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RESUMO

Introducdo: O carcinoma anal de células escamosas (SCCA) é raro, porém sua
incidéncia vem aumentando e tém sido frequentemente associado a presenca do
papiloma virus humano (HPV). Objetivo: Com o objetivo de verificar a
prevaléncia da infeccdo por HPV nessa variante histoldgica, o estudo analisou
amostras parafinadas de carcinoma anal em pacientes atendidos no Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (HUUFMA) e no Instituto
Maranhense de Oncologia AldenoraBello (IMOAB), entre 2001 e 2011. Método:
Foram incluidas amostras de céancer anal cujas laminas histolégicas e blocos
parafinados constavam nos arquivos de pacientes diagnosticados nos Servicos de
Anatomia Patologica do IMOAB e no HUUFMA e permitiram confirmacdo do
diagndstico e avaliacdo dos critérios propostos neste trabalho. Foram coletados
variaveis referentes ao perfil sécio demografico e clinico nos prontuarios e nos
laudos anatomopatologicos de 27 pacientes. As amostras de tecido conservadas
em blocos de parafina foram encaminhadas para extracdo de DNA usando Xilol e
Kit de coluna Qiagen. O gene constitutivo B-globina foi amplificado para atestar a
integridade do DNA nas amostras. Posteriormente, realizou-se a amplificacdo do
DNA do HPV pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polymerase (PCR) utilizando
o primer SPF19 e genotipagem por hibridizacdo reversa. Resultados:Dentre os
pacientes avaliados, 74,07% eram mulheres; e 40,75% dos pacientes estavam na
faixa etaria entre os 42 e 52 anos. Fatores de risco, como tabagismo (22,22%) e
etilismo (11,11%) foram registrados no grupo estudado. Metastases foram
detectadas em 11,11% dos casos tendo dois casos de metastase a distancia para
o figado, reto e vagina. A deteccéo de HPV foi positiva em 81,48% das amostras.
O HPV16 foi detectado em 100% das amostras positivas. Foi detectada alta
prevaléncia também do HPV11l em 11/27 (40,74%). As infeccbes multiplas
apresentaram 45,45% (10/22) de prevaléncia na amostra estudada. Concluséao:
Nossos resultados fornecem evidéncias adicionais em apoio a forte associacéo da
infeccdo pelo HPV de alto risco no desenvolvimento do CCS anal, destacando
também uma preocupacdo com o diagnostico tardio e a necessidade de

monitoramento e medidas de prevenc¢ao para o carcinoma anal.

Palavras-chaves: Neoplasia anal. Carcinoma de células escamosas. Virus do

papiloma humano. Genotipagem.



ABSTRACT
The anal squamous cell carcinoma (SCCA) is rare, but its incidence has increased

and have often been associated with human papilloma presence virus (HPV).
Objective: In order to determine the prevalence of HPV infection in this
histological variant, the study analyzed paraffin embedded samples of anal
carcinoma in patients treated at the University Hospital of the Federal University of
Maranhdo (HUUFMA) and Maranhdo Institute of Oncology Aldenora Bello
(IMOAB) between 2001 and 2011. Methods: samples of anal cancer were
included whose histological slides and paraffin blocks contained in patient files
diagnosed in the Pathology Services IMOAB and HUUFMA and allowed
confirmation of the diagnosis and evaluation of the proposed criteria this work. We
collected demographic variables relating to the profile and clinical partner in the
medical records and pathological reports of 27 patients. The tissue samples
preserved in paraffin blocks were sent for DNA extraction using Qiagen column
and Xylene Kit. The B-globin constitutive gene was amplified to certify the integrity
of DNA in the samples. Later, there was amplification of HPV DNA by reaction
technique Polymerase Chain (PCR) using the primer and SPF10 genotyping by
reverse hybridization. Results: Among the patients evaluated, 74.07% were
women; and 40.75% of the patients were aged between 42 and 52 years. Risk
factors such as smoking (22.22%) and alcohol consumption (11.11%) were
recorded in this group. Metastases were detected in 11.11% of cases with two
cases of distant metastasis to the liver, rectum and vagina. HPV detection was at
81.48% of the positive samples. HPV16 was detected in 100% of the positive
samples. High prevalence of HPV 11 was detected also in 11/27 (40.74%).
Multiple infections showed 45.45% (10/22) of prevalence in the sample.
Conclusion: Our results provide further evidence in support of the strong
association of high-risk HPV infection in the development of anal SCC also
highlighting a concern with late diagnosis and the need for monitoring and

preventive measures for anal carcinoma.

Keywords: Anal neoplasia. Squamous cell carcinoma. Human papilomavirus.

Genotyping.
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1. INTRODUCAO

Atualmente € registrado um aumento no niamero de tumores associado ao
papiloma virus humano (HPV), tanto na regido ano - genital como na regido da
orofaringe, evidenciando que as alteragbes no comportamento sexual vém
definindo novos perfis epidemiologicos da infeccdo pelo virus. (BOSCHet al.,
2002; PARKIN e BRAY et al., 2006; KANODIA et al., 2007)

De acordo com as estatisticas mundiais, o HPV figura entre os virus mais
comuns em individuos jovens e sexualmente ativos de ambos os sexos. (BOSCH
et al., 2002; PARKIN e BRAY et al., 2006; KANODIA et al., 2007; MONTALDO et
al., 2007)

O HPV possui grande afinidade pelas células epiteliais, quer cutanea, quer
das zonas mucosas. Sua penetracdo na camada basal do epitélio pode ser
favorecida por microabrasdes, frequentemente originada no contato das relacdes
sexuais. (PARK, ANDROPHY, 2002; BOCARDDO E VILLA, 2004)

Existem pelo menos 40 tipos de HPV que infectam especificamente o trato
anogenital. Doze destes (16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) séo
considerados pela Agency for Research on Cancer como potencialmente
oncogénicos. (BOUVARD, 2009; HOOST et al., 2009)

Apresencado HPV no organismo pode durar até um ano, ter carater
benigno e cursar com involugdo. Asua persisténcia pode favorecer a integracao
do DNA viral ao DNA do hospedeiro e levar a neoplasias malignas, como ocorre
em 99,7% dos casos de carcinomas escamoso cervicais. (PLUMMER et al., 2007;
RODRIGUEZ et al., 2008)

Os dados em tumores escamosos de outras localidades como, por
exemplo, cancer de pénis, canal anal e vulvovaginais, ndo sdo bem explorados
nos continentes em desenvolvimento ou subdesenvolvidos, como os daAsia,
Africa e América do Sul. Embora osestudos indiquem elevadas taxas de neoplasia

cervical nessas localidades, € sugerida uma forte participacdo do virus também
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no carcinoma anal de células escamosas (SCCA). (WALBOOMERS et al., 1999;
KLENCKE; PALEFSKY, 2003;BROOMALL et al., 2010)

Outra semelhanga com o carcinoma cervical € que o carcinoma anal
invasivo parece ser precedido por um estagio pré-canceroso reconhecido como
neoplasia intraepitelial anal (NIA). As lesbes sao definidas como lesdes de baixo
grau (NIA I) sendo caracterizadas por 20% a 25% da espessura do epitélio com
células displasicas ou alteracdes citopaticas (coilocitos); e lesbes de alto grau
com mais de 50% da espessura do epitélio com células indiferenciadas (NIA 1l e
). (PALESFKY, RUBIN, 2009)

O SCCA ¢é aneoplasia mais frequente da regido anal, apresentando
comportamento geralmente agressivo, mas ainda € pouco comum, representando
1,5% a 3% das neoplasias do trato gastrointestinal. Quando diagnosticado ainda
no inicio sdo grandes as possibilidades de cura. Afeta principalmente mulheres
acima dos 50 anos, mas os homens dominam a faixa etaria que vai dos 20 aos 49
anos. (PALESFKY, RUBIN, 2009)

A infeccdo pelo HPV esta entre os fatores de riscos comumente
encontrados para ambos 0s sexos nas neoplasias anais e podem determinar a
progressdo maligna quando aliada a co-fatores, entre eles a préatica de sexo anal,
o alto numero de parceiros sexuais, 0 historico de verrugas genitais, a presenca
de processo de fistulizagdo crénica, o tabagismo, e a infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida humana (HIV) (DALING et al., 2004).

O diagnéstico da presenca analdo HPV pode ser realizado na forma clinica,
subclinica e latente. Entre as técnicas empregadas estdo exames que avaliam as
lesbes pelo exame fisico como a identificacdo da lesdo, o toque retal, a inspecao
clinica da leséo, a anuscopia seguida de bidpsia e exames histopatolégicos para
confirmacédo diagndstica, além de testes de elevada sensibilidade para deteccao
viral como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), a captura hibrida e a
hibridizagao in situ. (CALORE et al., 2001)

As lesdes anais neoplasicas, por sua vez, tem sido um desafio diagndstico

devido ao aumento da sua incidéncia e a clinica inespecifica, que geralmente é
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confundida com condi¢gdes anoretais benignas, uma vez que ambas coexistem em
50% dos casos. (GERVAZ et al., 2004; MONK et al., 2007; TACHEZY et al., 2007)

E sugerido, semelhante ao que ocorre no carcinoma cervical, que o CCS
anal seja precedido por lesbes pré-invasoras classificadas como neoplasia intra-
epitelialanal (NIA), que representam mudancas/alteracdes no epitélio basal com
curso maligno, e que variam histologicamente do grau | ao grau Ill. (MONK et al.,
2007)

No Brasil existem poucos dados epidemiolégicos da infeccdo anal pelo
HPV, com prevaléncia da infeccdo na regido anorretal estimada em 4,7%. Essa
taxa toma propor¢cBes alarmantes em grupos de risco especificos, como HIV
soropositivos. Palesfkyet al., (2001) relataram que homossexuais masculinos
soronegativos a presenca de HPV anal foi de 61% dos casosede 93% nos
soropositivos. Considerando mulheres soronegativas e soropositivas esses
valores corresponderam a 42% e 76%, respectivamente. (PALESFKY et al.,
2001;MAGI et al., 2003)

Embora a infec¢do pelo HPV seja crucial para o desenvolvimento do SCCA
sua frequéncia ndo € conhecida com exatiddo. No pais, sdo limitados os estudos
gue avaliam a prevaléncia do HPV na populacéo, a distribuicdo dos subtipos virais
e o papel mdultiplos tipos de HPV na regido anal. Desse modo, reunir dados
epidemiologicos de uma determinada regido € essencial para subsidiar
orientacdes especificas de tratamento e prevencdo, como, por exemplo, um
esquema eficaz de vacinacao, principalmente nos grupos de riscos, bem como
estabelecer a atribuicdo dos diferentes tipos de HPVs na histéria natural da

infeccéo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Papilomavirus humano

Os papilomavirus compdem um grupo de virus altamente espécie-
especificos. O HPV tem no homemum importante hospedeiro para o
desenvolvimento do seu ciclo de vida e replicacdo. Pertencem a familia
Papovaviridae e ja foram descritos mais de 100 tipos distintos de HPV (NELSON,
2002; THOMISSON et al., 2008)

Esses virus apresentam similaridades na estrutura fisica e na organizacéo
do genoma. O capsideo protéico tem padrao icosaédrico, com um diametro de
aproximadamente 55nm e ndo sao revestidos por envelope lipidico (essa
caracteristica fortalece a viabilidade viral no meio extracelular). Sdo constituidos
ainda por uma dupla cadeia de DNA circular de genoma pequeno, com
aproximadamente oito mil pares de bases e com todos os seus genes codificados
na mesma cadeia. (FERREIRA, SOUZA, 2002; FINNEM et al., 2003).

O HPV infecta as células epiteliais, causando um espectro de lesées muco-
cutaneas que vao desde a verruga na pele passando pelas verrugas genitais
(condiloma acuminados), os papilomas e o carcinoma. Sua replicagcdo ocorre no
nacleo das células escamosas epiteliais e estudos moleculares tém fornecido
evidéncias da integracdo do DNA viral ao DNA humano bem como das alteracdes
causadas no genoma e na fisiologia das células do hospedeiro. (SCHFFIMAN,
CASTLE, 2003)

Em consequéncia da elevada presenca e afinidade do HPV nas mucosas
anogenitais o virus é mais comumente transmitido nas rela¢des sexuais. Outras
formas de transmissdo sao pelo uso coletivo de materiais, como os fémites
(toalhas, roupas intimas, instrumentos cirdrgicos) e a transmisséao vertical. Ainda
sdo poucos os dados sobre as formas de transmissao por vias ndo sexuais. (YU
et al., 2005)

O HPV pode manter-se associado ao hospedeiro durante longos periodos

de tempo, causando infeccOes persistentes. Na maioria das vezes osefeitos néo



22

costumam ser graves para 0 organismo, pois, a infeccdo mantém-se localizada e,
os tecidos infectados estdo continuamente regenerando-se, ao mesmo tempo,
gue as células alteradas vao sendo eliminadas. (PARK, ANDROPHP, 2002).

2.2 Organizacao gendémica

O genoma do HPV é formado por aproximadamente oito open reading
frames (ORF), que constituem regides de leitura transcricional do DNA sem a
presenca de stop codons, a fim de evitar a formacdo de proteinas incompletas, ja
que o cbédon de finalizacdo da transcri¢cdo se localiza ap6sa ORF, favorecendo o
ciclo de vida completo do virus (Figura 01). (DOORBAR, 2005).

As proteinas codificadas nessa regido sao divididas em duas classes e
denominadas segundo o momento em que 0S genes Sao expressos na infeccao,
existem aquelas principais provenientes dos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7,
localizados na regido E (Early) e assim denominadas pela expressao precoce.
Existem também aquelas oriundas de dois genes (L1 e L2) que sdo expressas

tardiamente e estéo localizadas na regiao L (Late). (SOUTO et al., 2005)

O gene E1 tem relacdo com a replicacdo viral, E2 com a transcricdo e
replicacdo, E4 com a maturacéo viral e alteracdo da matriz intracelular. E5, E6 e
E7 estdo envolvidos na transformacdo celular. Os genes L1 e L2 codificam,
respectivamente, a proteina principal e a secundaria do capsideo. (zur HAUSEN,
2000; MOTOYAMA, 2004)

O locus L1 da regido tardia € o mais conservado do HPV, cujo produto, a
proteina L1, representa 80% das proteinas do capsideo viral, constituindo a
proteina mais abundante e de alta imunogenicidade. Por sua vez, a proteina L2
contribui para a incorporagdo do DNA viral dentro do virion. (zur HAUSEN, 2000;
MOTOYAMA, 2004)

Os genes E6 e E7 codificam proteinas associadas a malignizacdo de
lesGes. Tais proteinas estimulam a proliferacdo celular através da interacdo com

as proteinas celulares p53 e pRb envolvidas no controle da replicacao celular, de
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forma a suprimir suas funcdes. Acredita-se que apenas as proteinas E6/E7 de
HPVs de alto risco oncogénico sdo capazes de imortalizar queratindcitos
humanos, porém isso ndo ocorre nas proteinas analogas de HPVs de baixo risco
oncogénico (DOORBAR, 2005; LETO et al., 2011)

A expressdo das ORFs € controlada por uma regido longa de controle
(Long Control Region (LCR) ou Upstream Regulatory Region (URR)) nao
codificadora, variando de 400 a 1000pb, localizadas entre as regides L1 e EB6.
Nessa regido, existem sequéncias estimuladoras e repressoras da transcricdo

viral, além da origem de replicacdo. (SOUTO et al., 2005)
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Figura 01 - Organizacdo do genoma circular do HPV e seus sitios de integracéo
no DNA da célula hospedeira.Fonte: REIS, 2005.

2.3Classificagao do HPV

Os tipos de HPV variam quanto a distincdo gendmica, ao tropismo celular e
ao potencial oncogénico. Através do sequenciamento do genoma viral, foi
possivel estabelecer uma classificacdo baseada na homologia da sequéncia de

DNA, usando para diferenciagdo a nomenclatura tradicional tipo, subtipo e
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variante. Para isso, saoutilizadas as regides mais conservadas do genoma viral,
as dos genes L1, E6 e E7. (MORTOZA, 2006; HOOSTet al., 2009)

Estes genes representam cerca de 30% do DNA viral, e estabelecem as
divergéncias entre a sequéncia estudada e os HPVs conhecidos, permitindo a
diferenciacao dos tipos (THOMISSON et al., 2008).

Se a divergéncia for menor que 2%, o virus em estudo é considerado como
um variante do mesmo tipo. Se a divergéncia na sequéncia de DNA estiver entre
2 a 10%, considera-se que foi identificado um subtipo viral. Por outro lado, se a
divergéncia observada for superior a 10%, trata-se de um novo tipo de HPV.
(SILVA et al., 2003)

De acordo com o sitio de infec¢cdo, os HPVs podem ser agrupados
inicialmente em tipos cutaneos e mucosos. Os tipos mucosotrépicos sao também
qualificados em concordancia com sua relacdo com as lesdes proliferativas
benignas ou malignas. (de VILLIERS et al., 2004; MORTOZA, 2006)

Assim, atualmente, os HPVs séo classificados em baixo risco, de risco
intermediario/inespecifico ou desconhecidos e alto risco oncogénico (Tabela 01).
Entre os virus de baixo potencial oncogénico destacam-se o tipo 6 e 11 (mais
encontrados em condiloma acuminado), e entre os HPVs de alto riscooncogénico,
estdo os tiposl6é e 18. (de VILLIERS et al, 2004; BOCARRDO e VILLA,
2004;MORTOZA, 2006)

Tabela 01. Classificagao dos tipos de HPVs quanto ao grupo de riscooncogénico.

