inclusão aplicados no nosso trabalho, se 

diferenciando com relação à conclusão diagnóstica. Pirtea et al. 66, excluíam as que não 

apresentaram exames colposcópicos alterados, com encaminhamento para biópsia. 

Naqueles estudos foram considerados para a conclusão diagnóstica apenas os resultados 

dos exames histopatológicos. Diferente do nosso estudo, os casos negativos ou com achados 
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colposcópicos anormais, em sua maioria não biopsiados, deixaram de contribuir para o 

padrão-ouro, aumentando a prevalência de NIC II+. Em se tratando de testes que são 

examinador dependente, a maior prevalência de doença pode levar a um melhor 

desempenho em termos de medidas consideradas estáveis como a Sensibilidade e 

Especificidade. 

  Schimdt et al.80, realizaram um estudo retrospectivo em que o critério de 

inclusão foi a disponibilidade simultânea de amostras para CML e amostras de tecido 

obtidas em até 6 meses após o exame citopatológico, disponíveis em 5 laboratórios de 

anatomia patológica da Suíça e Itália.    

  O estudo retrospectivo conduzido por Pirtea et al.66 incluiu mulheres referidas 

para um serviço especializado, com alguma alteração no exame colposcópico e com  

realização de biópsia. Com esses critérios a prevalência de NICII+ foi de 64,9% para as que 

tinham LSIL e 56,8% para as que apresentaram ASC-US (Quadro 2). A análise descrita 

varia conforme a faixa etária, tendo sido observado melhor desempenho da DM no grupo 

das mulheres com idade menor que 30 anos. 

  O estudo de White et al.16 também identificou lesões nesse nível em 43,8% das 

que tinham diagnóstico prévio de LSIL e em 34% nas que apresentavam ASC-US. Essa alta 

prevalência de casos pode ser atribuída, também à inclusão de mulheres que apresentavam 

histopatológico, ou seja, com maior prevalência de doença. Nos demais estudos, apesar da 

menor prevalência, também houve maior positividade para NIC II+ entre as que 

apresentaram LSIL, comparado às com diagnóstico inicial de ASC-US. Nosso estudo 

obteve resultados semelhantes ao de Possati et. al.22, possivelmente pelos critérios de 

inclusão, seguimento e exclusão serem semelhantes.  

  Em todos os estudos que compõem o Quadro 2 houve a utilização do kit 

comercial CINtec Plus® para a avaliação da efetividade da marcação de p16 e Ki67. Este 
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estudo foi conduzido com a obtenção de um reagente que apresentasse em sua formulação 

a identificação simultânea dos dois marcadores (p16 e Ki67). A simples utilização de testes 

diferentes, embora com a mesma finalidade, pode explicar uma parcela das diferenças 

encontradas entre os nossos resultados e os relatados pelo demais autores. 

  Na etapa de aquisição dos insumos para realização desse estudo foram 

identificados vários reagentes e protocolos com a combinação de anticorpos e etapas para 

identificar a presença da expressão de p16 e/ou Ki67 sendo comercializadas. Na pesquisa 

junto aos fornecedores de grandes centros não houve nenhuma que constasse a oferta do 

CINtec Plus®, possivelmente por não ser comercializado rotineiramente no Brasil. 

Importante reiterar que o insumo utilizado neste trabalho foi obtido com custeio do projeto 

financiado pela agência de fomento de Tocantins, após análise de orçamentos dos 

fornecedores e da viabilidade da execução dos protocolos dos testes. Por esta razão 

realizamos uma etapa prévia de padronização do protocolo para a marcação de p16 e Ki67, 

assegurando a realização dos testes das amostras apenas após a observação de resultados de 

espécimes citológicos conhecidos e distintos, atribuídos como controles positivos e 

negativos.  

  Em todos os estudos, o critério de celularidade (5.000 células) para validação 

da amostra analisada pareceu ter sido observado, mediante o cumprimento dos protocolos 

técnicos reproduzidos, assim como neste estudo. 

