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RESUMO

O cancer de anus, que corresponde a 4% de todas as neoplasias malignas do trato
digestivo baixo, tem sido associado ao HPV. O céncer do canal anal tem como
predominancia as mulheres (1,5 a 5 vezes). Foram objetivos do estudo: Avaliar a
frequéncia de DNA-HPV de baixo e alto risco oncogénico, e de leséo intra-epitelial
anal por citologia em meio liquido (SurePath BD) entre mulheres imunocompetentes
com leséo intra-epitelial genital, bem como identificar os fatores de risco associados
Foi realizado um estudo prospectivo controlado de natureza quantitativa, exploratéria
e descritiva no ambulatério da Maternidade Escola Assis Chateaubriand da
Universidade Federal do Ceara de agosto de 2011 a setembro de 2012. Foram
incluidas 150 mulheres, submetidas a genitoscopia ho Ambulatério de Patologia do
Trato Genital Inferior e Colposcopia (PTGIC), com historia de lesdes genitais HPV
induzidas onde foram obtidas informacdes, por meio de um questionario padrdo. As
pacientes foram submetidas ao procedimento de coleta de citologia anal utilizando o
kit de citologia em meio liquido SurePath da empresa BD com pesquisa de DNA HPV
pelo método de Captura Hibrida de 2° geracdo. Os dados foram analisados utilizando
o software Graphpad Prism 6.0, aplicando o teste t de Student para as variaveis
nominais e o teste exato de Fisher para as variaveis quantitativas. A idade variou de
17 a 68 anos (33,8 +14,28) no grupo de estudo, incluindo mulheres com lesao intra-
epitelial genital e de 19 a 75 anos (40,48 + 15,1) no grupo controle com mulheres sem
lesdo genital. A préatica do coito anal ocorreu em 44 (55%) das mulheres no grupo de
estudo e por 34 (48,7%) no grupo controle. Analisando as atipias citologicas (ASC-US
e LSIL), em 30% das mulheres com leséo genital por HPV mostraram presenca de
alteracdo em células do canal anal por citologia em meio liquido. As Lesbes de
Perineo e Perianus (p= 0.0003), Vulva (p= 0.0157) e Colo Uterino (p=0.0223)
mostram-se associadas com as atipias citolégicas anais no estudo. Nao houve
associagao significativa entre DNA HPV e os grupos envolvidos na pesquisa, embora
a tipificacdo do risco oncogénico apresentou-se com maior percentual nas mulheres
com Leséo genital. Conclui-se que a atipia citolégica anal mostrou-se frequente entre
mulheres com lesdes perianais, vulvares e de colo uterino sugerindo a necessidade
de rastreio de lesao intra-epitelial anal entre imunocompetentes.

Palavras-chaves: Papillomavirus Humano. Saude da Mulher. Biologia Celular.

Fatores de Risco.



ABSTRACT

The anal cancer, which corresponds to 4% of all malignant neoplasms of the lower
digestive tract, has been associated with HPV. There is a predominance of anal
cancer in women (1.5 out of 5 times). The objectives of the study were: to evaluate
the frequency of low and high oncogenic risk DNA-HPV, and of anal intraepithelial
atypia in liquid-based cytology (SurePath BD) among immunocompetent women with
genital intraepithelial lesions, and to identify the related risk factors. A prospective
controlled study of quantitative, exploratory and descriptive nature was conducted in
the clinic of Maternidade Escola Assis Chateaubriand (Maternity School) of the
Ceara Federal University from August 2011 to September 2012. One hundred and
fifty women submitted to genitoscopy in the Clinic of Lower Genital Tract Pathology
and Colposcopy (PTGIC) with a history of HPV-induced lesions were included in the
study. A standard questionnaire was applied. The patients underwent the procedure
of anal cytology collection using the kit of SurePath liquid-based cytology (BD®) and
then the samples were sent to the cytopathology laboratory for cytology slides
preparation and DNA-HPV detection through the 2" generation Hybrid Capture
method. The data were analyzed using GraphPad Prism 6.0 software, applying the
Student t test for nominal variables and the Fisher exact test for quantitative
variables. The age ranged from 17 to 68 years (mean = 33.8 + 14.28) in the study
group including women with genital intraepithelial lesions and from 19 to 75 years
(mean = 40.48 + 15.1) in the control group with women with no genital lesion. The
practice of anal intercourse occurred in 44 (55%) women in the study group and 34
(48.7%) in the control group. Analyzing the cytological atypia (ASC-US and LSIL),
30% of women with genital HPV lesions showed the presence of changes in cells of
the anal canal. Lesions of perineum and perianus (p = 0.0003), vulva (p = 0.0157)
and uterine cervix (p = 0.0223) were associated with anal cytological atypia. There
was no significant association between DNA-HPV in the groups. It is concluded that
the anal cytological atypia was frequent among women with perianal, vulva and
uterine cervix lesions suggesting the need for screening anal intraepithelial lesions

among immunocompetent individuals.

Keywords: HPV; Women; Cytology; Cell biology; Risk factors.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) constituem um problema
de saude publica. Dentre as DST’s se sobressai por sua alta frequéncia a infeccéo
por papiloma virus humano (HPV), (SAN JOSE; PALEFSKY, 2007), um Papovavirus
composto por cerca 8000 pares de bases, cuja variagdo gendmica permite a
identificacdo de mais de 200 tipos virais, dos quais cerca de 50 s&o associados a
lesBes genitais e destes em torno de 14 identificados como de alto risco oncogénico
(BORGES; SCHOR, 2005; GIRALDO et al., 2008).

A associagdo do virus com o cancer de colo uterino ja estd bem
estabelecida. Anualmente, aproximadamente, 400.000 novos casos de cancer
cervical sdo diagnosticados e mais de 200.000 mulheres morrem em consequéncia
desta neoplasia (PARKIN et al., 2005). Em média, 80% destes eventos ocorrem nos
paises em desenvolvimento (MUNOZ et al., 2003).

Apds mais de 20 anos de investigacdo sobre a associacdo entre HPV e
carcinoma cervical de células escamosas, restam poucas duvidas a respeito do
papel central do virus na sua génese. Sabe-se atualmente que aproximadamente
70% desses canceres contém HPV 16 e/ou 18 e que mais de 95% estédo associados
a um ou mais tipos virais de alto risco (KREIMER et al., 2005).

As formas genitais mais comuns da infeccdo por HPV sdo as latentes
(sem leséo visivel mesmo com magnificacdo) e as subclinicas. Para as ultimas é
essencial o uso de métodos de magnificagdo como a genitoscopia (ELEUTERIO JR.
et al.,, 2004), enquanto para as primeiras métodos de biologia molecular séo
necessarios (ELEUTERIO JR. et al., 2007).

Os virus de alto risco (HPV tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, e 68) tém probabilidade maior de persistirem e estarem associados a lesdes
malignas. De fato, mais de 90% dos canceres de colo de utero contém DNA de HPV
de alto risco. Em menor frequéncia carcinomas de anus, vulva, vagina e pénis
também tem DNA-HPV (NADAL; NADAL, 2008).

Além das neoplasias genitais 0 cancer de anus, que corresponde a 4% de
todas as neoplasias malignas do trato digestivo baixo, tem sido associado ao HPV
(JACYNTHO et al., 2011), as similaridades entre a historia natural do HPV genital e da
infeccdo anal tem sido estudada (GIRALDO; JACYNTHO et al., 2009; JACYNTHO et
al., 2011).
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O cancer anal é uma patologia rara na populacdo geral, com incidéncia
em torno de 0,8/100.000 habitantes. Essa incidéncia tem aumentado nas ultimas
décadas, ascendendo cerca de trinta vezes em pacientes adeptos do sexo anal
receptivo (AR) (PALEFSKY et al., 2005). Estudo recente tem demonstrado um
aumento anual na ordem de 2% na incidéncia deste tumor (GUIMARAES et al.,
2007). No Brasil, a incidéncia do cancer anal ndo é bem documentada visto que é
publicada de forma conjunta com os tumores do coélon e reto, mais prevalentes
(JACYNTHO, 2005).

1.1 Papilomavirus humano

Ha mais de 200 papilomavirus reconhecidos, classificados em tipos,
subtipos e variantes com base em homologia de DNA. Um novo genotipo é definido
se possuir menos de 90% de homologia com a sequéncia nucleotidica de L1, E6 e
E7, apGs o sequenciamento completo do genoma. Os subtipos séo definidos quando
apresentam entre 2 a 10% de divergéncia, enquanto as variantes apresentam
menos de 2% (VILLA et al., 2005).

Filogeneticamente os tipos que infectam a &rea genital pertencem ao
género alfa e os associados com epidermodisplasia verrucosiforme cutanea, ao
género beta. Os diferentes tipos tém tropismo por infectar diferentes tecidos, por
exemplo, tipos epidérmicos (HPV 1-4, 10, 26-29, 37, 38, 46, 47, 49, 50, 57), e tipos
genitais (HPV 6, 11, 16, 18, varios 30s, 40s, 50s, 60s, 70s) — (SMITH et al., 2007).

Os tipos genitais de HPV podem ser classificados segundo o risco que
conferem ao desenvolvimento de les6es neoplasicas do colo uterino em:

Tipos de baixo risco (BR): (HPVs 6, 11, 40, 42, 43 e 44), causadores de
verrugas genitais externas (condiloma acuminado) e lesdes benignas do colo
uterino. Tipos de alto risco (AR): HPVs tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, e 68 encontrados em lesbes de alto grau e carcinoma invasor (STOLLER,
2000; SMITH et al., 2007).

1.1.1 Patogénese e papel oncogénico do HPV

Os papilomavirus humanos (HPV) sdo inoculados através de

microtraumatismos ou soluc¢des de continuidade nos epitélios pavimentosos da pele
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ou mucosas do hospedeiro. Os virions perdem o seu invélucro proteico e 0 genoma
viral atinge o ndcleo da célula basal, onde ele se estabelece de forma epissomal
(HAUSEN, 2006) — (Figura 02).

Este virus é capaz de induzir lesbes de pele ou mucosa, as quais
mostram um crescimento limitado e frequentemente regridem espontaneamente. E
infeccdo de transmissao na maioria das vezes por via sexual e extremamente
comum. Com base em evidéncias tém-se sugerido que mais de 50% dos adultos
sexualmente ativos tenham sido infectados por um ou mais tipos de HPV, sendo que
cerca de 90% dessas infec¢des sdo transitorias (GIRALDO et al., 2008; AMARAL et
al., 2009).

