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Resumo

A incidéncia do carcinoma escamoso anal vem crescendo
expressivamente. Principal fator associado a ele é o Papiloma Virus Humano
(HPV). Estudos epidemiologicos mostram fases pré-clinicas antes do inicio do
cancer anal. Esse trabalho visou a estimar a prevaléncia de alteracdes
citolégicas anais em pacientes com citologia cervical anormal e sem lesdo
macroscopica HPV induzida na regido anal. Foram selecionadas 70 mulheres
com citologia cervical alterada, soronegativas para o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) e sem lesdo perianal macroscopica pelo HPV. As pacientes
foram submetidas a um questionario e foram realizadas coletas de captura
hibrida anal e cervical, bem como de uma amostra de citologia oncologica
cervical e duas amostras anais. A prevaléncia das alteracdes citologicas anais
encontrada foi de 71,4%, sendo que 57,1% apresentaram captura hibrida anal
positiva. A prevaléncia de captura hibrida anal positiva para HPV de alto risco
oncogénico em paciente com citologia cervical de atipia escamosa de
significado indeterminado, provavelmente ndo neoplasico (ASC-US) e de lesao
intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) foi de 27,1% e, em pacientes com
citologia cervical de atipia escamosa de significado indeterminado, néo
podendo excluir leséo intraepitelial de alto grau (ASC-H), lesédo intraepitelial
escamosa de alto grau (HSIL), e carcinoma epidermadide do colo do utero foi de
30%. Pacientes com captura cervical positiva tiveram 4 vezes mais chance de
apresentar captura anal positiva (OR=4; p=0,018). Concluimos haver alta
prevaléncia citolégica anal alterada na populacdo estudada. O risco de
contaminagdo anal é significativo nas pacientes com HPV de alto poder
oncogénico em cérvice, portanto todas as pacientes com citologia cervical
anormal merecem investigacdo anal, independente da gravidade do laudo

citolégico.



Abstract

The incidence of anal squamous cell carcinoma has been growing
significantly. The main risk factor associated with this injurie is the Human
Papilloma Virus (HPV). As studies have shown preclinical stages before the
onset of anal cancer. This study aimed to estimate the prevalence of anal
cytological abnormalities in patients with abnormal cervical cytology and without
macroscopic HPV induced lesions in the anal region. The sample consisted of
70 women with abnormal cervical cytology, seronegative for human
immunodeficiency virus (HIV) and without macroscopic anal lesions. Patients
answered a questionnaire a were submited to collection of anal and cervical
hybrid capture assay and collection of a sample of cervical cytology of two anal
samples. Prevalence of anal cytological abnormalities found in patients with
cervical cytological abormalities without macroscopic anal lesions was 71.4%
and 57.1% of patients showed positive anal capture. Prevalence of positive
hybrid capture to oncogenic anal HPV in patients with cervical cytology of
atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US) and of low
grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) was 27.1%. Prevalence in patients
with cervical cytology of atypical squamous cells — cannot exclude (ASC-H),
high grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) and squamous cell carcinoma
of the uterine cervix in situ or were 30%. Patients with positive cervical capture
were 4 times more likely to present positive anal capture (OR=4, p=0.018). In
conclusion, we found a high prevalence of anal cytology abnormalities in this
population. The risk of anal contamination is significant in patients with
oncogenic HPV in cervix, so all patients with abnormal cervical cytology
deserve anal investigation, regardless of the severity of cytological report.
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1. Introducéo

A incidéncia do cancer anal vem aumentando no mundo inteiro (Salati &
Kadi, 2012). O risco de diagnoéstico de cancer anal durante a vida é em torno
de 1:5000 (Palefsky & Rubin, 2009) e corresponde a 4% de todas as
neoplasias malignas do trato digestoério inferior (Stearns et al., 1980; Ryan et
al., 2000).

O epitélio do canal anal se estende da borda anal até a linha pectinea e
tem revestimento pluriestratificado do tipo escamoso. A linha pectinea é
facilmente identificavel, representando o epitélio de transicdo que fica entre o
revestimento escamoso do canal anal distal e a mucosa do reto (Santos Jr.,
2007) - Figura 1.

CANAL ANAL ELEVADORES

\
| ESFINCTER =
| INTERNO

LINHA
PECTINEA

M. RetZer

Fonte: www.endoclinic.med.br

Figura 1- Canal anal

Na regido entre o canal anal e o reto, o epitélio é constituido
predominantemente por células de transicdo, que apresentam caracteristicas
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semelhantes as do revestimento urogenital e da mucosa glandular do reto
(Santos Jr., 2007).

Os principais tumores observados na regido do anus ou margem anal
sdo: carcinoma espinocelular (CEC), carcinoma de células basais, carcinoma
verrucoso (ou doenca de Buschke-Lovesnstein), sarcoma de Kaposi e doenca
de Paget perianal (Cruz, 2000). Os tumores malignos do canal anal s&o
agrupados em quatro tipos histolégicos: melanoma maligno, adenocarcinoma,
sarcoma e CEC, que representa 80% dos casos (Ryan et al., 2000; Esiashvili et
al., 2002).

Os tumores que aparecem distais a linha pectinea sdo carcinomas de
células escamosas (ceratinizados), sdo também chamados de epidermdides;
os oriundos de tecidos que estdo logo acima da linha denteada sdo carcinomas
de células escamosas (ndo ceratinizadas), chamados de epitelidides. (Santos
Jr., 2007).

Embora a incidéncia do carcinoma escamoso anal venha crescendo no
sexo masculino e feminino, seu aumento € mais expressivo no sexo feminino.
A razdo dessa diferenga ainda néo esta claramente elucidada (Palefsky et al.,
1998; Daling et al., 2004; Grulich et al., 2012; The American Cancer Society,
2014).

Nos Estados Unidos da América, estimou-se a ocorréncia de 7210 novos
casos de cancer anal em 2014, com 950 mortes como desfecho, sendo 580 em
mulheres (The American Cancer Society, 2014). No Brasil, a Gltima estimativa
do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes (INCA) editada em 2014,
revela que no ano de 2010 ocorreram 274 mortes, sendo 176 delas em

mulheres.

Os fatores de risco identificaveis associados ao céancer anal incluem:
historia de sexo anal, mdltiplos parceiros, infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), dermatose crbnica, liquen escleroso,
tratamento imunossupressor, tabagismo e o papilomavirus humano (HPV)
(Daling, 2004; Forman et al., 2012).
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1.1-HPV

ApGs a observacao inicial da presenca de carcinoma in situ adjacente a
uma verruga anal, feita por Oriel e Whimster em 1971, essa relagédo foi
sugerida no primeiro estudo de alteracdes displasicas do canal anal sua
relacdo. Em 1986, os mesmos autores descreveram a presenca de displasia e
carcinoma in situ adjacentes a maioria dos carcinomas anais, mostrando que
as lesdes anais compartilham um padrdo de HPV oncogénico visto nas lesbes
cervicais (Fenger & Bichel,1981 Darraghet et al., 2013).

Somente apds a documentacdo do subtipo 16 do HPV no cancer cervical
se tornou plausivel a associacdo do HPV com o cancer e lesdes pré-
cancerosas anais. Essa relacéo foi confirmada em 1995 com a documentacdo
dos tipos oncogénicos do HPV. Atualmente, € consenso que o principal fator
de risco associado ao cancer anal € o HPV (Darragh et al., 2013; Sehnal et al.,
2013).

O HPV é classificado como pertencente a familia Papilomaviridae,
género Papilomavirus. O virus ndo € envelopado, tem simetria icosaédrica,
com 72 capsdmeros e com genoma de acido desoxirribonucleico (DNA) de fita
dupla circular, constituido de aproximadamente 6.800 a 8.400 pares de base
(Rivoire et al. 2001; Neves et al. 2002). Possui regido early (E), formada pelos
genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7. Sua expressdo € manifestada em células
infectadas ndo produtivas e células transformadas. Essa regido codifica as
seguintes proteinas reguladoras virais: E1- tem relacdo com replicacao viral, E2
- com a transcricdo e replicacdo, E4 - com a maturacdo viral e alteracdo da
matriz intracelular, enquanto que as outras (E5, E6 e E7) estdo envolvidas na
transformacao celular (Fehrmann et al, 2003; Lee et al, 2000). Outra regiao,
descrita como late (L), € formada pelos genes L1 e L2, que codificam as
proteinas do capsideo e que se expressa somente em células infectadas. A
proteina L1, também chamada de proteina maior do capsideo, apresenta
sequéncia de residuos de aminoacidos especifica para o género. A proteina

L2, também chamada de proteina menor do capsideo, é altamente especifica
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para o tipo viral. A presenca de L1 é correlacionada a presenca de HPV intacto
nos tecidos, muito usada como alvo na identificacdo viral em métodos que
utilizam biologia molecular (Payne et al.,1996). Somando-se a essas
consideracdes, o genoma é também dotado de uma regido reguladora Long
Control Region (LCR) ou Upstream Regulatory Region (URR), que varia de 400
a 1000 pares de base, localizadas entre as regides L1 e E6. Nessa regio,
existem sequéncias estimuladoras e repressoras da transcricdo viral, além da

origem da replicacdo (Lee et al, 2000).

1.2 - Expressao do genoma do HPV

A carcinogénese € um processo de multiplas etapas que envolvem tanto
mudancas genéticas quanto epigenéticas, culminando na ativacdo de proto-
oncogenes e/ou inativacdo dos genes supressores de tumor (Holowaty et al.;
1999). A passagem da célula pelas diversas fases do ciclo celular é realizada
de forma rigida por genes controladores do ciclo. Uma célula maligna difere de
uma célula normal principalmente pela sua independéncia desse controle,
sendo necessario um acumulo de mutacbes nos cromossomos para tal

transformacao (Kisseljov, 200).

A maioria das infeccdes pelo HPV nédo tém manifestacao clinica, porém
cerca de 10% desenvolvem verrugas, papilomas ou lesdes intraepiteliais (Hoots
et al.,, 2009). Alguns subtipos de HPV tém sido responsabilizados pelo
desenvolvimento de malignidade nas regides que comumente infectam,
compreendendo, na mulher, a regido do perineo, vulva, vagina, colo de Utero e
regido anal. Assim, de acordo com o comportamento biolégico, o HPV pode ser
subdividido em tipos de baixo risco oncogénico (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70, 72 e 81), e alto risco oncogénico (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 66, 68, 73, e 82) (Schiffman et al., 2009).

Embora o HPV 16 seja o principal genotipo relacionado ao cancer anal,
outros subtipos como 18, 31, 33 e 45 também podem estar envolvidos no
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desencadeamento da neoplasia anal, at¢ mesmo O HPV de baixo risco
oncogénico. (Wieland & Pfister, 1997; Salati & Kadi, 2012).

O ciclo de vida produtiva do HPV é dependente da diferenciacéo celular.
(Silva et al., 2003). A infec¢éo inicial por HPV ocorre nas células localizadas
nas camadas basais do epitélio escamoso estratificado. Nesse processo, apos
a entrada do HPV na célula, o genoma viral se estabiliza na forma de
elementos extracromossOGmicos no ndcleo e a seguir 0 numero de copias virais
aumenta para aproximadamente 50 por célula. Ao se dividirem, essas células
distribuem equitativamente o DNA viral entre as células-filhas. Uma das
células-filhas migra da camada basal e inicia o programa de diferenciacédo
celular, enquanto as demais continuam dividindo-se na camada basal e servem
de reservatério de DNA viral para as posteriores divisdes celulares
(Stubenrauch et al.,1999; Thomas et al. 1999). Na fase produtiva da infeccao,
as células basais sofrem aumento na taxa de proliferacdo. No tecido infectado,
na medida em que as células se diferenciam, ocorre acumulo de virus
replicados nas células superficiais. Nessa fase, observa-se aumento do
material proteico relacionado ao capsideo e acidos nucleicos (Payne et
al.,1996).

A integracdo do genoma viral parece ocorrer ao acaso. Se, por um lado,
ndo ha sitio preferencial de integracdo no genoma, por outro, ha grande
especificidade no local de clivagem do DNA circular do virus, como no caso
dos tumores malignos, nos quais a integracdo do DNA viral ocorre em razéao da
clivagem na regido dos genes E1/E2, com consequente interrup¢éao do controle
transcricional (Villa,1998; Bosch, 2001).

Os genomas virais com mutacbes em E1 induzem a perda da
capacidade de manutencdo do estado epissomal do HPV, por deficiéncia na
replicacdo viral, bem como por alteracdo na transcricdo de genes de expressao
tardia (Bosch et al., 2001). Apés a infeccdo viral, os primeiros genes a se
expressar sao os E1 e E2, cujos produtos estao envolvidos na replicagdo do
genoma viral (Thomas et al.1999; Villa,1998)
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Os genes E1 e E2 agem independentemente quanto aos sitios de
ligacbes na origem de replicacdo (URR) do papilomavirus, porém,
ocasionalmente pode ocorrer a interacdo das proteinas E1 — E2 de modo a
formar um complexo multimérico que auxilia na replicacdo viral (Thomas et
al.,1999; Villa,1998). Nessa situacado, o produto do gene E1, uma fosfoproteina
nuclear de 68 kDa com atividade ATPase de DNA helicase, liga-se na origem
de replicacdo do DNA viral (Bechtold et al., 2003). A proteina codificada pelo
gene E2 é o fator que regula a transcricdo dos oncogenes E6 e E7. Além de
atuar como forte fator transcricional, recentemente foi observado que a
transcricdo, a partir dos promotores da regido E6 do HPV - e 18, é fortemente
reprimida por essa proteina em queratindcitos humanos (Payne et al.,1996;
Benson & Howley, 1995).

A proteina E6 do HPV, de alto risco oncogénico, associa-se a proteina
p53, que regula a passagem pelas fases G1/S e G2/M. O gene EG6 recruta as
proteinas celulares, como é o caso das proteinas da familia AP1 (E6-AP), que
atua como uma ubiquitina ligase, que por sua vez atua no complexo p53,
podendo impedir o efeito supressor da proteina no ciclo celular (Thomas et
al.,1999). A funcao principal do gene E7 do HPV de alto risco € desregular a
maquinaria do ciclo celular da célula infectada principalmente pela inducdo da
transicdo da fase GO/S. Isso é efetuado através da ativacdo de varios genes
celulares pelo gene E7 e pela interacdo dessa proteina com as proteinas que
regulam o ciclo celular. Os genes E6 e E7 sédo considerados 0s genes de maior
poder de transformacdo do HPV (Payne et al.,1996). Acredita-se que a
expressao das proteinas E6 e E7 sejam responsaveis pelo inicio e manutencao
do processo que leva ao cancer (Bechtold, et al., 2003; Zur Hausen et al.,
2000).
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1.3 - Neoplasia intraepitelial (NIA)

A neoplasia intraepitelial anal pode ser definida como a presenca de
alteracdes nucleares no epitélio anal sem violar a membrana basal (Longagre
et al, 2008). Essas alteragbes costumam se iniciar na linha pectinea
(Shepherd, 2007; Longagre et al., 2008).

Em sua evolucdo, da mesma forma que o cancer escamoso do colo do
Utero, estudos epidemiolégicos mostram a existéncia de fases pré-clinicas
antes do inicio do desenvolvimento do cancer anal (Palesfski, 1990; Jay et al.,
1997, Salati 2012; Darragh e Winkler, 2011).