  No que diz respeito ao cegamento, todos os estudos relataram que não houve a 

revelação de dados anteriores ou de outros testes no momento das análises. Este estudo foi 

conduzido em três centros de referência e em nenhum momento houve o compartilhamento 

das informações prévias com os laboratórios ou colaboradores do projeto. Todas as análises 

foram realizadas em tempos distintos, com a atribuição de códigos o que não permitia a 

identificação nominal ou de resultados de outras análises já concluídas. Assim, nota-se que 
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não há risco de viés de aferição por cegamento inadequado e essa não nos parece uma razão 

para os diferentes resultados obtidos entre os estudos expostos no Quadro 2 e o presente.   
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Quadro 2.  Exposição de características e resultados obtidos em estudos identificados e com dados extraíveis relacionados ao desempenho diagnóstico da Dupla Marcação 

de p16 e Ki67 na identificação de NIC II+ em mulheres com citologia de ASC-US ou LSIL. 

Autor, ano 

de 

publicação 

Local Perí

odo 

do 

estu

do 

Mulh

eres 

incluí

das1,2 

Idade Critéri

os de 

inclus

ão 

Hou

ve 

cega

men

to 

Crité

rio 

diagn

óstico 

de 

NIC 

II+ 

Mulheres 

com ASC-

US 

Mulheres 

com LSIL 

Desempenho diagnóstico  

            ASC-US LSIL 

        N NIC II+ 

N (%) 

N NIC II+ 

N (%) 

S E S E 

Schmidt et 

al., 201181 

Heidelber

g, 

Alemanha 

ND1 776 >18 Citolo

gia = 

ASC-

US ou 

LSIL; 

histop

atológi

co  

Sim Histopat

ológico2 

361 77 

(21,3) 

415 137 

(33,0) 

92,2% 80,6% 95,8% 68% 

Possati et 

al., 201523 

Barretos, 

Brasil 

2012 

- 

2013 

199 >18 Citolo

gia = 

ASC-

US ou 

LSIL 

Sim Colposc

opia/hist

opatoló

gico 

96 8 (8,30) 105 23 

(21,9) 

62,5% 93,1% 69,6% 75,3

% 
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Quadro 2.  Exposição de características e resultados obtidos em estudos identificados e com dados extraíveis relacionados ao desempenho diagnóstico da Dupla 

Marcação de p16 e Ki67 na identificação de NIC II+ em mulheres com citologia de ASC-US ou LSIL (continuação). 

Autor, ano 

de 

publicação 

Local Perí

odo 

do 

estu

do 

Mulh

eres 

incluí

das1,2 

Idade Critéri

os de 

inclus

ão 

Hou

ve 

cega

men

to 

Crité

rio 

diagn

óstico 

de 

NIC 

II+ 

Mulheres 

com ASC-

US 

Mulheres 

com LSIL 

Desempenho diagnóstico  

            ASC-US LSIL 

        N NIC II+ 

N (%) 

N NIC II+ 

N (%) 

S E S E 

White et al., 

201616 

Irlanda 2008

-

2011 

471 >18 Citolo

gia = 

ASC-

US ou 

LSIL e 

histopa

tológic

o  

Sim Colposc

opia/hist

opatoló

gico 

206 70 

(34,0) 

265 116 

(43,8) 

71,9% 87,9% 77,8

% 

88,6

% 

Pirtea et al., 

201665 

Romênia 2015

-

2016 

161 <30 e 

>30 

Citolo

gia = 

ASC-

US ou 

LSIL e 

colpos

copia 

alterad

a 

Sim histopat

ológico 

67 38 

(56,8) 

94 61 

(64,9) 

66% 93% 59% 79% 
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Quadro 2.  Exposição de características e resultados obtidos em estudos identificados e com dados extraíveis relacionados ao desempenho diagnóstico da Dupla 

Marcação de p16 e Ki67 na identificação de NIC II+ em mulheres com citologia de ASC-US ou LSIL (continuação). 