Em geral, a prevaléncia da infeccdo pelo HPV é variavel, atingindo
aproximadamente 20 - 30% das mulheres entre 20 e 24 anos de idade. A seguir,
diminui para aproximadamente 3% a 10% das mulheres com mais de 30 anos de
idade (HERRERO et at., 2000; SELLORS; KARWALAJTYS; LYTWYM, 2003). Em
torno de 80% das mulheres jovens que contraem o HPV, tém resolucdo espontanea
em 12 a 18 meses (FRANCO et al., 1995; LIAW et al., 2000; THOMAS et al., 2000).

Geralmente, o cancer se desenvolve a partir de varias alteracdes
genéticas, que levam a ativacdo dos oncogenes ou a inativacdo dos genes
supressores de tumor (CAMPOS et al., 2005).

A proteina E6 dos HPV’s genitais formam complexos com p53 (proteina
de 53KDa). O gene 53 esta localizado no cromossomo 17 e o produto do gene, a
proteina p53, esta envolvida nas vias de reparo ao dano do DNA, levando a uma
interrupg&o do ciclo celular na fase G1 ou induzindo a apoptose. Por esta atividade
de supressdo do crescimento tumoral a p53 tem sido chamada de “guardia do
genoma”. A degradacao e inativagao de p53 resultam em aumento da instabilidade
genética e em acumulo das mutac¢des oncogénicas (CAMPOS et al., 2005).

Ainda, segundo Campos et al. (2005), a proteina E7 do HPV 16 forma
complexos de alta afinidade com pRB (proteina do gene supressor do tumor
retinoblastoma). O gene RB esta localizado no cromossomo 13 e o produto do gene,
a proteina pRB (105KDa) interage com o fator de transcricédo celular E2F na fase GO
e G1 do ciclo celular. Tal interagéo inibe a transcricdo induzida por E2F dos genes
celulares ciclo-regulados, como a timidina cinase, c-myc, polimerase alfa, necessaria

para a entrada na fase S do ciclo celular.
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A proteina viral E7 pode dissociar o complexo da pRB/E2F. A inativacdo
da pRB e a liberacdo do fator de transcricdo E2F que passa a ser ativo em todas as
fases do ciclo celular, explica o encurtamento da fase G1 e o crescimento celular
desordenado das células tumorais HPV-positivas (FOCCHI; BOVO; SILVA, 2000;
CAMPOS et al., 2005).

A instabilidade genética provocada por oncoproteinas virais e 0 aumento
catalitico na expressdo da oncoproteina provocada por mutacdes no genoma viral e
celular identificam o virus como importante for¢ca impulsionadora de progressao
tumoral (FOCCHI; BOVO; SILVA, 2000).

1.1.2 Histéria natural do Papiloma Virus Humano

A infeccdo pode ser de uma das seguintes formas: uma infeccédo latente,
em gue nao existe crescimento ou evidéncia microscépica da citopatia do virus; uma
infeccdo subclinica, em que a manifestacdo discreta que cuja visualizacdo requer
equipamento de magnificacdo (colposcopio); ou uma lesao clinica, visivel a olho nu.
Regressao espontanea pode ocorrer em qualquer uma dessas formas (BRENTJENS
et al., 2006).

O periodo de laténcia da infeccdo € extremamente variavel, sugerindo
gue outros fatores, como comportamento sexual, status imunolégico, predisposi¢ao
genética, nutricdo, tabagismo, nivel socioecondmico, viruléncia e a concomitancia
com outras infeccbes sexualmente transmissiveis (Chlamydia trachomatis,
herpesvirus), por exemplo, possam estar atuando (SCHEURER; TORTOLERO-
LUANA; ADLER-STORTHZ, 2005).

Segundo Molano et al. (2002) na maioria das vezes, o virus é eliminado
em um periodo de aproximadamente 2 anos, sem deixar sequelas e muitas vezes
sem manifestar qualquer sintoma.

A duracdo da infec¢do € mais longa para o HPV de alto risco oncogénico
que para os de baixo risco e a persisténcia da infec¢éo viral associa-se ao aumento
do risco de aparecimento de lesdes. Cerca de 1% da populacdo infectada ira
manifestar alguma leséo verrucosa e 4% terdo alteragGes diagnosticadas a citologia
(MOLANO et al., 2002).

A maioria das doengas HPV relacionadas € atribuida aos HPV tipos 6, 11,

16 e 18. Os do tipo 6 e 11 sdo responsaveis por mais de 90% dos casos de verrugas
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anogenitais em ambos os sexos e 25% das lesfes intraepiteliais cervicais de baixo
grau. Os HPV tipos 16 e 18 estédo associados a aproximadamente 25% dos casos de
lesé@o intraepitelial escamosa de baixo grau, 50% das lesfes intraepiteliais de alto
grau, 70% dos casos de carcinoma epidermoide e 90% dos adenocarcinomas de
colo uterino e, ainda, 70% dos outros carcinomas genitais na mulher e 90% dos
casos de carcinoma anal (CARTER et al., 2001).

Os homens, além de serem os transmissores mais frequentes da infec¢cao
para a mulher, sdo atingidos por cerca de 10.000 casos de carcinoma associados ao
HPV (pénis, anus, laringe, orofaringe e cavidade oral). Nos ultimos anos tem-se
observado um aumento importante dos casos de cancer anal, principalmente em
homens que mantém relacfes sexuais com homens. Um grupo considerado de
altissimo risco para esta doenca é o dos HIV infectados (MUNOZ; CASTELLSAGUE;
GONZALEZ, 2006).

A taxa anual de carcinoma anal € de 35/100.000 homossexuais HIV-
negativo e de 200/100.000 para o grupo HIV-positivo (MUNOZ; CASTELLSAGUE;
GONZALEZ, 2006), enquanto para mulheres imunocompetentes ndo ha dados na

literatura sobre a prevaléncia de carcinoma anal.

1.1.3 Epidemiologia da infec¢cdo do HPV

Estima-se que no mundo existam cerca de 450 milhées de novos casos
de infecc¢éo viral por ano (PARKIM et al., 2005).

Aproximadamente 5,5 milhdes de novas transmissdes pelo HPV ocorrem
nos Estados Unidos a cada ano, representando cerca de um ter¢co de todos o0s
novos casos de doencas sexualmente transmissiveis (SCHEURER; TORTOLERO-
LUANA; ADLER-STORTHZ, 2005).

As evidéncias indicam que mais de 70% dos parceiros de mulheres com
infeccdo cervical por HPV e/ou neoplasia intra-epitelial sdo portadores desse virus e
estima-se que 20 milhdes de homens e mulheres serdo infectados pelo HPV em
algum momento de suas vidas (Xl et al., 2013).

Parece haver uma associacdo entre outras doencas sexualmente
transmissiveis e a infeccdo pelo HPV; infec¢cdo por herpes virus, HIV, clamidia e
sifilis podem estar relacionadas a progresséao das lesdes por HPV (CAVALCANTI et
al., 2000).
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Nadal e Manzione (2006), versando sobre a epidemiologia do HPV
anogenital, comentam que ainda faltam dados contundentes que possam definir a
relacdo de “causa e efeito” entre o HPV e o cancer anal, mas, prudentemente,
sugerem o controle das lesfes clinicas e sub-clinicas provocada pelo HPV com o
intuito de se evitar a eventual progressao do carcinoma invasivo.

Todavia, independente dos aspectos ainda néo totalmente elucidados a
respeito da causa, 0 que se observa é um aumento significativo da incidéncia do
cancer anal. Baseado em dados epidemioldgicos da década de 60, o cancer anal
aumentou cerca de 3 vezes — mais nas mulheres que nos homens — numa taxa
anual global estimada em 2,6% (MAGGARD; BEANES; KOCY, 2003).

Embora sua exata incidéncia populacional ndo seja tdo bem conhecida
como ocorre com cancer do intestino grosso, do pulméo e da préstata, sabe-se que
seu aumento acompanha a curva de crescimento dos varios atores de riscos,
sobretudo os virais (RYAN; CAMPTON; MAYER, 2000).

Assim como no resto do mundo, as taxas de prevaléncia de cancer
anogenital na América Latina também exibem aumento significativo. Paises como
Brasil, México, Coldbmbia, Venezuela e outros reportam alta taxa de incidéncia anual
de cancer anogenital (FRAZER et al., 2006).

A incidéncia de neoplasias de célon, reto e anus para 2006, no Brasil, foi
estimada para cerca de 11.390 novos casos no género masculino, e 13.970 novos
casos no género feminino, porém nao se dispde de dados especificos do cancer
anal no pais (TORRES NETO; PRUDENTE; SANTOS, 2007).

Existem poucas evidéncias obre a epidemiologia da infeccdo anal pelo
HPV. Mulheres HIV-positivo ou negativo apresentaram maior prevaléncia do DNA do
HPV na regido anal do que na regido genital, quando ambas foram analisadas na
mesma paciente (PALEFSKY, 2010).

1.1.4 Carcinoma anal e HPV

O comportamento do cancer anal se baseia nas seguintes caracteristicas:
esta associado a infeccéo cronica pelo HPV; é precedido por lesbes precursoras nao
malignas, a leséo intra-epitelial escamosa anal (ASIL); demonstra predilecdo pela
zona de transicdo celular de células escamosas para glandulares. As lesdes pré-

invasoras sao classificadas como neoplasias intraepitelial anal Neoplasia Intra-
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epitelial anal de alto grau (NIAa) e Neoplasia Intra-epitelial anal de baixo grau (NIADb)
e estdo associadas aos subtipos do HPV infectante (MELBYE; SMITH;
WOHLFAHRT, 1996). As NIAa sdo provaveis precursoras do tumor invasivo, com
clara associacdo com os tipos de HPV de alto risco (KREUTER et al., 2005).

O céancer de anus era considerado doenca pouco frequente, mas a sua
incidéncia esta crescendo, principalmente do carcinoma de células escamosas
(CCE). Em paralelo, tem sido constatado o aumento das infeccfes anogenitais por
papilomavirus humano, que acomete 20% da populacdo mundial sexualmente ativa
(VILLA et al., 2005). A relacédo causal entre esse virus e o cancer do colo do uUtero
estd bem caracterizada e o mesmo tem sido observado, com o cancer de anus
(MANZIONE; NADAL; CALORE, 2003; MAGI et al., 2006; TACHEZY et al., 2007).