1.4 - Histologia

A dificuldade para a definicdo histopatoldgica das lesdes pré-cancerosas
anais decorre da semelhanca morfolégica entre elas, por isso a adequada
padronizacdo da nomenclatura é importante, especialmente como guia para

manejo correto dessas lesdes (Darragh & Winkler, 2011).

Histologicamente, a NIA caracteriza-se pela presenca de uma mudanca
progressiva (total ou parcial) do epitélio normal do canal anal por células

imaturas que tenham caracteristicas de células basais (figura 2).

Similar a terminologia adotada para lesdes cervicais, em 1986 foi
introduzida a terminologia de neoplasia intraepitelial anal. Essas les6es foram
divididas em 3 graus: I, Il e Ill. Em meados da década de 1990, a International
Agency for Research on Cancer nomeou as lesdes intraepiteliais escamosas
de baixo (NIA I) e alto grau (NIA 1I/lll), através da avaliacdo do risco do
desenvolvimento de cancer induzido pela infeccdo do HPV. A lesdo de alto
grau foi considerada o estagio precursor de carcinoma epidermoide anal
(Scholefield et al.,1992; Darragh et al., 2013).
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Fonte: Medicina Clinica, 2006.

Figura 2- Epitélio pluriestratificado escamoso que reveste o canal anal normal a direita e epitélio

displasico a esquerda (hematoxilina —eosina, aumento 200 vezes).

1.5 - Citologia

Em 1988, o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos realizou
um simpdsio para propor um esquema de registro dos resultados da citologia
cervical (National Cancer Institute Workshop in Bethesda, 1988). As
recomendacfes desse simposio e a sua revisdo, realizada em 1991, ficaram
conhecidas como Sistema de Bethesda (TBS). As caracteristicas principais
dessa proposicao foram a criacdo do termo leséo intraepitelial escamosa (SIL —
Squamous Intraepitelial Lesion), além do estabelecimento de um esquema
envolvendo dois grupos, compreendendo a lesdo de baixo grau (LSIL — Low
Grade Squamous Intraepitheial Lesion) e a de alto grau (HSIL — High Grade

Squamous Intraepitelial Lesion).

A mesma classificacdo de TBS denominou alteragdes condilomatosas
(HPV) e neoplasia intraepitelial cervical (NIC) | como LSIL, enquanto HSIL
compreende NIC Il e lll. O TBS de 1991 néo incluiu outras localizagbes, por
isso, no ano de 2001 foi revisto e reavaliado (Solomon et al., 2002). Como

existem paralelos entre os estudos cervicovaginais e os do canal anal, a
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terminologia do TBS passou a ser empregada na descricdo da citologia anal
(Darragh & Winkler, 2011).

1.6 - Hist6ria natural da NIA

O canal anal e o colo do utero compartiham caracteristicas
embrioldgicas, histolégicas e patoldgicas comuns, pois ambos se desenvolvem
a partir da membrana embridnica, apresentando sitios de fusdo do tecido
endodérmico e ectodérmico para formar a juncdo escamo-colunar (Chaves et
al., 2011).

A génese do cancer de colo uterino depende essencialmente da
infeccdo pelo HPV em uma populacdo de células sitiadas na juncdo entre o
epitélio escamoso e o colunar (JEC), onde ocorre a transformacéo oncogénica
(Mundz et al., 2003; Petry et al., 2014). Essas &areas podem apresentar
mudancas metaplasicas normais, bem como alteragbes displésicas

relacionadas ao HPV (Chaves et al., 2011).

Usando como exemplo a evolugcéo do cancer anal em pacientes HIV+
antes do advento da terapia antirretroviral (TARV) ser instituida, observou-se
gue homens e mulheres HIV+ frequentemente morriam por complicacdes da
imunosupressao. A despeito da menor sobrevida, o risco relativo para cancer
anal em mulheres HIV+ era 6,8 vezes maior em relagcdo a populagdo geral
feminina (Patel et al., 2008). Curiosamente, apés o0 advento TARV e
consequente aumento da sobrevida dos infectados pelo HIV, a incidéncia anual
de cancer anal continuou a crescer (Patel et al., 2008; Piketty et al., 2008).
Provavelmente esse fato est4d associado a maior exposicdo aos fatores de
risco, principalmente ao HPV oncogénico (Palefsky et al., 2009).

Assim, a historia natural da NIA, sua prevaléncia, significancia e
comportamento em pessoas imunocompetentes ou imunossuprimidas, néo
esta totalmente esclarecida. Sabe-se que a lesdo intraepitelial de baixo grau
anal tem resolugcdo espontanea na maior parte dos casos, e que a lesédo

intraepitelial escamosa de alto grau anal é considerada provavel precursora do
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tumor invasor. Estima-se que 8,5 a 13% das lesGes anais de alto grau possam
progredir para CEC, o que chama aten¢do para o potencial de diagnostico e
tratamento precoce na vigéncia de programas sistematicos de rastreamento
(Patel et al., 2007; Shepherd 2007; Longacre et al., 2008; Palefsky et al., 2009;
Salati & Kadi, 2012).

1.7 - Correlagéo entre HPV genital e anal

A infeccdo anal pelo HPV tem se mostrado tdo comum quanto a infeccéo
cervical na populacdo de mulheres saudaveis (Frisch et al., 1993; Forman et
al., 2012). A doenca papilomatosa em 25 a 30% dos casos é multicéntrica
(Scholefield et al., 1992; Giraldo et al., 2009).

A literatura aponta elevado grau de concordancia especifica do mesmo
genotipo do HPV entre as amostras anais e cervicais, indicando uma fonte de
infeccdo comum e muitas vezes simultanea (Goodman et al. 2010; Sehnal et
al., 2013). Sabe-se que pacientes, com historia de cancer de vulva, lesdo
intraepitelial vulvar de alto grau, lesdes precursoras cervicais ou cancer cervical

apresentam maior risco para cancer anal (Sehnal et al., 2013).

Um dos primeiros estudos relacionando o cancer anal e o cancer genital
foi conduzido em dois hospitais londrinos entre janeiro 1992 e julho de 1993
(Ogunbiyi et al., 1994). Os autores correlacionaram mulheres tratadas de
cancer vulvar invasivo, sem tratamento radioterpico na pélvis ou regido anal,
com a presenca do HPV. Observaram, na populacdo estudada, 47,5% de
infeccdo HPV induzida ou NIA, sendo que 94,7 % tiveram o diagndstico
confirmado na primeira inspe¢édo anal. O HPV 16 foi detectado em 48,5% do

material anal.

Palefsky et al. (2001) demostraram que a infeccdo pelo HPV anal é
subestimada nas mulheres HIV+ e HIV- com comportamento de risco, ao

encontrarem, respectivamente, 76% e 42% de infecgao anal.
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O estudo de Palefsky et al. (2001) inspirou Jacynto (2005) a estudar a
prevaléncia de lesdes intraepiteliais escamosas anais em mulheres portadoras
de lesdes intraepiteliais escamosas genitais (colo, vagina, vulva e perineo).
Esse estudo foi um dos primeiros a serem realizados no Brasil, e mostrou
associacao entre NIA e mulheres com lesfes intraepiteliais escamosas genitais

persistentes e/ou multicéntricas.

No Canada, em estudo caso-controle de base populacional (Jiménez et
al., 2009), onde foram levantados todos os casos de CEC em mulheres entre
1992 a 2005, contatou-se que historia prévia de cancer ginecoldgico (colo do
atero, vagina ou vulva), nessa populacao, estava significativamente associada
ao CEC (OR= 10,5), com o tempo médio de 20 anos entre o diagnoéstico de

cancer cervical e cancer anal.

Recentemente, Park et al. (2009) relataram a prevaléncia de tipo
especifico de infec¢do pelo HPV anal em mulheres com neoplasia intraepitelial

do trato genital inferior e cancer cervical.

A partir desses trabalhos, surgiu o0 questionamento sobre a
contaminacdo cervical e anal ocorrer de forma simultanea ou sequéncial. Essa
€ uma importante questdo a ser respondida, uma vez que sua elucidacdo
permitiia definir os grupos de risco e as estratégias de rastreamento
(Goodman et al., 2010).

Goodman et al. (2010) estudaram a aquisicdo sequencial da infeccao
pelo HPV no anus e colo do utero, procurando entender essa associacao
através de uma avaliacao longitudinal de concordancia de infeccdo pelo HPV
anal e cervical. Especificamente, o estudo teve como objetivo determinar se a
infeccéo pelo HPV cervical era um fator de risco para a infec¢ao pelo HPV anal
com o mesmo genotipo viral e vice-versa; em Ultima andlise, pretendia estimar
se tanto o cérvice como o0 anus poderiam funcionar como reservatorio para o
HPV. Os pesquisadores verificaram que o risco de infeccdo anal incidente foi
significativamente maior entre mulheres com infeccdo anterior pelo HPV
cervical genotipicamente concordante, em comparacdo as mulheres sem

infecc@o cervical anterior com gendtipo concordante. Os resultados sugerem
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ser comum, porém nao exclusiva, a ocorréncia de infec¢cdes por HPV anal e

cervical concomitantemente.

O alto grau de concordancia especifica dos achados genotipicos indica
uma fonte comum de infeccéo, tais como a relagcdo sexual (vaginal, anal ou
outro tipo de contato sexual sem penetragdo) com o mesmo parceiro infectado
ou mesmo a auto inoculacdo. As consequéncias clinicas dessas observacdes
incluem taxas elevadas de verrugas genitais e cancer cervical e anal entre
mulheres infectadas pelo HPV, através da disseminacao da infec¢cdo dentro da
area ano genital. Embora o exame citoldgico anal ndo tenha sido incluido nesta
andlise, esses resultados fornecem base parcial para a constatacdo do maior
risco de contaminacdo pelo HPV e sua potencial expressdao morfoldgica no
epitélio anal, em mulheres portadoras de neoplasia intraepitelial cervical ou

cancer cervical (Goodman et al., 2010).

Hessol et al. (2013) analisaram a infeccdo anal e cervical concomitante
pelo HPV e NIA em mulheres infectadas e néo infectadas pelo HIV. O estudo
evidenciou infecgdo anal e cervical concomitante pelo HPV em 42% e 8%
respectivamente das infectadas e nao infectadas pelo HIV. As mulheres HIV+
eram mais propensas a ter o mesmo genétipo de HPV no anus e no colo do

Gtero quando comparadas as HIV-.

Um estudo (Sehnal et al., 2013) de prevaléncia realizado na Republica
Checa descreveu associacdo entre infeccdo anal e cervical pelo HPV em
mulheres HIV-. Foi avaliada a ocorréncia de infecgdo anal pelo HPV em 272
mulheres rigorosamente selecionadas com diferentes graus NIC. Mulheres com
infeccdo em cérvice apresentaram risco 3 vezes maior de infeccdo anal
simultanea. A infeccdo anal e cervical concomitante foi mais prevalente entre
as mais jovens e diminuiu de forma constante até a quinta década. Igualmente,
Lang et al. (2013), estimaram risco 4,7 vezes maior de contaminagdo anal em

jovens com infec¢cdo em cérvice.
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1.8 - Fatores derisco

Para identificar os fatores de risco subjacentes, vale ressaltar um estudo
caso-controle de base populacional feito na Dinamarca e Suécia (Frish et al.,
1997). Essa andlise revelou associacdo consistente e estatisticamente
significativa entre promiscuidade sexual e risco de cancer anal em homens e
mulheres, sendo que, nessas, houve importante correlacdo entre maior nimero
de parceiros do sexo oposto e doencgas sexualmente transmissiveis (DST) com
o CEC. Lang et al. (2013), em um estudo envolvendo mulheres jovens com
multiplos parceiros (mais de quatro) estimaram risco 2,2 vezes maior para
infeccédo pelo HPV anal nessa populagdo. Moscicki et al. (2003) ao estudarem
adolescentes sexualmente ativas, consideraram a presenca de HPV anal e o
namero de parceiros sexuais os fatores de risco mais expressivos para

alteracdo do exame citologico anal.

A maioria das mulheres sexualmente ativas vao adquirir HPV ano genital
em algum momento de suas vidas, a presenca de HPV em cérvice parece ser
fator protagonista para a infeccao anal (Park et al., 2009; Goodman et al., 2010;
Lang et al., 2013; Sehnal et al., 2013; Moscicki et al., 2014).

A pratica do sexo anal merece atencédo especial como fator de risco, pois
embora haja controvérsia na literatura (Frish et al., 1997; Moscicki et al., 2003),
os estudos ndo tem mostrado associacdo entre a infec¢cdo e citologia anal
alterada e a prética de sexo anal (Park et al., 2009, Goodman et al., 2010, Lang
et al., 2013). Um importante estudo para a desmitificacdo da NIA e préatica de
sexo anal foi realizado por Piketty et al. (2003). Os autores encontraram alta
prevaléncia de HPV anal e lesbBes precursoras do cancer anal em homens
heterossexuais HIV+. Da mesma forma, Sehnal et al. (2013) ndo encontraram
relagdo entre a pratica de sexo anal e HSIL em mulheres com infec¢do anal e
cervical concomitantes pelo mesmo genotipo de HPV.

Se a pratica de sexo anal ndo € um fator tdo expressivo como se
pensava, conforme demonstrado, deve-se considerar outras formas de
contaminacdo. E plausivel que infeccBes vaginais e vulvares possam migrar

tanto para o anus como para o colo do Utero, ndo sO atraves de relagbes
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sexuais, mas também através das praticas preliminares sexuais, por células
vaginais descamadas carreadas pelo contetdo vaginal e pela auto inoculagédo
através dos dedos (Goodman et al., 2010). Winer et al. (2010) pesquisaram a
deteccdo de HPV genital na ponta dos dedos de estudantes universitarias com
inicio recente de atividade sexual. Das amostras coletadas, 38,5% eram
positivas para HPV, genital ou digital e, embora o percentual positivo de
presenca simultdnea do HPV nas amostras das pontas dos dedos e dos
genitais tenha sido em torno de 17,8%, em 60,4% dos casos 0 mesmo genotipo

foi concordante.

Condicdes crbnicas como doenca de Crohn e fissuras anais, com
erosdes e constante inflamacdo do epitélio anal, aumentam significativamente
as chances de infeccdo pelo HPV e desenvolvimento de cancer anal (Park et
al., 2009; Salati, & Kadi, 2012; Lang et al., 2013).

Pessoas com imunidade reduzida, como transplantadas e usuarias de
medicamentos supressores do sistema imunolégico, apresentam maior

prevaléncia de contaminacéo viral e CEC (Patel et al., 2007).

Entende-se a importancia do papel da coinfeccdo do HPV/HIV na
patogénese das lesdes intraepiteliais ano genitais. A imunossupressao, ja
mencionada, aumenta o risco de cancer relacionado com o HPV nesses
pacientes. Mulheres HIV+ apresentaram 5 a 7 vezes mais chance de
desenvolver cancer anal e cervical em comparacdo a populacdo geral
(Palefsky, 2016). O papel da TARV na contaminacao cervical pelo HPV ainda é
incerto, porém sabe-se que tem impacto positivo em conter a expressao viral,
diminuindo a incidéncia de HSIL. Na NIA seu efeito € menos conhecido, a
incidéncia de cancer anal continua alta, a despeito da utilizacdo da TARV.
Provavelmente, o aumento da sobrevida do individuo HIV+ proporcionado pelo
tratamento medicamentoso tenha impacto paradoxal na incidéncia das
neoplasias anais (Patel et al., 2008; Chaturvedi et al., 2009; Coutlee et al.,

2012).