Autor, ano 

de 

publicação 

Local Perí

odo 

do 

estu

do 

Mulh

eres 

incluí

das1,2 

Idade Critéri

os de 

inclus

ão 

Hou

ve 

cega

men

to 

Crité

rio 

diagn

óstico 

de 

NIC 

II+ 

Mulheres 

com ASC-

US 

Mulheres 

com LSIL 

Desempenho diagnóstico  

            ASC-US LSIL 

        N NIC II+ 

N (%) 

N NIC II+ 

N (%) 

S E S E 

Frega et al., 

2019103 

Roma, 

Itália 

2009 

– 

2017 

342 21 a 

24 

anos 

Citolo

gia = 

ASC-

US ou 

LSIL; 

idade  

Sim histopat

ológico2 

118 19 

(16,1) 

224 59 

(26,3) 

90,1% 77,7% 94,6

% 

55,4

% 

1Não descrito na metodologia ou resultados, a descrição se restringe ao tempo de coleta (36 meses) e disponibilidade da amostra em meio líquido a ser analisada. 2Resultado 

do exame histopatológico foi definido como padrão ouro. 

Observações: 1. Todos utilizaram o teste CINtec Plus® (Sigma-Aldrich); 2. Os dados foram extraídos de tabelas ou do texto do artigo original. 
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  Outros artigos foram buscados na literatura, porém não se referiam de forma 

específica ao objeto desta análise e, portanto, não foram incluídos no Quadro 2. Estudo 

conduzido na Romênia111, apesar de tratar sobre o mesmo grupo de resultados prévios de 

ASC-US ou LSIL, apresenta número reduzido de mulheres incluídas (n=60), das quais 

37 apresentaram resultado inicial de LSIL e 23 de ASC-US e não há uma definição do 

número de mulheres com doença para cada um dos grupos separadamente. Observamos 

um alto percentual de alterações nos exames de colposcopia (85%), com realização de 

biópsia e de procedimentos excisionais em todas as participantes, caracterizando um viés 

de seleção. Nesse sentido certamente espera-se um percentual maior de positividade 

quanto a DM, confirmada em 31 amostras (51,6%), e sensibilidade e especificidade de 

94% e 93%, respectivamente.  

  De acordo com Yu et al.112, em estudo retrospectivo conduzido na China, das 

mulheres incluídas, 167 apresentaram citologia inicial de ASC-US, 76 (45,5%) 

apresentaram a DM positiva e das 192 com citologia LSIL, 80  (41,7%) também tiveram 

o teste positivo. Nesse estudo, também não conseguimos identificar o desfecho para cada 

grupo e as medidas de desempenho do teste estão categorizadas por desfecho, que agrupa 

todos os casos reportados que foram categorizados em NIC2+ ou NIC3+, o que não 

permite comparar esses resultados com os dados obtidos em nosso estudo.   

 

8.4 LIMITAÇÕES DO ESTUDO   

  Este estudo foi desenvolvido com o recrutamento de mulheres nas unidades 

básicas de saúde (Atenção Primária), em Tocantins e no Rio de Janeiro. No trabalho de 

campo vivenciamos as práticas habituais dos serviços de saúde do SUS, que seguem as 

mesmas diretrizes para abordagem e atendimentos nos serviços de referência. Nesse 

contexto vivenciou-se dificuldades quanto ao recrutamento das mulheres, especialmente 

pelas barreiras entre o que é acordado com as equipes de gestão e o executado nas 

unidades de saúde, por existir um fluxo de comunicação que carece de aprimoramento. 

Em Tocantins, ao longo do desenvolvimento da pesquisa várias unidades primárias de 

saúde foram visitadas tanto na capital quanto no município de Porto Nacional, onde a 
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equipe coordenadora desta pesquisa socializava os objetivos do estudo, divulgando entre 

os profissionais a oportunidade do encaminhamento das mulheres consideradas elegíveis.  

  Para maior abrangência do estudo no Tocantins, foi feita uma apresentação 

na reunião da Comissão Intergestores Bipartite (CIB) que reúne os gestores dos 139 

municípios que compõe o Estado, em agosto de 2019, sem que conseguíssemos a adesão 

de outros municípios sedes de Serviços de Referência do Colo (SRC), além de Palmas e 

Porto Nacional. Também, não foi possível garantir recursos para transporte ou 

alimentação para aquelas mulheres que manifestassem interesse em participar.   