Castellsague (2008) aponta os fatores de riscos para o cancer anal.
Aqueles sdo: a infeccao viral (condiloma anal), coito anal, histéria de doencas
sexualmente transmissiveis, mais de 10 parceiros sexuais, histéria de cancer cervical,
vulvar ou vaginal, imunossupressao apoés transplante de érgaos; estes séo: a infeccao

pelo virus da imunodeficiéncia, o uso prolongado de corticosteréides e o tabagismo.

1.1.5 Rastreio do carcinoma anal e seus precursores

Tem sido demonstrado a utilidade do exame de Papanicolaou no rastreio
de lesBes intraepiteliais anais e carcinoma anal, podendo seu uso fazer a selecao de
pacientes que devem se submeter a anuscopia (GERVAZ et al., 2003;
FRIEDLANDER; STIER; LIN., 2004).

A citologia do canal anal com escova sO foi relatada como método de
rastreamento para o carcinoma no final da década de noventa. Todavia, ndo havia
nomenclatura bem definida e reprodutivel entre os diferentes patologistas. Para sanar
essa dificuldade, em 1988, foi desenvolvido e aprovado pelo Instituto Nacional do
Cancer (NCI), nos EUA, o “The Bethesda System” (TBS), que passou por revisdo em
1991 e 2001 (CARVALHO, 2003) e prop6s uniformizar as terminologias, assim como
as condutas clinicas para cada classificacéo citoloégica (BETHESDA SYSTEM, 2005).

Devido ao risco do surgimento do tumor anal e a possibilidade de
deteccdo das lesbGes precursoras, 0 uso dos esfregacos anais para citologia estéo
sendo utilizados para diagnosticos (LYTWYN, A., 2005). Segundo Fox et al. (2005)

consideram que o uso dos esfregacos anais vem sendo realizado com eficacia
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semelhante as das coletas cervicais, e com sensibilidade oscilando entre 42% e
98% e especificidade variando de 38% a 96%. Autores indicam a colposcopia anal
para biopsias dirigidas quando a citologia mostra-se alterada e recomendam-na
como método de rastreamento para populacfes de alto risco para o carcinoma anal
(PALEFSKY, 2001; PIKETTY; DARRAGH, 2003; FRIEDLANDER; STIER; LIN, 2004,
FOX et al., 2005; VAJDIC et al., 2005).

A sensibilidade e a especificidade relatadas indicam que o método é
aplicavel para acompanhamento de les6es sub-clinicas e com potencial oncogénico
(JACYNTHO, 2005). Todavia, nao encontramos na literatura consultada estudos que
mostrassem a eficacia da citologia anal para deteccao de lesdes clinicas.

Qualguer anormalidade a citologia indica a possibilidade de lesGes de alto
grau na avaliacao histologica. Nos pacientes assintomaticos e que apresentam a
forma sub-clinica, designada com lesdo intra-epitelial anal, o diagndstico € feito
através de anuscopia (JACYNTHO et al., 2011). A importancia da anuscopia é para
definir os locais onde as biopsias serdo feitas, o que confirmara o grau da leséo
(PIKETTY; DARRAGH, 2003).

Neste sentido, Nadal e Manzione (2006) demonstraram a viabilidade da
incorporacdo do exame de citologia e anuscopia com melhora para diagnéstico de
lesdo ano-retal HPV induzida na forma sub-clinica.

1.1.6 Alteracdes citoldgicas e histolégicas manifestadas pelo HPV

Os efeitos citopaticos produzidos pelo HPV, podem ser visualizados nos
esfregacos contendo células alteradas, conforme descrito por Eleutério Jr. et. al.
(2004). Dentre estes efeitos destaca-se a coilocitose, a qual caracteriza-se pela
presenca de uma cavidade citoplasmatica perinuclear clara e com borda
citoplasmatica periférica densa, associada a alteragdes nucleares. As alteracbes
nucleares sao representadas por aumento do volume nuclear, irregularidade da
membrana nuclear, cromatina grosseira e mal distribuida. Uma outra alteracéo
consiste na disceratose, caracterizada por células que apresentam ceratinizacao
an6mala ou prematura, nem sempre acompanhada de caracteristicas nucleares de
malignidade (ELEUTERIO JR. et. al., 2004).

A associacdo de coildcitos e disceratose tem sido considerada como

critério citologico patognomdnico para o diagnostico da infeccdo pelo HPV.
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Entretanto, com o uso desses sinais, a frequéncia do diagndstico é de 1 a 2% em
pacientes assintomaticas (SCHNEIDER et al., 1987).

As anormalidades do epitélio escamoso anal, sdo denominadas como
atipias em células escamosas de significado indeterminado (atypical squamous cells
of undetermined significance-ASCUS), atipias em células escamosas de significado
indeterminado nas quais ndo se pode excluir lesdo de alto grau (ASC-H), lesbes
intraepiteliais escamosas (Squamous Intraepithelial Lesion-SIL), que podem ser de
baixo grau (Low Grade Intraepithelial Lesion-LSIL), de alto grau (High Grade
Intraepithelial Lesion-HSIL) atipias celulares de significado indeterminado (atypical
squamous cells of undetermined significance-ASCUS), e carcinoma invasivo
(BETHESDA SYSTEM, 2005; ARAIN et al., 2005).

Vérios termos foram usados para classificar essas alteracdes histoldgicas.
Assim, as displasias leve, moderada e acentuada foram posteriormente denominadas
neoplasia intraepitelial anal (NIA) dos tipos I, 1l e 1l (SURAWICZ et al., 1995).

Mais recentemente, tem-se usado NIA de alto (NIAa) e baixo grau de
malignizacdo (NIAb), a saber: NIA | inclui a NIAb, e NIA Il e Ill seriam a NIAa
(SURAWICZ et al., 1995) — (Figura 4). Essa classificacdo é a mais utilizada porque
as lesdes sdo agrupadas conforme seu comportamento bioldgico.

Segundo Piketty et al. (2006), os achados citologicos mais frequentes nas
lesbes escamosas intraepiteliais anais (NIA) sdo as células displasicas, as
paraceratoticas e as bi ou multinucleares, enquanto os coilécitos sdo incomuns. No
material colhido de NIAb, observa-se maior incidéncia de células escamosas, bi ou
multinucleadas e moderadamente displasicas, seguidas dos paraceratdcitos e
coilécitos. Na NIAa, notam-se células com caracteristicas de displasia moderada a
acentuada e muitas células paraceratéticas atipicas. Entretanto, as caracteristicas

da NIAb podem ser vistas na NIAa.
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Figura 1 — Classificagdo hitopatoldgicas provocadas pelas atipias provocadas pela

infeccéo do HPV
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Fonte: Manzione, Nadal e Calore (2003).

1.2 Métodos de deteccéo de lesdes HPV associadas

1.2.1 Citologia

1.2.1.1 Convencional

A citologia convencional, introduzida na década de 1940 por Papanicolau,
permitiu a reducdo da incidéncia e a mortalidade por cancer de colo uterino
(WRIGHT JR. et al., 2002).

Na avaliacdo da acuracia do exame citologico convencional, encontrou-se
valores de sensibilidade do método variando entre 68 e 80% e especificidade entre
79 € 99% (SOOST et al., 1991; ABULAFIA; PEZZULLO; SHERER, 2003).

Trata-se de um exame de rastreamento, mas ndo de diagndéstico
definitivo. Sua sensibilidade para detectar lesdes de alto grau hum Unico exame é
relativamente baixa (50%), com numero de falso-negativos que varia de 20 a 40%
(MARTINS; RIBALTA, 2005).
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1.2.1.2 Meio liquido

A citologia em meio liquido é uma importante alternativa para o ganho de
sensibilidade do exame de Papanicolaou e apresenta as seguintes vantagens
(BAKER, 2002):

e Ganho de sensibilidade: menor perda de material coletado e melhor

distribuicdo das células;

¢ Citologia em monocamada e com fundo mais limpo;

e Possivel a realizacdo do teste de Captura Hibrida a partir da mesma

amostra;

e Reducéao de falsos negativos;

¢ Reducéao de casos insatisfatorios;

e Maior sensibilidade de Lesdes de Baixo e Alto Grau.

1.2.2 Métodos biomoleculares

1.2.2.1 Captura hibrida de segunda geracao

Nos ultimos tempos o diagndéstico da infeccdo pelo HPV tem tido como
potente arma a biologia molecular, que por sua alta sensibilidade, pode definir casos
de infeccdo por HPV de alto risco e persisténcia viral (ELEUTERIO JR. et al., 2007).

Atualmente, estao disponiveis diversos métodos moleculares, entre eles a
reacao em cadeia da polimerase (PCR), que se destaca por sua alta sensibilidade, e
a captura de hibridos, que embora com menor sensibilidade em relacdo ao PCR
esta diferenca nao é significativa (ELEUTERIO JR. et al., 2007).

A captura hibrida de 2° geracdo (hC2) é um ensaio simples, rapido,
seguro e reprodutivel que utiliza células esfoliadas obtidas tanto do trato genital
feminino como do masculino. Pode ainda ser realizado em material de bidpsia
(HUBBARD, 2003).

Utiliza sondas de RNA altamente especificas para detectar tipos de HPV
gue mais comumente infectam o trato anogenital. O teste diferencia dois grupos: o

grupo A, que possui sondas para HPV de baixo risco (6, 11, 42, 43, 44) e o grupo B,
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que possui sondas para HPV de risco intermediario/alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) — (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Esses tipos representam 95% dos virus que infectam o trato anogenital,
sendo que os tipos do grupo intermediario/alto risco estdo presentes em 99% dos
casos de cancer. A sensibilidade é de 1 pg/ml de DNAHPV, equivalente a 0,1 cépia
de virus/célula. Todos os testes de Ch2 sdo, ao mesmo tempo, quantitativos e
qualitativos (LANCELLOT et al., 2000).

O teste de captura hibrida tem mostrado ter sensibilidade e especificidade
satisfatoria para uso rotineiro na analise da quantidade de DNA do grupo viral do
HPV de baixo e alto risco (HO et al., 1998).

Eleutério Jr. et al. (2010) concluem que os testes biomoleculares tém sido
muito empregados mas ha de se ter o cuidado da certeza de material celular
adequado para pesquisa, 0 que é permitido por uma citologia em meio liquido prévia

ou uso de controle interno ao teste.
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2 JUSTIFICATIVA

Pouco se tem estudado sobre a prevaléncia das infec¢des por HPV, das
lesBes intraepiteliais anais como possiveis precursoras do cancer anal. A
multicentricidade da infeccéo pelo HPV permite conjecturar sobre a possibilidade de
se encontrar infeccdo por HPV e lesbes intra-anais entre mulheres com lesdes
genitais, havendo a necessidade de identificar qual seria a frequéncia de tal
associacdo e quais os fatores de risco associados, bem como os métodos

adequados para rastreio e diagnostico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a prevaléncia de DNA-HPV de baixo e alto risco oncogénico, e de
alteragbes citologicas do canal anal por citologia entre mulheres com leséo

intraepitelial genital, bem como identificar os fatores de risco associados.