Risco Oncogénico Tipo de HPV

Inespecifico ou indeterminado 30, 34, 53, 57, 62, 64, 67, 69
Baixo Risco 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 12, 73, 81

Alto Risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55, 56, 58, 59, 66, 68, 82

Fonte: adaptado de BOCCARDO e VILLA, 2004.
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2.4 Anexacédo do DNA viral a célula do hospedeiro

O conhecimento do ciclo pode ajudar a entender a patogénese e a
imunobiologia do virus. No entanto, ainda ndo é possivel o cultivo viral por longos
periodos o que dificulta o conhecimento do seu ciclo completo. Por ser um dos
tipos mais oncogénicos e estar relacionado com a causa de uma variedade de
carcinomas, incluindo cervical, anal e cabeca e pescoco, a infec¢ao viral pelo
HPV16 tem sido largamente estudada o que tem ajudado a entender a ligacéo e a
entrada desse virus na célula hospedeira. (KANODIA et al., 2007; MONTALDO et
al., 2007)

Acredita-se que as proteinas do capsideo do HPV16 se ligam a
proteoglicanos de sulfato de heparina (HSPGs) presentesna superficie das
células epiteliais da membrana basal ou através da laminina-332 sobre a matriz

extracelular, mediando a anexacao viral (Figura 2).
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Figura 02. Dindmica de ligagéo e envolvimento do HPV 16 na superficie
célula. Fonte: adaptado de RAFF et al., 2013.
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Posteriormente, tanto o receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) quanto o receptor do fator de crescimento de queratindcitos (KGFR)
tornam-se ativados através do complexo HSPGs-HPV16 einiciam cascatas de
sinalizacdo intracelulares incluindo a ativacdo da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K), para mediar vias de transporte do virus (ELENIUSet al., 1991; CAREY,
1997; LIU e THORP, 2002; ROBERTS et al., 2007; CHOI et al., 2011)

Apoés a ligacdo ao HSPGs, a particula viral (virion) sofre uma alteracéo
conformacional que é facilitada pelaciclofiina B (CYPB), ja que esta expde o0s
aminoécidos da regido N terminal da proteina L2 do capsideo viral.
Subsequentemente, o HPV16 se liga a 6-integrina, que inicia uma segunda

cascata de sinalizacao intracelular. (SPONDEN et al., 2008)

Depois de passar por mudancas de conformacéo e sinalizacéo, o capsideo
do HPV16 se liga a proteina heterotetramera anexina dois (A2t). Apos a ligacdo
do HPV com a A2t, clatrina, caveolina, lipidio saturado, flotillina, colesterol, e
dinamina independente o processo de endocitose do HPV16 é acionado.
(SPONDEN et al, 2008).

A ativacao de PI3K induzida por HPV16 pode entdo levar ao envolvimento
do virus em uma vesicula da célula e posterior cisdo pela actina. Existem
também, tetraspaninas que hipoteticamente podem estar envolvidas na formacgéo
de uma membrana de dominio enriquecido que estabiliza as ligacbes entre as
moléculas associadas ao HPV16. (LEVY et al., 2005;SCHEFFER et al., 2013)

Portanto, ao contrario de um processo sequencial de um receptor para
outro no envolvimento do virion, a hipétese mais aceita comumente € a de que,
nesse processo de entrada viral na célula, um receptor aglutina e inclui complexas
proteinas como os HSPGs, CYPB, 6-integrinas, tetraspaninas, EGFR, e A2t.
(LEVY et al., 2005;SCHEFFER et al., 2013)

A medida que o virus entra nas células e ocorre a divisdo celular, as
células basais e parabasais migram em direcdo a superficie e tornam-se
diferenciadas (Figura 03). Ao deixar a camada basal, as células normais retiradas
do ciclo, iniciam a diferenciacdo e comecam a sintetizar queratinas de alto peso

molecular. As funcgbes vegetativas virais, sintese do DNA e proteinas do



27

capsideo, bem como a montagem dos novos virus ocorrem exclusivamente
nestes queratinocitos diferenciados (HEBNER, LAIMINS, 2006).

As particulas infecciosas que serdo liberadas podem infectar um novo
hospedeiro, enquanto que um baixo numero de cépias permanece indiferenciada
na camada basal sob a forma epissomal, servindo como reservatorio do DNA
viral. As mudancas citolégicas observadas sdo a coilocitose, multinucleacdes e
alargamento nuclear. As células infectadas apresentam um espectro que vai
desde a hiperplasia benigna até a displasia na neoplasia invasiva. Caso nado haja
progressdo para esta ultima, o processo é reversivel, incluindo o afastamento da

infeccdo do papilomavirus e a regressao do pré-cancer. (MUNGER et al., 1992)
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Fonte: MUNOZ, et al (2006).
Figura 03. Infeccéo pelo HPV.

2.5 Carcinogénese induzida pelo HPV

As etapas necessarias na carcinogénese induzida pelo HPV estédo
associadas ao tipo e a carga viral, ao sitio e a persisténcia da infeccédo, a
interacdo das oncoproteinas e a resposta imunoldgica do hospedeiro, a
progressao das lesdes pré-cancerosas e eventual invasdo. (MONK,TEWARIK,
2007)

E sugerido que a persisténcia na célula saudavel e o préprio potencial
oncogénico de alguns tipos virais sejam mediados, principalmente, pelo
comportamento das proteinas E6 e E7. Em infecgbes com virus de alto risco, as

proteinas virais E6 e E7 sdo bastante ativas, interferindo, assim, profundamente
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no ciclo celular. Estas proteinas possuem atividade complexa e quando
combinadas degradam as proteinas supressoras de tumor p53 da célula
hospedeira, inibindo a expressao de genes envolvidos na apoptose e nas paradas
do ciclo do celular.(SILVA et al., 2003; THOMISSON, THOMAS, SHROYER,
2008)

Assim, a diminuicdo no numero de apoptoses e a perda de controle no
ciclo da célula levam a proliferacdo celular descontrolada. Essa divisdo celular
processada mais rapidamente em virus de alto risco oncogénico do que em
infecgbes por virus de baixo risco, ocorrendo o aumento das probabilidades de
acontecer, acidentalmente, numa das células, a integracdo do DNA viral
nogenoma da célula hospedeira (HEBNER, LAIMINS, 2006).

Se néo detectavel precocemente, as lesdes formadas apés a integracao
viral podem progredir a carcinoma in situ ou tornar-se invasor. Este udltimo
podendoalcancar vasos sanguineos e sistema linfatico, metastatizando para
outros locais do corpo. As evidéncias recentes usando testes especificos através
de PCR mostraram que o DNA do HPV estd presente em 85% dos casos de
carcinoma anal de células escamosas.(JOSEF et al., 2008)

2.6 Aspectos gerais do carcinoma anal

O carcinoma anal representa apenas 3% dos tumores ano-retais, porém
vem sendo observadoum progressivo aumento nas ultimas trés décadas, mesmo
nos paises desenvolvidos. (JEMAL, 2009)

Nos Estados Unidos, por exemplo, a incidéncia estimada era de 0,5 a
cada 100.000 habitantes, sendo que houve em 2010, 7.210 novos casos com 950
destes apresentando desfecho de morte. Na populacdo em geral, a incidéncia
anual é de <2/100.000 pessoas, com ligeira predominancia entre as mulheres.
(WHOCT, 2000; ABBASAKOOR e BOULOS 2005; GRULICHet al.,
2006;DURAES, 2010; de VUYST et al., 2009;)
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Dados do estudo feito entre 1973 a 2003 pelo Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER), programa de vigilancia americano,
sugerem que a incidéncia esteja aumentando devido ao surgimento de grupos de
risco como homens homossexuais/bissexuais e a epidemia do HIV. A taxa de
incidéncia anual para homens homossexuais/bissexuais HIV negativos & de 35
por 100.000 e em HIV positivos esse numero duplica. (RIES et al., 2005; MARTIN
et al., 2009)

Avaliando a frequéncia entre as ragas de 1973 a 2000, os homens
negros tinham o maior aumento nas taxas de incidéncia de cancer anal, seguido
por homens brancos, mulheres brancas e mulheres negras em ordem
decrescente. (RYAN 2000; BERRY, 2003; RIES, 2005)

A média de idade ao diagndstico dos pacientes com carcinoma anal
varia de 60 a 65 anos. Aproximadamente 60 a 70% dos pacientes séo incluidos
nos estadios | e Il. A taxa de sobrevida em cinco anos para pacientes com
tumores T1 e T2 é de 86% enquanto para os pacientes com tumores T3 e T4 é de
60% e 45%, respectivamente. (GERAD et al., 2001)

As taxas de mortalidade vém aumentando, pois, o diagnostico dessa
neoplasia tem sido relatado na doenca avancada, o que diminui as chances de
cura, reservando para essas condicbes apenas a realizacdo de quimioterapia
paliativa. (JONSHON et al., 2004)

No Brasil o cancer ja é considerado um problema de saude publica. No
entanto, para o carcinoma anal, ainda ndao existem dados reais que identifique
especificamente essa patologia, sendo assim, essadoenca ainda figura nas

estatisticas que incluem célon e reto (INCA, 2014).

Portanto, estimam-se para o ano de 2014, 15.070 novos casos de
carcinoma de colon e reto em homens e 17.530 em mulheres. Se considerado as
estatisticas entre regibes, para homens o nordeste é a quinta regido mais
frequente (6,19/100 mil) e para mulheres é a terceira regidao (7,81/100 mil). Para o

Estado do Maranhao, estimam-se 210 novos casos de carcinoma de colon e reto,
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estando concentrado na capital S&o Luis 100 novos casos apenas para 0 ano de
2014.(INCA, 2014)

A relativa raridade de tais tumores, a pouca nitidez dos limites da regiédo
anal e dos segmentos em que se pode dividir e a complexidade e variabilidade
histologica da regido dificulta a sistematizacdo dos tumores malignos da regido
anal.Contudo a distingcdo entre a regido anal e a retal € fundamental, pois, a
regido anal tem variedade histologica ampla resultante da diversidade das
estruturas epiteliais da regido e as neoplasias dessa localizagcdo tém

comportamento e tratamentos distintos.

Do ponto de vista anatomo-patoldgico, entdo, € conveniente localizar a
origem dos tumores da regido anal no canal anal (epitélio escamoso) ou na

margem anal (epitélio tegumentar).

O canal anal é um conduto tubular com funcao principal de continéncia
retal. Situa-se numa regiao de transicao distal entre o ectoderma e o endoderma
embrionério. Apresenta trés a quatro centimetros de comprimento
permanecendocolabado a maior parte do tempo, gracas a acdo de sua
musculatura. Possui uma composicdo muscular triplice (musculos esfincterianos
internos, musculos esfincterianos externos e musculo pubo-retal) que forma o
anel anorretal (Figura 4) (WENDELL-SMITH, 2000; GORDON, 2001).

A margem anal € o limite distal do canal anal, definida geralmente
comouma éarea dentro de um raio de cinco centimetrosdo anus. O anus é a
abertura distal externa do trato intestinal e é referido algumas vezes como
margem anal. Essa regido mantém as paredes em contato no seu estado normal
de repouso. Ao redor da margem analencontra-se a pele perianal (WENDELL-

SMITH, 2000; GORDON, 2001).
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Mucosa Margem anal

Figura 04. Anatomia do anus. (A)Esfincter interno. (B)Esfincter subcutaneo
externo. (C)Esfinctersupercial externo. (D)Esfincter externo profundo e musculo
pubis retalis.Fonte: adaptado de OLIVATO, 2007.

A mucosa do canal anal apresenta trés tipos diferentes de epitélio e a
linha pectinea é a estrutura que demarca essa transicdo. Abaixo da linha pectinea
até a borda anal identifica-se o epitélio escamoso proximal. O segmento superior
proximal apresenta um epitélio distal de transicdo ou cloacogénico (originado do
tecido embrionario da bexiga que pode ser cuboidal, colunar ou escamoso) e a
porcdo superior distal do canal anal é revestida por epitélio colunar de padrao
coloretal. (FENGER et al., 2002)

O epitélio torna-se enrugado e pigmentado préximo a margem anal. Na
margem anal ha a mistura com a mucosa palida do canal distal, mucosa esta,
coberta com epitélio escamoso modificado sem o apendarioepidérmico. Apele
perianal é formada por epitélio escamoso com foliculos pilosos e numerosas
glandulas apdcrinas. (FENGER et al., 2002)

E fundamental a distin¢do entre o epitélio tegumentar da margem anal e
0 epitélio escamoso do canal anal. Os tumores da margem anal e pele perianal
sdo abordados semelhantemente as lesbes de pele, ou seja, com excisédo local
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alargada(taxa de sobrevida de 80% em cinco anos). Os canceres do canal anal,
por sua vez, sao tratados com a associacdo de quimioterapia e radioterapia.
(CLARK et al., 2004)

Os tumores que surgem na é&rea distal a linha pectineasédo
frequentemente carcinomas de células escamosas queratinizadas, enquanto
agueles que aparecem na mucosa transicional acima da linha pectinea sao
frequentemente ndo queratinizados. Os dois subtipos ndo queratinizados que
outrora eram referidos como cloacogénico ou de células transicionais, séo
atualmente reconhecidos como variantes do carcinoma de células escamosas. O
comportamento clinico, o tratamento e o progndstico dos tumores queratinizado e

nao queratinizadodo canal anal sdo semelhantes. (FENGER et al., 2002)

O carcinoma de células escamosas versa como a neoplasia maligna
mais comum do canal anal, sdo neoplasias de crescimento agressivo que
comprometem os musculos esfincterianos, acometendo também a regido perianal
e representando 90% a 96% dos canceres do anus. O pico de incidéncia esta
entre 58 e 64 anos. Na regido anal sao relatados ainda que raramente o
carcinoma de células basais, a doenca de Bowen, 0 carcinoma verrucoso ou
tumor de Buschke-Léwsnstein, o sarcoma de Kaposi e a doenca de Paget
perianal. (ESIASHVILIet al., 2002)

A avaliacdo adequada da extensdo da doenca loco-regional deve ser
feita por inspegdo visual, exame digital, anuscopia, exame dos linfonodos
inguinais eexamesde imagem. Metastases a distancia ocorrem raramente e deve
ser descartada com a imagem, incluindo tomografia computadorizada (TC) do
abdémen e da pelve. A combinacdo de tomografia por emissdo de pdsitrons
(PET) e / ou de tomografia computadorizada deve ser usada para identificar o

tumor primario e nédulos envolvidos.(OLIVATTO, 2007)
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Tabela 2. Tipos de Cancer anal segundoa atual classificacdo daAJCC.

Canal Anal Margem Anal
e Carcinoma de células escamosas e Carcinoma de células escamosas
e Carcinoma cloacogénico de transi¢cao e Carcinomas de células basais
e Adenocarcinoma e Doenca de Paget
e Melanoma e Doenca de Bowen
e Carcinomabasaldide e Carcinoma de células basais
e Linfoma ¢ Melanoma maligno

e Tumor de Buschke-Lowenstein

Fonte:AJCC, 2002.

O sangramento retal € relatado na metade dos pacientes com cancer
anal. Dor ou sensacdo de massa retal estd presente em 30% dos pacientes,
engquanto 20% nao apresentam sintomas relacionados ao tumor. Os tumores com
diametros maiores interferem na funcao do esfincter anal levando a incontinéncia
fecal. (OLIVATTO, 2007)

O toque retalpermite avaliar a extensdo do tumor primario e a fixa¢do ou
nao do tumor primario as estruturas circunvizinhas como proéstata, vagina e 0ssos
da pélvis. O tumor primario cresce ao longo da circunferéncia do canal e invade
0S musculos esfincterianos e tecidos conectivos perianais
precocemente.(OLIVATTO, 2007)

Foi estabelecido pelo Comité da Junta Americana em Céancer (AJCC) e
pela Unido Internacional do Céancer (UICC) um sistema combinado de
estadiamento TNM. (Quadro 1 e 2)

Outra classificacdo usada para carcinoma epidermadide € a de Broders, a
qual se baseia no grau de queratinizacdo, nimero de mitoses e no pleomorfismo
nuclear. Tal classificacdo foi proposta pelo pesquisador Broders, em 1920, onde
0s tumores sao classificados em trés graus identificAveis: grau | — bem
diferenciado, grau Il — moderadamente diferenciado e, grau lll — indiferenciados.
(PAIVA, 2010)
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Ao diagnostico, 12% dos tumores sao restritos a mucosa e submucosa e
34% aos musculos esfincterianos (sem metéstases regionais). A extensédo tumoral
além do canal, ou seja, para o reto e pele perianal ocorre em 50% dos casos. Em
10% dos pacientes o septo ano-vaginal € invadido embora o comprometimento
prostético seja incomum (BOMAN et al., 1984;CUMMINGS et al., 2004;).