Os fumantes  apresentam risco  particularmente  elevado,

independentemente da idade e outros cofatores. Uma explicagcéo viavel para
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uma associacao causal entre tabagismo e cancer anal sédo os danos causados
pelos componentes da fumaca do tabaco ao epitélio anal dos fumantes (Darling
et al., 2004).

Outros fatores de risco a serem ponderados sao uso de drogas ilicitas e
alcool (Piketty et al., 2003; Park et al., 2009; Lang et al., 2013; Moscicki et al.,
2014).

1.9 - Depuracédo do HPV anal

Moscicki et al. (2014) realizaram estudo longitudinal sobre a histéria
natural do HPV anal em mulheres com idade entre 13 e 21 anos, e concluiram
que a depuracao viral ocorre geralmente em 3 anos. O HPV 16 apresenta
depuracdo mais lenta em relacdo aos outros genotipos de alto risco, 0 que vem
ao encontro com o seu de papel na génese do cancer anal. Comportamentos
especificos como uso semanal de alcool, manipulacdo anal, histéria recente de
sexo anal, e 0 ndo uso de preservativo durante o sexo anal, sdo praticas
associadas a persisténcia do HPV 16, sugerindo que intervencdes
educacionais e comportamentais podem diminuir a persisténcia da
contaminacdo viral. Por outro lado, maior nimero de novos parceiros sexuais e
uso de preservativo durante o sexo vaginal foram associados com maior
depuracdo do HPV 16. Os autores consideraram que a troca de parceiros
favoreceu o uso de preservativo 0 que levou ao consequente aumento da
depuracdo do virus em relacdo a quem permaneceu com O mesmo parceiro,
possivelmente também portador de HPV oncogénico. Associacfes
semelhantes foram encontradas para a depuracdo em todas as infec¢des pelo
HPV de alto risco. Somente a presenca concomitante de HPV em cérvice foi

associado a persisténcia do HPV oncogénico néo 16.
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1.10 - Papel da citologia anal no rastreamento da NIA

Relevantes questdes estdo sendo debatidas atualmente, tais como:
Seria a citologia anal o método mais adequado para rastreamento de NIA e
CEC? A gualidade das amostras e a habilidade do citologista na interpretacéo
das laminas afetariam a acurdcia do exame? Quais grupos devem ser
submetidos a coleta e como a mesma seria viabilizada em saude publica
(Carvalho et al., 2011)?

Nadal et al. (2007) avaliou a pertinéncia da citologia anal colhida com
escova no rastreamento de lesdes precursoras anais. Para isso, foram colhidas
amostras do canal anal com escova de 102 doentes HIV+ com queixas
proctologicas. A avaliacdo estatistica revelou sensibilidade de 74% e
especificidade de 61%. Com o objetivo de melhorar a performance da citologia,
Nadal et al. (2009) analisaram a sensibilidade e especificidade da citologia anal
utilizando coleta dupla. Os resultados mostraram sensibilidade de 69% com
uma amostra contra 88% quando somadas duas amostras. Os autores
concluiram que a citologia anal pode ser usada como método de rastreamento,

selecionando os doentes para colposcopia anal e biépsias.

Win et al. (2011) compararam, através de metandlise, a acuracia da
citologia anal e cervical no rastreamento de displasia epitelial moderada e
severa, tendo como padrdo ouro a biopsia guiada por colposcopia anal. O
rastreamento citoldgico anal pareceu ser menos efetivo que o rastreamento
cervical para deteccdo de lesbes de alto grau. Varios fatores podem ter
contribuido para esse fato. Primeiro, tem que ser ressaltado que o
procedimento para coleta de citologia anal é realizada as cegas, ao contrario
da citologia cervical que é feita através de visualizacdo direta do colo uterino.
Além disso, a obtencdo da bidpsia, que é o padrao de referéncia, € mais
desafiadora no canal anal, devido a natureza em colapso do 6rgdo, uma vez
gue as lesbes podem ser obscurecidas pelas dobras de tecido. Outro fator a
ser ponderado é a forma mais adequada da coleta e a leitura do exame
citolégico anal, que pode estar limitadas pela habilidade dos examinadores. O
proprio exame anuscopico de alta resolucdo, para visualizar areas que

meregam biopsia dirigida, ainda vem sendo aprimorado.
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Cachay et al. (2012) avaliaram meta-analiticamente o cut-point para
especificidade, sensibilidade de citologia cervical e anal na deteccao de leséo
intraepitelial escamosa alto grau, usando como padrdo ouro a histopatologia,
obtida através de bidpsia dirigida pelo colposcopio. O estudo mostrou que para
ASC-US a sensibilidade da citologia anal em ambas configuracdes, anal e
cervical, foram semelhantes, enquanto que para a detec¢cédo de HSIL foi menos

especifica do que a citologia cervical (p=0,04).

O exato papel representado pela citologia no diagnostico precoce de
lesbes precursoras do cancer anal ainda continua em intensa experimentagao.
Os dados obtidos até o momento apontam para o entendimento de que
enquanto ndo se encontrar uma maneira pratica, menos falivel e
economicamente viavel de realizar a prevencdo do cancer anal, a citologia

continuara sendo utilizada para este desiderato (da Costa e Silva et al., 2005).

Porém, analogamente a prevencdo do cancer cervical, para estudar a
doenca anal HPV induzida mediante citologia alterada, necessita-se anuscopia

de alta resolucéo e, quando necessaria, bidpsia dirigida (Jacyntho, 2005).

1.11 - Seguimento e tratamento

O diagndéstico precoce da NIA tem como meta o tratamento precoce e a
erradicacdo da doenca anal sempre visando a conservacdo da funcdo
anorretal. Apdés o tratamento, a vigilancia em longo prazo € fundamental para
tratar a recorréncia e prevenir sua progressdo para o cancer anal (Darragh &
Winkler, 2011).

O modelo do seguimento das lesdes anais (Fluxograma 1) é semelhante
ao modelo de seguimento do cancer de colo do utero, onde a citologia anal é
usada para deteccao de lesbes precoces para encaminhamento dos pacientes
para anuscopia de alta resolucdo com biopsia dirigida (Darragh & Winkler,
2011).
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A conduta expectante pode ser apropriada apenas para pacientes HIV-
com LSIL comprometidos com acompanhamento a cada 4 a 6 meses
(Scholefield et al., 2005). Para HSIL ndo ha forte evidéncia para favorecer
qualquer tratamento especifico; a escolha do mesmo depende da apresentacao
clinica, fatores do hospedeiro, a preferéncia do paciente e da experiéncia do
médico (Nadal & Manzione, 2008).
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Fluxograma 1 - Seguimento da NIA

CITOLOGIA

 J " k4 L

WORMAL ASC-US L3IL HISIL {ou ASC-H)

L |

k ¥
Feepetir com 11 mese: Arnscopia
(HIV+) HIV - Fepetir —p com biopsiz "
oomi 22 3 anos

L J v ¥

Y Y
Segmente chimico com &
mezes o tratnento com TRATAMENTO
mirimo potencial da
marhidade

Fonte: Cancer Cytopathology, 2011
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1.12 - Futuro

Ao longo da ultima década, a prevencao primaria através da vacinacao
contra o HPV se revelou como estratégia promissora. Os resultados sugerem
que a vacina é eficaz contra a maioria das infeccbes anais para HPV 16/18 e
que essa eficicia é comparavel a do colo do utero. Portanto, os resultados séo
animadores e espera-se que 0s varios tipos de neoplasias, em diferentes sitios
anatdbmicos relacionados ao HPV, possam ser reduzidos nas mulheres

vacinadas profilaticamente contra o virus (Kreimer et al., 2011).

1.13 = Justificativa

O diagndstico oportuno, assim como o tratamento da NIA é um desafio,
pois € assintomatica, o tempo de progressdo € variavel, e uma gestdo

otimizada de rastreamento e acompanhamento ainda permanece controversa.

O modelo oncogénico do desenvolvimento do cancer do colo uterino e
do cancer anal sdo idénticos, sendo que ambos desenvolvem-se através de
lesGes precursoras HPV induzidas (Jacyntho, 2005). Devido a similaridade das
lesGes anais com as cervicais, a citologia oncoldgica anorretal passou a ser
uma ferramenta no rastreamento de lesdes anais em populacdes de risco
(Arain et al., 2005; Kreuter et al., 2005).

Embora néo existam estudos randomizados que comprovem a eficacia
dessa estratégia, o rastreamento do cancer anal vem sendo discutido e
incentivado nos grupos considerados de risco. A magnitude deste problema
esta na alta incidéncia das lesdes precursoras em um grupo muito especifico
de pacientes, tornando-se importante tema em saude publica e motivo de

intensos debates e controvérsias quanto a implementacdo da prevencéo

primaria e secundaria (Fairley et al., 2012).

A citologia anal realizada oportunamente, inserida no programa de
prevencdo do cancer do colo do utero, pode ser o primeiro passo para o

rastreio da NIA e CEC. O diagnostico e o tratamento precoce podem melhorar
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0 prognastico e a qualidade de vida desses pacientes (Carvalho, 2011; Salati &
Kadi, 2012).

Observamos que isso € novo em saude publica no Brasil e no mundo, e
ndo ha diretrizes ou protocolos para o rastreamento sistematico em mulheres
imunocompetentes (Moscick et al.,, 1999; Nadal & Manzione, 2008; Piketty et
al., 2003).

Nessa pesquisa, visamos colocar em pauta a importancia e a
factibilidade do rastreamento na atencdo basica e secundéaria a saude. A
citologia anal ndo necessita de nenhum procedimento anestésico ou
preparacdo prévia e pode ser amplamente realizada apds breve capacitacao

dos profissionais envolvidos.
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2. Objetivos

2.1 - Geral

7

O objetivo do presente estudo é estimar a prevaléncia de alteracbes
citolégicas anais em mulheres imunocompetentes com citologia cervical
alterada e sem lesédo perianal HPV induzida.

2.2 - Especificos

2.21 - Determinar a prevaléncia de HPV oncogénico em pacientes com

citologia cervical de ASC-US e LSIL.

2.2.2 - Determinar a prevaléncia de HPV oncogénico em pacientes com

citologia cervical de ASC-H, HSIL e carcinoma epidermdide do colo do utero.

2.2.3 - Estimar o risco de pacientes com HPV oncogénico no colo do
Gtero apresentarem concomitantemente HPV oncogénico no anus.
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3. Material e método

3.1 - Desenho do estudo

Esse estudo é constituido de um corte transversal, prospectivo e

observacional.

3.2 - Tamanho amostral

O tamanho amostral foi calculado considerando margem de erro de 5%,
para obter um intervalo de confianca de 95%. A presente pesquisa incluiu 70
pacientes, segundo estimativa de prevaléncia de 30% de infec¢cdo anal pelo
HPV (Sehnal et al., 2014).

3.3 - Selecédo dos sujeitos

No periodo de margo de 2012 a junho de 2013, as pacientes com
consulta agendada com a pesquisadora no Ambulatério de Especialidade de
Sapopemba e, com as caracteristicas necessarias para serem incluidas no

estudo, foram convidadas a participarem do mesmo.

3.4 - Critérios de inclusao

Foram incluidas mulheres com as seguintes caracteristicas:

- Citologia oncoldgica cervical recente positiva (até 30 dias de coleta do
exame) para ASC-US, LSIL, ASC-H, HSL e carcinoma epiderméide do colo do

atero.
- Auséncia de tratamento prévio de lesdes precursoras do colo do utero.

- Auséncia de lesédo anal macroscépica HPV induzida em regido perianal
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3.5 - Critérios de exclusao

- Gestante

- HIV+

- Imunossuprimida

- Paciente submetida a histerectomia total abdominal ou vaginal

- Pacientes sem maioridade legal

3.6 - Variaveis

3.6.1 - Variaveis dependentes

3.6.1.1 - Citologia oncologica cervical

Foi utilizada Nomenclatura Brasileira para Laudos Citopatoldgicos
Cervicais (Ministério da Saude, 2014), que adotou o sistema de Bethesda
(TBS) (Solomon et al., 2002), posteriormente adaptado no Brasil pelo Ministério
da Saude em conjunto com Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva (INCA).

Epitélios possivelmente representados na amostra:
- Escamoso

- Glandular (né&o inclui o epitélio endometrial)

- Metaplasico

O diagnéstico descritivo para citologia oncoldgica cervical do TBS esta
representado no quadro 1.
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Quadro 1 — Sistema de Bethesda para citologia do colo uterino

TBS Descricéo
Dentro da Completamente normal
normalidade ~ . ] . .
Alteracbes Benignas: reativas reparativas
celulares —
Inflamacéo sem identificacdo do agente
Atipias Escamosas | ASC-US - possivelmente ndo neoplasica
lul ASC . _ . . L
Ccelulares ASC-H-ndo podendo excluir lesdo intraepitelial de alto
grau
Glandulares | Possivelmente ndo neoplasicas
AGC ~ . o
N&o se pode afastar leséo intraepitelial de alto grau
Origem Possivelmente ndo neoplasicas
indefinida Nao se pode afastar lesdo intraepitelial de alto grau
Lesdo em Lesao LSIL- lesé&o intraepitelial de baixo grau
células intraepitelial | (efeito citopatico do HPV e NIC I)
escamosas SIL

HSIL- leséo intraepitelial de alto grau (NIC Il e NIC 1lI)

Lesdo intraepitelial de alto grau ndo podendo excluir

microinvasao

Carcinoma de células escamosas

Fonte: Ministério da Saude, 2014
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3.6.1.2 — Citologia anal

A terminologia para emisséo dos laudos dos resultados foi baseada nos

critérios adotados pelo Sistema de Bethesda (Solomon et al., 2002; Chaves et

al., 2011).

- Epitélio representado na amostra: Escamoso e células cilindricas da

mucosa retal.

Quadro 2 — Sistema de Bethesda para citologia anal

TBS

Descricao

Dentro da normalidade

Completamente normal

Atipias celulares Escamosas ASC-US — possivelmente ndo neoplasica
ASC
ASC-H- ndo podendo excluir lesédo
intraepitelial de alto grau
Lesdo em células Lesdo LSIL- les@o intraepitelial de baixo grau
escamosas iniraepitelial (efeito citopético do HPV e NIA de baixo grau)
SIL

HSIL- leséo intraepitelial de alto grau (NIA de
alto grau)

Carcinoma de células escamosas

Fonte: Femina, 2011
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3.6.1.3 - Captura hibrida

O ensaio de captura hibrida 2 (HC2) (Iftner & Villa, 2002) é baseado na
hibridizacdo em solucéo, de longas sondas de RNA sintéticos complementares
para a sequéncia genomica de 13 tipos de HPV de alto risco (16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68) e cinco de baixo risco (6, 11, 42, 43, 44).
Nesse processo, as sondas sdo utilizadas na preparacdo das misturas A e B,
de alto e baixo risco respectivamente. O DNA presente na amostra bioldgica €
hibridado em solugdo com cada uma das misturas de sonda, permitindo a
formacédo de hibridos de HPV especifica de DNA-RNA. Estes hibridos s&o
capturados por anticorpos ligados aos pocos de uma placa de microtitulacédo
qgue reconhecem especificamente os hibridos RNA-DNA. Apdos a remocao do
excesso de anticorpos e sondas nédo hibridizadas, os hibridos s&o imobilizados
por uma série de reacdes que dao origem a um produto luminescente que pode
ser medido num luminédmetro. A intensidade da luz emitida, expressa em
unidades de luz relativa, € proporcional a quantidade de DNA alvo presente na

amostra, proporcionando uma medida semiquantitativa da carga viral.