3.2 Especificos

e Identificar a prevaléncia de DNA-HPV anal de baixo e de alto risco por
captura hibrida entre mulheres com e sem lesao genital HPV associada;

¢ |dentificar a prevaléncia de citologia em meio liquido intra-anal alterada
entre mulheres com e sem lesdo genital HPV associada,

¢ l|dentificar fatores de risco para presenca de DNA-HPV anal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

Este estudo faz parte das pesquisas que envolvem seres humanos e que
foi desenvolvido pelo Programa de Poés-Graduacdo em Patologia (Mestrado),
seguindo os requisitos da Resolucéo 196 de 1996.

O projeto foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC), sob nimero de registro:
CEP/MEAC n0 124/11 (Anexo A) juntamente com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido-TCLE (Apéndice B).

4.2 Casuistica

Um estudo prospectivo de corte transversal, descritiva, foi realizado na
Universidade Federal do Ceara (UFC) de agosto de 2011 a setembro de 2012.
Foram incluidas mulheres a partir de 18 anos (n = 150: Grupo estudo n= 80 e Grupo
controle n= 70), submetidas a exame de genitoscopia no Ambulatério de Patologia
do Trato Genital Inferior e Colposcopia (PTGIC) da UFC. Conforme a genitoscopia
das pacientes, as mesmas foram incluidas em um grupo de estudo (mulheres com
lesbes genitais HPV associadas) e um grupo controle (mulheres sem lesées HPV
associadas). Foram obtidas informacbes sobre idade, tabagismo, métodos
contraceptivos, paridade, pratica anoreceptiva, nimero de parceiros sexuais e
citologia cervical.

As participantes foram esclarecidas quanto aos objetivos do estudo,
riscos e beneficios associados a pesquisa e assegurado a inteira confidencialidade
dos registros. Apds concordarem, assinaram a declaracdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, e responderam a uma Ficha de Triagem com um
Questionario padrao (modificado de ALENCAR et al., 2006).

4.2.1 Amostras

Foram incluidas mulheres referenciadas do servico de ginecologia com

hipotese de leséo de vulva, a partir de 18 anos no ambulatério de Patologia do Trato
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Genital Inferior e Colposcopia da Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC),

da Universidade Federal do Ceara.

Foram excluidas as usuarias que compareceram ao Servico que estavam

gravidas, portadoras de cancer e em tratamento quimioterapico, radioterapico, com

diagndstico laboratorial positivos para HIV e hepatites virais.

4.3 Métodos

4.3.1 Coleta

das amostras

Apls a genitoscopia procedeu-se a coleta da citologia intra-anal com

escova (cytobrush) que foi fixada no kit de citologia em meio liquido da marca BD

(SurePath).

Técnica de coleta:

a)

b)

c)

d)

afastamento das nadegas para observar verrugas ou fissuras anais na
porcao externa do canal anal;

introducdo da escova cytobrush até o desaparecimento completo de
suas cerdas, cerca de 3 cm do esfincter anal externo chegando a
alcancar a linha pectinea, evitando contato com as lesdes externas,
guando existentes; a seguir foi realizado movimento de rotacdo em
360° no sentindo horario (Figura 2).

Com cuidado, a “escova” era retirada, e a porcdo superior
desconectada e colocada em um tubo com 10 mL de solugéao
conservante a base de etanol do SurePath, cujo objetivo € preservar as
células, possibilitando tanto o estudo molecular como a preparagéao do
esfregaco para a coloracdo de Papanicolaou (Figura 3);

apos a transferéncia da parte proximal da escova cytobrush para
dentro do frasco e desprezada a haste, o frasco foi fechado,
identificado com as iniciais das pacientes e com seu respectivo numero
de protocolo, levado ao laboratério de anatomia patologica e
processado para confeccdo de esfregagos. Apds conservado a
temperatura entre 2°C a 8°C foram realizados os testes de captura
hibrida (Figura 3).
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Figura 2 — Procedimento para coleta de citologia do canal anal

Fonte: Casos estudados (PRIMARIA).

Figura 3 — Vial de Surepath para fixacdo do material antes do processamento

Fonte: BD SurePath™ liquid-based Pap Test.

4.3.2 Citologia em meio liquido

A técnica de Citologia em Meio Liquido (CML) empregada no trabalho foi
a do Sistema BD SurePathTM (Liquid-based Pap Test). Esta técnica tem como
principio transferir todo material celular coletado para um meio liquido, com
propriedade de preservar as estruturas morfolégicas e as moleculares, como as
proteinas e os acidos nucléicos. Para a preparacao da lamina citolégica, o material é
submetido a processos técnicos laboratoriais, como homogeneizacéo e filtragem,
que visam retirar hemacias, debris celulares, muco e infiltrado inflamat6rio. Com
iSs0, 0 espécime na lamina se apresenta bastante fino e uniforme, em monocamada

e com distribuicdo celular homogénea. Apdés a confeccdo dos esfregacos, 0s
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mesmos foram submetidos a técnica colorimétrica de Papanicolaou em corador
automatico marca Cellstain-15 e montados em laminula.

A leitura foi feita em microscoopio Optico Nikon eclipse e 200 por
citopatologista segundo parametros do Sistema Bethesda (BETHESDA SYSTEM,
2005). Os laudos foram dados como: negativo para malignidade e lesao intraepitelial
escamosa (NML), células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-
US), células escamosas atipicas que nao permitem excluir uma lesédo de alto grau
(ASC-H), Leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) e Lesao intraepitelial

escamosa de alto grau (HSIL).

4.3.3 Captura hibrida de 22 geracao (hC2)

A realizacdo do exame de Captura Hibrida segunda geracdao, utilizou-se o
Kit da Qiagen®.

Amostras contendo o DNA pesquisado (no caso, DNA do HPV) foram
hibridadas com um &cido ribonucléico especifico. O hibrido resultante foi capturado
pela superficie do tubo de ensaio previamente marcado com um anticorpo anti-hibrido
acido ribonucléico/DNA. O hibrido imobilizado reagiu com um anticorpo conjugado a
fosfatase alcalina e foi detectado com um substrato quimioluminescente. Como o
substrato € clivado pela fosfatase alcalina, uma luz foi emitida a qual € medida como
unidades relativas de luz em um lumindmetro. A intensidade da luz emitida foi
proporcional a quantidade de DNA pesquisado nas amostras das pacientes. A hC2 é
um método de amplificacdo de sinal, a qual € uma extensdo do ensaio de sonda
direto, porém mais sensivel por causa da adicdo de camadas de moléculas
sinalizadoras presentes em sondas de DNA (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Os cinco passos sequenciais da técnica de Captura Hibrida, consistem: 1°
- Passo Desnaturacdo do Espécime; 2° - Passo Hibridizagdo com sonda RNA; 3° -
Passo Captura do Hibridos; 4° - Passo Reagdo com o Conjugado e o0 5° - Passo
Amplificacdo dos sinais dos Hibridos por Quimioluminescéncia.

O ensaio conta com controles negativos e positivos, que séo testados em
triplicata. As leituras dos controles sdo utilizadas para a validagéo e o calculo do cut-off.

Ha ainda dois outros controles intra-teste. O primeiro é quando se faz a
adicdo do reagente de desnaturacdo. Todas as amostras devem tornar-se de cor

roxa, isso da a certeza de que todo material sera desnaturado. O segundo, quando



30

da adicdo das sondas, a coloracdo deve mudar de roxo para amarelo, assegurando
gue todas as amostras receberam a quantidade ideal de sonda (NONNENMACHER
et al., 2002; QIAGEN, 2010).

4.4 Andlise estatistica

Os questionarios foram devidamente revisados pelo pesquisador e tiveram
os dados digitados no programa Microsoft Excel 2007, sendo posteriormente analisados
em computador com recursos estatisticos do software Graphpad Prism 6.0.

Foram realizados os testes do Qui quadrado e o teste de Fisher (variaveis
categoricas) além do teste t de Student (varidveis continuas). O teste do Qui
quadrado foi aplicado com o objetivo de encontrar um valor de dispersdo para as
trés varidveis nominais — Citologia anal em meio liquido, Presenca de DNA HPV e
HPV de Baixo e Alto risco, nas amostras de espécimes biolégicas do canal anal em
mulheres envolvidas na Pesquisa.

O teste paramétrico utilizado para comparacao entre duas populagées foi
o teste de t Student, pois nos estudo desenvolvido trata-se a amostras
independentes e tem como objetivo testar que as populacdes que deram origem a
essas amostras podem ser consideradas semelhantes ou néo.

Foi incluido também o célculo do Risco Relativo (RR) para calcular os
fatores do risco de interesse do estudo. Essa correlacdo foi maior quanto mais o
valor do RR se afasta de 1, com respectivos intervalos de confianca (95%),
utilizando aproximagéo de Katz.
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5 RESULTADOS

Foram avaliadas 150 mulheres imunocompetentes dividas em dois
grupos: um grupo formado por mulheres diagnosticadas com lesao intraepitelial
genital (vulva, vagina, colo ou perineo/Perianus) (n = 80) e um grupo controle
composto por mulheres sem lesé&o intra-epitelial genital (n= 70).

A idade variou de 18 a 68 anos (média = 33,8 + 14,28) no grupo de
estudo e de 19 a 75 anos (média = 40,4 + 15,1) no grupo controle (p=0.0073). Em
relagdo ao numero de parceiros sexuais as mulheres com leséo intraepitelial genital
HPV associada apresentaram uma média de (2,3 + 2,1), enquanto as do grupo
controle mostraram uma meédia de (3,09 + 4,3) (p= 0.1620). Sobre o inicio da vida
sexual, os grupos apresentaram idades variando entre 13 a 25 anos no grupo de
estudo (media = 17,5 + 3,5) enquanto no grupo controle variou de 13 a 29 anos
(média =17,4+3,6) (p=0.8770).