O comprometimento dos linfonodos representa um importante fator
prognoéstico adverso. Um estudo, demonstrou que a incidéncia de metastase em
linfonodos esté relacionado com o tamanho do tumor com indices de 0% nos
tumores com menos de 2 cm, 23% dos tumores de 2-5 cm e 67% de tumores
maiores que 5 cm.(KAUH et al., 2005; AJANI et al., 2010)

As metastases extra-pélvicas estdo geralmente presentes na primeira
avaliacdo em aproximadamente 5% dos pacientes e sdo comumente identificadas
por exames de imagem pélvica (iliaca comum ou externa) ou dos linfonodos
aorticos, figado e pulmdes. Em 10% dos pacientes as metastases a distancia
ocorrem como sitio Unico de falha depois do tumor primario e linfonodos regionais
terem sido controlados. (MYERSON et al., 1997; CUMMINGS, 2005).

Quadro 1. Critérios para classificacdo de estadiamento clinico proposto pelo American

Jount of Committee on Cancer- AJCC/TNM para tumores na regido anal. (2002)

Tumor Primério (T)

Linfonodos (N)

Metastases a distancia

(M)

TxTumor primario que ndo pode
ser avaliado

Tis Carcinoma in situ

T1Tumor menor ou igual a 2 cm
T2Tumor >2-5 cm

T3Tumor >5 cm

T4Tumor invadindo para outros
Orgéaos (vagina, uretra, bexiga,
sacro) — canal anal

Tumor invadindo estruturas mais

profundas (musculo esquelético
e cartilagem) — margem anal

NNoédulos regionais periretal, iliaco
interno e inguinal

NxNo&dulos regionais ndo podem ser
avaliados

NO Auséncia de metastases nos
nddulos regionais

N1 Metastases em nddulos perirretais —
anal canal

Metastase de nddulos regionais—
margem anal

N2 Metastase unilateral no iliaco interno
e/ou nodulo iguinal — canal anal(No N2
para margem anal)

MOSem Metastase

M1Presenca de Metastase

Fonte: AJCC (2002).




Quadro 2. Agrupamento em estadios para Cancer na regiao anal.

Tis NO MO Estadio 0
T No - MO Estédio |
T2 NO MO
T3 NO MO Estadio Il
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO Estadio IlIA
T4 NO MO
T4 N1 MO
Qualquer T N2 MO Estadio 1lIB
Qualquer T N3 MO
Qualquer TQualquer NM1 Estadio IV

Fonte: AJCC (2002).
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Até 20 ou 30 anos atras, a cirurgia abdminoperinealera o tratamento

padrdo para este tumor, que consistia na colostomia definitiva. A sobrevida total

de cinco anos era de cerca de 50-70%. Nos Ultimos anos, a abordagem

terapéutica para o cancer anal mudou drasticamente de uma cirurgia mutilante a

conservadora ou tratamento com radioquimioterapia. Hoje a cirurgia é usada

principalmente para fins de diagndstico e/ou como tratamento de resgate loco-
regional apo6s falha radio quimioterapica (GREENE et al., 2002; CASADElIet al.,

2014).

2.7 HPV e Carcinoma de Células Escamosas Anal

As células escamosas do epitélio sdo suscetiveis a infec¢do pelo HPV, o

que pode explicar o percentual significativo do HPV (tipo 16 e 18) no trato

anogenital masculino e feminino (vulva, vagina, anus epénis)(Tabela 3).
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Tabela 3. Prevaléncia (%) do HPV e dos tipos HPV 16 e 18 nos diferentes tipos
de carcinoma no Brasil e Mundo.

Brasil Mundo
HPV HPV16  HPVIS HPV HPV16e  HPVIS
Sfe"r)ino 70 45,4 253 99 54,4 16,5
Vagina - - - 90 52,9 10,3
Vulva 24,1 16,5 8,9 38 32,2 3,9
Anus - - - 85 65,3 8,0
Pénis 39,8 24.8 6,9 50 31,7 5,8

Fonte: WHO, 2002.

A associacdo do CCS anal com a infeccdo pelo HPV varia de acordo
com a sensibilidade da técnica utilizada para deteccdo do virus. Além disso, a
infeccdo pelo HPV sozinha ndo € o suficiente para malignidade, por isso, sao
reconhecidos alguns co-fatores que favorecem esse processo em ambos 0s
sexos, entre eles a idade superior a 50 anos, a infeccdo pelo HIV,
imunossuprimidos, como o0s receptores de transplante, tabagismo, coito anal,
multiplos parceiros sexuais, fistulas anais cronicas e, particularmente, para as
mulheres o historico de cancer cervical, vulvar ou vaginal invasivo. (FENGER et
al.,2000;WHO, 2011)

Um estudo demografico realizado no municipio de Recife no periodo de
1993-2005 relatou 91 pacientes com diagndstico de cancer de canal anal e anus,
confirmados pelo exame anatomopatolégico. Com média de idade de 63, 8 anos
de idade. Houve um predominio no género feminino com 70 (76,9%) casos versus
21 (23,0%) no género masculino. A taxa de incidéncia variou entre 0,18 e 0,83 por
100.000 pessoas com uma média de 0,39 (desvio padrao de £ 0,16) casos hovos
por ano nos 13 anos considerados no estudo. Outros dados do perfil sécio-

demograficos ndo foram coletados. (TORRES et al., 2007)

A infeccao pelo HPV parece ser fator crucial para o desenvolvimento do
carcinoma anal. Existem mais de 100 tipos de HPV, sendo o HPV 16 o mais

relacionado ao cancer anal, estando envolvidos também o HPV 18, HPV 31, HPV
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33, e 0 HPV 45. O DNA do HPV apresenta-se em nosso organismo na forma de
um epissomo circular normalmente. Nessa forma o virus ndo consegue expressar
as proteinas oncogénicas (E6 e E7). (MUNGER et al., 1992)

Acredita-se que a infeccdo por HIV diminui a expressao da proteina E2,
que é responsavel por manter o formato circular do DNA viral, e, portanto
aumenta a expressdo de E6 e E7, potencializando seu poder carcinogénico.
(MUNGER et al., 1992)

Infeccéo pelo HIV tem sido um fator de risco independente para o cancer
anal e esse tipo de cancer tem alcancado proporcdes epidémicas entre 0s
homens homossexuais infectados pelo HIV. O tratamento medicamentoso eficaz
para o HIV diminuiu o risco de muitas doengas relacionadas com a AIDS, mas o
mesmo nao foi atingido em caso de cancer anal. (DIAMOND et al., 2005; ROARK,
2011; MITRA e CRANE, 2012)

O comportamento sexual promiscuo também aumenta o risco de
infecgao pelo HPV e pelo HIV, aumentando assim o risco de cancer anal. Coito
anal também aumenta o risco de cancer anal tanto nos homens como nas
mulheres, em especial, os menores de 30 anos de idade apesar da negatividade
do HIV devido a exposicdo sexual ao HPV. Nos EUA, a incidéncia de cancer anal
entre homossexuais € maior do que a incidéncia de cancer do colo do utero.
(KLENCKE e PALEFSKY, 2003; GERVAZ et al., 2004)

O tabagismo tem sido descrito na literatura como fator para o aumento
do risco de céancer anal. Phillips et al. (2004) analisaram o DNA de pacientes
tabagistas em amostras de epitélio anal recuperados a partir de amostras
hemorroidarias de fumantes ativos (n = 20) e com a mesma idade nao-fumantes
ao longo da vida (n = 16) e concluiram que os componentes da fumaca do tabaco
causam dano genotoxico ao epitélio anal de fumantes, proporcionando assim uma
explicagdo viavel para uma associagcdo causal entre o fumo e o cancer anal.
(PHILLIPS et al., 2004)



As lesdes sao consideradas de baixo grau quando 20 a
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25% da

espessura do epitélio possuem células displasicas (NIA 1) ou quando se

identificam alteragdes citopaticas associadas a infeccdo pelo HPV (coilocitos)

(Figura 05). Les0Oes de alto grau ocorrem quando mais de 50% da espessura do

epitélio possui células indiferenciadas (NIA 1l e NIA 1) (Figura 06). Ainda ndo esta

confirmado como estas lesfes originam o cancer, mas as lesdes de alto

grau sao

mais graves e possuem maior probabilidade de progressédo. (PALESFKYet al.,

2009)
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7

O CCS anal é precedido por neoplasia intra-epitelial anal de alto
grau(NIAA). A NIA pode ser causada por infecgdo principalmente dos tipos 16 e
18. (Tabela 4)A maioria dos estudos de prevaléncia do HPV na regido anal e na
neoplasia intra-epitelial anal tem sido feito com homossexuais masculinos,
especialmente homens HIV positivos, mas também tem elevadas taxas em
mulheres HIV positivas, pois ambos os grupos sdo considerados de alto
risco.(FENGER et al., 2000;WHO, 2009)

Ndo existe uma estratégia clinica universalmente aceita. Os poucos
dados de carcinoma anal em heterossexuais masculino HIV negativosena
populacao feminina de baixo risco torna a busca para instituir um programa de
triagem sem justificativa ou viabilidade. Mas o aumento da infec¢do pelo HPV em
ambos 0s sexos e a possibilidade de detectar as lesdes precursoras, exibe a
necessidade de programas padronizados de rastreamento, bem como protocolos
de tratamento da NIA.(JOHNSON, 2004)

O consenso quase que geral entre 0s que estudam o assunto é que
qualquer resultado anormal para alteragdo da forma e tamanho celular na
citologia deva ser encaminhado para a anuscopia de alta resolucdo com bidpsia
das éareas atipicas. O diagnostico precoce do cancer anal invasivo cursa com
resultados bastante favoraveis; num estudo de 27 anos realizado por Johnsonet
al. (2004), apenas 18% dos pacientes com metéstases a distancia estavam vivos
em cinco anos de acompanhamento, comparados a 78 % dos pacientes com
doenca localizada, o que reforca a ideia de que a deteccdo precoce pode

melhorar a sobrevida de pacientes com cancer anal. (JOHNSON, 2004)

Considerando-se uma doenca sexualmente transmissivel (DST), que
acomete tanto homens como mulheres, com desenvolvimento sintomatico ou
assintomatico, com forca relevante de malignidade, sendo assunto de
preocupacdo mundial, pela sua potencialidade de prevencdo e diagnostico
precoce, torna-se viavel um estudo aprofundado sobre a prevaléncia e
genotipagem do papilomavirus humano nos pacientes diagnosticados com

carcinoma anal no Estado do Maranhao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a prevaléncia da infeccdo por HPV em amostras de tecido
neoplasicas emblocadas em parafina de pacientes diagndsticados com carcinoma
analno Instituto Maranhense de Oncologia AldenoraBello (IMOAB) e no Hospital
Universitario Universidade Federal do Maranhdo (HUUFMA) de 2001 a 2011.

3.2 Especificos

v Identificar os tipos mais prevalentes de HPV nos carcinomas de pacientes

atendidos em S&o Luis.

v Caracterizarograu de diferenciacédo e estadiamento da lesao relacionando

com os tipos de HPVs encontrados;

v Verificar se ha associacdoentre os dados clinico-cirdrgico-radiolégicos (do
prontuario médico), parametros histopatoldgicos, infeccdo pelo HPV e tipo

de HPV dos casos estudados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo do tipo transversal e retrospectivo. As amostras

utilizadas representaram uma amostra ndo probabilistica por conviniéncia.

4.2 Periodo e Local de Estudo

A pesquisa foi executada no periodo de janeiro de 2013 a agosto de
2014. Considerando dados provenientes de 10 anos (janeiro de 2001 a dezembro
de 2011).

Os prontuérios, os laudos, as laminas e as amostras de tecido
neoplasicos conservadas em bloco de parafinaforam coletados no Laboratério de
Patologia do Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello (IMOAB) e da
Divisdo de Patologia do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhdo (HUUFMA).

O processamento das amostras foi realizado no Laboratério de Pesquisa
Multiusuério do BioBanco de Tumores do Maranhdo do HUUFMA e no Instituto do
HPV da Santa Casa de Sao Paulo.

4.3.1.1 Obtencao dos dados referentesas amostras biolégicas

Foi selecionado por uma analise minuciosa dos registros nos livros de
fluxo da divisdo de patologia dos hospitais HUUFMA e IMOAB, no periodo de
01/2001 a 12/2011, a numeracao de bloco de parafina da peca cirdrgica/biopsia e
prontuario de pacientes que continham como descricdo do procedimento
realizado durante sua estadia no respectivo hospital, fatores relacionados aos

critérios de inclusdo do estudo.
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Com a numeracao obtida foi possivel o acesso ao prontuario e laudo
histopatolégico dos blocos de tecido parafinado, para a confirmacdo da descri¢cao
do diagnostico e a captura das caracteristicas tumorais. Os dados obtidos foram

registrados em planilhas para posterior analise.

As amostras preservadas em blocos de parafina eram provenientes de
bidpsia ou material de resseccéo cirdrgica. Os meédicos patologistas atestaram a
presenca dos tumores pesquisados nas laminas espelho coradas com
hematoxilinae eosina (HE) correspondentes aos casos. O material tumoral
preservado em parafina dos pacientes diagnosticados com les@es intra-epiteliais
anais e carcinomas anais foram coletados com auxilio e acompanhamento do
técnico de laboratério dos setores. Ao fim da coleta de dados foi possivel realizar
duas triagens, uma mais robusta nos livros de fluxos das instituicdes envolvidas, a
fim de garantir a inclusdo de todas as amostras que seguiam 0s critérios de
inclusdo da seguinte pesquisa, sem que erros de registro ou confuséo influencia-
se esse resultado. A outra triagem envolveu a selecéo das amostras, identificando
aguelas que estavam em condicbes de serem encaminhadas para deteccdo do
DNA viral. (Figura 07)
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Figura 7.Esquema de triagem para inclusdo de pacientes diagnosticados com

les&o intraepitelial anal ou carcinoma de células escamosas anal no IMOAB e no
HUUFMA entre 2001 e 2011.Fonte: Elaborado pelo autor (2014).

4.3.2 Critérios de Incluséao

Amostras de cancer anal cujas laminas histolégicas e blocos parafinados
constavam nos arquivos de pacientes diagnosticados nos Servicos de Anatomia
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Patologica do IMOAB e no HUUFMA e permitiram confirmagéo do diagnéstico e
avaliacdo dos critérios propostos neste trabalho.

4.3.3 Critérios de Exclusao

Amostras de cancer anal de pacientes cujos laudos ndo forneceram

informacgdes pertinentes ao estudo;

Amostras de cancer anal de pacientes que tiveram divergéncia de

diagndstico nos registros (livro de fluxo/prontuério/laudo histopatolégico).

Pacientes com outros tipos tumorais que nao fosse do tipo carcinoma de

células escamosas.
4.4 Fluxogramas das amostras
4.4.1 Instituto Maranhense de Oncologia AldenoraBello (IMOAB)

A figura 8 ilustra o fluxograma do processo de identificacdo e selecéo
das amostras. Inicialmente foram localizados 102 casos de neoplasias anais
registrados nos livros de fluxo Divisdo de Patologia do IMOAB durante o periodo
de 2001 a 2011. A partir desses livros, foi possivel obter os nimeros dos blocos

parafinados e respectivos prontuarios e laudos histopatolégicos.

A partir da andlise dos mesmos, foram excluidos do estudo 40
adenocarcinomas, 07 adenomas, 06 doencas de Paget e 21 condilomas, ja que
0s trés primeiros ndo apresentam relacdo causal com HPV e o dltimo esta
classificado como lesdo benigna. Representaram perdas 03 amostras por néo
terem sido encontrados seus respectivos blocos, uma amostra que possuia dados
nos laudos e nos prontudrios inconsistentes, uma amostra por se tratar de
metastase na regido anal, uma por serlesaointraepitelial anal e um bloco por
apresentar o tecido degradado. Com isso, foram avaliadas 19biopsias/pecas
cirirgicas tumorais de carcinomas anal conservados em blocos de parafina

provenientes do IMOAB.
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Pacientes encontrados
no livro de fluxo
N= 102

Laudos revisados
N=102

i Excluséo de:
Em acordo com os NAO >§ 40 Adenocarcinomas
critérios do estudg ! 07 Adenomas

06 Doengas de Paget
21 Condilomas

i o e e e P

Avaliagdo Histopatologica
/Avaliagdo de prontuario (laminas)
N=28
l
Porgao OO ~
representativa da NAO | perda de:

neoplasia? 01 Dado inconsistente

i
i 01 Metastase
i O1NIA

SIM \~ ___________________________ 7’

Coleta do Tecido em Bloco de
Parafina N= 25

o ™ . :" Perda de: \‘:
CondicGes favoraveis e VA e e e i 03 Blocos ndo encontrados |
para PCR do DNA do i 01Tecido degradado i
\ 7

SIM

PCR e Tipagem de HPV
N=19

Figura 08. Fluxograma das amostras do IMOAB entre os anos de 2001 a 2011. Fonte:
Elaborado pelo autor (2014).
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4.4.2 Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo -
Unidade Presidente Dutra (HUUFMA)

A figura 9 ilustra o fluxograma do processo de identificacdo e selecéo
das amostras. Inicialmente foram localizados 52 casos de neoplasias anais
registrados nos livros de fluxo do Servico de Anatomia Patol6gica do HUUFMA
durante o periodo de 2001 a2011. A partir desses livros, foi possivel obter os
nameros dos blocos parafinados e respectivos prontuarios e laudos

histopatolégicos.