  A pandemia da COVID-19 paralisou o mundo e, consequentemente, as 

atividades cotidianas das unidades de saúde do SUS, incluindo as ações de rastreamento. 

Houve importante redução no número de exames realizados em nosso país39. 

Adicionalmente houve a suspensão da execução de projetos de pesquisas no âmbito da 

SES/TO, além da preocupação ética de não expor pessoas ao risco de contaminação na 

procura pelos serviços de assistência/atendimento médico especializado no Tocantins e 

Rio de Janeiro exclusivamente para participação nesse estudo. A suspensão temporária 

da pesquisa também foi uma das medidas adotadas no IFF/Fiocruz. No Rio de Janeiro 

houve a retomada dos atendimentos em setembro do mesmo ano, porém a baixa adesão 

aos atendimentos de rotina nas unidades de saúde incorreu na descontinuidade do 

recrutamento e retomada tímida e irregular.     

  No longo período da execução do projeto houve muitas dificuldades com 

relação a realização dos testes laboratoriais previstos, conforme previsto no projeto que 

foi qualificado em março de 2020. Houve a priorização da utilização das estruturas físicas 

dos laboratórios e colaboradores deste estudo para o atendimento das demandas de 

testagem da população na estratégia do enfrentamento da Pandemia da COVID-19,  tendo 
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sido suspensas a realização do teste de DNA-HPV, citopatológico e da DM por p16 e 

Ki67. 

  Para os testes citopatológicos e da DM de p16 e Ki67, inicialmente foi 

previsto um fluxo que envolvia a parceria com uma universidade em São Paulo onde 

chegou-se a executar a padronização dos testes, tanto da CML quanto da marcação de 

p16 e Ki67. Isso foi realizado com o apoio e visita técnica realizada ao Laboratório de 

Imunohistoquímica da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP). 

As primeiras análises de CML e resultados da padronização foram objeto do 

envolvimento de um grupo que foi dissolvido após a desvinculação desse trabalho de um 

colaborador do projeto. No início de 2020 o fluxo para o exame de CML foi modificado 

para a realização do processamento das amostras em um laboratório privado, também em 

São Paulo, com a continuidade do apoio de desse colaborador do estudo. O fluxo foi 

modificado novamente em 2022, com o início das atividades do Laboratório de Citologia 

no Laboratório Central de Saúde Pública do Tocantins (LACEN/TO), que utiliza 

metodologia compatível ao teste do estudo.  

  Em decorrência dessas dificuldades e mudanças de planos, tivemos que 

articular para que as análises para a DM de p16 e Ki67 fossem retomadas com a parceria 

com o Laboratório de Imunohistoquímica da FMUSP, onde foram novamente 

padronizados os protocolos e aquisição dos reagentes necessários para a realização dos 

testes. Parte dos insumos foram custeados pelo Projeto de PPSUS que estava em 

andamento. As análises foram realizadas de forma minuciosa, conforme descrito na 

metodologia. Com a conclusão e a prestação de contas do Projeto PPSUS, apresentamos 

os resultados que foram finalizados até fevereiro de 2022, que são os mesmos que 

compõem essa análise.  
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  Quanto aos testes de DNA-HPV, foram executados ao longo dos anos de 

2019 a 2022, em cronograma que foi cumprido em conformidade aos protocolos 

acordados com os colaboradores definidos para essas análises. Para essa etapa realizou-

se a aliquotagem das amostras, extração do DNA viral e a execução dos testes de Reação 

em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR). Dados das etapas executadas indicam 

percentual de positividade e as amostras que devem seguir ao sequenciamento genético, 

para a definição de quais tipos de vírus podem efetivamente ser identificados. Para essa 

fase, investimos sob várias formas tentativas para o encaminhamento ao sequenciamento, 

porém não houve a conclusão e obtenção desses resultados, o que nos fez excluir esses 

resultados dos objetivos e demais capítulos dessa tese.      