Quanto a paridade o grupo com lesdes intraepiteliais genitais apresentou
uma média de (1,6+2,0), variando de 0 a 10 gestacdes, enquanto no grupo de
mulheres sem lesfes variou de 0 a 12 gestacdes (média=1,7+2,1) (p= 0.3772). A
pratica de coito anal foi referida por 44(55%) mulheres no grupo de estudo e por 34
(48,7%) no grupo controle (p=0.4317). Dentre estas 0 uso de condon na pratica
receptiva anal foi referido por 25(31,2%) no grupo de estudo e em 16(22,8%) no
grupo controle (p=0.2499). O tabagismo foi admitido por 25 mulheres (31,25%) no
grupo de estudo, contra 23 (32,4%) no grupo controle (p=0.8333). (Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracteristicas sécio-comportamentais dos grupos de estudo (com lesdo
genital HPV associada) e controle (sem leséo genital HPV associada) em mulheres

imunocompetentes, no periodo de agosto de 2011 a setembro de 2012. (n=150)

Sem lesdo HPV Com lesé@o HPV p*
associada (n=70) associada (n=80)
Idade em anos (média/DP) 40,48(+15,01) 33,88(+14,28) 0.0073*
Parceiros sexuais (média/DP) 3,09(+4,33) 2,3(+2,1) 0.1620*
Inicio de vida sexual (média/DP) 17,4(+3,6) 17,5(+3,5) 0.8770*
Gestagdes (média/DP) 1,7(+2,1) 1,6(+2,0) 0.3772*
Coito anal [n (%)]
Nao 36 (51,4%) 36 (45%) 0.4317**
Sim 34 (48,7%) 44 (55%)
Uso de Condon no Sexo anal [n (%0)]
N&o 54(77,4%) 55(68,7%) 0.2499**
Sim 16(22,8%) 25(31,2%)
Tabagismo [n (%)]
Nao 47(66,2%) 55(68,75%) 0.8333**
Sim 23(32,4%) 25(31,25%)

DP= Desvio padréo; HPV= Papiloma Virus Humano; * Teste t de Student; **Teste do qui-quadrado.

Entre os tipos de métodos relatados, o uso de anticoncepcional hormonal
foi relatado por 13 pacientes (15,25%) do grupo de estudo e 18 do grupo controle
(16,7%) (p= 0.6635). Apenas 1 paciente (0,1%) do grupo sem lesdo genital era
usuaria do Dispositivo Intra uterino (DIU). No grupo de estudo, 13 pacientes
(16,25%) referiam ter realizado laqueadura tubaria bilateral, enquanto no grupo
controle, 12(17,1%) realizaram o procedimento (p=0.8836). O uso de condon foi
relatado como método contraceptivo por 10 pacientes (12,5%) do grupo de mulheres
com leséo e 8 pacientes (11,4%) do grupo controle (p= 0.8403) — (Tabela 2).

Tabela 2 — Métodos de Contracepcdo usados pelos grupos de estudo (com leséo
genital HPV associada) e controle (sem lesédo genital HPV associada) em mulheres
imunocompetentes, no periodo de agosto de 2011 a setembro de 2012. (n=150)

Sem lesdo HPV Com lesdo HPV p*

associada (n=70) associada (n=80)
Anticoncepcional hormonal [n (%0)] 18(16,7%) 13(15,25%) 0.6635*
Dispositivo Intra uterino [n (%)] 01(0,1%) 0(0%) 0.2834*
Condon [n (%)] 08(11,4%) 10(12,5%) 0.8403*
Laqueadura Tubdria [n (%)] 12(17,1%) 13(16,25%) 0.8836*
N&o pratica a Contracepcao [n (%)] 27(38,5%) 36(47,5%) 0.2709*

HPV= Papiloma Virus Humano; *Teste do qui-quadrado.
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As lesdes de herpes simples genital foram evidenciadas ao exame em 3
(3,75%) pacientes do grupo em estudo e em 10 (14,2%) do grupo controle (p=
0.0221). Em relacdo ao quadro sugestivo de sifilis, confirmada laboratorialmente, foi
observado em 1 paciente (1,25%) do grupo estudo e 3 (4,2%) pacientes do grupo
controle (p= 0,2496). O Liquen escleroso nédo foi observado nas pacientes com lesdo
HPV associada, mas 8 (11,2%) das pacientes do grupo controle as tinham (p=
0.0018).Cistos sebaceos, ndo foram encontrados em pacientes do grupo estudo,
mas foram observados em 2 (2,8%) pacientes do grupo controle (p= 0.1280).
(Tabela 3).

Tabela 3 — LesBes genitais no grupo estudo (com lesdo genital HPV associada) e
controle (sem lesdo genital HPV associada) em mulheres imunocompetentes, no
periodo de agosto de 2011 a setembro de 2012. (n=150)

Sem lesdo HPV Com lesédo HPV p*
associada (n=70) associada (n=80)
Herpes Simples [n (%)] 10(14,2%) 3(3,75%) 0. 0221*
Sifilis Secundaria [n (%)] 03(4,2%) 1(1,25%) 0.2496*
Liquen Escleroso [n (%0)] 08(11,4%) 0(0%) 0.0018*
Cistos Sebaceos [n (%)] 02(2,8%) 0(0%) 0.1280*

HPV= Papiloma Virus Humano; *Teste exato do qui-quadrado.

Em relacdo aos achados na citologia do canal anal, quadros interpretados
como negativo para malignidade ou lesédo intraepitelial anal (NML) foram observados
em 56 pacientes (70%) do grupo das mulheres com lesao genital HPV associada e
58(82,9%) nas mulheres do grupo controle (p= 0.0847). Os casos com atipias foram
assim distribuidos: células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-
US): em 11 pacientes (13,7%) do grupo de estudo e 8 (11,4%) pacientes do grupo
controle (p= 0.8069); Leséao intraepitelial escamosa de baixo grau (LISL) em 13
casos (16,2%) e 4 controles (5,7%)(p= 0.0423). Nenhuma das pacientes dos dois

grupos apresentou lesao intraepitelial de alto grau (HSIL) — (Tabela 4).
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Tabela 4 — Laudos de citologia intra-anal em meio liquido (SurePath) dos grupos de
estudo (com lesdo genital HPV associada) e controle (sem lesdo genital HPV
associada) em mulheres imunocompetentes, no periodo de agosto de 2011 a
setembro de 2012. (n=150)

Sem lesdo HPV Com lesdo HPV p*
associada (n=70) associada (n=80)
NML [n (%)] 58(82,9%) 6(70%) 0.0847*
ASC — US [n (%)] 8(11,4%) 11(13,7%) 0.8069*
LSIL [n (%)] 4(5,7%) 13(16,3%) 0.0423*

HPV= Papiloma Virus Humano; NML= Negativo para Malignidade e leséo intra-epitelial; ASC-US=
células escamosas atipicas de significado indeterminado; LSIL= Leséao intra-epitelial de baixo grau;
*Teste do qui-quadrado sem correcdo de Yates.

Considerando-se os resultados da citologia anal em meio liquido e
comparando-se quadros sem atipia com ASC-US/LSIL, pode-se observar que a
idade variou de 25 a 57 anos (média=38,1+14,7) no grupo com citologia tipica e de
17 a 75 anos (média=37,1+17,4) no grupo com citologia atipica (p=0.0821). Em
relacdo ao nimero de parceiros, as mulheres com citologia normal apresentaram
uma meédia de 2,5+3,8, enquanto as do grupo com atipia mostraram uma média de
(3,3+3,5); (p= 0.2598;). Quanto a paridade as mulheres com citologia normal
apresentaram uma média de (1,63+2,04) quando comparado ao grupo de mulheres
com citologia alterada cuja média foi de (2,11+2,05) (p= 0.2248). Dentre as 114
pacientes do grupo com citologia negativa para malignidade, 56(49,12%) praticavam
coito anal e 33(28,7%) usavam condon nas relacdes; entre as 36 mulheres com
citologia anal atipica, 22(61,1%) referiram préatica anoreceptiva e apenas 9(25%) o
uso de condon nas relacbes anais. Com relacdo ao tabagismo 28 pacientes
(24,56%) entre as mulheres com citologia negativa para malignidade afirmaram ter o
habito de fumar e 9(25%) entre aquelas com atipia citolégica ndo fumavam
(p=0.9576). Com relacdo a histéria de préatica contraceptiva 24(21,5%) pacientes
com citologia negativa e 7(19,4%) com citologia atipica afirmaram fazer uso de

contracepc¢éo hormonal (p=0.8354) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Distribuicdo das caracteristicas sdcio-comportamentais relacionadas as
atipias citologicas do canal anal pelo método de citologia em base liquida
(SurePath). (n=150)

NML (n=114) ASC-US+ (n=36) p*
Idade em anos (média/DP) 38,1(+14,7) 37,1(+17,4) 0.0821*
Parceiros sexuais (média/DP) 2,5(+3,8) 3,3(+3,5) 0.2598*
Gestacdes (média/DP) 1,63(+2,04) 2,11(+2,05) 0.2248*
Coito anal [n (%)] 56(49,12%) 22(61,1%) 0.2094*
Uso de Condon no coito anal [n (%)] 33(28,07%) 9(25%) 0.6456**
Tabagismo [n (%)] 28(24,56%) 9(25%) 0.9576**
Contracepcdo Hormonal [n (%)] 24(21,05%) 7(19,4%) 0.8354**

DP= Desvio padrdo; NML= Negativo para Malignidade e les&o intra-epitelial; ASC-US+= células
escamosas atipicas de significado indeterminado e LSIL= Lesdao intra-epitelial de baixo grau; * Teste t
de Student; *Teste do qui-quadrado.