O HC2 esta atualmente disponivel em formato de microplacas de 96
pocos e € de facil execucdo na pratica clinica, dispondo-se de adequado
sistema para automacdo. Além disso, HC2 ndo exige instalacdes especiais
para evitar a contaminacao cruzada, pois ndo depende de amplificacdo do alvo
para atingir alta sensibilidade, assim como os protocolos de proteina C reativa
(PCR). Em boa parte dos testes apenas a mistura para os 13 tipos de alto risco
€ utilizada, o que reduz o tempo e custo do exame. O valor de corte,
recomendado pela FDA, para os resultados do teste positivo € de 1,0 unidades
de luz relativas (equivalente a 1 picograma de DNA de HPV por 1 ml de tampéao

de amostragem).

Varios estudos tém observado que a mistura HC2 da sonda de alto risco

reage de forma cruzada com os tipos de HPV gue nao sao representados na
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mistura da sonda (3,14,15). Peyton et al. (1998), concluiram que HC2 quando
utiliza a sonda de alto risco em um limite de corte igual a 1.0 pg/ml é capaz de
detectar os tipos 53, 66, 67, 73, bem como outros tipos indefinidos, e ao elevar
o corte para 10,0 pg/ml ndo elimina a reatividade cruzada para os tipos 53 e 67.
A reatividade cruzada da sonda HC2 de alto risco para os tipos de HPV que
apresentam um risco significativo para o cancer do colo do Utero pode ser
considerada benéfica, mas reacdo cruzada com tipos de baixo risco faz com
que haja aumento dos resultados falsos positivos, o que pode diminuir a

especificidade do teste (Castelo et al., 2002).

Utilizamos em nosso estudo o teste Digene® HC2/Qiagen® (figura 3) de
captura hibrida, empregando-se sondas de RNA para deteccdo de 13 tipos
virais oncogénicos do HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 60).
O teste Digene® nao determina o tipo especifico presente, apenas o conjunto
citado acima. Ele pode encontrar um resultado falso negativo, o que significa
gue pode falhar em detectar o HPV mesmo quando este esta presente. Isto €
particularmente verdadeiro para aqueles tipos de HPV que o Teste Digene nao
foi desenhado para detectar. Em nossa pesquisa nao foram utilizadas sondas
para deteccdo de tipos virais baixo risco oncogénico. A sensibilidade analitica
deste teste é de 1 pg/ml de DNA-HPV, equivalente a 0,1 coOpia de virus por

célula.

Nesse estudo quando nos referimos ao HPV oncogénico nos referimos
ao grupo de HPV com alto risco para oncogenicidade, lembrando que mesmo o
HPV de baixo risco ocogénico pode evoluir desfavoravelmente (Schiffman et
al., 2009).

Interpretacéo do resultado do teste utilizado nessa pesquisa:

- Considera-se positivo quando a relagdo RLU/PC (Unidade Relativa
de Luminescéncia/Controle Positivo das Sondas) for igual ou maior
que 1pg/ml, equivalente a 0,1 copia de virus por célula. Resultado
negativo indica auséncia de DNA-HPV dos tipos virais oncogénicos

pesquisados.

44



- Em virtude da biologia viral, a comparacédo do resultado da HC2
com a citologia e a histologia sé tem valor quando o intervalo entre
as coletas for inferior a 30 dias.

Fonte: www.mysynergylab.com

Figura 3- Material (kit) Digene ® para HC2

3.6.2 - Variaveis independentes

- Inicio da vida sexual

- Namero de parceiros

- Préatica de sexo anal

- Tabagismo

- Uso de anticoncepcional
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3.6.3 - Variaveis de controle

- Escolaridade
- Idade em anos completos

3.7 - Procedimentos

De acordo com a Prefeitura Municipal de S&o Paulo (Instituto Nacional
do Céancer, 2014), mulheres com vida sexual ativa devem realizar citologia
oncoldgica nas unidades basicas de saude segundo critérios descritos no

fluxograma 2.

Quando o exame citoldgico do cérvice uterino esta alterado, as
pacientes sao encaminhadas para o0s ambulatérios de especialidades
(fluxograma 3) para serem consultadas por ginecologistas que atuam na area
de Patologia do Trato Genital Inferior (Secretaria Municipal de Sdo Paulo,
2014). Nesses ambulatorios, as pacientes sdo rotineiramente submetidas ao
exame colposcoépico e, quando necessario, submetidas a biépsia dirigida.

Pacientes com sorologia para HIV positiva realizada nas unidades
basicas sdo encaminhadas para as unidades especializadas do Programa
Municipal de DST e aids de S&o Paulo (fluxograma 4).
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Fluxograma 2 - Rotina para realizagdo do exame de Papanicolau nas

Unidades Basicas de Saude

EXAME DE PAPANICOLAU

v

BUSCA ATIVA EM TODOS OS
SETORES DA UBS, NA
COMUNIDADE, GRUPQOS E
VISITAS DOMICILIARES

AVALIAR OS EXAMES DE CITOLOGIA ONCOTICA ANTERIORES

l

REALIZOU O
EXAME,

MAS NAO TEM O
RESULTADO

»

>

l l

TEM UM
NUNCA FEZ RESULTADO

O EXAME NORMAL HA MAIS
DE UM ANO

REALIZAR O EXAME e
O MAIS BREVE
POSSIVEL

l

TEM 2 OU MAIS
RESULTADOS
CONSECUTIVOS
SENDO AS
CITOLOGIAS
NORMAIS

ENTREGA
RESULTADO COM
ACONSELHAMENTO
POS-TESTE

Fonte: http://www.saudedafamilia.org/projetos/outros_projetos/acolhimento/caderno_1.pd
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Fluxograma 3 - Rotina para resultado de citologia oncética

REGISTRAR O RESULTADD EM PROMNTUARID
E MNO LWVEO PADEOMNZADD PELO SERWICO

ENCAMINHAR RESULTADO PARA

A EQUIPE E/OU ENFERMEIRA DA UNIDADE

ATIPIAS DE ATIPIAS DE SIGNIFICADO ORIENTACOES DE
SIGNIFICADO INDETERMINADO EM: LESAO INTRA-
INDETERMINADO EM ) EPITELIAL DE
CELULAS e LESAO EPITELIAL DE ALTO GRAU
ESCAMOSAS ALTO GRAU
POSSIVELMENTE e CELULAS ESCAMOSAS — CA MICRO INVASOR
NAO-NEOPLASTICA, NAO SE PODE AFASTAR
OU LESAO INTRA- LESAO DE ALTO GRAU CA EPIDERMOIDE
EPITELIAL DE BAIXO e CELULAS GLANDULARES INVASOR
GRAU o CELULAS DE ORIGEM
INDEFINIDA l
‘l' ENCAMINHAR
REPETIR O EXAME PRIORITARIAMENTE
EM 6 MESES PARA CONSULTA
l MEDICA
PERSISTENCIA
DO RESULTADO
\ 4
CONSULTA MEDICA
PRIORITARIA PARA
SOLITACAO DE EXAMES

COMPLEMENTARES

v

COLPOSCOPIA

SOLICITAGAO DEVE SER REALIZADA PELO MEDICO

Fonte: http://www.saudedafamilia.org/projetos/outros_projetos/acolhimento/caderno_1.pdf
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Fluxograma 4 - Rotina para teste de HIV

OFERECIMENTO DA SOROLOGIA PARA HIV PARA USUARIO COM VIDA SEXUAL
ATIVA, USUARIO DE DROGAS OU QUE RECEBERAM SANGUE ANTES DE 1996

NAO ACEITO ACEITO
ORIENTACAO A RESPEITO ACONSELHAMENTO
DST/AIDS

PRE-TESTE + COLETA
PREVENGCAO

ENTREGA RESULTADO COM
ACONSELHAMENTO POS-TESTE

SE POSITIVO SE NEGATIVO
ENCAMINHAR
PARA UNIDADE ORIENTAR
ESPECIALIZADA PREVENCAO

Fonte: http://www.saudedafamilia.org/projetos/outros_projetos/acolhimento/caderno_1.pdf
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As pacientes com diagnéstico de citologia oncologica alterada nas
unidades basicas de saude da regido sudeste da cidade de Sao Paulo foram
encaminhadas para o Ambulatorio de Especialidade de Sapopemba, através de
uma agenda regulada online, que é disponibilizada pela Secretaria Municipal

da Saude, através da coordenadoria da mesma regiao.

Segundo a rotina do servico, a pesquisadora recebeu pacientes com
citologia oncoldgica alterada no periodo de marco de 2012 a junho de 2013,

para realizacdo de exame colposcopico.

De acordo com a ordem de chegada dos prontuarios na sala da
pesquisadora, as pacientes que atendiam os critérios de inclusdao foram

sequencialmente selecionadas recebendo um namero de identificacéo.

A incluséo foi realizada de modo que os profissionais dos ambulatérios
gue ordenam as pacientes e seus respectivos prontuarios nao tiveram acesso
ao numero sequencial, registrado em caderno de manuseio exclusivo da
médica pesquisadora que atendeu as mulheres no Ambulatério de Patologia

Cervical.

As pacientes que concordaram em participar da pesquisa assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido apresentado pela pesquisadora
(Anexol). Na sequéncia, essas mulheres responderam a questionario (Anexo
2) sobre dados séciodemograficos, antecedentes menstruais, obstétricos e

habitos sexuais.

A seguir, foram submetidas a exame clinico e ginecoldgico cuidadoso,
com inspecdo dos genitais externos e regido perianal, visto que células
provenientes da doenca clinica e subclinica da margem anal poderiam
contaminar o canal anal e potencialmente ocasionar um resultado falso positivo
da citologia (Nadal et al., 2007). Para evitar esse viés, incluimos no estudo
apenas pacientes sem lesdo HPV induzidas na margem perineal e optamos
pela dupla coleta citolégica anal, uma vez que a literatura mostra que, embora

nao ocorra alteracdo da especificidade, ha aumento da sensibilidade de 69%
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com uma coleta, passando-se para 88% com duas coletas (Nadal et al., 2007).
ApOs as coletas anais foram realizadas as coletas cervicais e posteriormente, o
exame colposcépico. Todo o processo de coleta obedeceu a seguinte

sequéncia:

A - Para a realizacdo de todas as coletas em anus, a paciente foi
posicionada em posi¢ao ginecoldgica, afastando-se as nadegas e a pele
do orificio anal para observar a presenca de verrugas ou feridas na

porcao externa do canal anal.

Na sequéncia, introduziu-se a escova com movimentos suaves de
rotacdo até o desaparecimento completo de suas cerdas. Introduziu-se a
escova até 4 centimetros (cm) da borda do orificio anal e a seguir girou-se
a mesma 3 vezes em torno do proprio eixo no sentido horério, de forma a

obter material de toda a circunferéncia do canal anal.

A escova foi retirada e o material foi disposto no sentido horizontal, na
lamina devidamente identificada, em movimentos de sentido Unico, da
direita para a esquerda, esfregando a escova contra a lamina com suave

pressdo, garantindo uma amostra uniforme.

Foram colhidas 2 amostras citolégicas anais fixadas imediatamente com
Propinilglicol aerosol borrifado a uma distancia de 20 cm das laminas,

cobrindo totalmente o esfregaco.

B - A seguir, repetiu-se o procedimento para do teste de captura hibrida
através de citobrush anal. Da mesma forma introduziu-se cuidadosamente
a escova afastando as nadegas de modo a entreabrir o orificio anal. A
escova foi inserida a 4 cm da borda anal e girada 360 graus 3 vezes no
sentido horéario. A escova foi depois retirada e colocada em um frasco,
previamente identificado, contendo 1 mililitro (mL) de solugdo tamponada
(Digene®/Digene Corp., Gaithersburg, Maryland). A haste da escova foi
guebrada de modo a fechar o tubete e o mesmo foi agitado durante

aproximadamente 30 segundos para homogeneizar a amostra.

51



C — Em seguida, passou-se a coleta da citologia cervical convencional

segundo técnica descrita a seguir:

Introduziu-se o espéculo vaginal em posicdo vertical e ligeiramente
inclinado, de modo a né&o traumatizar a uretra. Iniciada a introducao, o
espéculo foi rodado 90° até atingir a posicdo transversa. Uma vez
introduzido totalmente na vagina, o mesmo foi aberto com delicadeza, até
a visualizacdo do cérvice. Com o espéculo aberto realizou-se a inspec¢ao
visual da vagina e colo do utero. Quando houve grande quantidade de
muco ou conteudo vaginal, foi retirado o excesso delicadamente com uma
gaze montada em uma pinca, sem esfregar, para nédo perder a qualidade

do material a ser colhido.

A coleta citologica foi feita na ectocérvice e no canal cervical. Utilizando a
espatula de madeira tipo Ayre, apoiou-se a ponta mais longa da espatula
no orificio externo do colo, fazendo uma raspagem na mucosa
ectocervical em movimento rotativo de 360°, em torno de todo o orificio,
procurando exercer uma presséao firme, mas delicada, sem agredir o colo,
para nao prejudicar a qualidade da amostra. Para a coleta no canal
cervical utilizou-se escova apropriada, introduzindo a mesma

delicadamente no canal cervical, girando a mesma 360°.

Na lamina, ja devidamente identificada, material ectocervical e
endocervical foram dispostos no sentido horizontal, cada uma ocupando
metade da parte transparente da lamina, em movimentos de sentido
anico, da direita para a esquerda, com suave pressao, garantindo uma
amostra uniforme. A lamina foi fixada imediatamente com propinilglicol
aerossol, borrifado a uma distancia de 20 cm, cobrindo totalmente o

esfregaco.

D- Passou-se entdo a coleta da captura hibrida do cérvice (figura 4).
Introduzindo-se a escova no canal cervical, girou-se a mesma 3 vezes em
torno do préprio eixo. Em seguida, a escova contendo o material colhido,
foi retirada e acondicionada em meio de transporte proprio com solugao

tamponada (Digene®), como descrito no item B.
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Na sequéncia foi realizado exame colposcépico e bidpsia dirigida,

guando necessario.

E- Ao término da consulta foi sugerido as pacientes colher uma sorologia
para o HIV.

As laminas contendo as amostras citologicas foram enviadas ao
laboratorio para processamento e andlise morfologica. A analise dos
esfregacos anais e cervicais foi realizada pelo mesmo médico, no laboratério

de anatomia Patoldgica do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER).