  Ao analisar as diferenças entre as mulheres incluídas e as não incluídas, 

verificou-se que eram estatisticamente significativas ao nível de 5% apenas em termos 

da média de idade, o que pode ser explicado pela maior probabilidade de mulheres mais 

maduras apresentarem ZT tipo III e, em consequência, necessidade de seguimento para 

conclusão diagnóstica, com maior risco de perdas. Apesar dessa diferença estatística, 

ambos os grupos tiveram média de idade próxima de 40 anos e não houve diferença 

estatisticamente significativa ao nível de 5% para os demais parâmetros medidos (Tabela 

1). 

  Em termos de resultados, obteve-se significativamente menos resultados de 

exames histopatológicos nas mulheres não incluídas, o que era esperado, pois algumas 

dessas mulheres não foram incluídas por não terem realizado algum procedimento 

excisional ou biópsia na avaliação inicial e não terem feito o seguimento necessário para 

a conclusão diagnóstica. As demais não foram incluídas por não terem conclusão da 

citologia ou da DM por p16 e Ki67 e a falta desse resultado não esteve relacionada ao 

resultado da citologia inicial ou à conclusão diagnóstica, visto que os examinadores 
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desses testes estavam cegos em relação a essas informações, mas devido às questões 

operacionais já relatadas. 

  Dessa forma, acredita-se que este estudo tem baixo risco de viés, mas sofre 

de imprecisão das medidas devido ao limitado tamanho amostral. O Poder foi calculado 

para cada tabela de contingência, evidenciando que não foi possível obter o o parâmetro 

almejado, de 80%.  
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9. CONCLUSÃO 

 

 

  O teste imunocitoquímico de DM por p16 e Ki67 se mostrou mais capaz de 

identificar mulheres com lesões precursoras com resultado citopatológico prévio ASC-

US ou LSIL, sem aumento relavante de encaminhamentos para colposcopia em 

comparação à repetição imediata da citologia. Nesta análise visualizamos incremento em 

acurácia na estratégia do rastreamento, pois a utilização desse teste oportunizou a 

identificação de um número maior de casos de mulheres com a doença, quando 

comparado à citologia de repetição. A Razão de Verossimilhança positiva desse teste 

também apresentou melhor desempenho do que a citologia de repetição.  

  Apesar das limitações relacionadas ao tamanho amostral, a DM pode 

contribuir no rastreamento, como um teste adicional ou simultâneo (coteste), 

especialmente em estratégias que utilizam amostras de citologia em meio líquido, 

oportunizando a identificação de mulheres sob maior risco de desenvolvimento da doença 

que, sem a identificação imediata, poderiam se perder no seguimento.  

  Esses resultados, que refletem o cenário da rotina vivenciada no SUS, podem 

somar à literatura e subsidiar a inclusão desses testes em propostas de trabalho ou 

pesquisas que avaliem a metodologia num cenário pleno de rotinas de atendimentos, para 

a padronização de protocolos técnicos analíticos e algoritmo da sua aplicabilidade na 

linha de cuidado para o câncer do colo do útero. 
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APÊNDICE I 
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APÊNDICE II 
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15 Versão após tratamento por designer gráfico. 
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APÊNDICE III 

FORMULÁRIO DE COLETA DE DADOS  

SRC – HGP/TO       SRC – 

AMAS/TO 

      SRC – 

ASPEL/TO 

 SRC – IFF/RJ           Nº                     

__________ 

CITOPATOLÓGICO PRÉVIO:              ASC-US                     LSIL                    OUTRO > 

NÃO INCLUIR 

PATOLOGIA CERVICAL PRÉVIA:            NÃO                        SIM  > NÃO INCLUIR 

ASSINOU O TCLE:                 SIM               NÃO > NÃO INCLUIR                                

DATA: ____/_____/20_____ 

NOME:  

NÚMERO DO CARTÃO SUS: 

DATA DE NASCIMENTO: 