Com relacdo aos sitios de lesdo genital associados a citologia anal
pode-se observar que 27 casos (48,2%) de mulheres com lesdo de colo de utero,
tinham citologia anal em meio liquido diagnosticadas como NML, 2 casos (18,1%)
com resultado de ASC-US e 1 caso (7,6%) com citologia positiva para LSIL
(p=0.0223; RR=0.3289). Quanto as mulheres com lesdes vaginais 15 (26,7%)
tiveram citologia negativa para malignidade e 2(15,3%) com resultado para LSIL.
Ndo foram encontrados lesdes vaginais associadas ao diagnéstico de ASC-US
(p=0.3642). No grupo com mulheres com lesGes de vulva, 10 (17,8%) tinham
citologias NML, enquanto 5(45,4%) casos apresentaram ASC-US e 4(30,7%) LSIL.
(p= 0.0157; RR= 2.4442). Ja nas mulheres com lesdes de perineo e perianus
observou-se que 4 (7,1%) casos tinham citologia anal negativa, enquanto 4 (36,3%)
tinham citologia anal para ASC-US e 6(46,1%) como LSIL (p=0.0003; RR= 3.7385).
Das pacientes com citologia anal negativa para malignidade, a maioria tinham lesfes
de colo de utero (48,2%) e as pacientes com ASC-US e LSIL anal representaram as
mulheres com lesdo de vulva (76,1%), perineo e perianus (82.4%) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Distribuicdo dos sitios de Lesbes Intra-epiteliais genitais relacionadas as
alteracdes citologicas do canal anal pelo método de citologia em base liquida
SurePath. (n=80)

NML (n=56) ASC-US (n=11) LSIL (n=13) p* RR**
Colo [n (%)] 27 (48,2%) 2(18,1%) 1 (7,6%) 0.0223* 0.3289**
Vagina [n (%)] 15 (26,7%) 0(0%) 2 (15,3%) 0.3642*
Vulva [n (%)] 10(17,8%) 5(45,4) 4 (30,7%) 0.0157* 2.4442%
Perineo e Perianus [n (%)] 4(7,1%) 4(36,3%) 6 (46,1%) 0.0003* 3.7385**

NML= Negativo para Malignidade e lesdo intra-epitelial; ASC-US= células escamosas atipicas de
significado indeterminado; LSIL= Lesé&o intra-epitelial de baixo grau; *Teste exato de Fisher; **Risco
relativo com intervalo de confianga de 95%, usando aproximacéo de Katz.

Com relacao a identificacdo de DNA-HPV por Captura hibrida de segunda
geracdo (hC2) pode-se observar que a idade variou entre 15 a 75 anos
(média=33,95+14,16) no grupo com (hC2)HPV(+) e entre 18 a 67 anos
(média=38,58+15,3) no grupo com HPV(-) (p=0,0651). Quanto ao numero de
parceiros, as mulheres com (hC2)HPV(+) apresentaram uma média de 2,74+3,06,
enguanto as pacientes do grupo com (hC2)HPV(-) mostraram uma média de 2,88+
3,74(p= 0.8326). Levando-se em conta a paridade as mulheres com HPV(+)
apresentaram uma média de 1,74+2,04 e as mulheres com HPV(-) de 2,19+2,34 (p=
0.2678). Dentre as 66 pacientes com (hC2)HPV(+), 35(53%) praticavam coito anal e
13(19,6%) usavam condon nas relacoes; Entre as 84 mulheres com (hC2)HPV(-), 45
(51,1%) referiram pratica anoreceptiva sendo 28(33,3%) usuarias de condon nas
relacdes anais.

Com relacéo ao tabagismo 17 (25,7%) pacientes, entre as mulheres com
(hC2)HPV(+), afirmaram ter o habito de fumar e 20(23,8%) entre aquelas com
(hC2)HPV(-) néo fumavam (p=0.7835). Com relacdo a histéria de pratica
contraceptiva 16 (24,2%) mulheres com presenca de HPV na captura hibrida e 20
(13,8%) com (hC2)HPV(-) afirmaram fazer uso de contracep¢do hormonal
(p=0.9509). J4 as lesdes genitais associadas ao HPV ou ndo estavam presentes em
39(59%) nas mulheres com (hC2)HPV(+) e 41(48,8%) em mulheres com (hC2)HPV(-
) (p=0.2102). Especificamente dentre as com lesdes clinicamente diagnosticas como
HPV associadas 39(48,7%) foram positivas para a hC2 (Tabela 7).
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Tabela 7 — Distribuicdo das caracteristicas socio-comportamentais relacionadas a
positividade de HPV no teste de Captura Hibrida de 2° geracdo hC2. (n=150)

(hC2)HPV()) (n=84)  (hC2)HPV(+) (n=66)  Valor de p

Idade em anos (média/DP) 38,58(+15,3) 33,95(+14,16) 0.0651*
Parceiros sexuais (média/DP) 2,88(+3,74) 2,74(+3,06) 0.8326*
Gestagbes (média/DP) 2,19(+2,34) 1,74(+2,04) 0.2678*
Coito anal [n (%)] 43(51,1%) 35(53%) 0.8228**
Uso de Condon no coito anal [n (%)] 28(33,3%) 13(19,6%) 0.0681**
Tabagismo [n (%)] 20(23,8%) 17(25,7%) 0.7835**
Contracepgdo Hormonal [n (%)] 20(23,8%) 16(24,2%) 0.9509**
Lesdes Genitais [n (%0)] 41(48,8%) 39(59%) 0.2102**

DP= Desvio padrdo; HPV= Papiloma Virus Humano; (hC2)HPV(-)= HPV negativo para o teste de
Captura Hibrida de 2° geracao; (hC2)HPV(+)= HPV positivo para o teste de Captura Hibrida de 2°
geracao; * Teste t de Student; **Teste do qui-quadrado.

Em relacdo a presenca ou auséncia de DNA HPV nos achados da
citologia em base liquida (SurePath) do canal anal, nos quadros interpretados como
negativo para malignidade e lesdo intraepitelial anal (NML) foram observados que 64
(76,1%) nao apresentavam DNA HPV e 50(75,7%) mostraram positividade com o
DNA (p=0.9509). Ja os casos com células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US), 9(10,7%) néo tinham o DNA enquanto 10 (15,1%)
mostraram-se positivos (p= 0.4645). J& nos casos com Lesdao intraepitelial escamosa
de baixo grau (LISL) 6(9,1%) tiveram resultados para (hC2)HPV(-) e 11(13,1%) para
(hC2)HPV(+)(p= 0.6051) (Tabela 8).

Tabela 8 — Relacdo entre os resultados da citologia anal em base liquida do canal
anal e a presenca de DNA HPV pelo método de hC2. (n=150)

(hC2)HPV(-) (n=84) (hC2)HPV(+) (n=66) p*
NML [n (%)] 64(76,1%) 50(75,7%) 0.9509**
ASC - US [n (%)] 9(10,7%) 10(15,1%) 0.4645*
LSIL [n (%)] 6(9,1%) 11(13,1%) 0.6051*

HPV= Papiloma Virus Humano; (hC2)HPV(-)= HPV negativo para o teste de Captura Hibrida de 20
geracdao; (hC2)HPV(+)= HPV positivo para o teste de Captura Hibrida de 20 geracédo;NML= Negativo
para Malignidade e lesdo intra-epitelial; ASC-US= células escamosas atipicas de significado
indeterminado; LSIL= Lesdao intra-epitelial de baixo grau; *Teste exato de Fisher; Teste do qui-
quadrado**.

Considerando-se os dois grupos da pesquisa, mulheres com lesao genital

HPV associado (grupo estudo) e mulheres sem lesdo HPV associado (grupo
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controle), com a classificacdo do HPV em risco oncogénico pode-se observar que as
mulheres sem lesdo e com leséo genital apresentaram respectivamente, 19(70,3%)
e 19(48,7%) de HPV de baixo risco (p=0.1280) nas espécimes analisadas por
Captura Hibrida. Quanto ao alto risco oncogénico, as pacientes do grupo controle
tiveram 2(7,4%) de Papiloma virus humano de baixo risco (HPV AR) enquanto as
pacientes do grupo estudo 6(15,3%)(p=0.4555). Verificando positividade para HPV
de baixo e alto risco nos dois grupos, encontrou-se 6(22,2 %) em mulheres do grupo
controle e 14(35,8 %) no grupo estudo (0.2840) (Tabela 9).

Tabela 9 — Prevaléncia de HPV de Baixo e Alto risco anal em mulheres
imunocompetentes com e sem lesdo genital HPV associada, no periodo de agosto
de 2011 a setembro de 2012

Sem leséo genital HPV Com leséo genital HPV p*
associada (n=27) associada (n=39)
HPV BR [n (%)] 19(70,3%) 19(48,7%) 0.1280*
HPV AR [n (%)] 2(7,4%) 6(15,3%) 0.4555 *
HPV BR/AR [n (%)] 6(22,2%) 14(35,8 %) 0.2840*

HPV= Papiloma Virus Humano; HPV BR= Papiloma Virus Humano de baixo risco oncogénico; HPV
AR= Papiloma Virus Humano de alto risco oncogénico; HPV BR/AR= Papiloma Virus Humano de
baixo e alto risco oncogénico *Teste exato de Fisher.

Os resultados da citologia em base liquida relacionados a tipificacdo do
HPV em Baixo e Alto risco mostraram que 0s casos interpretados com negativo para
malignidade e leséo intra-epitelial anal (NML) tiveram presenca de 29(75,3%) e
5(62,5%) HPV BR e AR (p=0.4124), respectivamente. J4& Os casos com células
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), 5(13,1%) apresentaram
HPV BR enquanto 2(25%) HPV AR (P= 0.5874). Ja nos resultados referentes as
Lesdes intra-epiteliais de baixo grau (LSIL), 4(10,5%), mostraram HPV de baixo
risco oncogénico e 1(12,5 %) HPV de alto risco (p=1.0000) — (Tabela 10).
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Tabela 10. Prevaléncia de HPV de Baixo e Alto risco associados aos resultados da
citologia em base liquida do canal anal em mulheres imunocompetentes no periodo
de agosto de 2011 a setembro de 2012

HPV BR (n=38) HPV AR (n=8) p*
NML [n (%)] 29(75,3%) 5(62,5%) 0.4124*
ASC — US [n (%)] 5(13,1%) 2(25%) 0.5874*
LSIL [n (%)] 4(10,5 %) 1(12,5 %) 1.0000*

HPV= Papiloma Virus Humano; HPV BR= Papiloma Virus Humano de baixo risco oncogénico; HPV
AR= Papiloma Virus Humano de alto risco oncogénico; HPV BR/AR= Papiloma Virus Humano de
baixo e alto risco oncogénico; NML= Negativo para Malignidade e lesdo intra-epitelial; ASC-US=
células escamosas atipicas de significado indeterminado; LSIL= Les&o intra-epitelial de baixo grau;
*Teste exato de Fisher.

Figura 4 — Exame de citologia em meio liquido (SurePath) de canal anal

evidenciando Células escamosas negativas para malignidade sem atipias (400x)

Figura 5 — Exame de citologia em meio liquido (SurePath) de canal anal
evidenciando Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US)
(400x)
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Figura 6 — Exame de citologia em meio liquido (SurePath) de canal anal
evidenciando Lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau (LSIL) (100x)
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos com um aumento de casos de carcinoma anal muito se tem
estudado suas relacdes com HPV e coito anal, em especial entre homens HIV positivos
(MANZIONE; NADAL; CALORE, 2003). No entanto, como h& uma maior frequéncia
deste tipo de leséo entre mulheres em relacdo aos homens (NADAL; MANZIONE, 2006),
tornou-se importante avaliar este grupo, em especial as imunocompetentes.