O HC2 foi encaminhado a divisdo de laboratorio central do Hospital das
Clinicas Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo (HCFMUSP),
onde DNA HPV foi extraido das amostras de células esfoliadas.

Apbs coleta do material, as pacientes foram orientadas a retornar em 45

dias para conhecimento dos resultados e delineamento do tratamento.

Mulheres com citologia anal alterada e/ou com captura hibrida anal
positiva para HPV oncogénico foram encaminhadas para o ambulatério de
proctologia do Instituto de Infectologia Emilio Ribas para realizacdo de

colposcopia anal.

Todos os dados foram registrados pela pesquisadora na ficha clinica da
paciente (Anexo 2). Uma cépia ficou com a pesquisadora e outra anexada ao

no prontuario institucional da paciente.
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. Fonte: www.mysynergylab.com

Figura 4- sequéncia da coleta de HC2 em cérvice

3.8 - Processamento e andlise de dados

Os formularios foram ordenados numericamente para facilitar seu
manuseio. Inicialmente as informacdes foram registradas e revisadas

manualmente.

Apbs essa fase, os dados levantados nas fichas foram digitados em um
banco de dados construido em planilha Excel® para microcomputador. Apds a
digitacdo foram criadas tabelas descritivas para verificacdo da consisténcia dos
dados para cada variavel do estudo.
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Os dados foram analisados quanto a:

- Prevaléncia de lesdes intraepiteliais escamosas anais em mulheres
com lesdo intraepitelial escamosa do colo uterino sem lesdo anal

macroscopica.

- Prevaléncia de alteracdes citologicas anais e HPV oncogénico em

pacientes com citologia cervical de ASC-US e LSIL.

- Prevaléncia de alteragBes citologicas anais e HPV oncogénico em
pacientes com citologia cervical de ASC-H, HSIL e carcinoma epiderméide do

colo do utero in situ ou invasor.

- Risco de pacientes com HPV oncogénico no colo do utero apresentar

concomitantemente HPV oncogénico no anus.
- Concordancia dos métodos diagnosticos: morfologico e molecular.

As variaveis categoricas: escolaridade, tabagismo, relacdo anal e uso de
anticoncepcional foram expressas pela frequéncia de cada evento. Comparou-
se a frequéncia desses eventos através do teste qui-quadrado de Pearson ou
teste exato de Fisher nos grupos de captura hibrida anal positiva e negativa e
também para outros dois grupos, os de captura hibrida cervical positiva e

negativa.

Para as varidveis numéricas: idade, coitarca, numero de parceiros,
calculou-se o numero de observacfes, a média, o desvio padrédo e os valores
minimos e maximos e as médias foram comparadas através do teste de
ANOVA.

Para testar concordancia entre os diagnoésticos da citologia convencional
e HC2 foi utilizado o coeficiente Kappa, interpretado de acordo com Shrout
(1998): k< =0, ausente; k= 0,01 a 0,19, fraca; 0,20 a 0,39, discreta; k= 0,40 a
0,59, moderada; k= 0,60 a 0,79, substancial; k= 0,80 a 0,99, quase perfeita, e
k=1, perfeita. (Moyses, 2000)
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Em toda a anadlise estatistica foi utilizado o software SPSS® 14.0. A
hipétese de nulidade nos testes realizados foi rejeitada quando o erro tipo | era

igual ou inferior a 5% (p<0,05).

3.9 - Aspectos éticos

Esse estudo foi aprovado em 25 de outubro de 2011 pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros indicado
pela CONEP (Comissdo Nacional em Pesquisa Clinica), uma vez que o
Ambulatério de Especialidade de Sapopemba ndo conta com um comité proprio
(Anexo 2).

Na rotina do Ambulatério de Especialidades de Sapopemba, onde foi
realizado esse estudo, nao foi adicionada nenhuma propedéutica ou
procedimento experimental. Eventuais tratamentos de pacientes excluidas ou
incluidas do estudo foram realizados conforme a necessidade de cada caso, de
acordo com a rotina do servi¢co, que néo foi alterada em funcéo do estudo.

A pesquisa respeitou o anonimato da mulher e o desejo da paciente em
participar do estudo. Mulheres que apresentaram alteracdo no exame anal
foram encaminhadas para o servico de proctologia do Instituto de Infectologia
Emilio Ribas para prosseguir o acompanhamento. Foi considerado e
compartilhado com a paciente o direito de ser tratada e seguida por outro

servigco de sua escolha.

A inclusdo da mulher no estudo foi realizada, exclusivamente, apos

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

Foram cumpridas as recomendac¢Oes do Guiding Medical Doctors in
Biomedical Research Involving Human Subjects da Declaracdo de Helsinque
(World Medical Association, 2002) e a Resolucdo 196/96 (Brasil — Ministério da
Saude, 2012).
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4. Resultados

A populacéo deste estudo consistiu de 70 pacientes acompanhadas no
ambulatorio de patologia do trato genital inferior do Ambulatério de
Especialidade de Sapopemba, da Prefeitura Municipal de Sao Paulo. As
variaveis estudadas nessa etapa da analise foram: idade, coitarca,

escolaridade, tabagismo, coito anal receptivo e anticoncepcao.

4.1 - Caracteristicas da amostra

A idade média entre as 70 mulheres foi 34,1 anos, com mediana de 31
anos e desvio padrdo (DP) 12, variando de 14 a 77 anos. A idade média da
coitarca foi 16 anos, DP 3, variando de 12 a 27 anos. O numero de parceiros
sexuais durante a vida foi em média 4, com DP 6,36, variando de 1 a 50. A
porcentagem de fumantes foi de 25,7%. Quanto a escolaridade, 42,9% tinham
ensino fundamental completo, 51,4% ensino médio completo e 5,7% superior

completo.

Apesar de a amostra incluir mulheres fora da idade reprodutiva, todas
foram indagadas sobre método anticoncepcional. Foi questionado uso de
preservativo masculino, ndo s6 como controle de natalidade, mas como
inserido a rotina da pratica do sexo seguro. Nenhuma paciente utilizou o
preservativo masculino segundo nosso critério de adequabilidade (em toda
pratica sexual do comeco ao fim da mesma) e 37,1% usavam método

anticoncepcional hormonal.

A tabela 1 mostra a relacdo das varidveis em estudo e a presenca de

HPV oncogénico em anus, detectado através do método molecular HC2.
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Tabela 1 - Variaveis em estudo e captura hibrida anal

Captura hibrida anal

Positiva Negativa Total p-valor
N =40 N =30 N=70
Idade
31+9 38+ 14,7 34+£12.2 0,017
Média + Desvio padrao
(14-51) a7-77) (14-77)
(minimo-maximo)
Coitarca
Média + Desvio Padrao 16+£251 17%3,65 16 £ 3
(minimo-maximo) (12-24) (12-27) (12-27) 0,176
Parceiros
Média + Desvio Padréo 517,00 172,70 416,36 0,446
(minimo-maximo) (1-50) (1-10) (12-27)
Escolaridade 0,50
Fundamental - N (%) 15(21,4) 15(21,4) 30(42),9)
Médio - N (%) 22 (31,4) 14 (20,00 36(51,4)
Superior - N (%) 34,3 1(1,4) 4 (5,7)
Tabagista - N (%) 11 (15,7) 7 (10) 18 (25,7) 0,456
Sexo anal - N (%) 25(35,7) 21(30) 46 (65,7) 0,346
Anticoncepcao - N (%) 14 (20) 12 (17,1) 26 (37,1) 0,428
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Das 70 pacientes incluidas, o espectro de alteracdes citoldégicas do
cérvice variou de ASC-US a carcinoma escamoso invasor. Para analise
dividimos as pacientes em dois grupos (0 e 1) de acordo com o grau de

severidade do laudo citolégico.

a- Grupo 0 (baixo risco) para alteracdes citoldgicas cervicais de menor
grau: ASC-US e LSIL

b- Grupo 1 (alto risco) para alteracdes citoldégicas cervicais severas:
ASC-H, HSIL e carcinoma epiderméide do colo do utero.

O grupo 0 compreendeu 52,9% (37/70) dos casos e o grupo 1 47,1%
(33/70).

Em nossa pesquisa, 77% (54/70) das pacientes apresentaram HC2
positiva para HPV oncogénico em cérvice. A presenca viral foi detectada em
46,3% (25/54) dos casos do grupo 0 e 53,7% (29/54) do grupo 1 (tabela 2).

Tabela 2 — Relacao entre o diagndstico citoldgico cervical a presenca do HPV
de alto risco oncogénico em cérvice.

Citologia cervical HPV oncogénico
Positivo Negativo Total
*Grupo 0 25 12 37
**Grupo 1 29 4 33
Total 54 16 70

*Grupo 0 (baixo risco) = ASC-US e LSIL

**Grupo 1 (alto risco) = ASC-H, HSIL e cancer invasor de cérvice
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Encontramos 71% (n=50) de citologia anal alterada, LSIL e HSIL em
47% (33/70) e 24,3 % (17/70) dos casos respectivamente. Nao tivemos
nenhum caso de ASC-US, ASC-H ou CEC. Todas as amostras foram

satisfatorias.

A Figura 1 ilustra o resultado do total de citologias anais alteradas,
nomeadas de positivas (retangulo maior em azul) e o total de citologias anais
normais ou negativas (retangulo menor em vermelho), representando 28,6%
(20/70) dos casos.
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Figura 5- Gréfico das frequéncias
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Observamos presenca de HPV oncogénico em 80% (40/50) das
pacientes, sendo que, em 62% (31/50) dos casos de citologia anal alterada foi
detectada a presenca do virus. Pacientes com diagnostico citolégico anal
normal ou negativo apresentaram contaminacao anal pelo HPV oncogénico em
45% (9/20) dos casos.

Correlacionando o diagnostico morfologico da citologia com a presenca
do virus em 54% (18/33) e 76,4% (13/17) dos casos de diagndstico citoldgico
anal de LSIL e HSIL respectivamente, encontramos HPV de alto risco

oncogeénico.

A frequéncia dos diagndsticos morfoldgicos e sua correlagdo com a

presenca do HPV oncogénico estdo representados na tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncia dos diagndsticos citoldgicos anais e sua relacdo com a
presenca do HPV de alto risco oncogénico em anus.

Citologia anal HPV oncogénico
*LSIL N 33 18
*HSIL N 17 13
Normal N 20 9

*LSIL lesao intraepitelial de baixo grau

** HSIL — lesdo intraepitelial de alto grau

As alteracbes morfologicas encontradas nos diagnosticos de LSIL
refletiram a infeccdo pelo HPV, com mudangas nucleares em células
escamosas superficiais e intermediarias. As altera¢des incluiram paraceratose

atipica e coilocitose. As HSIL foram representadas por hipercromasia nuclear e
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alteracdes na relacdo nucleo / citoplasma. Nao tivemos nenhum caso de ASC-
H, ASC-US e CEC.

N&o houve correlacdo entre a severidade da alteragéo citolégica do colo
do utero e a contaminacdo do anus pelo HPV oncogénico. Embora o maior
namero de casos de presenca viral estejam no grupo 1, a diferenca nao foi

estatisticamente significante (p=0,29).

Tabela 4 - Relacdo entre o grupo citolégico de cérvice 0 que compreende
alteracdes morfologicas menores e o grupo 1 que compreende
lesbes de maior grau com a presenca do HPV de alto risco

oncogénico em anus..

Citologia cervical Captura hidrida anal
Positiva Negativa Total
*Grupo 0 N (%) 19 (27,1) 18 (25,7) 37 (52,9)
“*Grupo 1 N (%) 21(30,0) 12 (17,1) 33 (47,1)
Total N (%) 40 (57,1) 30 (42,8) 70 (100)
P=0,29

*Grupo 0 (baixo risco) = ASC-US e LSIL

**Grupo 1 (alto risco) = ASC-H, HSIL e cancer invasor de cérvice

Da mesma forma, procuramos comparar a presenca de correlagao entre
gravidade da alteracdo citolégica do colo do Utero com a positividade da
citologia anal. As pacientes foram divididas em grupo O e 1, conforme resultado
da citologia cervical. Os dados encontrados foram equilibrados, praticamente
nao sendo observada diferenca entre 0s grupos quanto a positividade ou
negatividade da citologia anal. Esse resultado esta ilustrado na tabela 5.
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Tabela 5 - Relacdo entre o grupo citolégico de cérvice 0 que compreende
alteracdes morfolégicas menores e o grupo 1 que compreende

lesbes de maior grau com a frequéncia de citologia anal alterada.

Citologia cervical Citologia anal
Positiva Negativa Total
*Grupo 0 N (%) 25 (35,7) 12 (17,1) 37 (52,8)
*Grupo 1 N (%) 25 (35,7) 8 (11,4) 33 (47,1)
Total N (%) 50 (71,4) 20 (28,5) 70 (100)

*Grupo 0 (baixo risco) = ASC-US e LSIL

**Grupo 1 (alto risco) = ASC-H , HSIL e cancer invasor de cérvice

Tanto o método molecular como o morfolégico ndo mostraram diferenca
significativa de acometimento anal entres os grupos 0 quanto ao acometimento
anal. Lesdes citolégicas cervicais de menor gravidade e persistentes
representadas no grupo O apresentaram 0 mesmo risco para acometimento
anal quando comparadas com lesdo de maior grau ( grupo 1).

Os exames citolégicos e HC2 foram concordantes em 60% (42/70) dos
casos, 44% (31/70) das citologias anais positivas a HC2 detectou presenca do
HPV oncogénico e, em 15,7% (11/70) das citologias negativas a HC2 nao
detectou a presenca do virus. Embora sejam métodos de natureza diferentes,
um morfolégico e outro molecular, aplicamos o teste de Kappa para verificar a
legitimidade da concordancia.uma vez que a ferramenta que o clinico dispdes
na atencdo basica e secundadia é a citologia. O coeficiente de Kappa mostrou
correlacdo maior que o acaso entre os métodos (0,148; 1C95% 0,115 a 1,298).
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Tabela 6 -.Calculo do coeficiente de Kappa para avaliar a concordancia entre
os dois métodos diagndsticos: citologia anal & HC2 anal.

Citologia anal Captura hibrida anal

Positiva Negativa Total
Positiva N (%) 31 (44) 9(12,8) 40 (57,1)
Negativa N (%) 19 (27,1) 11 (15,7) 30 (42,8)
Total N (%) 50 (71,4) 20(28,6) 70 (100)
Kappa= 0,148

A infeccdo anal e cervical pode ocorrer concomitantemente ou
consecutivamente. Encontramos 50%(35/70) de infeccdo simultanea, 27%
(19/70) apenas em cérvice e 7,1% (5/70) apenas em anus. A presenca do Virus
nao foi detectada em 15,7% (1170) das amostras. A infeccdo anal isolada
ocorreu na minoria dos casos, mais especificamente, 5,7% (11/70) das

amostras.

Um dos objetivos desse estudo é estimar o risco de contaminacédo anal
em pacientes com HPV de alto risco oncogénico em cérvice. Na nossa amostra
estimamos risco 4 vezes maior de infeccdo anal na presenca do HPV
oncogénico em cérvice. Essa analise esta representada na tabela 7.
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Tabela 7 — Risco de contaminacéo anal pelo HPV de alto risco oncogénico em
pacientes contaminadas pelo com HPV de alto risco oncogénico em cérvice.