A partir da analise dos mesmos, foram excluidos do estudo
3ladenocarcinomas, 5adenomas, e 6 condilomas, ja que as duas primeiras
variantes ndo apresentam relagdo causal com HPV e o ultimo esta classificado
como lesdo benigna. Excluiu-seum paciente por nao ter sido encontrado seu
respectivo blocoe um por serlesdointraepitelial anal. Com isso, foram
avaliadasbiépsias/pecas cirurgicas tumorais de carcinomas anais de nove
amostras de tecido conservados em blocos de parafina coletados na Divisao de
Patologia do Hospital Universitéario Presidente Dutra (HUUFMA).
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Figura 9. Fluxograma das amostras do HUUFMA com periodo de coleta entre os anos de 2001 a

2011. Fonte: Elaborado pelo autor (2014).
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4.4.1 Definicdo das Variaveis

Foram consideradas as variaveis clinicas, histopatologicas e
sociodemogréficas. a) idade ao diagndéstico; b) profissdo; c¢) sexo; d) estado civil;
e)tabagismo; f)etilismo;g) tipo de amostra (bidpsia ou peca cirdrgica);h)
localizacdo do tumor; i) tipo e tamanho da lesdo; j) Grau de Broders
(diferenciacédo); k) infiltracdo e invasado de estruturas e vasos; |) comprometimento
linfonodal; m) presenca de processo inflamatério crénico; n) presenca de HPV; 0)
tipo de HPV; p) metéstase.

A fim de padronizar as informacdes obtidas nos prontuarios meédicos foi
gerada uma ficha com informacfes unificadas para ambas as instituicdes.
(ANEXO I)

4.6 Obtencdo de Tecidos fixados em formalina e emblocados em

parafina

Foram utilizadas para a extracdo de DNA 15 secBes com 5um de
espessura dos blocos contendo material de resseccdo cirdrgica das pecas e
20sec¢Bes de mesma espessura dos blocos contendo as bidpsias, coletadas pelos
técnicos na anatomia patoldgica. Os cortes foram armazenados em tubos de 2,0

mL a 4°C até a etapa seguinte que corresponde a desparafinizagédo. (Figura 10)

Figura 10. A- Corte de amostras em micrétomo. B- Armazenamento no tubo

estéril das amostras cortadas pelo micrétomo. Fonte: Elaborado pelo autor (2014).
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4.7 Desparafinizacao

A extracdo de DNA de blocos parafinados foi realizada a partir de tecido
tumoral seccionados e depositados em tubos de 2mL. O processo de
desparafinizacdo consistiu na adicdo de 1mL de Xilol P.A (Vetec, RJ, Brasil) a
amostra sendo esta homogeneizada vigorosamente em vortex por
aproximadamente 10 segundos. A mistura foi submetida a centrifugacéo a 14.000
rom por 4 minutos. Esta etapa foi repetida por trés ou quatro vezes. Caso a
parafina ainda permanecesse, a amostra era aquecida a 55°C. O sobrenadante foi
retrado e adicionado 1mL de Etanol P.A (Vetec, RJ, Brasil) seguido de
homogeneizacdo em vortex e centrifugacdo a 14.000 rpm por 6 minutos.
Novamente 1mL de Etanol foi adicionado a amostra, esta homogeneizada em
voértex e centrifugada a 14.000 rpm por 6 minutos. O sobrenadante foi retirado e a
amostra centrifugada novamente a 14.000 rpm por 1 minuto para completa
retirada do etanol. Os tubos foram abertos e incubados a 90°C no termomixer por

1 minuto para a evaporacédo do etanol se completar.

O processo de desparafinizacao consiste em adicionar 1mL de Xilol P.A
(Vetec, RJ, Brasil) aos cortes, vortexar vigorosamente e centrifugar a 14.000 rpm
por 4 minutos. Esta etapa foi repetida quatro vezes. Apés a ultima centrifugacao,
o sobrenadante foi retirado, 1mL de etanol P.A (Vetec, RJ, Brasil) foi adicionado
ao pellet e posteriormente centrifugado a 14.000 rpm por 6 minutos. Esta etapa foi
repetida 5 vezes. ApGs remoc¢do do sobrenadante, os tubos foram incubados a

90°C em banho seco para evaporagao completa do etanol.

4.8.1 Extracdo de DNA Gendmico de Tecido Parafinado

A extracdo do DNA foi realizada com o kit QIAamp DNA FFPE Tissue
(QIAGEN, Valencia, CA) conforme especificado pelo fabricante. Apds
centrifugacéo breve, o pellet foihomogeneizado em solugc&o contendo tampao ATL

e proteinase K e incubado “overnight” a 56°C em termomixer.
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Apés a incubacdo, as amostras foram incubadas por mais 1 hora a
90°C.Posteriormente, foiadicionada a amostra uma solugédo contendo tampao AL
e etanol P.A (96-100%). A solucao foi transferida para a coluna e centrifugada a
8000 rpm, por 2min. Apoés a centrifugacéo, as amostras foram lavadas em tampao
AW1, centrifugadas a 8000 rpm, por 2 min. e lavadas novamente em tampao AW?2
para posterior centrifugacéo a 8000 rpm, por 2 min.

Apos a centrifugacéao, foi aplicado Tampéao ATE no centro da coluna e a
amostra incubada nesta solugcdo por 5 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, o tubo foi centrifugado a 14000 rpm, por 4 minutos e o DNA

purificado armazenado a -20 °C até posterior utilizacao.

4.8.2 Quantificacdo de DNA

Para determinar a qualidade e a quantidade de DNA, uma aliquota de
cada amostra (2ul) foi quantificada através da leitura de absorbancia em
espectrofotometro Nanovue (GE) utilizando comprimento onda igual a 260nm. A
pureza do DNA foi verificada a partir da leitura a 280 nm, para a deteccao de uma
eventual contaminacdo da amostra por proteinas. Quando a relacdes entre as
densidades O&pticas, A260/A280, foi igual ou maior que 1,7 o material foi

considerado puro. A quantificacao foi fornecida em ng/pl.

4.10 Deteccéo do gene da B -globina

A sintese do DNA por PCR é feita a partir de uma fita simples de DNA
gue é usada como molde para a sintese de novas cadeias complementares sob a
acdo da enzima DNA polimerase, que adiciona nucleotideos presentes na reacao
segundo a fita-molde.

Amplificagao do gene B-globina foi utilizada como controle da integridade
do DNA obtido. A reag&o consistiu em um volume final de 25 pl contendo 80nM de
cada primer, 2,5ul de tampéo 10X, 1,5ul de cloreto de magnésio a 2mM, 0,2mMde
dNTP e 0,5U de Tag Polimerase e agua destilada estéril. (Quadro 03)
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Dois microlitros do DNA extraido foram adicionados a 23 pl da mistura
de reagdo para PCRe submetido a reagdo de amplificagcdo do gene [-globina,
utilizando os iniciadores PCO3 e PCOA4.

O produto das reacOes foi visualizado por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampédo TBE 1X. Uma aliquota de 5ul de DNA foi homogeneizada
em uma solucdo de tampao de carregamento (Sigmal-Aldrich, USA) e corante
0,1% de Gel Red sendo toda a mistura aplicada no gel. A eletroforese foi
realizada por 35 minutos a 5 V/cm? em cuba horizontal (Life Technologies, EUA).
Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em um transiluminador de
luz ultravioleta (BIO-RAD Laboratories, EUA).

4.11 Genotipagem por Hibridizacdo reversa

Esse procedimento € um ensaio de sondas em linha (tiras), para
diagndstico in vitro concebido para a identificacdo de 28 gendtipos diferentes do
virus do HPV através da deteccdo de sequéncias especificas na regido L1 do
genoma HPV.

4.11.1 Amplificacdo do DNA extraido

Esse procedimento foi realizado em parceria com o Instituto do HPV da
Santa Casa de Sao Paulo (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia das
Doengas do Papilomavirus Humano). A deteccdo de DNA do HPV foi realizada
utilizando-se os primersSPF;pque amplificam um fragmento de 65pb da regido L1
dos HPV de baixo e de alto risco. Esse primer esta protegido pela patente EP
1012348B da Innogenetics, a patente norte-americana 6,482,588B e equivalentes
estrangeiras (integrante do kit INNO - LiPA HPV GenotypingExtraAmp).

O mix para PCR foi preparado com os tampdes fornecidos pelo
fabricante. Foi preparado um Master MIX considerando a quantidade de amostra
de cada bateria de exame, incluindo um controle positivo e um controle negativo.
Para cada amostra foi pipetado em um tubo de 0,5ml, 37,7ul do reagente AMP
MIX, 2,3 ulmaisdo reagente do ENZ MIX e 10ul do DNA. Foi distribuido 40ul da
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mistura em cada tubo e adicionado 10pl da solugdo de DNA em concentracao
final de 100ng/ul. Os tubos foram homogeneizados e agitados no vértex antes do
uso.As amostras colocadas em termociclador(Biocycler) para amplificacao.
(Quadro 03)

Foi analisada a qualidade da PCR pelo procedimento de observacao dos
produtos de amplificacdo em gel de agarose 1,5%. Foram consideradas positivas

as amostras que continham o fragmento amplificado.

Quadro 3. Descricdo dos programas de amplificacdo do DNA do HPV e do gene

da B-globina. Fonte: Elaborado pelo autor (2014)

SFP1o (Regi&o L1) B-globina
Programa

Tempo °C Tempo °C
Desnaturacéao Inicial 10 min 37 5 min 95
9 min 94
01 Ciclo extra
ciclo — — —_—
40 Desnaturagao 30s 94 1 min 95
ciclos Anelamento 45s 52 1 min 55
Extenséo 45s 72 1 min 72
Extensao Final 7 min 72 5 min 72

4.11.2 Hibridizagdo na membrana de nitrocelulose e revelag&o da cor

Esse procedimento foi realizado em parceria com o Instituto do HPV da
Santa Casa de S&o Paulo. Inicialmente foi adicionado na canaleta um volume de
10pl da solucéao de desnaturagéao e misturado com um volume de 10ul do produto
amplificado e incubado por 5 min a temperatura ambiente. Para cada amostra foi
retirada com pinga estéril uma tira com uma linha roxa de marcacdo e sondas
imobilizadas, identificada com o nimero da amostra e posicionada na canaleta

para continuacéo do teste.
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Posteriormente, as tiras foram colocadas nas canaletas presentes no
suporte do exame e inserida no equipamento automatizado Autoblot 3000-H.
Esse equipamento funciona com programacao de nove etapas para revelacao das

tiras.

O Step 1 — Solucao de hibridizagdo usa uma temperatura de 49°C porlh
com volume de 2ml, agitacdo média, com apenas um ciclo e finalizando com
aspiracdo. O Step 2 — Solucéo de lavagem estringente usa uma temperatura de
49°C por 1min com volume de 2ml, agitacdo média, em dois ciclos e finalizando
com aspiracdo. O Step 3 — Solucao de lavagem estringente usa uma temperatura
de 49°C por 30min com volume de 2ml, agitacdo média, com apenas um ciclo e
finalizando com aspiracdo. O Step4 — Solucdo de lavagem 5X RINSE a
temperatura ambiente por 1min com volume de 2ml, agitacdo média, em dois
ciclos e finalizando com aspiragdo. O Step 5 — Conjugado (estreptavidina-
peroxidase)a temperatura ambiente por 30min com volume de 2ml, agitacdo
média, em um ciclo e finalizando com aspiracdo. O Step 6 — Solucéo de lavagem
5X diluido a temperatura ambiente por 1min com volume de 2ml, agitacdo média,
em um ciclo e finalizando com aspiracdo. O Step 7 — Solugdo do substrato a
temperatura ambiente por 1min com volume de 2ml, agitacdo média, em dois
ciclos e finalizando com aspiracdo. O Step 8 — Adicion o susbtratoa temperatura
ambiente por 30min com volume de 2ml, agitacdo média, em um ciclo e
finalizando com aspiracdo. O Step 9 — Solucdo de lavagem 5X RINSE a
temperatura ambiente por 3min com volume de 2ml, agitacdo média, em dois

ciclos e finalizando com aspiracéao.

4.11.3 Interpretacao do sinal padréo visual

Depois da hibridizacdo e da lavagem rigorosa, a estreptavidina
conjugada com fosfatase alcalina é adicionada e liga-se a quaisquer hibridos com
biotina formados anteriormente, dessa forma as sondas imobilizadas como linhas
paralelas nas tiras de membrana sdo reveladas. A incubacdo com o cromogeno
produz um precipitado purpura que pode ser interpretado visualmente ou com o
software LIRAS® para LiPA HPV. O iNNO LIPA pode identificar 28 genaotipos do
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HPV (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56,
58, 59, 66, 68, 70, 73, 74, 82).(Figura 11)
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Figura 11.Tiras com sondas imobilizadas do KitiNNo-LiPA™HPV.
Fonte: manual do INNo —LIPaAssayGenotyping extra (2014).

4.12 Aspectos éticos:

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do HUUFMA, segundo o parecer consubstanciado de n° 348.397
atendendo os requisitos fundamentais daResolucdodoCNS/MS n° 466/12 itens
.2 “” e IV.3 “e”e suas complementares(ANEXO Il e ANEXO III).
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4.13 Analise estatistica

O Banco de Dados da pesquisa foi tabulado no aplicativo Microsoft
Office® Excel 2010. Para célculos de frequéncias, médias, medianas, desvio

padrdo, minimo e maximo das variaveis utilizou-se o programa Epilnfo 7.

A andlise descritiva das variaveis categoricas foi feita por meio da
distribuicdo de frequéncias. Para as variaveis numéricas, foram utilizadas meédias,
mediana, desvio padrdo, valor minimo e maximo e intervalo de confianca. Tabelas

e graficos foram construidos apds a analise descritiva.

Para a avaliacdo da relacao entre os dados epidemioldgicos e clinicos e
a presenca de HPV, foi utilizado o teste Qui-quadrado, sendo os resultados

considerados estatisticamente significativos 5% de probabilidadep<0,05.
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5 RESULTADOS

Dos 154 casos inicialmente reunidos, vinte e sete atenderam aos
critérios de inclusdo nessa pesquisa (Gréfico 1).Sendo caracterizada uma maior
prevaléncia entre os anos de 2008 a 2010. Acredita-se que a intensificacdo de
campanhas para triagem de lesbes cancerigenas em homens e mulheres
nesses anos durante os meses de outubro e novembro tenham oportunizado o

maior numero de diagnostico nesse periodo.

Gréafico 1. Numero de casos de pacientesdo IMOAB e do HUUFMA incluidos
na pesquisa ao longo dos anos de 2001 a 2011, S&o Luis, MA, Brasil.
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Foram avaliados amostras de tecidos parafinados de 27 carcinomas de
células escamosas anais nas duas instituicoes

pesquisadas.Foramobservadosapenasdois pacientes com amostras de lesdo
intraepitelial anal (Tabela 04). A escassez de diagndsticos de leséo intraepitelial
anal pode sugerir abusca tardia pelos pacientes de orientacao/tratamento
meédico.Todos os dados foram coletados dos prontuarios médicos, laudos e livros

de fluxos das instituicdes envolvidas.
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Tabela 04. Procedéncia dos pacientes pesquisados no HUUFMA e no IMOAB,
Sao Luis, MA - Brasil.

N %
Procedéncia Hospitalar 154 100
HUUFMA (2001-2011) 52 37,77
IMOAB (2001-2011) 102 62,23
Incluidos 27 100
HUUFMA (2001-2011) 08 29,63
IMOAB (2007-2011) 19 70,37
N&o Incluidos 118 100
HUUFMA (2001-2011) 42 35,60
IMOAB (2007-2011) 76 64,40
Excluidos/Perdas 09 100
HUUFMA 02 22,22
IMOAB 07 77,78

A faixa etaria dos 27 pacientes acometidos pelotumor variou de 32 a 85
anos de idade, com média de 54,96 anos, desvio padrao de + 15,81 e mediana de
51 anos, sendo a faixa etaria mais prevalente compreendida entre 42 e 52 anos
de idade (Gréafico 02).