____/_____/______ 

TELEFONE: (___)__________-____________ 

ENDEREÇO: TELEFONE: (___)__________-____________ 

 E-MAIL: 

CEP:                                                                            CIDADE/ESTADO: 

ESTADO CIVIL:           SOLTEIRA           CASADA/UNIÃO ESTÁVEL            VIÚVA                  

DIVORCIADA              IGNORADO 

COR:            BRANCA               NEGRA            AMARELA            PARDA               

IGNORADO 

ESCOLARIDADE:         ANALFABETA               

FUNDAMENTAL INCOMPLETO             FUNDAMENTAL   MÉDIO INCOMPLETO              

MÉDIO COMPLETO          SUPERIOR INCOMPLETO 

        SUPERIOR COMPLETO            PÓS GRADUAÇÃO  

GRAVIDEZ:   

PARTO VAGINAL:            

CESARIANA: 

ABORTO:                     SIM                   NÃO 

MENOPAUSA:  IDADE MENOPAUSA:  

VIDA SEXUAL ATIVA: 

 

IDADE INÍCIO ATIV. SEXUAL:  

NÚMERO DE PARCEIROS SEXUAIS AO LONGO DA VIDA:        UM            DOIS           

TRÊS OU MAIS 

ALGUMA QUEIXA GINECOLÓGICA:  

HISTÓRIA PREGRESSA DE NEOPLASIA:  QUAL?  
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HISTÓRIA DE CÂNCER NA FAMÍLIA:  

LOCALIZAÇÃO DO TUMOR: 

CITOPATOLÓGICO PRÉVIO 

RESULTADO:          ASC-US                              L-SIL 

DATA DA COLETA:  DATA DO RESULTADO 

SATISFATORIEDADE: 

EPITÉLIOS REPRESENTADOS: 

OBSERVAÇÕES: 

COLPOSCOPIA INICIAL 

ACHADOS:            NORMAIS              ANORMAIS MENORES             ANORMAIS MAIORES  

SUGESTIVO DE INVASÃO              MISCELÂNEA: 

TIPO DE ZONA DE TRANSFORMAÇÃO:          I - JEC COMPLETAMENTE VISÍVEL NA 

ECTOCÉRVICE;                        

        II - JEC COMPLETAMENTE VISÍVEL NA ENDOCÉRVICE;               

       III - JEC INCOMPLETAMENTE VISÍVEL; 

HOUVE NECESSIDADE DE BIÓPSIA:   

CONCLUSÃO DIAGNÓSTICA NESSA ETAPA:         NEGATIVO/INFLAMATÓRIO;  

       NIC I             NIC II             NIC III           CÂNCER             OUTRO: 

____________________________ 

 

HISTOPATOLÓGICO 

DATA DA COLETA:  DATA DO RESULTADO: 

ANÁLISE MACROCOSCÓPICA: 

RESULTADO:          NEGATIVO               POSITIVO: 

____________________________________________                  

OBSERVAÇÕES: 

COLPOSCOPIA DE SEGUIMENTO (6 MESES) 

INSPEÇÃO DO COLO DO ÚTERO 

ACHADOS:            NORMAIS              ANORMAIS MENORES       ANORMAIS MAIORES                                    

      SUGESTIVO DE INVASÃO              MISCELÂNEA: 
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TIPO DE ZONA DE TRANSFORMAÇÃO:          I - JEC COMPLETAMENTE VISÍVEL NA 

ECTOCÉRVICE:                     II - JEC COMPLETAMENTE VISÍVEL NA ENDOCÉRVICE;               

       III - JEC INCOMPLETAMENTE VISÍVEL; 

HOUVE NECESSIDADE DE BIÓPSIA:   

COLPOSCOPIA SEGUIMENTO – 12 MESES 

INSPEÇÃO DO COLO DO ÚTERO 

ACHADOS:            NORMAIS              ANORMAIS MENORES         ANORMAIS MAIORES                                    

      SUGESTIVO DE INVASÃO              MISCELÂNEA: 