Captura cervical Captura anal

Positiva Negativa Total
Positiva N (%) 35 (50) 19 (27,1) 54 (77,1)
Negativa N (%) 5 (7,2) 11 (15,7) 16 (22,8)
Total N (%) 40 (57,1) 30 (42,8) 70 (100)

p=0,018; OR=4
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5. Discussao

A semelhanca histolégica entre o colo do utero e o canal anal vem
incentivando o rastreamento das lesGes precursoras anais. Além disso, durante
a ultima década, estudos epidemioldgicos utilizando técnicas de deteccao de
estado-da-arte tém mostrado que o CEC anal, em ambos o0s sexos, estado
associados com o HPV (Darragh & Winkler, 2011).

Os proctologistas sédo considerados fontes de referéncia ideais para
rastrear e tratar HSIL e cancer anal. Porém, ao responderem um inquérito
sobre rastreio da HSIL anal, curiosamente os membros da Sociedade
Americana de cirurgides de colon e reto relataram, em sua grande maioria, ndo
realiza-lo, e, dos que o faziam, muitas vezes ndo tinham sido formalmente
treinados ou utilizavam técnicas consideradas inadequadas (Factor et al.,
2014).

A literatura oferece dados variados sobre alteracdo citologica anal. A
metodologia das pesquisas sdo dispares, ndo ha padronizacdo das formas de
coleta e nem homogeneidade nos grupos estudados. Ha questionamentos
quanto ao rastreamento, seguimento e tratamento das lesdes anais (Darragh &
Winkler, 2011). Além disso, a experiéncia na leitura da citologia anal
convencional é mais limitada e recente quando comparada a citologia cervical
(Win et al., 2011).

A alta prevaléncia de infeccdo pelo HPV no éanus de individuos
imunocomprometidos ou HIV+ tém sido bem documentada, porém pouco se
sabe sobre a epidemiologia da infeccdo anal pelo HPV em mulheres higidas e

sua relagéo com a infecgao cervical (Hernandez et al.,2006)

A eleicdo do tema “Prevaléncia de alteragdes citoldgicas anais em
pacientes com citologia cervical anormal” foi devido aumento da ocorréncia de

CEC em mulheres com comportamento do risco (Sehnal et al., 2013).
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5.1 - Métodos diagndsticos utilizados

Os métodos diagnésticos por nos utilizados foram: citologia esfoliativa
convencional e captura hibrida (HC2). A semelhanca entre o CEC e o cancer
cervical, o conhecimento sobre o agente etioldgico em comum e a possibilidade
dessas duas neoplasias serem passiveis de tratamento quando diagnosticadas
precocemente refletem a relevancia e aplicabilidade clinica dos dados deste
estudo (Grulich et al., 2012).

5.1.1 - Citologia oncolégica convencional

O esfregaco cervical convencional é a técnica atualmente empregada no
rastreamento e seguimento pés-tratamento do cancer de colo do Utero. Apesar
da baixa sensibilidade, a citologia tem alta eficacia, baixo custo e é indolor
(Maia, 2013).

A sensibilidade da citologia anal na literatura varia amplamente, de 45%
a 98%. Essa discrepancia reflete a falta de padronizacdo na coleta das
amostras (Nadal et al., 2009b, Win et al. 2011) e possivel viés intra e

interobservadores no diagnéstico da NIA (Nadal et al., 2007, Win et al., 2011).

E importante ressaltar que a linha pectinea esta localizada a 2 cm da
margem anal e a zona de transformacéo varia de 1 a 2 cm, porém, nas
mulheres, a extensdo do canal anal pode variar de 2,52 - 2,93 cm. Para
aumentar a eficacia da citologia alguns autores defendem a que a realizagédo
de coletas seja feita a 4 cm do esfincter anal, para assegurar a captacao de

células provenientes da zona de transicao (Nadal et al., 2009a; 2009b).

Visando aumentar a sensibilidade da citologia convencional, optamos
pela dupla coleta, introduzindo a escova a 4 cm do esfincter anal, mesmo
ciente de que sua execucao poderia causar desconforto a paciente (Nadal et
al., 2009a).

67



Apesar de nossa populacdo ser composta de pacientes sem leséo
perianal HPV induzida, para evitar resultados falso positivo durante o
procedimento, houve a preocupagédo em evitar contaminagcdo da margem anal
por eventual doenca viral. A escova citologica foi girada contra as paredes do
canal e em torno do proéprio eixo, procurando obter quantidade significativa de
material, abrangendo a maior area possivel, pois as lesfes poderiam se
apresentar de modo pontilhado ou esparso, superficial ou no interior das criptas
(Nadal et al., 2009a).

Todos os procedimentos realizados foram bem tolerados e n&o foram
causa de dor e/ou sangramento anal significativo, tendo sido relatado apenas
discreto desconforto. N&o houve amostras insatisfatorias, provavelmente
devido ao rigor utilizado na técnica de coleta. Arain et al. (2005) e Calore et al.
(2001) também encontraram resultados semelhantes aos nossos. Os autores

citados tiveram poucos ou mesmo nenhum esfregaco insatisfatorio.

Para evitar o viés de leitura interobservadores, todas as laminas foram
avaliadas pelo mesmo patologista, que identificou a quantidade e a qualidade
das células presentes, percentagem de células (glandulares e transicionais) e

classificou os esfregacos segundo o TBS.

O objetivo principal do nosso estudo foi estimar a prevaléncia de
citologia anal alterada, tendo sido constatado que 71,4% das amostras anais
estavam positivas, sendo LSIL (47,1%) e HSIL (24,3%).

Esses resultados séo robustos, visto que, as mulheres arroladas eram
imunocompetentes e ndo apresentavam lesdo clinica perianal. Dados
igualmente expressivos foram encontrados por Calore et al. (2011), onde os
autores observam 59,2% de citologia anal alterada em pacientes com citologia

cervical positiva.

Apesar da heterogeneidade dos estudos envolvendo NIA e alteracdes
epiteliais no colo do utero, alguns autores apontam para maior frequéncia de
alteracdes citologicas anais em pacientes com HSIL e carcinoma invasor de

cérvice (Sehnal et al., 2014), por isso tivemos como objetivos especificos
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verificar diferencas quanto a frequéncia de HPV oncogénico anal em pacientes
com citologias cervicais de ASC-US e LSIL, que sdo lesbes de menor
gravidade, comparadas aquelas apresentando citologia cervical de ASC-H,

HSIL e carcinoma escamoso de colo do utero.

Em nosso estudo a distribuicdo foi uniforme, tanto no grupo O,
constituido por alteracbes cervicais de menor grau, como no grupo 1 que
comportou as lesdes cervicais de alto grau. Esse fato pode ser explicado, pois
incluimos pacientes com ASC-US e LSIL persistentes, expostas ao HPV

oncogénico em aproximadamente metade dos casos.

Com os dados acima encontrados, acreditamos que pacientes com
citologias ASC-US e LSIL persistentes em cérvice merecem analise citoldgica
anal da mesma forma que pacientes com citologias ASC-H, HSIL e carcinoma
de colo do utero. Calore et al. (2011) também n&o observaram poder estatistico
entre alteracdo citologica anal os diferentes resultados morfolégicos da

citologia cervical.

Mediante esses resultados, espera-se que a citologia anal, sendo um
método minimamente invasivo, sem dificuldade técnica para implantacdo e com
relativa sensibilidade para o rastreamento do cancer anal, possa ser colocada
na pauta de normatizac6es em saude publica, inserido no programa de rastreio
do céancer de colo do utero, reforcando o conceito de atencgéo integral a satude
da mulher. Acreditamos que o momento ideal para sua pratica seja no
ambulatério de atencdo secundaria, antes da realizagdo do exame

colposcépico do colo do utero (fluxograma 3).

5.1.2 - Achados morfoldgicos segundo Sistema de Bethesda

Existem poucos estudos que relatam os achados morfolégicos da
citologia anal (Maia, 2013). Scholefield et al., em 1998, foram um dos primeiros
autores a descrever e normatizar citologia anal. No entanto, incluiram apenas
30 amostras anais e nao correlacionaram com diagndstico histopatoldgico.

Darragh e Winklerem (2011), por ocasido da interpretacdo da citologia anal,
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relataram a presenca de células escamosas nucleadas do tipo superficial e
intermediaria, e células escamosas metaplasicas e colunares na amostra

citolégica normal.

Na porcédo distal do canal anal é frequente o aparecimento de células
escamosas anucleadas, originadas do epitélio queratinizado. Quando tais
células estdo presentes em mais de 50% dos esfregacos, o diagndstico €

considerado insatisfatério (Maia, 2013).

De forma geral, uma variedade de organismos pode ser encontrada na
citologia anal, podendo ocasionar alteracdes citopaticas semelhantes as
encontradas na citologia ginecologica (exemplo: herpes e candida). Outros
achados, como ectoparasitas, sdo essencialmente exclusivos do trato

gastrointestinal, sendo raros nos testes de Papanicolaou (Maia, 2013).

Em comparacdo com a citologia ginecoldgica, lesbes mais
queratinizadas e alteracdes degenerativas sdo vistas com maior frequéncia na
citologia anal. Arain et al., em 2005, revelaram numerosas células anucleadas

nos esfregacos e poucos esfregacos foram insatisfatorios para o diagndstico.

Os achados morfolégicos do LSIL e HSIL na citologia anal sao
semelhantes aos achados da citologia cervical, particularmente quando estes
derivam de regides com metaplasia escamosa imatura ou epitélio nao
queratinizado, apesar de alteracdes de queratinizantes serem encontradas.
Paraceratose atipica € um achado comumente identificado nessas lesdes
(Darragh & Winklerem, 2011).

O carcinoma escamoso anal € similar ao do colo uterino, com variavel
namero de células malignas, frequentemente com células queratinizadas
(Roberts & Ekman, 2012). No presente estudo todas as amostras foram
satisfatérias, o que foi compativel com os achados registrados na literatura
(Arain et al.; 2005; Calore et al.; 2011; Maia, 2013). As altera¢des morfologicas
encontradas nos diagnosticos de LSIL, e HSIL foram similares as encontradas
na citologia cervical. As LSIL refletiram a infeccdo pelo HPV e, as alteracbes

morfolégicas encontradas nos esfregacos anais realizados foram paraceratose
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atipica, coilocitose e alteracfes nucleares em células escamosas superficiais e
intermediarias. As HSIL foram representadas por hipercromasia nuclear e
alteragcbes na relacdo nucleo / citoplasma. Dados semelhantes foram descritos
por Darragh e Winkler (2011) e Maia (2013) em relacdo a LSIL, porém, ao
contrario desses autores, ndo tivemos nenhum caso de ASC-US e ASC-H.
Uma possivel explicagdo para esse dado é termos conseguido, nessa
pesquisa, aplicar rigorosamente os critérios de LSIL e HSIL em todos os casos.

Assim como de Maia (2013) né&o tivemos nenhum caso de CEC.

5.1.3 - Captura hibrida

Foi descrita alta prevaléncia do HPV anal entre as populacdes de risco
e existe larga evidéncia na literatura de que as lesfes precursoras do cancer
anal estdo associadas a infeccdo pelo HPV. A infeccdo anal com a
genotipagem do HPV oncogénico pode ser a chave do fator causal das
neoplasias intraepiteliais e do cancer anal, assim como observado no cancer
do colo utero. (Darragh et al., 2013; Sehnal et al., 2013).

No presente estudo, foram avaliados pacientes HIV- sem lesées HPV
induzidas visiveis a ectoscopia. Diversos estudos mostram o beneficio da
combinacdo de ferramentas para deteccdo e rastreamento do céancer anal.
Alguns autores sugerem a deteccdo do HPV oncogénico ou, melhor,
genotipagem do HPV como parte do rastreamento e triagem nos pacientes de
alto risco para desenvolvimento do cancer anal (Darragh & Winkler, 2011).

Estudos vém consolidando o uso da biologia molecular como rotina no
rastreamento das lesbes cervicais e anais em varios paises desenvolvidos
(Phanuphak et al., 2013). Sabemos que o cancer do colo do (tero esta
associado a infeccdo persistente pelo HPV oncogénico, especialmente o
HPV16 e o HPV18 responsaveis por cerca de 70% das neoplasias do colo do
atero (WHO, 2010). A infec¢cdo pode ser causada por um ou mais genotipos
virais, oncogénicos ou ndo, como observou Guimardes et al. (2011), que

encontrou 57% de infecgcdo por mais de um subtipo de HPV de alto risco em
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anus. Em nosso estudo, 77% das pacientes apresentaram HPV oncogénico em
cérvice, 0 que € bastante razoavel, pois nossa amostra foi composta por
mulheres j& selecionadas na atencdo bésica por apresentarem alteracdes

citolégicas persistentes ou severas.

Contudo, a captura hibrida para HPV ndo se encontra dentro dos
procedimentos aprovados para reembolso financeiro no Sistema Unico de
Saude (SUS), impedindo que as varias estratégias de rastreamento, aplicadas
em outros paises, sejam comparadas sob a perspectiva do sistema publico de

saude brasileiro (Caetano et al., 2006).

Nessa pesquisa, a biologia molecular foi utilizada como ferramenta para
legitimar os resultados morfolégicos. Nas amostras analisadas, foi observada
apenas presenca de HPV oncogénico, por ser o responsavel pela expressao

viral mais severa ou persistente (Darragh et al., 2013).

Em concordancia com a literatura, encontramos que a infeccao isolada
cervical foi mais comum que anal, cerca de 30% e 7% respectivamente. Sehnal
et al. (2014), encontraram 40,1% de infecéo isolada cérvice e 5,8% em anus de

pacientes com NIC.

Das 70 pacientes estudadas, mais da metade apresentaram HPV
oncogénico em anus. Em 2001, Palefsky et al. chamaram a atencdo para a
presenca de HPV oncogénico em 42% de mulheres HIV- com comportamento
de risco. Sehnal et al. (2014) também registraram numeros significativos de
contaminacdo anal em mulheres imunocompetentes. Esses autores, assim
como nessa pesquisa, encontraram infeccdo anal em metade das pacientes

com lesdo intraepitelial escamosa e HPV oncogénico em cérvice.

Metade das nossas pacientes tinham HPV oncogénico em anus e
cérvice simultaneamente. Da mesma forma, como mostra a literatura, a
infeccdo concomitante foi maior em pacientes com lesdo citologica cervical
mais grave. No grupo 0, 27% das pacientes apresentaram HPV anal, contra
30% no grupo 1. Esses achados, embora sem poder estatistico p=0.29, séo

similares aos encontrados por Sehnal et al. (2014). Esse dado pode ser
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explicado pelo fato de o cancer do colo do Utero ter como seu principal agente
o HPV 16, que é também o protagonista do cancer escamoso anal (Park et
al.,2009; Sehnal et al., 2014).

Estimamos risco 4 vezes maior (p= 0,018) de contaminacdo anal em
pacientes com HPV oncogénico em cérvice. Sehnal et al. (2013) descreveram
risco 3 vezes maior de infeccdo anal em mulheres HIV- portadoras de HPV em
colo do utero e Lang et al. (2013), apontaram risco 4,7 maior de contaminacao

anal em jovens infectadas pelo HPV cervical.