Dos pacientes envolvidos na pesquisa 74,07% (20/27) eram do sexo
feminino. Considerando alguns fatores de risco foram relatados entre os
pacientes14,81% fumantes ativos e 7,41% eramex-fumantes. Quanto a ingestao
de bebida alcodlica 7,41% relataram que bebiam com frequéncia, 3,7% eram ex-
etilista e 48,15% negavam a ingestado de alcool. N&o foi relatado o uso de drogas
endovenosas. (Tabela 05)

Poucos dados socio - demograficos dos participantes da pesquisa foram
avaliados. Esse fato ocorreu devido a auséncia de informacéao nos prontuarios. Os
dados associados com o comportamento sexual e orientacdo, como o nimero de
parceiros, idade da primeira relagdo sexual e pratica de sexo anal receptivo ndo

foi relatado nos registros médicos.

Em apenas um prontuario constava o caso de relacdo sexual com 10
parceiros sexuais durante sua vida, e em dois, mulheres casadas nao faziam coito
anal. No acompanhamento de dois casos fora solicitado os exames laboratoriais

de VDRL e HIV, os quais apresentaram sorologia n&o reagente.
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Em virtude de dados incompletos nos prontuarios, apenas 11,11% (3/27)
foram avaliados pela cor da pele, todos da raca negra. Entre os dados 29,62%
afirmaram ter uma atividade profissional ativa e remunerada, 18,53% eram

aposentados e 37,04% eram donas de casa.

Tabela 05. Caracteristicas sécio-demograficas de 27 pacientes estudados
com diagnostico de neoplasia anal, provenientes de dois hospitais de
referéncia de S&o Luis, MA, Brasil.

N=27 100%
Sexo
Feminino 20 74,07
Masculino 07 25,93
Idade ao Diagndstico
Idade média 54,96 DP+15,81
<42 04 14,81
42-52 11 40,75
53-63 06 22,22
64-74 02 7,41
75-86 04 14,81
Local ao diagndstico
Sao Luis 22 81,48
Outros municipios 04 17,24
Sem Informacé&o 01 3,45
Atividade profissional
Aposentado 05 18,53
Doméstica 02 7,41
Do Lar 10 37,04
Faturista 01 3,7
Lavrador 04 14,81
Pescador 01 3,7
Sem Informacéo 04 14,81
Tabagismo
Sim 04 14,81
Nao 11 40,74
Ex-fumante 02 7,41
Sem informacao 10 37,04
Etilismo
Sim 02 7,41
Nao 13 48,15
Ex-etilista 01 3,7

Sem informacao 11 40,74
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Gréafico 02. Frequéncia de pacientes diagnosticados com carcinoma de
células escamosas anal por faixa etaria, Sdo Luis, MA.

m>42 m42a52 53a63 64a74 mM75a86

Entre os pacientes pesquisados, 14, 81% (4/27) relatam ser do estado
civil casado, 3,7% (1/27) é viavo e 3,7% (1/27) é solteiro com voto de celibato, e
85,18% (23/27) nao responderam ou nao foram questionados sobre essa variavel.
Entre os pacientes 81,48% (22/27) relataram moradia atual na capital Sdo Luis e
14,81% (4/27), em outros municipios do Estado do Maranh&o.

Dentre as 27 amostras, 16 tiveram como material de diagnostico a
bi6psia, 10 foram representados por peca cirargica e 01 proveniente de exérese.
Em relacdo aos aspectos clinico-patoldgicos, a lesdo predominantemente
encontrada foi a do tipo vegetante aliada a ulcerada com 22,22%, seguida da
ulcerada de forma isolada (14,81%), e depois a vegetante isolada (7,41%). Nao
foi possivel avaliar o tipo de lesdo em 51,85 % dos casos, pois ndo constavam

esses dados nos laudos ou prontuarios. (Tabela 06)

Quanto a localizacao do tumor foi observada maior ocorréncia na regiao
do canal anal de forma isolada com 70,37%, seguida do canal anal mais borda

anal com 18, 52% e apenas borda anal com 11, 11%.

Na investigacdo da historia clinica, observou-se presenca de dor em
regido analem 29,63% (8/27), sangramento/hematoquezia em 25,92%(7/27),
sensacao de corpo estranho em regido analem11,11% (3/27) e constipagdo em
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14,81% (4/27). Apresentaram nddulo e dificuldade ao defecar 7,41% (2/27) dos
pacientes.

A frequéncia de 3,7% (1/27) foi semelhante nas queixas de mudanca
das caracteristicas das fezes, prurido anal, dor abdmoninal, lesdo anal visivel,
enterroragia, hemorroidas, perda de apetite, falta de memoaria, diurese, aumento
das evacuacOes, fistula, secrecdo anal, prurido, condiloma e processo
inflamatoério crénico. Ainda foi observado que 24,14% dos casos nao

apresentaram gueixas iniciais.

Tabela 06. Caracteristicas clinico-histopatoldégicas das amostras de
carcinomas dos 27 pacientes atendidos em Sao Luis, MA, Brasil.

N 100%
Origem do bloco parafinado 27 100
Biopsia 16 59,26
Peca cirargica 10 37,04
Exérese 01 3,7
Variante histolégica 27 100
In situ 03 11,11
Invasivo 18 66,67
Sem informacgéo 06 22,22
Localizac&o 27 100
Borda Anal 03 11,11
Canal Anal 19 70,37
Borda e Canal Anal 05 18,52
Lesdo predominante 27 100
Ulceracao 04 14,81
Vegetacao 02 7,41
Ulceracdo + Vegetagéo 06 22,22
Estenosante 01 3,7
Sem Informacédo 14 51,85
Tamanho da leséo (0,3-9cm) 27 100
<0,5 01 3,7
0,6-2,0 08 29,63
2,1-5,0 15 55,56
251 03 11,11

O tamanho das lesdes variou de 0,3 a 9,0 cm, com predominancia no
intervalo de 2,1 — 5,0 cm,em 55,56% (15/27) das amostras. Segundo o Grau de
Broders, 22,22% dos tumores foram classificados como bem diferenciados,
70,38% apresentaram-se moderadamente diferenciados, 3,7% indiferenciados e,

3,7% diferenciados.
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Quanto ao estadio, houve uma leve variacdo: dois pacientes eram
estadio |, doisestadioll e nove eramestadio Ill. Doze pacientes foram submetidos
a quimioterapia com 5-fluorouracil (5-FU) e mitomicina, nas dosagens de 8 —
13mg por infusdo continua do 1° ao 4° dia, combinada a radioterapia em pelve e
iguinais. A radioterapia utilizada foi externa com toxicidade de leve a moderada,
sendo leucorréia, anemia, cefaléia, nduseas, vémitos, ardéncia anal como as

principais queixas relatadas.

Duas pacientes foram encaminhadas a cirurgia abdmoninoperinealpara
ressecgao do tumor residual ou recidiva. A doenga foi considerada
irressecavelemuma delas, sendo submetido a novas sessdes de quimioterapia
com 5-FU e mitomicina e em seguida a tratamentos paliativos. As informacdes
contidas nos prontuarios ndo permitiram o acompanhamento da sobrevida e/ou

desfecho de 6bito.

A tabela 07 demonstra as caracteristicas do desenvolvimento do
carcinoma. Oitocasos apresentaram infiltracdo em, pelo menos, uma das
seguintes estruturas: parede do canal anal, regido perianal, vagina e colo do

tero, regido estromal e regido vulvar.

Foram detectadas cinco pacientes com presenca de algum processo
inflamatoério na lesdo. Foram observados sete casos de comprometimento

linfonodal e dois casos em processo de necrose.

Comprometimentos dos linfonodos foram encontrados em 25,93%. Trés
pacientes apresentaram metastase, sendo duas destas a distancia localizadas

uma na regido do figado e a outra na regido do reto e da vagina.
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Tabela 7. Caracteristicas do desenvolvimento do carcinoma anal dos 27
pacientes estudados com diagndstico de carcinoma de células escamosas anal,
provenientes dos dois hospitais de referéncia de S&o Luis, MA, Brasil.

N =27 100%
Agrupamento de Estadio UICC/TNM
Estéadio | 02 7,41
Estadio Il 02 7,41
Estéadio Il 09 33,33
Estadio IV 0 0
Sem Informacéo 14 51,85
Grau do Tumor
Bem Diferenciado 06 22,22
Moderadamente Diferenciado 19 70,38
Pouco Diferenciado 01 3,7
Indiferenciado 01 3,7
Invaséo
Sim 09 33,33
N&ao 12 44,45
Sem Informagéo 06 22,22
Local da Infiltracdo
Parede do canal anal 01 3,7
Regido Perianal 01 3,7
GorduraPeriretal 01 3,7
Vagina e Colo do Utero 01 3,7
Estromal 01 3,7
Camada Muscular 01 3,7
Perineural 01 3,7
Vulvar 01 3,7
Sem Informacéo 01 3,7
Nao infiltrou 18 66,7
Comprometimento de linfonodos
Sim 07 25,93
N&o 15 55,55
Sem Informacédo 05 18,52
Metastase
Sim 03 11,11
N&o 19 70,37
Sem informacéo 05 18,52
Processo inflamatério
Sim 05 18,52
Nao 12 44.44
Sem Informacédo 10 37,04
Presenca de necrose
Sim 02 7,41
Nao 12 44.44

Semlinformacéo 13 48,15
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As amostras de DNA dos tumores foram enviadas ao Instituto do HPV
onde se procedeu a deteccdo viral egenotipagempela técnica de hibridizacéo
reversa. O DNA do HPV foi detectado em 81,48% (22/27 - p=0,00001)das
amostras de neoplasias anais. A genotipagem revelou que, dentre as amostras,
100% estavam infectadas com tipos virais de alto risco oncogénico, sendo o HPV
16 encontrado em todas das amostras positivas (Tabela 8).

Tabela 8. Infeccdo e prevaléncia do virus HPV emneoplasiasanais dos 27
pacientes provenientes de dois hospitais de referéncia de S&o Luis, MA, Brasil.

N 100%
Neoplasias 27 100
HPV + 22 81,48
HPV - 05 18,52
Tipos de HPV 22 100
HPV 11 07 31,81
HPV16 22 100
HPV18 03 13,63
HPV29 01 4,54
HPV39 02 9,09
HPV45 01 4,54
HPV52 05
HPV59 01 4,54
HPV66 01 4,54
HPV68 02 9,09

Dentre os tipos virais de alto risco, estavam presentes também os tipos
18, 29, 39,4552, 59, 66 e 68. O HPV do tipo 11 foi o Unico de baixo risco
detectado.(Gréfico 03)
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Grafico 03. Prevaléncia do HPV 16 e do HPV Oncogénico ndo 16nas amostras de

carcinoma anal de células escamosas coletadas nos servigos de patologia do HUUFMA e

do IMOAB em Séo Luis - janeiro de 2001 a dezembro de 2011.
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O procedimento revelou que, dentre as amostras, 50,09% (12/22)

estavam infectadas com apenas um tipo viral (infeccdo simples), sendo o HPV 16

de alto risco oncogénico encontrado em todas essas infeccdes. As infeccdes

multiplas apresentaram 45,45% (10/22) de prevaléncia na amostra estudada.

(Grafico 04)
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Gréafico 04. Tipos de HPV distribuidos por infeccdo simples e mdltipla nas
amostras de carcinomas anal dos pacientes atendidos entre os anos de 2001 a

2011 em Sao Luis, MA - Brasil.

HPV 68
HPV 66
HPV 59
HPV 52
HPV 45
HPV 39
HPV 29
HPV 18
HPV 16
HPV 11

10

15

20

25

30

HPV
11

HPV
16

HPV
18

HPV
29

HPV
39

HPV
45

HPV
52

HPV
59

HPV
66

HPV
68

B Multipla infecgdo HPV de alto risco

m Multipla infecgdo HPV de baixo risco

Infecdo simples

14

As Tabelas 08 e 09 demonstram que ndo houve associacdo (p<0,05)

entre a infecgdo pelo virus do HPV e as varidveis sdciodemograficas e clinico-

histopatolégicas (sexo, idade, localizacdo, lesdo predominante, tamanho da lesao,

tipo histoldgico, estadiamento UJCC, grau de diferenciacdo, invasao, infiltracéo,

comprometimento de linfonodos e processo inflamatério) estudadas.




66

Tabela 9.Associacdo entre a variavel sexo com caracteristicas clinico-
histopatoldgicas ea infeccéo pelo virus do HPV, em Séo Luis, MA, Brasil.

HPV (+) N=20 HPV(-) N=7 p-valor
Sexo 0,1751°
F 15 05
M 05 02
Localizag&o 0,2386°
Margem Anal 03 -
Canal Anal 15 05
Margem e Canal Anal 03 03
Les&o predominante 0,7809%
Ulceracao 03 01
Vegetacéo 02 -
Ulceracéo + Vegetacéo 05 01
Estenosante 01 0
Sem informacéo 10 06
Tamanho da les&o 0,3657°
<0,5 - 01
0,6-2,0 06 02
2,1-5,0 11 04
25,1 03 -

Sem informacéo
*Valores significativos p<0,05.°Teste Exato de Fisher.

A Tabela 10 demonstra que ndo houve associacdo estatisticamente
significativa (p<0,05) entre a infeccdo pelo virus do HPV e o desenvolvimento do

carcinoma anal com amostra considerada na pesquisa.
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Tabela 10.Associacdo entre as caracteristicas do desenvolvimento do carcinoma
anal e a infeccao pelo virus do HPV, S&o Luis, MA, Brasil.

HPV (+) HPV (-) p-valor
N=20 N=7
Agrupamento de Estadio UICC/TNM 0,7542
Estadio | - 01
Estadio Il 02 -
Estadio lll 09 -
Estadio IV - -
Sem Informacao 09 06
Comprometimento dos linfonodos 0,3133
Sim 07 -
Nao 11 05
Sem Informacéo 02 02
Processo inflamatdrio 0.3017
Sim 03 02
Nao 12 02
Sem Informacéo 06 04

*Valores significativos < 0,05. Teste g-quadrado

O Gréfico 05 mostra distribuicdo da infeccdo pelo HPV segundo o sexo

em pacientes diagnosticados com carcinoma de células escamosas de regido

anal. A infeccdo pelo papilomavirus humano foi predominante no sexo feminino

acometendo 15 das 20 mulheres diagnosticadas. Entre os homens foi detectado

DNA viral em cinco dos sete casos diagnosticados.

Grafico05. Distribuicdo da infeccdo pelo HPV segundo o sexo, nas amostras de
carcinoma de células escamosas, em Séo Luis, MA, Brasil.
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ANEXOS
ANEXO |

FICHA PADRONIZADA PARA OS PACIENTES HPV E CARCINOMA ANAL - 2001 A 2011 - HUUFMA E IMOAB

DADOS CLINICOS E SOCIODEMOGRAFICOS

SIGLA: IDADE AO DIAGNOSTICO:
DATA DE NASCIMENTO: SEXO:

RESIDENCIA: NATURALIDADE:

EPP: PRONTUARIO: BLOCO:
ESTADO CIVIL: COR:

SOROLOGIA:

DIABETES: HAS: HISTORICO DE CA NA FAMILIA:
QUEIXA INICIAL:

DIAGNOSTICO:

LOCALIZACAO: TNM:

MATERIAL:

TIPO HISTOLOGICO:

TIPO DA LESAO: TAMANHO DA LESAO:
INFILTRAGAO E INVASAO:

COMPROMETIMENTO LINFONODAL:

PRESECA DE PROCESSO INFLAMATORIO:

GRAU DE BRODERS: EMBOLIZACAO LINFATICA:

TRATAMENTO:

QUIMIOTERAPIA
RADIOTERAPIA
CIRURGIA
PALIATIVO

OBSERVACOES:



ANEXO Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

A L
FoseAL G HOSPITAL UNIVERSITARIO
O DIRETORIA ADJUNTA DE ENSINO, PESQUISA E
e = EXTENSAO

COMISSAO CIENTIFICA - cOMIC

D
EARECER CONNBRTANCIADD N° do Protocolo: 001423/2013-70

NATUREZA DO PROJETO Data de Entrada no COMIC: 02/04/2013

Graduagiio () Especializacio () Mestrado (X) | N°do Parecer: 532013
Doutorado ( ) Servico/HUUFMA ( ) Outros ( ) Parecer: APROVADO

I - Identificacao:
Titulo: Prevaléncia e genotipagem de HPV em amostras de tecidos parafinados de carcinoma
anal e lesdes intra-epiteliais de canal anal em pacientes de S&o Luis, Maranhdo.
Pesquisador responsavel: Luciane Maria Oliveira Brito
Identificagio da Equipe Executora: Sulayne Janayna Araujo Guimardes

Unidade do HUUFMA onde ser4 realizado: Unidade Presidente Dutra
Setor de realizagdo: Laboratdrio de Patologia
Cooperagdo estrangeira: Ndo |Multicéntrico: Néo Dissertagao de Mestrado

II - Objetivos

Objetivo Geral
Avaliar a prevaléncia dos tipos de HPV em lesGes intra-epiteliais anais e carcinomas anais

em pacientes tratados no Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Belo (IMOAB) e no
Hospital Universitdrio Presidente Dutra (HUUFMA).