Percebeu-se que a média relacionada a idade para o grupo de mulheres
com lesdo foi menor quando comparado ao outro grupo. Esses dados sao
esperados pois pesquisas demonstram que a faixa etaria de maior incidéncia para
infeccdo do HPV esta entre 20 e 35 anos de idade (NADAL; NADAL 2008; HAMPL
SARAJUURI; WENTZENSEN, 2008; CHIAO, 2009).

A associacdo dos fatores sdcio-comportamentais com a presenca ou
auséncia de lesdes HPV associadas mostrou-se inexistente. Nao encontrou-se
qualquer correlacdo estatisticamente significativa entre esta infeccdo e alguns
fatores aparentemente importantes, tais como numero de parceiros sexuais, inicio de
vida sexual, gestacdes, tabagismo, uso de condom e coito anal.

Estudos mostram que outros fatores estdo associados ao HPV, tais como
trauma, inflamacdo local, sexo anal receptivo, imunossupressao e tabagismo
(RYAN; CAMPTON; MAYER, 2000).

Tachezy et al. (2007) afirmam que constituem fatores de risco para
infeccdo anal pelo HPV alguns habitos de vida e préticas sexuais, tais como
multiplos parceiros, atividade bissexual, coito anal, multiparidade e uso de drogas
injetaveis. Imunodepressao, historia pessoal de cancer cervical ou vulvar (ou lesbes
precursoras), mulheres com pratica de coito anal e as mulheres com histéria de
neoplasia em colo uterino.

Outros pesquisadores afirmam a predisposicdo genética, nutricao,
tabagismo, nivel socioecondmico, viruléncia do HPV e a concomitancia com outras
infeccbes sexualmente transmissiveis (Chlamydia trachomatis, herpesvirus, por
exemplo) possam estar atuando como co-fatores para as lesdes anogenitais
(BOSCH et al., 1995; CASTELLSAGUE, 2008).

No que se refere ao coito anal, existe a possibilidade de que a analise
desta variavel tenha limitagcdes importantes, pois houve uma dificuldade em agrupar

as participantes na categoria de pratica anoreceptiva, devido a grande
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heterogeneidade de faixa etaria e por ser um tabu cultural. Acreditamos que essa
discordancia tenha ocorrido devido a omissdo desse dado por alguns pacientes do
nosso estudo.

Embora sabendo que este fator comportamental esteja implicado na
génese das lesbes escamosas intraepiteliais anogenitais, neste estudo ndo mostrou
significancia estatistica. Jacyntho (2005) comenta que o coito anal desprotegido
mostrou-se associado a ASIL - lesdes no canal anal em pacientes sem
imunossupressao,concluindo que a préatica de sexo anal sem condon foi relevante.

Quanto uso ao de condon no sexo anal, ndo houve diferenga significativa
entre os grupos estudo e controle nessa pesquisa. Mais da metade das mulheres
pesquisadas ndo fazem uso do preservativo.

Estatisticas norte-americanas sugerem, em numeros absolutos, que as
mulheres praticam sexo anal sem protecdo numa proporgéao de 7:1 em relagcédo aos
homossexuais masculinos (NADAL et al., 2007).

Apesar de a Internacional Agency for Research on Cancer (IARC)
classificar o tabagismo como um co-factor importante para o desenvolvimento de
lesGes anogenitais, neste estudo, ndo houve correlacao significativa. Os efeitos do
tabagismo no desenvolvimento da doenca incluem a reducao da resposta imunitaria,
alteracdo de mecanismos relacionados com o metabolismo de horménios femininos
e 0s danos causados diretamente por substancias cancerigenas relacionadas com o
tabaco (AMARAL et al., 2009). Atualmente, o tabagismo € ndo € considerado por
Oliveira et. al. (2011) fator de risco para carcinogenese na populacéo brasileira, pois
poucas mulheres fumam.

Quanto a relacdo entre métodos contraceptivos, ndo houve correlagédo
estatisticamente significante. Um estudo prospectivo mostrou aumento da atividade
transformadora dos oncogenes do HPV e interferéncia na resolucdo das lesdes
genitais causadas pelo virus. Ndo ha estudos na literatura sobre a acdo dos
anticoncepcionais na génese de lesbes anais HPV induzidas (TEIXEIRA et al., 2002;
SMITH et al., 2007; PINTO; BARBOSA; PAIVA, 2012).

Outro estudo corrobora com a hipotese de que as usuarias dos
contraceptivos hormonais ndo possuem mais chance de aquisicdo da infecgcéo pelo
HPV ou mesmo de permanecer com a infec¢cdo pelo HPV por maior periodo, em
relacdo as ndo usuarias (VACCARELLA et. al., 2006).
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Pereira (2006) afirma que as Doencas Sexualmente Transmissiveis
causadas Herpes simples, Clamydia trachomatis, gonorréia, Trichomonas vaginalis
sao condi¢des que podem ser facilitadoras da acdo do HPV para o desenvolvimento
e progressao da lesdo intraepitelial. Este mesmo autor, em estudo com mulheres em
idade fértil, conseguiu associar o Herpes simples a persisténcia de infeccdes por
HPV e tenta justificar que as DST’s parecem atuar como fatores na ativagdo dos
mecanismos de transformacéo celular desencadeando um processo de inflamacao
cronica e reduzindo a imunidade local.

Com as lesdes genitais evidenciadas em mulheres que participaram do
estudo o liqguem escleroso mostrou-se mais evidente naquelas sem lesdes HPV
associadas, ou seja, apds a quarta década de vida cuja literatura mostra esta
relacao.

Analisando as atipias citolégicas, 30% das mulheres com lesdo por HPV
mostraram presenca de alteragcdo em células do canal anal por citologia em meio
liquido e verificou-se que Lesfes de baixo grau estdo mais associadas a pacientes
com HPV.

Segundo Park e Palefsky (2006), o achado de atipias de significado
indeterminado em células epiteliais (ASCUS) na citologia anal deve servir de sinal de
alerta para a neoplasia intraepitelial anal.

Giraldo, Eleutério Jr. et al. (2009), em um estudo com 184 mulheres
brasileiras mostrou que havia uma importante associacao entre lesdes intra-epiteliais
cervicais e lesdes intra-epiteliais anais. Foi encontrada uma prevaléncia de 17,4%
de lesGes anais nas pacientes com lesdes genitais, e apenas 3,2% nas pacientes
sem lesfes genitais.

O estudo de Harry et al. (2006) demonstrou que no intervalo de dois anos,
durante o estudo, a LSIL anal progrediu para HSIL em 62% das HIV-positivo e 36%
pacientes HIV-negativo, por conseguinte, indicando que as pacientes com LSIL
estdo em risco significativo de progressdo da doenca. Estes argumentos apdiam a
importancia da citologia anal neste grupo.

Por outro lado, a mucosa anal pode ser um reservatério de HPV que pode
sendo fonte de reinfeccdo para a cérvice. Parece ndo haver associacao entre a
pratica de sexo anal e a prevaléncia de anormalidades citoldgicas cervicais
(CALORE; GIACCIO; NADAL, 2011).
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Embora ndo apresentando significancia estatistica na relacdo entre as
atipias citologicas ASC-US e LSIL, as LesBes anais de baixo grau mostraram-se
mais frentes em pacientes com HPV. Um estudo envolvendo mulheres com doencas
na vulva teve uma diferenca ndo estatisticamente significativa (p = 0,10) (HAMPL,;
SARAJUURI; WENTZENSEN, 2008).

Uma possivel relacdo entre lesdo intraepitelial escamosa anal (ASIL) e
lesdo intraepitelial escamosa genital (GSIL) foi pesquisado por Scholefield et al.
(2005), Melbye, Smith e Wohlfahrt (1996).

Moscicki et al. (2003) mostraram a prevaléncia e 0s riscos para
anormalidades citoldgicas anais em mulheres jovens heterossexuais. Deste grupo
de mulheres, 3,9% apresentaram citologia anal anormal. Jacyntho (2005) ressalta
gue a taxa de citologia anal anormal € semelhante a encontrada para colo uterino na
populacao geral feminina.

Embora a ocorréncia de canceres cervical uterino e anal seja um fato
importante em pessoas com AIDS, muitos ou todos esses canceres resultam de
doenca-HPV e ndo propriamente da imunodeficiéncia (GOEDERT, 2000). Parece
haver uma similaridade de comportamento da carcinogénese cervical e anal,
corroborando a hip6tese de que a prevaléncia das lesGes precursoras do cancer de
anus deve ser maior no grupo de mulheres com lesbes precursoras do cancer
cervical, conforme demonstrado por Scholefield et al. (2005).

Haga et al. (2001) também detectaram alteracbes cromossomais
semelhantes em ASIL e céncer de colo uterino, sugerindo que 0 mecanismo
carcinogenético anal seja 0 mesmo que o cervical uterino.

Um estudo envolvendo 200 mulheres mostrou que o0 numero de parceiros
foi descrito como um fator mais fortemente associado as alteragBes citoldgicas
anais, sendo que a maior parte da infeccao € subclinica (CHIAO, 2009).

O numero de gestacgOes, coito anal, uso de condon na pratica
anoreceptiva, tabagismo e contracep¢ao ndo mostraram relagao entre NML e ASC-
US(+) na citologia anal em meio liquido, neste estudo. Nao encontrou-se na literatura
estudos que permitissem comparacao de resultados.

Quanto aos sitios com lesdes de perineo e perianus (p= 0.0003), Vulva
(p= 0.0157) e Colo Uterino (p=0.0223), estes mostraram uma associacdo com as
atipias citolégicas sugerindo que mulheres com lesGes nestes sitios tem maior risco

de alteracdes na citologia anal.
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Jacyntho (2005) demonstra que o sitio com maior potencial isolado de
associacdo com ASIL é o perianal, sendo 21,4 vezes mais relacionado com ASIL,
enguanto o colo, a vagina e a vulva ficaram entre sete e dez vezes mais associados
com ASIL quando se comparou, isoladamente, cada sitio acometido com os demais.