Nossos resultados séo consistentes e apontam que a presenca do HPV
em cérvice € um importante fator de risco para contaminacdo anal e
subsequente desenvolvimento de NIA (Palefsky et al., 2001; Winer et al., 2010;
Hessol et al., 2013).

Vale ressaltar que temos como limitacdo a ndo genotipagem do HPV, de
modo que ndo podemos concluir que se trata de uma infeccdo pelo mesmo

HPV, ou ainda, infecgcéo por mais de um tipo de HPV.

Goodman et al. (2010) encontraram elevado grau de concordancia
especifica do gendtipo do HPV em cérvice e anus, sugerindo que ambos sao

potenciais reservatérios para reinfeccao.

E importante ponderar que o exame de biologia molecular negativa n&o
exclui a presencga do HPV, pois esta pode néo ter sido amostrada corretamente
ou 0 exame pode nao ter incluido o subtipo de HPV presente na amostra (Walts
et al., 2005).

Em pequeno percentual de pacientes, nem a citologia convencional e
nem a biologia molecular negativas excluem a presenca de alteracdo
histopatolégica. Alguns estudos sugerem que 0 manejo clinico nesses casos
deve priorizar periodicidade do rastreamento. Diante de qualquer anormalidade
citologica, deve-se realizar colposcopia anal, ndo sendo necessario novo teste

molecular prévio (Maia, 2013).
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Na populacdo com comportamento de risco para o cancer anal, em
termos de custo-beneficio em salde publica, o rastreamento com testes
moleculares para HPV de alto risco oncogénico acrescenta pouco valor aos
achados citologicos, por ter baixo valor preditivo positivo e baixa especificidade.
O teste molecular especifico para o HPV 16 tem se mostrado mais util pela
associacdo com as NIA de alto grau. O excelente valor preditivo negativo do
teste para HPV de alto risco pode ser utilizado no seguimento, pds colposcopia

anal e pos— tratamento (Maia, 2013).

5.1.4 - Citologia convencional anal e captura hibrida anal

O objetivo principal desse estudo foi determinar a prevaléncia de NIA
através da citologia anal, pois € essa ferramenta que o clinico dispde na

atencao basica e secundaria do Sistema Unico de Saude.

Em nossa pesquisa, a grande maioria das citologias anais positivas
apresentaram HPV oncogénico em anus, sendo HSIL mais relacionada a
presenca do virus que LSIL. O predominio de HSIL é coerente com a literatura,
devido comportamento biol6gico do HPV oncogénico (Park et al.,3009; Sehnal
et al.,2014). Em poucos casos, aproximadamente 15%, tanto a citologia como a
HC2 foram negativas. Esse resultado é importante devido ao alto valor preditivo
negativo quando ambos 0s exames Sd0 negativos. Porém, como dito
anteriormente, ndo se pode excluir totalmente a presenca de alteracao
histopatologica, devendo-se estar atento aos demais fatores de risco,

individualizando cada caso (Maia, 2013).

Quase metade das pacientes com citologia anal normal apresentaram
HPV oncogénico positivo no canal anal. Nesse caso, o HPV pode estar latente,
sem expressédo clinica ou subclinica. Porém, devemos ponderar pelo sobre a
sensibilidade do exame citolégico e considerar a possibilidade do resultado
falso negativo. Da mesma forma a prevencdo do cancer do colo do Utero,
acreditamos que citologias anais repetidas periodicamente, em grupos de risco,

podem ser recomendadas para corrigir esse viés (Wim, 2011).
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Embora a citologia convencional e HC2 sejam métodos diferentes na
abordagem das alteragcdes em &anus, procuramos verificar a ocorréncia de
algum grau de concordancia entre 0s mesmos, uma vez que a ferramenta que
o clinico dispbe na unidade basica de saude € a citologia. Calculamos o
coeficiente de Kappa, que refletiu concordancia além do que seria esperado tdo
somente pelo acaso. Essa concordancia poderia ser maior caso fosse incluido
na pesquisa os tipos de baixo risco oncogénicos do virus ou genotipagem do

mesmo.

5.2 - Dados clinicos e epidemioldgicos

Como discutido anteriormente, individuos infectados pelo HPV em anus
tém alto risco para o desenvolvimento de NIA. Embora alguns estudos
apresentem a importancia do rastreamento em pacientes com citologia cervical
alterada, o mesmo ndo é feito de rotina (Darragh & Winkler, 2011). A
epidemiologia dessa doenca baseia-se em pacientes com doenca cervical HPV
induzida, principalmente pelo HPV 16. Além disso, existe relacdo com o
namero de parceiros, comportamento sexual anal, etilistas e tabagistas
(Darragh & Winkler, 2011; Pandey, 2012).

A idade também interfere nesse processo, sendo que a maioria das
infecgbes por HPV em mulheres com menos de 30 anos regride
espontaneamente, ao passo que acima dessa idade a persisténcia é mais
frequente (IARC, 2007). A amostra desse estudo mostrou maior prevaléncia de
HPV oncogénico em pacientes com idade de 31 anos, o que foi
estatisticamente significativo (p= 0,017) e vem ao encontro da literatura (IARC,

2007).

No que tange ao inicio da atividade sexual, considera-se coitarca
precoce a que ocorre antes dos 18 anos (Bezerra et al., 2005). O inicio precoce
da atividade sexual poderia propiciar a infeccéo pelo HPV, tendo em vista que
no periodo pés-menarca, devido a ndo formagdo completa da cérvice e niveis

hormonais ndo estabilizados, ha muitas células indiferenciadas na superficie da
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cérvice. Com a irregularidade do periodo menstrual nos primeiros dois anos
pés-menarca, a producdo do muco cervical, que serve como barreira protetora
de agentes infecciosos, € escassa. Além disso, € provavel que ndo se tenha
resposta imune no momento do primeiro intercurso sexual, 0 que torna a

resposta ao HPV menos eficiente (Girianelli et al., 2010).

A idade média da primeira relacdo sexual das pacientes com HPV
oncogénico em anus foi 16 anos. Nossos achados estdo de acordo com 0s
dados do estudo brasileiro sobre associacao entre idade ao inicio da atividade
sexual e subsequente infec¢do por papilomavirus humano realizado por Roteli-
Martins et al. (2007). Segundo esses autores, a grande maioria das mulheres
iniciou a atividade sexual com idades entre 14 e 22 anos, com a média em 18

(+4 anos).

Em relacdo ao habito sexual, 35% das pacientes eram praticantes de
coito anal receptivo, 0 que nao foi estatisticamente significante (p= 0,34) para a
infeccdo anal pelo HPV, porém, sob outra perspectiva, mais da metade das
pacientes com HPV oncogénico em anus apresentavam essa pratica. A idade
meédia de 31 anos e a observacao que propria relacao sexual anal ndo aumenta
0 risco de contaminacdo coincide com os achados de Grulich et al. (2013).
Esses autores publicaram estudo onde mulheres com mais de 30 anos que
praticavam sexo anal ndo apresentavam maior risco do que aquelas que nao

relataram sexo anal.

Analisamos o numero de parceiros ao longo da vida, simultaneos ou
consecutivos. As mulheres apresentaram em média 4 parceiros, variando de 1
a 50. Rama et al. (2008) publicaram dado parecido, em que o0 numero de
parceiros durante a vida permaneceu como importante fator de risco para a
contaminagao pelo HPV. Lang et al (2013) estimaram risco 2 vezes maior para
contaminagcdo anal quando a paciente apresentava mais de quatro parceiros
durante a vida. Trottier et al. (2006) analisaram a associagao entre infeccdo e
reinfeccdo pelo HPV e comportamento sexual em uma coorte realizada ao
longo de 10 anos. Os autores constataram que o risco relativo de uma infeccao
inicial ou de reinfeccéo, pelo mesmo ou por outro tipo de HPV esta fortemente
associado a um novo parceiro sexual. Os autores Conley et al. (2010) e
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Guimardaes et al. (2011), também demonstraram a importancia do namero de
parceiros na contaminagao anal. Grulich et al. (2013) chamou a atencg&o para o
aumento do risco de NIA quando associado & promiscuidade sexual em tenra
idade.

O comportamento sexual seguro € fundamental para a prevencédo do
HPV (Moscicki et al., 2014). Nessa pesquisa, cerca de 40% das pacientes
usavam meétodo anticoncepcional hormonal, e, esse foi o Unico método usado
de modo consistente. Ao serem questionadas sobre o uso de preservativo
masculino de modo ideal (em todas as relacdes sexuais, do comeco ao fim, e
no caso da pratica de sexo anal se era feita troca do preservativo) ndo
obtivemos resposta positiva em nenhum dos casos. Uma possivel explicacao
seria a percepcdo de o preservativo masculino unicamente como uma
estratégia de planejamento familiar e ndo como método de barreira, que além
da funcdo anticoncepcional atuaria também na prevencdo das doencas
sexualmente transmissiveis. Isso reflete a alta prevaléncia de HPV oncogénico
em nosso estudo, tanto na amostra cervical como na anal. Além disso, também
deve ser considerada a possibilidade de o parceiro promiscuo contribuir para
essa associagcao positiva observada entre infecgcdes pelo HPV em mulheres
com relacionamento estavel. Algumas pesquisas encontraram dados
semelhantes aos nossos, em que parceiros sexuais com ligagcdo emocional,
mesmo que nao estejam em um relacionamento estavel e monogamico, nao
usaram preservativo masculino de maneira adequada e consistente (Catallozzi
et al., 2013). Moscicki et al. (2014) constataram aumento do clearance do HPV
16, que é o genotipo presente em 90% dos casos de CEC, quando houve troca
de antigos por novos parceiros sexuais aliado ao uso de preservativo

masculino.

Referente ao nivel de escolaridade, as pesquisas ressaltam a baixa
escolaridade e baixo nivel socioecondmico como fatores de risco para a
infeccdo pelo HPV (Ward et al.,, 2004). Em nosso estudo, as mulheres com
ensino fundamental e médio compunham 94,3% da amostra, sendo que
metade delas apresentaram contaminagédo anal pelo HPV, aproximadamente

5% de contaminacdo anal apresentada pelas com nivel superior completo.

77



Esse dado pode refletir o acesso a informacédo e uso de métodos adequados
para a prevencdo por mulheres com escolaridade maior, ou também ser
resultado de um efeito amostral, onde apenas 5,7% das nossas pacientes

tinham esse grau de escolaridade.

A maioria das mulheres investigadas ndo eram tabagistas, porém vale
ressaltar que dentre elas, mais da metade apresentavam apresentavam
contaminacao anal. Outros autores, como Gimenez et al. (2011) e Maia (2013),
encontraram 64% e 72,2% respectivamente de pacientes ndo tabagistas em
seus estudos sobre NIA. Porém, Maia (2013) observou que dentre as
tabagistas a prevaléncia de citologia anal positiva era 3,26 vezes maior. Dados
publicados por Conley et al., em 2010, ndo demonstraram essa associacao.
Perante dados controversos, entendemos que a influéncia do tabagismo nesse
processo ainda precisa ser esclarecida. Estudos adicionais, com maior poder

amostral sdo necessarios para esclarecer essa questao.

5.3 — Rastreamento

A prevencdo secundaria através do rastreamento teve seu inicio
estimulado pela similaridade etiol6gica e patologica das lesdes anais com as
lesbes cervicais. Desse modo, o rastreamento das lesdes anais se tornou
atrativo, mesmo que a identificacdo do local exato da lesdo neoplasica seja
incerto (Nadal et al., 2007; Caetano et al., 2006; Maia, 2013).

No presente estudo, foram utilizados os métodos morfologicos e
moleculares. Tais exames fazem parte de programas de rastreamento e
normalmente revelam as primeiras alteracbes displasicas para posterior

seguimento com abordagens complementares (Caetano et al., 2006).

Os métodos moleculares ndo estdo universalmente disponiveis em
nossa rede publica, mas foram incluidos nessa pesquisa para legitimar o

método citologico, que é a ferramenta padronizada para rastreamento de
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lesbes precursoras genitais na atencdo a saude publica basica e secundaria
(Caetano et al., 2006).

Diversos estudos constataram o0 beneficio da combinacdo de
ferramentas para detecgcdo e rastreamento do céncer anal, entre elas a
citologia (convencional e em base liquida), a colposcopia anal, a bidpsia e a
biologia molecular. Apesar disso, ndo existe consenso quanto ao melhor tipo de
exame, grupo de pacientes a serem rastreados e o periodo do inicio do
rastreamento. Sabe-se que a minoria dos casos de NIA vai evoluir para lesdo
invasora. Entretanto, saber antecipadamente qual leséo ir4 persistir, regredir ou
progredir para CEC ndo pode ser determinado nos dias atuais (Darragh e
Winkler, 2011). Contudo, em servi¢cos de saude publica com recursos limitados,
como o SUS no Brasil, os métodos moleculares ndo sdo empregados
rotineiramente, principalmente por serem dispendiosos (Caetano et al., 2006).

A citologia convencional apresenta melhor razéo de custo-efetividade em
relacdo a HC2 no rastreamento da SIL (Caetano et al., 2006), porém, os dois
métodos associados potencializam o valor preditor do rastreamento (Maia
2013).

Programas padronizados de rastreamento para a prevencédo do CEC e
protocolos de tratamento de NIA deveriam ser instituidos em grupos de risco. A
citologia convencional € um método efetivo, de baixo custo e indolor.
Encontramos HPV oncogénico presente em mais da metade das amostras
citolégicas alteradas, por isso, acreditamos no seu potencial como o
instrumento protagonista do rastreamento da NIA, selecionando pacientes que
devam ser encaminhadas ao proctologista para colposcopia anal (Nadal et al.,

2007).

Nosso esforco nesse estudo visou dar suporte ao clinico que se
encontra na linha de frente do atendimento basico e secundario, usando os

recursos disponiveis no Sistema Unico de Salde.

Porém a pergunta a ser respondida em salde publica € se o

rastreamento das lesdes precursoras traz beneficios importantes no resultado
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do tratamento ou se o tratamento do cancer invasivo ja instalado, diagnosticado

através dos seus sintomas habituais, implica em resultados iguais (Maia, 2013).

O canal anal tem algumas peculiaridades inerentes. E uma regido
extremamente sensivel e sangra com facilidade, dificultando a manipulagéo e
coleta de material, além disso, a mucosa movel dificulta a reprodutibilidade dos
aspectos visuais na anuscopia de alta resolucdo (Nadal & Manzione, 2008;
Maia, 2013).

A resseccdo de uma &rea maior de NIA pode trazer problemas como
uma ferida que n&o cicatriza ou até mesmo problemas relacionados a
preservacao da continéncia fecal, o que seria inaceitavel para um paciente que

"ainda ndo tem cancer" (Nadal & Manzione, 2008; Maia, 2013).

Portanto, a forma de tratamento das lesdes precursoras do anus ainda
nao estd bem definida. O consenso entre 0s que estudam o0 assunto é que
qualquer resultado anormal na citologia deva ser encaminhado para a
anuscopia de alta resolugcdo com bidpsia das areas atipicas. O resultado de
NIA de baixo grau na biépsia ndo implica em tratamento, mas indica a
necessidade de repetir a colposcopia anal apos seis meses. O resultado de
NIA de alto grau a bidpsia deve indicar tratamento. Este podera ser feito com
acido tricloroacético, fototerapia com infrared, resseccdo local, laser,
imiquimod, cidofovir, interferon etc., mas essas condutas ndo estdo bem
definidas e o indice de recidiva € alto, principalmente nos pacientes HIV +
(Nadal & Manzione, 2008; Maia, 2013).