Objetivos especificos

e Avaliar a prevaléncia da infeccdo pelo HPV em lesGes intra-epiteliais anais e carcinomas
anais em pacientes do Maranhdo e correlacionar com os dados nacionais.

e Analisar os tipos mais prevalentes de HPV nas lesdes intra-epiteliais anais e carcinomas
anais em pacientes do Maranh&o e correlacionar com os dados nacionais.

e Conhecer o perfil dos pacientes com lesdes intra-epiteliais anais e carcinomas anais dos
pacientes do Maranh&o e correlacionar com os dados nacionais.

e Analisar possiveis correlagdes entre os dados?ll'nico-cirﬂrgico-radiolégicos (do prontuario
médico), parédmetros histopatoldgicos, infecgdo pelo HPV e tipo de HPV dos . casos
estudados.

III - Resumo do projeto: (Enfocando o tipo de pesquisa, objetivo, metodologia, cronograma,

analise dos dados, financiamento e relevéncia).

Trata-se de um estudo no qual serdo analisados laudos histopatolégicos dos pacientes
diagnosticados no periodo de 01/2001 a 12/2011 com lesdes intra-epiteliais anais e carcinomas
anais, assim como amostras parafinadas de lesGes precursoras e do carcinoma anal do
Laboratério de Patologia do Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Belo (IMOAB) e do
Laboratério de Patologia do Hospital Universitédrio Presidente Dutra (HUUFMA), objetivando
avaliar a prevaléncia dos tipos de HPV em lesdes intra-epiteliais anais e carcinomas anais nas
Instituigdes supracitadas. Para a avaliagéo da relagdo entre os dados epidemiolégicos e clinicos e
a presenga de HPV, serdo utilizados o teste Qui-quadrado e o exato de Fisher, sendo os
resultados considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh&o
Rua Baréo de Itapary, 227 Centro C.E.P. 65. 020-070 S&o Luis - Maranh&o
Tel: (98) 2109-1250 E-mail: cep@huufma.br
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IV - Parecer Consubstanciado

D X APROVADO
D COM PENDENCIA (Em caso de pendéncia fazer a descrig&o)
D RETIRADO (Em caso de retirada descrever o motivo)
D NAO APROVADO (Em caso de ndo aprovado descrever o motivo)
Obs: A avaliacdo de projetos posteriores estara condicionada a entrega do relatério

final (cépia em CD) da pesquisa anterior sob a responsabilidade do investigador
principal.

S&o Luis, 17 de junho de 2013

Profa. Dra G4 'lﬁques
Coordenadora da [COMIC

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo
Rua Baro de Itapary, 227 Centro C.E.P. 65. 020-070 Sé&o Luis - Maranh&o
Tel: (98) 2109-1250 E-mail: cep@huufma.br
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ANEXO Il

HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO W

MARANHAO/HU/UFMA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DE HPFYV EM AMOSTRAS DE TECIDOS
PARAFINATION NF CARCINGOMA ANAI F I FSOFS INTRAFPITFI IAIS NF CANAI
AMAL EM PACIEMTES DE SAD LUIS, MARANHAC

Fesquisador: Lucians Mara Diveira Bnio
Area Tematica:

versiao: 2

CAAE: 07132013.1.0000.5088

IHE'[I'[l.IIl}ﬁﬂ Froponente: Hospital Universiano da Universidade Federal 9o MaranndoHuigFma

Patrocinador Principal: FLIND NF AMPARO & PFEOLIISA A0 DFSFM CIFNTIFICO F TRCNOH O0GITE0
DO MARAMHAD FAPEMA

DADOS DO PARECER

Humero do Parecer: 343.397
Nata da Relatoria: 1R/0R2013

Apresentagio do Projeto:

O e@necer do canal anal aprescnta-ac como um tipo rare de neoplasia. Aproximadamcnte 93% dos ednccrca
nessa regido estio associadas com a infeccdo pelo papilomavirug humano (HPV). A persisténcia da
infecgac pode levar a uma neoplasia intra-cpitelial anal e, posteriormentes, carcinoma. & estudo tem o
obietivo de verificar a prevaléncia da infecgdo por HPY. o estudo analisara amostras parafinadas de lesdes
precursoias = o carcinoma il 2 s=d eealizado no Hospilal Universilanio Presidenle Dube (HOUFMA) = no
Institutn Maranhense de Onenlogia Aldenora Belo (IMOAR) A& enleta dos dados sera realizada com bhase
ngs arquivos de laudos mistopatoldgicos & blocoes de opsia de diagndstico &€ matenal de ressecgao
cirdrgica, além das ldminas espelho coradas com eosina & hematoxilina (HE) correspondentes aos
PEIEIEI'I[EE- dia gnustlcad{:s com lesdes intra-e PIIEIIEIS anals e carcinomas anals do Lakoratdono de PEITDIDQIE
do Hoepital Univeresitario. A amoetra conetara de 150 blocoe de leedee & carcinoema de canal anal de
pacientes assistidos nas instituicdes referdas no periodo de 0172001 a 12/2011. Serdo coletados os Para a
o cxtragiio do DMA acra utilizade material tumeral prescrvade em parafina. Mara a avaliagéo da rclagdo
entre oz dados epidemiclogicos e clinicos e a presenca de HPY, serdo utilizados o teste Qui-quadrado e o

teste sxato de MNisher, sendo os

Enderego: Rua Bario de ltapary n® 227
Rairrn- CFNTRIO CFP- §5.020-.070
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- | “ HUSETTAL UNIVERSARIL LA
| $ ;| M UNIVERSIDADE FEDERAL DO W
Y./ e MARANHAO/HU/UFMA

Coninuagio do Parecer 348,357

resultados considerados estatisticaments significativos quando p0,05. Toda a analise estatistica sera feita
no programa GraphPad (GraphPad Software, CA, USA).A pesguisa tem apoio financeiro da FUND DE
AMPARO & PESQUISA AOQ DESEN CIENTIFICO E TECNOLOGICO DO MARANHAD - FAPEMA.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVOS GERAL

Avaliar a prevaléncia e a genotipagem de HPV em lesdes intra-epiteliais anais e carcinomas anais em
pacientes tratados no Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Belo (IMOAB) e no Hospital Universitario.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a prevaléncia da infecco pele HPY em lesdes intra-epiteliais anais e carcinomas anais em
pacientes do Maranh&o.

- Analisar os tipos mais prevalentes de HPV nas lesdes intra-epiteliais anais e carcinomas anais em
pacientes do Maranhao.

- Conhecer o perfil dos pacientes com lesdes intra-epiteliais anais e carcinomas anais dos pacientes do
Maranhdo.

- Analisar possiveis correlagdes entre os dados clinico-cirdrgico-radicldgicos (do prontuério
médico),pardmetros histopatoldgicos, infecgBo pelo HPY e tipo de HPY dos casoes estudados e comparar
com os dados nacionais e intermacionais.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos que envelvem a participago do sujeito da pesquisa sdc minimes (considerando as dimensdes
peiguica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual) e estio associados ao sigilo e
confidencialidade, uma vez que sera utilizado material tumaoral preservado em parafina, o gual sera
recuperado através do arguivo de blocos & ldminas.

Beneficios:

Os beneficios estardo baseados na avaliagdo da incidéncia da infecgdo pelo HPY lesdes intra-epiteliais
anais e carcinomas anais, podendo comparar o5 dados obtidos com os nacionais e internacionais de
incidéncia assim como avaliar os tipos virais mais prevalentes especificamente na regido maranhense além

de contribuir com estratégias de prevengéo contra o HPY.
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Estudo relevante considerando proposta de avaliar incidéncia da infecgéo pelo HPY em lesdes intraspiteliais

anais e carcinoma anal com o propésite de identificagdo da genotipagem de HPV e

Enderego: Rua Bardo de ltapary n® 227
Bairro: CENTRO CEP: §5.020-070
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HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
_ iﬁ PO UNIVERSIDADE FEDERAL DO W
Y. . MARANHAO/HU/UFMA

Coninuaglo 4o Parscer 348,357

contribuigbes com estratégias de prevengdo. O protocolo apresenta documento de autorizagio das
instituigBes para utilizagdo dos blocos parafinados para a realizaco do estudo, documentos de anuéncia
aszinado pelos membros da equipe executora.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigataria:

O protocolo cumpre com as exigéncias em relago aos "Termos de apresentago obrigatoria®™ folha de
rosto, projec de pesguiza, orgamento e curriculo do(s) pesquisador{es). Atende as exigéncias da Resolugdo
CHSMS n® 466012,

Recomendagdes:

MN&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

O pesquisador atendeu as pendéncias referidas na avaliag@o anterior sendo o protocolo considerado

APROVADC por atender acs requisitos da Resolugdo CNS/MS n® 466/12 ¢ suas complementares.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciacio da COMEP:

MNéo

Congideragbes Finais a critério do CEP:

0 PROJETO atende aos requisitos fundamentais da Resolugdo CHS/IMS n® 466/12 & suas complementares,
sendo considerado APROVADO.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocole devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Relatdrios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente no final da coleta de dados e ao

término do estudo.
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O HOSPITAL UNIVERSITARIO DA

* P UNIVERSIDADE FEDERAL DO W
) em  MARANHAO/HU/UFMA

Coninuagio do Parecer; 348,387

SAQ LUIS, 03 de Agosto de 2013

Asszinador por:

Dorlene Maria Cardoso de Aquino
(Coordenador)
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RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUGAD
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9. ARTIGO CIENTIFICO

9.1 Nome do Periodico com sua classificagdo no WEBQUALIS da CAPES
(A1,A2,B1, B2, B3) na area de avaliacdo Medicina Il

Infectious Agents and Cancer Classificacdo na Webqualis Area de conhecimento
Medicina Il - B1

INFECTIOUS AGENTS
/7 AND CANCER

9.2 Normas Editorias/Normas para as autores

Infectious Agents and Cancer Classificacdo na Webqualis Area de conhecimento
Medicina ll - B1

INFECTIOUS AGENTS
/L AND CANCER
Instructions for authors

Infectious Agents and Canceris an open access, peer-reviewed online journal that
encompasses all aspects of basic, clinical and translational research providing an insight

into the association between chronic infections and cancer.

Each article type published by Infectious Agents and Cancer follows a specific format, as
detailed in the corresponding instructions for authors; please choose an article type from

the list on the left to view the instructions for authors.

The instructions for authors includes information about preparing a manuscript for
submission tolnfectious Agents and Cancer, criteria for publication and the online
submission process. Other relevant information about the journal's policies, the refereeing

process and so on can be found in'About this journal’.
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Infectious Agents and Cancer publishes the following article types:

Research articles
Commentaries
Hypotheses
Letters to the Editor
Meeting reports
Methodologies
Reviews
Short reports

We use plagiarism detecti

Instructions for authors
Research articles

Submission process | Preparing main manuscript text | Preparing illustrations and

figures |Preparing tables | Preparing additional files | Style and language

See 'About this journal’ for descriptions of different article types and information

about policies and the refereeing process.

Submission process

Manuscripts must be submitted by one of the authors of the manuscript, and
should not be submitted by anyone on their behalf. The submitting author takes
responsibility for the article during submission and peer review.

Please note that Infectious Agents and Cancer levies an article-processing charge
on all accepted Research articles; if the submitting author's institution is a BioMed
Central member the cost of the article-processing charge may be covered by the

membership (see About page for detail). Please note that the membership is only
automatically recognised on submission if the submitting author is based at the
member institution.

To facilitate rapid publication and to minimize administrative costs, Infectious
Agents and Cancerprefers online submission.

Files can be submitted as a batch, or one by one. The submission process can be
interrupted at any time; when users return to the site, they can carry on where they
left off.

See below for examples of word processor and graphics file formats that can be

accepted for the main manuscript document by the online submission system.


http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/commentary
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/hypothesis
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/lettertotheeditor
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/meetingreport
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/methodology
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/review
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/shortreport
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#submission-process
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#preparing-main-manuscript
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#preparing-figures
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#preparing-figures
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#preparing-tables
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#preparing-additional-files
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#style-and-language
http://www.infectagentscancer.com/about
http://www.biomedcentral.com/libraries/membership
http://www.biomedcentral.com/libraries/membership
http://www.infectagentscancer.com/about/#apc
http://www.infectagentscancer.com/manuscript
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#file_formats
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#figs_file_formats
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Additional files of any type, such asmovies, animations, or original data files, can

also be submitted as part of the manuscript.

During submission you will be asked to provide a cover letter. Use this to explain
why your manuscript should be published in the journal, to elaborate on any issues
relating to our editorial policies in the '‘About Infectious Agents and Cancer' page,

and to declare any potential competing interests. You will be also asked to provide
the contact details (including email addresses) of potential peer reviewers for your
manuscript. These should be experts in their field, who will be able to provide an
objective assessment of the manuscript. Any suggested peer reviewers should not
have published with any of the authors of the manuscript within the past five years,
should not be current collaborators, and should not be members of the same
research institution. Suggested reviewers will be considered alongside potential
reviewers recommended by the Editor-in-Chief and/or Editorial Board members.
Assistance with the process of manuscript preparation and submission is available
from BioMed Central customer support team.

We also provide a collection of links to useful tools and resources for scientific

authors on our Useful Tools page.
File formats

The following word processor file formats are acceptable for the main manuscript
document:

Microsoft word (DOC, DOCX)
Rich text format (RTF)
Portable document format (PDF)

TeX/LaTeX (use BioMed Central's TeX template)
DeVice Independent format (DVI)

TeX/LaTeX users: Please use BioMed Central's TeX template and BibTeX stylefile

if you use TeX format. During the TeX submission process, please submit your
TeX file as the main manuscript file and your bib/bbl file as a dependent file.
Please also convert your TeX file into a PDF and submit this PDF as an additional
file with the name 'Reference PDF'. This PDF will be used by internal staff as a
reference point to check the layout of the article as the author intended. Please
also note that all figures must be coded at the end of the TeX file and not inline.

If you have used another template for your manuscript, or if you do not wish to use
BibTeX, then please submit your manuscript as a DVI file. We do not recommend
converting to RTF.


http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#additional-files-format
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#additional-files-format
http://www.infectagentscancer.com/about#trials
mailto:info@biomedcentral.com
http://www.biomedcentral.com/authors/authortools
http://www.biomedcentral.com/authors/tex
http://www.biomedcentral.com/authors/tex
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For all TeX submissions, all relevant editable source must be submitted during the
submission process. Failing to submit these source files will cause unnecessary

delays in the publication procedures.

Preparing main manuscript text

General guidelines of the journal's style and language are given below.
Overview of manuscript sections for Research articles

Manuscripts for Research articles submitted to Infectious Agents and
Cancer should be divided into the following sections (in this order):

e Title page
e Abstract
e Keywords

e Background
e Results and discussion

e Conclusions

e Methods

e List of abbreviations used (if any)
e Competing interests

e Authors' contributions

e Authors' information

e Acknowledgements

e Endnotes

e References

e |llustrations and figures (if any)
e Tables and captions

e Preparing additional files

The Accession Numbers of any nucleic acid sequences, protein sequences or atomic
coordinates cited in the manuscript should be provided, in square brackets and include
the corresponding database name; for example, [EMBL:AB026295, EMBL:AC137000,
DDBJ:AE000812, GenBank:U49845, PDB:1BFM, Swiss-Prot:Q96KQ7, PIR:S66116].

The databases for which we can provide direct links are: EMBL Nucleotide Sequence
Database (EMBL), DNA Data Bank of Japan (DDBJ), GenBank at the NCBI (GenBank),
Protein Data Bank (PDB), Protein Information Resource (PIR) and the Swiss-Prot
Protein Database (Swiss-Prot).

You can download a template (Mac and Windows compatible; Microsoft Word 98/2000)
for your article.


http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#style-and-language
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-title
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-abstract
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-keywords
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-background
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-results
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-conclusions
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-methods
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-abbreviations
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-competing
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-contributions
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-information
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-acknowledgements
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-endnotes
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#formatting-references
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#preparing-figures
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#preparing-tables
http://www.infectagentscancer.com/authors/instructions/researcharticle#preparing-additional-files
http://www.ebi.ac.uk/embl/
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
http://www.rcsb.org/pdb/
http://pir.georgetown.edu/
http://us.expasy.org/sprot/
http://www.biomedcentral.com/download/templates/BMC153d.dot
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For reporting standards please see the information in the About section.

Title page
The title page should:

e provide the title of the article
e list the full names, institutional addresses and email addresses for all authors
e indicate the corresponding author

Please note:

e thetitle should include the study design, for example "A versus B in the treatment of
C: arandomized controlled trial X is a risk factor for Y: a case control study"

e abbreviations within the title should be avoided

Abstract

The Abstract of the manuscript should not exceed 350 words and must be
structured into separate sections: Background, the context and purpose of the
study; Methods, how the study was performed and statistical tests used; Results,
the main findings; Conclusions, brief summary and potential implications. Please
minimize the use of abbreviations and do not cite references in the abstract. Trial
registration, if your research article reports the results of a controlled health care
intervention, please list your trial registry, along with the unique identifying number
(e.g. Trial registration: Current Controlled Trials ISRCTN73824458). Please note
that there should be no space between the letters and numbers of your trial
registration number. We recommend manuscripts that report randomized
controlled trials follow the CONSORT extension for abstracts.