TIPO DE ZONA DE TRANSFORMAÇÃO:          I - JEC COMPLETAMENTE VISÍVEL NA 

ECTOCÉRVICE:                                

        II - JEC COMPLETAMENTE VISÍVEL NA ENDOCÉRVICE;               

       III - JEC INCOMPLETAMENTE VISÍVEL; 

HOUVE NECESSIDADE DE BIÓPSIA:   
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APÊNDICE IV 

 

  

INSTRUÇÕES SOBRE O KIT DE COLETA Cell Preserv® 

 

O Kit Cell Preserv® para coleta de espécimes cérvicovaginais é composto por um frasco 

com a solução preservante CellPreserv®, escova cervical tipo pinheirinho com ponta 

revestida, espátula de Ayre plástica, envelope plástico contendo as instruções para a 

coleta. 

Uma vez coletada, com emprego da escova cervical e espátula, as células são depositadas 

no frasco CellPreserv®. No passo seguinte, para o caso de exames citológicos, inicia-se 

a automação do método, pois o KLP 2000® homogeneiza o material, promove a 

separação dos debris habitualmente presentes nestas coleções e por fim deposita uma 

única camada celular na lâmina, para posterior coloração e análise. 

O método CellPreserv® permite, com a mesma amostra, o diagnóstico citológico e de 

exames biomoleculares (DNA-HPV e Imunocitoquimico) que se aplicam a este estudo.  
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APÊNDICE V 

 

Descrição nominal dos colaboradores, as respectivas instituições e processo 

executado. 

Equipe Colaborador Formação Instituição Processo  

Coordenadora Jucimária 

Dantas 

Galvão 

Biomédica, 

MSc 

LACEN/TO Equipe de 

Coordenação e de 

Processamento: 

DNA-HPV e 

Imunocitoquímic

a 

Ingrid de 

Lima 

Graduanda 

em Medicina 

UFT Apoio à Equipe 

de Coordenação  

Fábio 

Russomano 

Ginecologista

, PhD 

IFF/Fiocruz Equipe de 

Coordenação e de 

Clínica: SRC 

IFF/Fiocruz 

Pricilla 

Bonfim 

Enfermeira, 

MSc 

LACEN/TO Equipe de 

Coordenação 

Rodrigo 

Carvalho 

Gomes 

Graduando 

medicina  

UFT Apoio à equipe de 

Coordenação 

Clínica Ana Virgínia Ginecologista SRC ASPEL  Equipe de 

Clínica: SRC 

ASPEL 

Fábio 

Russomano 

Ginecologista

, PhD 

IFF/Fiocruz Equipe de 

Coordenação e de 

Clínica: SRC 

IFF/Fiocruz 

Jeoni Gomes 

dos Santos 

Ginecologista SRC AMAS Equipe de 

Clínica: SRC 

ASPEL e AMAS 

Processamento 

das amostras 

 

Citologia em 

Meio Líquido 

Marco 

Antônio Zonta 

Biomédico, 

PhD 

Inside 

Technologie

s 

Processamento e 

análise 

citopatológica 

DNA-HPV Amanda Leal Biomédica, 

MSc 

IFF/Fiocruz Processamento e 

análise  

Jucimária 

Dantas 

Galvão 

Biomédica, 

MSc 

LACEN/TO Processamento e 

análise  

Leonardo 

Gomes 

Biólogo, PhD IFF/Fiocruz Processamento e 

análise  

Zilton Farias 

M. 

Vasconcelos  

Biólogo, PhD IFF/Fiocruz Processamento e 

análise  

Imunocitoquími

ca 

Ângela 

Gomes 

Bióloga FMUSP Processamento e 

análise  
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Jucimária 

Dantas 

Galvão 

Biomédica, 

MSc 

LACEN/TO Padronização e 

análise 

Regina Célia 

Teixeira 

Bióloga, PhD FMUSP Processamento e 

análise 
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APÊNDICE VI 
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ANEXO I 
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ANEXO II 
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ANEXO III 
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ANEXO IV 
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ANEXO V 

 

 

 