Diziam Brux et al. (1987) que o HPV perde poder oncogénico a medida
que ganha poder infectante, efeito visivel morfologicamente nas lesBes
intraepiteliais. Esse efeito era as atipias nucleares marcantes, com poucos coil4citos
nas lesdes de alto grau e quase nenhuma atipia nuclear, com muitos coil6citos nas
lesdes de baixo grau, denotando alta infectividade, o que explica o grande namero
de LG-ASIL sobrevindas de GSIL perianal, provavelmente por contigtidade, por
causa do alto potencial de contaminacdo na maioria das lesdes de baixo grau. Por
isso, as mulheres portadoras de GSIL perianal de baixo grau merecem atencao
quanto a possiveis lesdes no canal anal (ASIL) — (JACYNTHO, 2005).

Pereira (2006) sugere que o sexo anal receptivo esteja relacionado com
alteracdes anais, alguns outros estudos ndo encontraram associacdo entre 0 sexo
anal e a infeccdo pelo HPV sugerindo que outras formas de transmissao do HPV
estejam envolvidas, como 0 contato genital mesmo sem penetracdo e também por
meio de maos e boca (LAW et al., 1991; MOSCICKI et al., 2003; WINER et al., 2006).

Jacynto et al. (2005) sugeriram que os fatores de risco associados a
citologia anal anormal foram a histéria de sexo anal, de SIL cervical e infeccdes
anais por HPV.

Neste estudo ndo foi encontrado associagédo significativa entre o DNA
HPV e os co-fatores, mesmo mostrando que a idade continua sendo a variavel onde
a presenca do DNA foi mais relevante em mulheres adultas jovens. Torna-se
curioso perceber que o coito anal foi pouco praticado por estas mulheres, embora o
uso de condon nessas mostrou-se maior nas mulheres com DNA HPV(-).

Carvalho (2003) e Del Prette et al. (2008) encontraram uma maior
prevaléncia de DNA HPYV intra-anal em mulheres entre 20 anos e 30 anos (45,7% e
32,6%, respectivamente), enquanto Sellors, Karwalajtys e Lytwym (2003)
observaram as mais altas taxas na faixa etaria de 30 a 40 anos (44,8% e 24%,
respectivamente).

Neste estudo apenas trés pacientes tinham lesdes simultaneas em
perianus e vulva. Todos 0s outros apresentavam apenas um sitio acometido. Apesar

da maioria dos estudos se referir a regido genital, Melbye, Smith e Wohlfahrt (1996)
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afirmam que resultados similares aos genitais sdo obtidos na regido anal quanto a
presenca de DNA do HPV.

Esta pesquisa ndo demonstrou associacao significativa entre presenca de
DNA HPV anal e as atipias citolégicas do canal anal. Um estudo de metanalise
demonstrou a prevaléncia do DNA HPV por Captura Hibrida no carcinoma anal
84,3%, nas lesbes intraepiteliais anais de baixo grau 91,5% e nas lesbes
intraepiteliais anais de alto grau 93,9% (HUGO et. al., 2009).

Observando a presenca do HPV e a sua classificacdo oncogénica, percebeu-
se que mulheres com Leséo HPV associadas apresentaram uma maior associacéo a
presenca de HPV anal quando comparadas aquelas sem lesdo HPV associadas, onde o
HPV de alto risco esteve presente na maioria das mulheres com lesao.

Devido os resultados ndo demonstrarem uma associacdo do HPV com a
presenca de lesdo genital ou citologia anormal, quando comparados 0s grupos de
estudo, parece que a presenca tdo somente do HPV é insuficiente para se
caracterizar um risco de lesdo. Mais estudos sao necessarios para melhor estabelecer
estas relacdes com desenho de coorte e resultados histopatolégicos finais.

Muito ainda tem que ser estudado em populacdes maiores e em especial
tendo como padrédo-ouro 0 exame histopatolégico de biépsias guiadas por anuscopia,
que foi uma forte limitacdo do estudo. Serdo necessarios também novos estudos para
evidenciar se ha alguma superioridade de citologia em meio liquido sobre a citologia
convencional. No entanto, os achados sugerem que determinadas mulheres deveriam
ser rastreadas para lesédo intra-anal, aquelas com lesdes cervicais, vulvares e

perianais e que o melhor método para rastreio seria a citologia intra-anal.
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7 CONCLUSOES

A presenca de DNA HPV anal ndo foi estatisticamente significante quando
comparadas as mulheres sem e com lesdo genital HPV associado.

A presenca de lesdo HPV associada em colo, vulva e perianus estiveram
mais associadas com citologia intra-anal alterada.

Com excecdo de idade, nenhuma outra variavel sdcio-comportamental

esteve associada a positividade do teste de HPV ou citologia alterada.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

LESAO INTRA-EPITELIAL ANAL E DNA-HPV DE BAIXO E ALTO RISCO, COM
ENFASE NOS GENOTIPOS 16, 18 E 45, EM MULHERES COM LESAO INTRA-
EPITELIAL GENITAL E FATORES DE RISCOS ASSOCIADOS EM UM SERVICO
DE REFERENCIA NA CIDADE DE FORTALEZA-BRASIL

Eu, : anos
portadora da identificacdo n endereco
cidade de registrada no ambulatério de

Ginecologia e

Colposcopia da MEAC — UFC, prontuario n , declaro concordar por minha
livre e espontanea vontade em participar dessa pesquisa que objetiva conhecer a
Prevaléncia de LESAO INTRA-EPITELIAL ANAL E DNA-HPV DE BAIXO E ALTO
RISCO, COM ENFASE NOS GENOTIPOS 16, 18 E 45, EM MULHERES COM
LESAO INTRA-EPITELIAL GENITAL E FATORES DE RISCOS ASSOCIADOS EM
UM SERVICO DE REFERENCIA NA CIDADE DE FORTALEZA-BRASIL

, que sera desenvolvido e realizado no Ambulatério de Ginecologia e Colposcopia da
Maternidade Escola Assis Cheatubriam pelo Programa de Mestrado em Patologia da
Universidade Federal do Ceara, pelo aluno Givanildo Carneiro Benicio orientado e
supervisionado pelo Prof. Dr. José Eleutério Junior.

Com essa colaboracdo poderemos tragar a relagdo entre cancer anal em
mulheres com cancer genital através de citologia anal e genital, captura hibrida e
biopsia, se necessario.

Consciente diante do Estudo e seus objetivos, estou sabendo que:

a) Serei examinada pelos profissionais envolvidos na Pesquisa onde sera
colhido células (citologia e biologia molecular) e ou fragmentos
(biopsia) anal e vaginal. Os procedimentos podem causar desconforto

temporério e ndo trardo prejuizos na funcdo nem estrutural a mim;
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b) N&o serei beneficiada em participar do Estudo, a ndo ser recebendo o
laudo dos exames que a mim foram direcionados e serei conduzida a
especialistas quando houver necessidade;

c) Tenho o direito de receber respostas sobre minhas duvidas a respeito
da Pesquisa e dos resultados dos exames citologicos, biologia
molecular e de biopsia;

d) Tenho o direito de abandonar a Pesquisa quando eu achar necessario
sem que me traga prejuizos atuais e no futuro tanto a mim quanto a
minha familia;

e) As informagdes a meu respeito jamais serdo elucidadas usando minha
identificacdo (meu nome);

f) Qualquer duvida que eu tenha a respeito da pesquisa e minha insercéo
nela poderei entrar em contato com o aluno Givanildo Carneiro Benicio
e o Professor Dr. José Eleutério pelos telefones (85) 8641 5491 (86)
9934 3693 € -------------m-- de segunda a sexta feira entre 8h e 17h ou
com o Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Cear&

pelo telefone -------- .

Fortaleza, __ de de 2012.

Colaboradora

Givanildo Carneiro Benicio
MESTRANDO
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Apéndice B — Questionario

LESAO INTRA-EPITELIAL ANAL E DNA-HPV DE BAIXO E ALTO RISCO, COM
ENFASE NOS GENOTIPOS 16, 18 E 45, EM MULHERES COM LESAO INTRA-
EPITELIAL GENITAL E FATORES DE RISCOS ASSOCIADOS EM UM SERVICO
DE REFERENCIA NA CIDADE DE FORTALEZA-BRASIL

NUMERO DE IDENTIFICACAO: ( )
1. Idade anos
2. Cor

Escolaridade

Etilista Tabagista

Contracepcao
G_P A Nascidos Vivos

Tipo de parceiros sexuais NUumero de parceiros

Inicio da atividade sexual
DST’s identificacdo da DST
10. Tratamento de HPV, verruga ou céancer genital

© 0o N o O b~ W

11. Uso de drogas ilicitas

12. Parceiro com HPV, verruga ou cancer no pénis Numero de

relacbes por més

13. Coito anal Uso de camisinha

14. Aparecimento de doencga anal

15. Sangramento anal

16. Algum parceiro bissexual

Resultado dos Exames

CITOLOGIA:NML( ) ASC( ) LSIL( ) HSIL( ) CA( )

DNA — HPV: POSITIVO () NEGATIVO ( )

GENOTIPAGEM: HPV 16 () HPV18( ) HPV45( )
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BIOPSIA:
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Anexo A — Parecer do Comité de ética em Pesquisa

MINISTERIO DA EDUCACAO E CULTURA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

MATERNIDADE-ESCOLA ASSIS CHATEAUBRIAND

Rua Coronel Nunes de Melo, S/N° - Rodolfo Tedfilo - C.G.C. 07.206.048/0001-08
PABX: (085) 4009-8523 - Fax: (085) 4009-8515

CEP 60430-270 - Fortaleza - Ceara - Brasil

Oficio CEP/MEAC n° 124/11 Fortaleza, 08 de agosto de 2011.

Protocolo n® 70/11

Pesquisador responsavel: Givanildo Carneiro Benicio.

Titulo Do Projeto: DNA-HPV e lesao intra-epitelial anal em mulheres com lesao intra-
epitelial genital e fatores de risco associados

Levamos ao conhecimento de V. S2 que o Comité de Etica em Pesquisa da
Maternidade-Escola Assis Chateaubriand da Universidade Federal do Ceard —
CEP/MEAC/UFC, dentro das normas gque regulamentam a pesquisa em seres
humanos, do Conselho Nacional da Saude — Ministério da Saude, Resolu¢édo n° 196
de 10 de outubro de 1996 e publicadas no Diario Oficial, em 16 de outubro de 1996,
aprovou o projeto supracitado na reuniao do dia 29 de julho de 2011.

O Pesquisador devera comparecer ao setor competente da Instituicdo, onde sera
realizada a pesquisa, para a confec¢do dos crachas, munido deste documento.
Igualmente, informamos que o mesmo devera se comprometer a enviar o relatorio

final do referido projeto.

Atenciosamente,