Keywords
Three to ten keywords representing the main content of the article.

Background

The Background section should be written in a way that is accessible to
researchers without specialist knowledge in that area and must clearly state - and,
if helpful, illustrate - the background to the research and its aims. Reports of
clinical research should, where appropriate, include a summary of a search of the
literature to indicate why this study was necessary and what it aimed to contribute
to the field. The section should end with a brief statement of what is being reported
in the article.


http://www.infectagentscancer.com/about/
http://www.consort-statement.org/index.aspx?o=1190
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Results and discussion

The Results and discussion may be combined into a single section or presented
separately. Results of statistical analysis should include, where appropriate,
relative and absolute risks or risk reductions, and confidence intervals. The
Results and discussion sections may also be broken into subsections with short,
informative headings.

Conclusions

This should state clearly the main conclusions of the research and give a clear
explanation of their importance and relevance. Summary illustrations may be
included.

Methods

The methods section should include the design of the study, the type of materials
involved, a clear description of all comparisons, and the type of analysis used, to
enable replication.

List of abbreviations

If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first use,
and a list of abbreviations can be provided, which should precede the competing
interests and authors' contributions.

Competing interests

A competing interest exists when your interpretation of data or presentation of
information may be influenced by your personal or financial relationship with other
people or organizations. Authors must disclose any financial competing interests;
they should also reveal any non-financial competing interests that may cause them
embarrassment were they to become public after the publication of the
manuscript.

Authors are required to complete a declaration of competing interests. All
competing interests that are declared will be listed at the end of published articles.
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o PDF (Adode Acrobat)
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e Movies
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o MOV (Quicktime)

e Tabular data
o XLS, XLSX (Excel Spreadsheet)
o CSV (Comma separated values)

As with figure files, files should be given the standard file extensions.

Mini-websites

Small self-contained websites can be submitted as additional files, in such a way
that they will be browsable from within the full text HTML version of the article. In
order to do this, please follow these instructions:

1. Create a folder containing a starting file called index.html (or index.htm) in the root.

2. Put all files necessary for viewing the mini-website within the folder, or sub-folders.
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Style and language
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Currently, Infectious Agents and Cancer can only accept manuscripts written in
English. Spelling should be US English or British English, but not a mixture.

There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are
encouraged to be concise.

Infectious Agents and Cancer will not edit submitted manuscripts for style or
language; reviewers may advise rejection of a manuscript if it is compromised by
grammatical errors. Authors are advised to write clearly and simply, and to have
their article checked by colleagues before submission. In-house copyediting will be
minimal. Non-native speakers of English may choose to make use of a copyediting
service.

Help and advice on scientific writing
The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance,
please visit our page on Writing titles and abstracts for scientific articles.
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Tim Albert has produced for BioMed Central a list of tips for writing a scientific
manuscript. American Scientist also provides a list of resources for science writing.

For more detailed guidance on preparing a manuscript and writing in English,
please visit the BioMed Central author academy.

Abbreviations
Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined
when first used and a list of abbreviations can be provided following the main
manuscript text.

Typography
Please use double line spacing.

Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks.

Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines.
Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title.

All pages should be numbered.

Use the Infectious Agents and Cancer reference format.
Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted.

Please do not format the text in multiple columns.

Greek and other special characters may be included. If you are unable to reproduce
a particular special character, please type out the name of the symbol in full. Please
ensure that all special characters used are embedded in the text, otherwise
they will be lost during conversion to PDF.

Units
Sl units should be used throughout (liter and molar are permitted, however).
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Abstract

Introduction:

The anal squamous cell carcinoma (ASCC) is rare, but its incidence has been

increasing and frequently associated with the presence of human papilloma virus.
Objective:

Aiming to determine the prevalence of HPV infection in this histological variant, the
study analyzed paraffin embedded samples of anal carcinoma at the University
Hospital of the Federal University of Maranhdo (HUUFMA) and Oncology Institute

Maranhense Aldenora Bello (IMOAB) between 2001 and 2011.
Methods:

Data regarding demographic and clinical in the medical records and pathological
reports of 27 patients were collected. The constitutive -globin gene was amplified
to attest the integrity of DNA in the samples. Subsequently, there was amplification
of HPV DNA by PCR using the primer SPF10 and genotyping by reverse

hybridization.
Results:

The global prevalences of HPV, high-risk HPV (HR-HPV), and low-risk HPV (LR-
HPV) types were 74.42%, 25.58%, respectively. The detection of HPV was
positive in 81.48% (p<0,00001) of cases analyzed. An association was found
between anal HPV16 positivity and anal squamous cell carcinomaits was detected
in 100% of the positive samples. High prevalence was also detected HPV11 in
11/27 (40.74%). Multiple infections showed 45.45% (10/22) prevalence in the
study sample. HPV was found in 14,81% of men younger than 52 years vs.

37.05% of women. Seventy four percent were women; and 40.75% of patients
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were aged between 42 and 52 years. Risk factors such as smoking (22.22%) and

alcohol consumption (11.11%) were recorded in the study group.

Conclusion: Our results provide additional evidence in support of strong
association of infection with high-risk HPV, especially HPV 16, in the development
of SCCA, also highlighting a concern with late diagnosis and the need for

monitoring and prevention measures for anal carcinoma.

Key-words: Anal Carcinoma. Squamous Cell Carcinoma. Human papillomavirus.

Multiple infection.
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Background

O virus do papiloma humano (HPV) & um fator de risco importante para o
desenvolvimento do carcinoma de células escamosas (SCCA) tanto na regido ano

- genital como na regido da orofaringe. !

Essa € a neoplasia mais frequente da regido anal, apresenta
comportamento geralmente agressivo, mas ainda € pouco comum, representando
1,5% a 3% das neoplasias do trato gastrointestinal. Afeta principalmente mulheres
acima dos 50 anos, e entre os homens dominam a faixa etaria que vai dos 20 aos
49 anos. Vem apresentando um crescimento expressivo especialmente em
populacdes de risco, como 0s homossexuais e 0s soropositivos. Quando
diagnosticada ainda no inicio diminui a morbimortalidade e aumenta as

possibilidades de cura. **!

No Brasil, a frequéncia do carcinoma anal ndo é conhecida com exatidao.

As estatisticas nacionais a incluem nas ocorréncias de célon e reto. [©

Além disso, as lesbes intraepitelial anal representam um desafio
diagnéstico devido o aumento da sua incidéncia e a clinica inespecifica, que
geralmente é confundida com condi¢Bes anoretais benignas, uma vez que ambas

coexistem em 50% dos casos. "

A deteccao da presenca viral do HPV deve estar presente na avaliacao
clinica, pois sua forte associacdo (80% dos casos) com lesbes na regido anal
pode explicar a progressao dessa lesdo para o carcinoma invasivo, semelhante

ao que ocorre no carcinoma de colo de utero.
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O diagnostico da presenca anal do HPV pode ser realizado na forma
clinica, subclinica e latente. Entre as técnicas empregadas estdo exames que
avaliam as lesbes originadas pelo exame fisico com o toque retal; exames
histopatolégicos para confirmacdo diagndstica como a anuscopia seguida de
bidpsia, além de testes de elevada sensibilidade para deteccéo viral como a

reacdo em cadeia de polimerase (PCR), a captura hibrida e a hibridizacéo in situ.

(10]

No Brasil existem poucos dados epidemiolégicos da infecgcdo anal pelo
HPV, com prevaléncia da infeccdo na regido anorretal estimada em 4,7%. Essa
taxa toma propor¢cBes alarmantes em grupos de risco especificos, como nos
pacientes HIV positivos. Um estudo de Palesfky et al. (2001) relatou no grupo de
pacientes homossexuais masculinos soronegativos a presenca de HPV anal em
61% dos casos e acometendo 93% dos soropositivos. Nas mulheres, esses

valores corresponderam a 42% e 76%, respectivamente. %2

Embora a infecgéo pelo HPV seja fundamental para o desenvolvimento do
SCCA, sua frequéncia ndo é conhecida com exatiddo. No pais, séo limitados os
estudos que avaliam a prevaléncia do HPV na populagéo, a distribuicdo dos
subtipos virais, o papel das infec¢gdes mudltiplas na regidao anal bem como a

associacao do virus com outros fatores de risco.

Desse modo, reunir dados epidemiolégicos de uma determinada regido €
essencial para subsidiar orientacbes especificas de tratamento e prevencao,
como, por exemplo, um esquema eficaz de vacinagao, principalmente nos grupos
de riscos, bem como estabelecer a atribuicdo dos diferentes tipos de HPVs na

histéria natural da infecgéo.
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Os objetivos deste trabalho foram detectar e genotipar o virus HPV no
carcinoma anal de células escamosas e determinar as associacdes existentes

entre a presenca viral e 0s aspectos clinicos - histopatol6gicos.
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Results

As amostras positivas foram enviadas ao Instituto do HPV onde se
procedeu a genotipagem para 0s tipos virais pela técnica de hibridizagéo reversa.
O DNA do HPV foi detectado em 81,48% (22/27) das amostras de neoplasias

anais.

A genotipagem revelou que, dentre as amostras positivas, 100%
estavam infectadas com tipos virais de alto risco oncogénico, com a deteccao do

HPV 16 em todas as amostras (Grafico 01).

Dentre os tipos virais de alto risco, estavam presentes também os tipos
18, 29, 39, 45, 52, 59, 66 e 68. O HPV do tipo 11 foi o Unico gendtipo de baixo

risco detectado.

O procedimento revelou ainda que 50,09% (12/22) estavam presentes
apenas um tipo viral (infeccao simples), sendo o HPV 16 de alto risco oncogénico
encontrado em todos os casos estudados. As infecgBes multiplas apresentaram

45,45% (10/22) de prevaléncia ha amostra examinada (Grafico 02).

Dos pacientes envolvidos na pesquisa 74,07% (20/27) eram do sexo
feminino. A presenca do virus do papiloma humano foi predominante no sexo
feminino acometendo 15 das 20 mulheres diagnosticadas. Entre os homens foi

detectado DNA viral em cinco dos sete casos diagnosticados.

Quando avaliados a idade ao diagnostico dos pacientes acometidos pelo
SCCA, observou-se que variou de 32 a 85 anos de idade, com média de 54,96
anos, desvio padrao de +15,81 e mediana de 51 anos, sendo a faixa etaria mais

prevalente compreendida entre 42 e 52 anos de idade.
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N&o houve associacéo (p<0,05) entre a infeccéo pelo virus do HPV e as
variaveis sociodemograficas e clinico-histopatologicas (sexo, idade, localizacéo,
lesdo predominante, tamanho da leséo, tipo histologico, estadiamento UJCC, grau
de diferenciacéo, invasao, infiltracdo, comprometimento de linfonodos e processo

inflamatorio) pesquisadas (Tabela 01).

N&o foi identificada associacdo estatisticamente significativa (p<0,05)
entre a infeccdo pelo virus do HPV e o desenvolvimento do carcinoma anal com

amostra considerada nesse estudo.
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Discussion

Analisando as 27 amostras de tecido de SCCA coletadas
retrospectivamente, observou-se a alta prevaléncia do DNA do HPV (81,48%) nas
amostras de neoplasias anais desse estudo. Destas, 50,09% apresentavam
presenca isolada do virus, sendo o HPV 16, de alto risco oncogénico, detectado

em todos os casos.

A neoplasia avaliada acometeu, em sua maioria, pacientes do sexo
feminino (74,07%); houve predominio do diagndstico entre 42 e 52 anos de idade
(41%), lesdo do tipo vegetante concomitante a ulcerada (22,22%), cujos
tamanhos em 55,56% dos casos estava entre 2,1 - 5,0cm. Ainda, 70,37% destas
neoplasias comprometeram a regido do canal anal de forma isoladamente e os
padrdes histoldgicos apresentaram-se moderadamente diferenciados em 70,38%

dos casos.

Alemany et al. (2014) em uma abordagem restrospectiva (1986-2011)
delineada e coordenada pelo Institut Catala d’Oncologia (ICO) em Barcelona
(Espanha), avaliaram 496 casos de SCCA invasivo, por meio de um estudo
multicéntrico, na Europa, America do Norte, América do Sul, Africa, Asia e
Oceania, quanto a deteccdo de DNA do HPV pelo ensaio imunoenzimatico de
DNA (DEIA) e genotipagem por hibridizacdo reversa em linha, foi encontrado
taxas de prevaléncia para cada continente de 87,6%, 95,8%, 90,4%, 61,9% e

81,1%, respectivamente.*®!

No estudo de Ouhoummane et al. (2013), em duas areas urbanas de
Quebec (Canada), 606 carcinomas anais invasivos foram diagnosticados entre

1990 e 2005 e 96 casos de carcinomas anal de células escamosas foram
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encaminhadas para deteccdo de DNA do HPV pela técnicade PCR (primers
PGMY) e genotipagem pelo ensaio Linear Array, sendo 92% das amostras
positivas para presenca viral. Esses dados corroboram com os achados da

presente analise.

No Brasil, Guimaraes et al. (2001) analisaram retrospectivamente 11
casos de SCCA entre 1995 e 1999 e Neto et al. (2007) analisaram 91 casos (1993
a 2005). Esses estudos ndo avaliaram a presenca do HPV nas neoplasias, mas
destacaram o papel do HPV como fator de risco para SCCA por meio de dados da

literatura internacional. 516!

Aguiar et al., (2014) realizou um estudo no Hospital Araujo Jorge da
Associacdo de Combate ao Cancer, em Goiania-Goias, entre (2004-2011), 53,5%
das amostras eram de SCCA e 76,3% foram amostras positivas para HPV,
detectadas por PCR (primers SPF10). Os resultados confirmam os dados da
presente pesquisa quanto a prevaléncia do DNA. No entanto, no estudo de Aguiar
et al (2014) ndo foram realizadas genotipagem. Isso evidencia a importancia de

mais estudos, principalmente nas areas com caréncia dessas informacées. 7

Soares et al (2011) avaliando 75 pacientes de ambos os sexos divididos
em dois grupos (Grupo Teste = pacientes com SCCA e Grupo Controle =
pacientes com lesdo anal benigna), provientes do servico do Hospital Ophir
Loyola (HOL), em Belém, no Pard entre os anos de 1998 a 2000 identificou
prevaléncia do DNA viral por PCR e tipagem por hibridizac&o dot blot em 60,6% e
22,6%, repectivamente. Apresentando uma relacdo estatisticamente significante

entre os grupos. 8
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Entre os dados levantados nesse estudo, observou-se grande maioria
dos carcinomas anais em pacientes com idade inferior a 55 anos, sendo, portanto,
individuos mais jovens do que os relatados na literatura. Ouhoummane et al.
(2013) e Alemany et al. (2014) revelaram uma prevaléncia de 80% e 56%,
respectivamente, dos casos de SCCA acima do 50 anos. Esses diferentes
estudos reportam que a faixa etaria mais prevalente foi acima dos 65 anos, assim
como no estudo de Aguiar et al. (2013), com 46,5% entre 61 — 75, 0 que sugere
alta exposicdo e adaptacédo viral ao tecido anal devido a persisténcia por longo

periodo.[t31417]

Quanto a idade, a comunidade cientifica vem demonstrando grande
variacdo. Esse resultado distinto encontrado em nossa analise pode estar
relacionado a fatores de risco associados ao desenvolvimento do carcinoma,
entre eles o homossexualismo, multiplos parceiros, histérico de DST,
imunossupressao (HIV e Transplantados), tabagismo, etilismo, neoplasia cervical
para as mulheres. No entanto, os dados coletados nos prontuérios médicos foram
insuficientes para apresentar o perfil sociodemogréfico e sorologicos das

amostras avaliadas. [** 14 1719

Silva et al. (2011) avaliaram 344 pacientes de ambos 0S sexos com
soropositivos e soronegativos para HIV submetidos a anuscopia de alta resolucao
com bidpsia, e detectaram prevaléncia de lesdo intraepitelial anal de alto grau
significativamente maior em pacientes HIV positivos. A idade média dos pacientes
selecionados foi de 39 anos. Os homossexuais tendiam a ser mais jovens do que
as mulheres (33 anos contra 40 anos) e pacientes sem riscos para o cancer anal

mais velho do que todos os outros grupos (46 anos).!**!
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De 108 amostras de 86 era do sexo feminino (78,8%), com média de
30,44 + 11,2 anos, a faixa etaria era 1-54 anos de idade e 23 era masculino
(21,1%), com média de 31,7 £ 9,4 anos. Em um estudo brasileiro, Nakajima et al.
(2001), analisaram 58 pacientes com cancer anal com média de idade de 61
anos, sendo a faixa etaria mais acometida entre 60 e 64 anos. Ja no estudo de
Silva et al. (2011) a idade média dos pacientes selecionados foi de 39 anos. Em
um estudo os homossexuais masculinos tendiam a ser mais jovens do que as
mulheres (33 anos contra 40 anos) e pacientes sem risco para o cancer anal mais

velho do que todos os outros grupos (46 anos). 192

Alguns dados da literatura internacional mostram que entre as mulheres,
a incidéncia de cancer anal € maior na faixa etaria acima de 65 anos. No entanto,
0s homens apresentam uma taxa ligeiramente mais elevada entre pacientes com

idade de 20 anos para 49 anos. 1%%!

O inicio precoce da atividade sexual sem uso de preservativos contribui
para maior exposicdo a infec¢cdo pelo HPV, principal agente etiologico das
neoplasias anais, implicando no surgimento destas neoplasias nas mais variadas
idade.

Quanto ao género, foi observada maior prevaléncia de carcinoma anal
no sexo feminino (74,07%) em relacdo ao sexo masculino com proporcéo de 2,85
para 1. Nos estudos realizados por Frisch et al. (1997), Daling et al (2004),
Abramovitz et al. (2010) e Alemany et al. (2014) essas taxas variaram de 61,4% a
88% no sexo feminino e 3,6% a 42% no masculino, sendo a proporgcao

encontrada de 2,4 mulheres para cada homem. 32224

Um estudo tcheco realizado por Tachezy et al. (2007), que analisou o

mesmo numero de pacientes da presente pesquisa, revelou a prevaléncia de
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52,4% no sexo feminino. Outros dois estudos, de tamanho amostral pequeno,
realizados no Brasil, observaram a ocorréncia de 62,8 a 78,8% entre as mulheres
contra 21,2 a 37,2% nos homens. Esses resultados sdo bem semelhantes ao

encontrados no presente trabalho. "¢

Acredita-se que existem alguns fatores ligados com o aumento da
frequéncia de HPV na regidao anogenital nas mulheres, dentre eles: multiplos
parceiros sexuais, ter um parceiro sexual que tenha varios parceiros sexuais, ter

parceiro sexual ndo circuncisado e histérico de lesdo ou carcinoma cervical.

Estudo realizado por Giraldo et al. (2009) com 184 mulheres brasileiras
mostrou que havia uma importante associacdo entre lesdes intraepiteliais
cervicais e lesdes intraepiteliais anais. Foi encontrada uma prevaléncia de 17,4%
de lesbes anais nas pacientes com lesdes genitais, e apenas 3,2% nas pacientes

sem lesdes genitais. #°

A infeccdo por HPV nas mulheres pode ser facilitado ainda por praticas
Nao sexuais e auto - inoculagdo (transferéncia via secregao vaginal, digital e

fomites), tendo em vista a proximidade anatdomica do introito vaginal e do anus.

[26,27]

Um estudo realizado nos paises do México, Brasil e Estados Unidos
observou que prevaléncia da infec¢do anal pelo HPV entre homens foi de 38,4%,
considerando dois sitios anogenitais (pénis e anus). Foi relatado também um
aumento da infec¢éo pelo HPV em homens, particularmente entre homossexuais

HIV positivos. 8

No maranhdo dados de um estudo retrospectivo no ano de 2011

mostrou na avaliacdo de 139.505 exames citopatolégicos em mulheres para
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rastreamento do carcinoma de colo de Utero a presenca de alteracdes tipo
neoplasias de baixo e alto grau e carcinoma invasor em 1124. Esse dado foi
fornecido pela Secretaria de Estado de Saude do Maranhdo (SES-MA) e reflete
gue o maranh&o ja possui bem estabelecido um sistema de rastreamento desse
carcinoma. Contundo, € necessario acompanhar também a apresentacao clinica
da regido anal dessas mulheres, haja vista que essas alteracdes citélogicas sao

fatores de risco para o carcinoma anal também. 12

Os resultados desse presente estudo descritivo indicam ainda que o
DNA viral foi identificado em 81,48% (22/27) dos casos. Esses dados corroboram
com os achados nacionais e internacionais apresentados nas pesquisas de
Varnai et al (2005), Ramamoorthy et al (2010) e Soares et al. (2011) com
prevaléncia entre 60,6% e 80%, se aproximando também dos dados de uma
metandlise publicada recentemente, onde de Vuyst et al. (2009) encontraram

prevaléncia de 73%.118.26:30:31]

Esses e outros estudos epidemioldgicos e moleculares vém mostrando
gue a doenca sexualmente transmissivel resultante da infeccdo pelo HPV tem

sido 0 mais importante agente etiolégico da neoplasia anogenital. >3

Foi identificado gendétipo do HPV 16 em 100% das amostras positivas,
representando 22 das 27 pesquisadas. Este é também o tipo viral mais comum
encontrado em outros estudos como aqueles desenvolvidos por Youk et al. (2001)
e Tachezy et al. (2007) que identificaram o mesmo resultado da presente, sendo
assim todas as amostras positivas infectadas pelo tipo 16. Nos estudos de
Ramammoorthy et al. (2010), Komlos et al. (2011), Alemany et al. (2014), Rodel et
al. (2014), Kagawa et al. (2006), Laytragoon-Lewin et al. (2007) o HPV 16 foi

principal tipo evidenciado, acometendo acima de 80% dos carcinomas.?1230333%
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Os tipos 8, 16, 18, 31 e 45 do HPV sao os mais comuns na regiao
anogenital e sdo considerados como oncogénicos. As oncoproteinas E6 desses
tipos virais interagem com a E6AP ubiquitina ligase e se ligam a varias proteinas
celulares, incluindo a p53, causando degradacao proteica e mantendo a célula em
constante proliferacdo. Muitos autores acreditam que o potencial oncogénico

desse virus provavelmente venha dessa interagéo. 3

Os achados de Daling et al (2004) evidenciaram que 0 uso de cigarro
€ um fator de risco na progressdo da infeccdo pelo HPV para carcinoma de
células escamosas em ambos 0s sexos, independente da idade e de outros
fatores de risco. Nesse presente andlise, a maioria dos pacientes estudados é
nao fumante 40,74% e o tabagismo foi avaliado em apenas 14,81%. Esse dado
poderia ter resultado diferente ja que em 37,04% essas informacdes ndo puderam

ser avaliadas por falta de informacéo. 2°

Os fatores de risco dessa neoplasia que podem facilitar a entrada do
papiloma virus humano sdo as doencas prévias locais como fistulas, fissuras,
hemorréidas, ou abcessos, pois causam irritagdo crénica do canal anal. Dentre 0s
pacientes acompanhados, observaram-se que 42% apresentavam fissura anal, as

outras morbidades n&o foram relatadas.

Alguns dados epidemioldgicos indicam que as caracteristicas clinicas
histopatoldgicas e sociais podem influenciar no desenvolvimento da neoplasia
anal. No presente estudo n&o foi encontrada associagdo estatisticamente

significante entre essas variaveis e a presenca do HPV. [18]

O diagnostico de carcinoma de células escamosas anal é simples frente

ao conhecimento da patologia pelo médico e a realizacdo do exame do toque na
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regido anal. Apesar disso, a sintomatologia € comum a quadros hemorroidarios
(dor local, sangramento e massa tumoral). Segundo Fox et al (2005), os pacientes
com carcinoma anal geralmente apresentam massa perianal, com ou sem prurido

anal, ou dor e sangramento.®

No Brasil ainda ha grandes dificuldades em levantar dados na literatura
sobre as caracteristicas demogréficas do carcinoma anal. Cancer de células
escamosas do anus exige uma equipe multidisciplinar e abordagem especializada

para os melhores resultados.

Limitations and strengths

Uma possivel limitagcdo do estudo é a ndo representatividade da amostra
populacional e a indisponibilidade de informacgdes nos prontuarios médicos. E
necessario um esforco maior para garantir o preenchimento dos prontuarios dos
pacientes com lesédo intraepitelial anal ou carcinoma anal, cuja anamnese

contemple dados socioecondmicos, demograficos e laboratoriais.

A raridade do tumor e a falta de manejo clinico podem ser responsaveis
pela escassez de dados. Devido o tamanho amostral, os resultados aqui
encontrados devem ser considerados apenas para a amostra em questdo, sendo

necessarios mais estudos a fim de comprova-los.
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Conclusion

Carcinoma de células escamosas anal ainda € bem raro e seu
crescimento tem sido notado pela comunidade cientifica como preocupante

devido a forte associacdo com o HPV.

Com essa pesquisa foi possivel concluir que o carcinoma de células
escamosas de canal anal teve maior incidéncia no sexo feminino. A deteccdo do
DNA viral nos SCCA apresentou elevada prevaléncia. Sendo o HPV 16 o tipo

mais frequente.

A idade média dos pacientes do estudo foi de 58,96 anos e foi
observada maior frequéncia do virus nas faixas etarias abaixo dos 52 anos.
Prevaleceram as lesdes maiores de 2,1 cm, na regidao do canal anal, em geral
vegetantes e ulceradas e moderadamente diferenciadas. As variaveis clinico-
histopatolégicas ndo tendem a uma associacdo com a infec¢do pelo virus do

HPV.

Esse trabalho confirma a importancia do rastreamento do HPV na regiédo
anal. No entanto, estudos mais aprofundados se justificam para entender os
processos moleculares envolvidos na prevaléncia/persisténcia de determinados

tipos de HPV na populacéo.
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Methods

Foi realizado um estudo do tipo transversal e retrospectivo. no periodo de
janeiro de 2013 a agosto de 2014, em dois hospitais publicos de referéncia na
cidade de S&o Luis, Maranhdo, Brasil. Foram avaliadas 27 bibpsias/pecas
cirrgicas tumorais de carcinomas anal conservados em blocos de parafina e
seus respectivos dados anatomopataldgicos e sécio-demograficos. Este trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo (HU/UFMA com numero de protocolo n°

348,397).

Os critérios de inclusao foram: amostras de lesédo e/ou cancer anal cujas
laminas histoldgicas e blocos parafinados constavam nos arquivos de pacientes
diagnosticados nos Servigos de Anatomia Patologica do IMOAB e no HUUFMA e
permitiram confirmacdo do diagndstico e avaliacdo dos critérios propostos neste

trabalho.

Foram excluidas amostras de lesdo e/ou cancer anal cujas laminas
histol6gicas e/ou blocos parafinados ndo constavam nos arquivos do Servico de
Anatomia Patologica do HUUFMA e do IMOAB; amostras de lesdo anal e/ou
cancer anal de pacientes cujos laudos ndo forneceram informacdées pertinentes ao
estudo; amostras de lesdo e/ou cancer anal de pacientes que tiveram divergéncia
de diagnéstico nos registros (livro de fluxo/prontuéario/laudo histopatologico);
pacientes com outros tipos tumorais que nao fosse do tipo carcinoma de células

escamosas.
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Deteccéo do HPV

Os processos referentes a extracdo e quantificacdo de DNA, bem como
amplificacéo do gene da B -globina por reagéo de cadeia em polimerase (PCR) e
eletroforese foram realizados no laboratério e dependéncias no BioBanco de

Tumores do Maranhéao.

ApoOs a revisdo feita nas amostras pelo médico patologista, foram
selecionados os blocos com representatividade tumoral (com mais de 50% da
area total do fragmento). O processamento da amostra iniciou com a microtomia e
0S cortes seguiram para a desparafinizacdo que consistiu na adicdo de 1ml de
Xilol P.A (Vetec, RJ, Brasil) a amostra sendo esta homogeneizada vigorosamente
em vortex por aproximadamente 10 segundos. A mistura foi submetida a
centrifugacdo a 14.000 rpom por 4 minutos. Esta etapa foi repetida por trés ou
quatro vezes. Caso a parafina ainda permanecesse, a amostra era aquecida a
55°C. O sobrenadante foi retirado e adicionado 1 mL de Etanol P.A (Vetec, RJ,
Brasil) seguido de homogeneizacdo em vortex e centrifugacédo a 14.000 rpm por 6
minutos. Novamente 1 ml de Etanol foi adicionado a amostra, esta
homogeneizada em vértex e centrifugada a 14.000 rpm por 6 minutos. O
sobrenadante foi retirado e a amostra centrifugada novamente a 14.000 rpm por 1
minuto para completa retirada do etanol. Os tubos foram abertos e incubados a
90°C no termomixer por 1 minuto para a evaporacdo do etanol se completar. Os
cortes foram armazenados em tubos de 2,0 mL a 4°C aguardando a extracao do

DNA.

A extracdo do DNA gendmico das amostras foi realizada com a
utilizacdo de kit de purificacdo QIAamp DNA FFPE Tissue kit (QIAGEN®), de

acordo com o protocolo de extragao sugerido pelo fabricante.
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O processo de amplificacao e genotipagem do genoma do HPV ocorreu

em parceria com o Instituto do HPV, em Sdo Paulo. Para deteccao utlizou os
primers SPFyo que amplificam um fragmento de 65pb da regido L1 dos HPV de
baixo e de alto risco segun do um protocolo do kit INNO - LiPA HPV Genotyping
Extra Amp. Apos o produto é hibridizado e seu sinal padréo é revelado pela acéo
da estreptavidina conjugada com fosfatase alcalina. Esse procedimento é

automatizado e realizado no Autoblot 300-H com programacéo especifica.

O Banco de dados da pesquisa foi tabulado no aplicativo Microsoft
Office® Excel 2010. Para célculos de frequéncias, médias, medianas, desvio

padrdo, minimo e maximo das variaveis utilizou-se o programa Epilnfo 7.

A analise descritiva das variaveis categoricas foi feita por meio da
distribuicdo de frequéncias. Para as variaveis numéricas, foram utilizadas médias,
mediana, desvio padrdo, valor minimo e maximo e intervalo de confianca. Tabelas

e graficos foram construidos apds a analise descritiva.

Para a avaliacdo da relacdo entre os dados epidemioldgicos e clinicos e
a presenca de HPV, foi utilizado o teste Qui-quadrado e o Teste Exato de Fisher,
sendo o0s resultados considerados estatisticamente significativos 5% de

probabilidade p<0,05.
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Gréfico 01. Prevaléncia do HPV 16 e do HPV Oncogénico ndo 16 nas amostras de

carcinoma anal de células escamosas coletadas nos servigos de patologia do HUUFMA e

do IMOAB em Sao Luis - janeiro de 2001 a dezembro de 2011.
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Grafico 02. Tipos de HPV distribuidos por infeccao simples e mdaltipla com HPV de alto

risco e de baixo risco nas amostras de carcinomas anal dos pacientes atendidos entre os

anos de 2001 a 2011 em Séao Luis, MA - Brasil.

68
66 |
59 =
o
B 52
S
g 45
5
S 39
(-9
T 29 |
S
o 18
= 16 L
11
5 10 15 20 25 30
11 16 18 29 39 45 52 59 66 68
B Multipla infecgdo de alto risco 6 7 3 1 2 1 4 1 1 2
B Multipla infec¢do de baixo risco| 0 6 3 1 0 0 3 1 1 1
m Infecgdo simples 0 14 0 0 0 0 0 0 0 0




141

Grafico 03. Distribuicdo da presenca ou auséncia de DNA do HPV nas amostras

carcinoma de células escamosas anal por faixa etaria, Sao Luis, Maranhao, Brasil.
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Tables and captions

Tabela 01. Caracteristicas dos 27 pacientes com carcinoma anal de células escamosas,

Sao Luis, Maranh&o, Brasil janeiro de 2001 a dezembro de 2011.

HPV (+) HPV(-)

N=20 N=7 P
Sexo 0,1751°
F 15 5
M 05 2
Localizagéo 0,2386%
Margem Anal 3 -
Canal Anal 15 5
Margem e Canal Anal 3 3
Lesdo predominante 0,7809°
Ulceracéo 3 1
Vegetacao 2 -
Ulceragéo + Vegetacao 5 1
Estenosante 1 -
Sem informagéo 10 06
Tamanho da leséo 0,3657%
<0,5 - 1
0,6-2,0 6 2
2,1-5,0 11 4
25,1 03 -
Agrupamento de Estadio
UJCC/TNM 0,7542%
Estadio | - 1
Estadio Il 2 -
Estadio I 9 -
Estadio IV - -
Sem Informacéao

9 06
Comprometimento dos 0,3133*
linfonodos
Sim 7 -
Nao 11 5
Sem Informacé&o 2 2

a

Processo inflamatorio 0.3017
Sim 3 2
Nao 12 2
Sem Informacé&o 6 4

Valores significativos p<0,05. *Teste Exato de Fisher. *Qui-quadrado
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Tabela 02. Distribuicdo das frequéncias absolutas e relativas de gendtipos distintos de
HPV conforme a diferenciacdo celular nas amostras de carcinoma anal de células
escamosas coletadas nos servicos de patologia do HUUFMA e do IMOAB em S&o Luis,

Maranh&o, Brasil — janeiro de 2001 a dezembro de 2011.

Diferenciacéao celular

Potencial
Oncogénico | (n=5/6) Il (N=16/20) I (n=1)
Genot||_oo de 3 75% 9 90% 16 100%
Alto risco
Gendtipo de

0, 0, - -
Baixo Risco 1 25% 1 10%