Até 14 ficamos esperancosos com a possibilidade de que o rastreamento
possa permitir identificar e tratar as lesdes de alto grau nos individuos de maior
risco, colocando-os em vigilancia aumentada. Além da identificacdo das leses
precursoras, ainda existe um ganho secundario, que € a identificacdo precoce

dos tumores ja invasivos (Nadal & Manzione, 2008).
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5.4 - Prevencdao priméaria e perspectivas

Em 2012 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
autorizou a utilizacdo da vacina contra o HPV em pacientes HIV+. A partir de
10 de marco de 2014, foi liberada para meninas de 11 a 13 anos gratuitamente,
nas escolas publicas e privadas e nos postos de saude. Em 2015, a cobertura
passou a incluir as meninas de 9 a 11 anos. A partir de 2016, a acao ficara
restrita as garotas de nove anos (Ministério da Saude, 2015). A vacina
escolhida pelo governo federal, a quadrivalente recombinante contra o HPV
tipos 6, 11, 16 e 18 (Merck Sharp&Dohme Farmacéutica Ltda) é indicada para
mulheres de 9 a 26 anos de idade (Agosti et al., 2010).

Conforme os dados do estudo FUTURE II, a vacinagcdo nao modificou a
histéria natural da infeccdo pelas pacientes com HPV pré-existentes, mas
protegeu contra as cepas aos quais ndo havia exposicdo prévia. Essa
observacao ressaltou a necessidade da imunizacéo antes do inicio da atividade
sexual. Avaliando sob a 6tica dos sistemas de saude publica das regides mais
pobres, a prioridade deve ser vacinar pré-adolescentes, embora a imunizacdo

das meninas mais velhas e das mulheres mereca atencdo (Agosti et al., 2010).

Nao ha estudos conclusivos sobre eficacia da vacina em maiores de 26
anos. Todavia, a vacina bivalente mostrou-se efetiva em mulheres com até 45
anos (Skinner et al., 2008). Além disso, as diretrizes destacam a possibilidade
da vacinacdo daquelas que estejam contaminadas pelo HPV, ou que ja tenham
tido um resultado anormal ou indefinido de exames citologicos ou histolégicos.
No entanto, deverdo ser alertadas que os estudos clinicos ndo indicaram efeito
terapéutico sobre lesbes cervicais, verrugas genitais ou infeccdo por HPV ja
existentes. Por ser considerada uma vacina ndo infectante, a quadrivalente
pode ser aplicada na vigéncia de imunossupressao farmaco-induzida, porém,
sabemos que a resposta imune e a eficacia vacinal serdo menores (Markowitz
et al., 2007).

De qualquer forma, a vacina contra o HPV é uma das esperancas para o
futuro, entretanto, a vacinacdo néo afasta a necessidade dos exames de rotina

para rastreamento do cancer cervical e anal.
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5.5 - Limita¢cbes do estudo

O desenho do estudo por si sé traz consigo limitacbes. Estudos
descritivos transversais apresentam baixa capacidade de generalizacao,
sugerindo, entretanto, explicacdes para as variacbes de frequéncia, o que
serve de base ao prosseguimento de pesquisas sobre o assunto, constituindo-
se numa primeira etapa para formulacdo de hip6teses (Bonita & Kjellstrom,
2010). Estudos demonstram o beneficio do rastreamento precoce do cancer
anal, todavia, ainda ndo ha estudos randomizados, o que torna o tema
controverso quanto ao rastreamento, seguimento e tratamento das lesbes

intraepiteliais anais (Maia, 2013).

Outra limitacdo é o viés de selecdo. O recrutamento foi feito com base
na demanda de pacientes que foram atendidos no ambulatério de patologia do
trato genital inferior e que aceitaram a participar do estudo. Assim, a
distribuicdo das variaveis pode néo refletir a real proporcédo de pacientes que
sdo atendidos nesse servi¢co. As informacgdes foram colhidas diretamente com
0S pacientes, que poderiam ndo compreender adequadamente o0s
guestionamentos e mascarar algumas informacdes. Vieses de afericdo podem
ocorrer em todas as fases da analise. As coletas das amostras, apesar da
padronizacao das sequéncias, poderiam sofrer influéncias de diversos fatores,
tais como: desconforto com exame, dor, sangramento e abundante material

fecal.

Pesquisamos apenas a presenca de HPV oncogénico em anus e
cérvice. Possivelmente prevaléncia maior teria sido encontrada nesta amostra
caso a pesquisa incluisse também os tipos virais de baixo risco. N&o
realizamos a genotipagem do HPV, de modo que ndo podemos concluir se as

infec¢des anais foram causadas pelo mesmo ou por mais de um virus.
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Quanto ao tamanho da amostra, sabe-se que concluses da analise de
eventos que ocorrem em menos de 10% da casuistica apresentam baixo poder
estatistico. Dessa forma, os resultados referentes as variaveis de baixa

frequéncia devem ser analisados com cautela.

5.6 - Consideracg®es finais

E importante ressaltar a necessidade do estimulo no treinamento dos
patologistas na avaliacdo das alteracdes citologicas anais em instituicées de
ensino e formacédo de centros de referéncia no tema em questéo, fazendo com
gue o0 guia para rastreamento das lesdes precursoras do cancer anal deixe de
ser apenas empregado em meio a protocolos de pesquisa e se torne rotina
difundida entre os diversos centros de referéncia do pais (Darragh et al., 2013).
Esse método contribuiria para a diminuicdo da angustia, tanto dos profissionais
de saude quanto dos pacientes considerados grupo de risco quando deparados
com alteracdes citoldgicas ou histopatolégicas, além de fornecer dados para
melhor definicdo do esquema de seguimento quanto a sua periodicidade e
ferramentas empregadas, implantacdo de medidas terapéuticas e taxa de

converséo de lesdes intraepiteliais para lesdes invasoras (Maia, 2013).

Alguns autores questionam o beneficio do rastreamento devido ao seu
potencial impacto negativo nas questdes fisicas e psicoldgicas dos pacientes,
além de elevar os custos financeiros da salde publica sem evidente diminuicédo
da mortalidade pelo cancer anal. Além disso, outros autores relatam que as
condutas terapéuticas nas lesdes precursoras podem protelar o diagnéstico
precoce de lesdo invasora ao toque retal (Howard, 2012). Uma resposta a tais
criticas pode ser encontrada na dificuldade de obtencao de dados longitudinais
devido a heterogeneidade dos grupos de risco estudados, diversas variantes
de risco relacionadas ao surgimento e progresséo das lesGes precursoras do
cancer anal, amostragem limitada dos grupos de estudo e uma particular
dificuldade no seu seguimento. Nota-se também que as ferramentas utilizadas
para rastreamento ainda encontram-se em fase de padronizagdo e curva de
aprendizado (Grulichet al., 2012).
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Todas essas questdes ainda se mostram obscuras na literatura, devido a
caréncia de dados solidos relacionados a custo-efetividade do rastreamento e
por isso vem sendo motivo de grande debate, o que leva a necessidade de
estudos longitudinais direcionados ao tema e necessidade de identificacdo de
novos marcadores biolégicos com poder preditor do desenvolvimento de lesGes
invasoras (Darragh & Winkler, 2011; Grulichet al., 2012).

Apesar de todos os entraves, com essa pesquisa tentamos contribuir
para a elucidacéo do grupo de mulheres que merecam avaliagcdo do canal anal
e que € possivel realizar o rastreamento das lesdes precursoras anais na
atencdo basica, acoplada aos programas de rastreio do cancer de colo do

utero.
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6. Conclusao

Nossa pesquisa encontrou 71,4% de alteracBes citolégicas anais em
pacientes com citologia cervical alterada.

- A prevaléncia de HPV anal oncogénico em pacientes com citologia
oncoldgica cervical de ASC-US e LSIL foi 27,1%.

- A prevaléncia de HPV oncogénico em pacientes com citologia
oncoldgica cervical de ASC-H, HSIL e carcinoma epidermadide invasor do colo
do utero foi 30%.

- Estimamos risco 4 vezes maior de infeccdo anal nas pacientes com

HPV oncogénico presente no colo do utero.
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9. Anexos

Anexo 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido

Estou sendo convidada para participar da pesquisa: Prevaléncia de alteracdes

citoldgicas anais em pacientes com citologia cervical anormal

Essa pesquisa tem como objetivo verificar se tenho o Papiloma Virus no colo
do Gtero e no anus e se esse virus estd causando alguma alteracdo que pode ser

tratada.

Sei que responderei a um questionério sobre informacdes pessoais, mas meu
nome e endereco ndo serdo divulgados, constardo apenas no meu prontuario, pois a
ficha da pesquisa tera somente nimeros de série. Essa ficha ficara em posse da

responsavel pela pesquisa Dra. Claudia M. R. S. Giaccio.

Em seguida sera colhido o exame de captura hibrida no anus. A coleta é feita
de maneira semelhante a do Papanicolau, com uma escovinha um pouco mais grossa.
A escovinha serd introduzida no anus e o médico ir4 gira-la para obter o material.
Segue-se uma coleta de Papanicolau do anus. Sao colhidas 2 amostras do anus para
que o médico tenha uma boa quantidade de material para analisar e saber se tenho

com certeza alguma alteracao.

A seguir, sera colocado o espéculo vaginal (bico de pato) e entdo colhido com
a escovinha prépria o material do colo do GUtero para o exame de captura hibrida e por
ultimo sera realizada a coleta do Papanicolau do colo do utero. Nessa mesma consulta
receberei um pedido de exame de sangue para saber se tenho HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) caso eu aceite fazer o exame, realizarei a coleta de sangue
no mesmo dia apds o término da minha consulta. Ficou claro que realizo 0 exame para
HIV somente se eu quiser e caso eu nao aceite realizar 0 exame ndo havera prejuizo

do meu acompanhamento.

Apos 45 dias deverei retornar ao ambulatorio para a médica me entregar 0s
resultados e conversar comigo sobre eventuais exames e tratamentos necessérios. O
meu tratamento sera realizado de acordo com a necessidade do meu caso e ndo sera

modificado por conta da pesquisa.
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Caso os exames colhidos do meu anus sejam positivos, serei encaminhada ao
Instituto de Infectologia Emilio Ribas para uma consulta com o médico proctologista

que passara a me acompanhar.

Se os exames do colo do utero forem positivos realizarei meu tratamento e
acompanhamento no Ambulatério de Especialidade de Sapopemba. Terei toda a
assisténcia deque precisar.

Sei que néo terei beneficio pessoal com a pesquisa, porém posso suportar o

exame emocional e fisicamente.

Os riscos relacionados aos exames séo praticamente inexistentes. Pode haver
um pouco de sangramento e desconforto, porém o sangramento, se houver, é
pequeno e logo para, o desconforto € bastante rapido, apenas ho momento do exame.
Nao serei submetida a exames ou tratamentos desnecessarios. Qualquer problema
que ocorra no momento do exame ou apds o mesmo, terei assisténcia integral da
médica e do Ambulatério. Poderei trabalhar, estudar ou ir para minha casa

normalmente apds o exame, ndo precisando estar acompanhada.

Nao terei nenhum tipo de despesa com a pesquisa, porém nao receberei
nenhuma ajuda financeira, auxilio transporte ou auxilio alimentacdo. N&o renuncio a

indenizag&o por danos (problemas) futuros.

As informacgdes sdo confidenciais. Os resultados poderdo ser divulgados em
revistas meédica ou congressos meédicos de forma a ndo possibilitar minha
identificacdo. Serdo escritos nesse termo apenas as minhas iniciais € 0 meu ndmero
de pesquisa (NP) que serdo arquivados juntamente com o niamero da minha ficha no

Ambulatério em um arquivo que esta sob a responsabilidade da médica pesquisadora.

Participo voluntariamente, porque eu quero colaborar com a pesquisa sem ter
nenhuma gratificacdo financeira ou vantagens pessoais que me proporcione um

atendimento diferenciado em qualquer setor do Ambulatério.

Fui esclarecida quanto ao meu direito de ndo participar da pesquisa ou de sair
a qualquer momento. Minha recusa nao trara nenhum prejuizo em minha relagdo com
a médica (pesquisadora) ou com a instituicdo municipal: Ambulatorio de Especialidade
de Sapopemba. Caso deseje, poderei ser atendida por outro médico, e a nédo
aceitacdo em participar ndo implicara em perda de qualquer direito rotineiramente

oferecido pelo Ambulatorio.
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Eu receberei uma cépia deste termo onde consta o telefone e o endereco
institucional do pesquisador principal e do Comité de Etica em Pesquisa, podendo tirar
minhas davidas sobre o projeto e minha participagéo, agora ou a qualquer momento.

Dra Claudia leu o consentimento junto comigo explicando-me cada paragrafo e
respondendo as minhas davidas. Entendi os objetivos, riscos e auséncia de beneficios

pessoais na minha participacdo, mesmo assim concordo em participar.

Claudia Maria Ricardo Serafim Giaccio - CRM 69770

Ambulatério de Especialidades de Sapopemba.
Rua Joao Lopes de Lima, 1151 — Sdo Paulo
Telefone: 2962-3481

CEP: 03976-020

Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros
Avenida Celso Garcia, 2477 — Sao Paulo

Telefone: 2292-4188

Sujeito da pesquisa Data: / / Versao ne.
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Anexo 2 - Ficha clinica

1- IDENTIFICACAO

NUmero:

Data da inclusao:
Nome:

Idade:
Prontuario:
Endereco:
Telefone:

Escolaridade:

2- DADOS GERAIS

DUM:

Menarca:

Coitarca:

Numero de parceiros:

Paridade:

Sexo anal:

Anteconcepcéao:

Condon:

Tabagismo:

Doencas crénicas com imunossupressao:

Sorologia para HIV:

3- DADOS ESPECIFICOS

a- Citologia cervical inicial :
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Data:
Resultado:

b- Citologia cervical 2 :
Data:

Resultado:

c- Citologia anal primeira amostra:

Data:
Resultado:
Citologia anal segunda amostra:
Data:
Resultado:
d- Captura hibrida:
Data:
Anal:

Cervical:

4- CONDUTA
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Anexo 3 — Parecer do comité de ética

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Saude

HOSPITAL MATERNIDADE LEONOR MENDES DE BARROS
Av. Celso Garcia 2477 — Belenzinho — C.E.P.: 03015-000 —Sao Paulo

C.G.C. 46.374.500/0117-14 — Inscri¢do Estadual: isento

Telef. (PABX): 2292-4188 — ramal 278 — Fax: 2693-4736

E-mail: cep.leonor@gmail.com
Comité de Etica em Pesquisa

Sao Paulo, 25 de outubro de 2011.

Projeto CEP 26/11

Para
Claudia Maria Ricardo Serafim Giaccio

Prezada Senhora,

O Comité de Etica em Pesquisa do HMLMB, vem pela presente informar
que a pesquisa “PREVALENCIA DE ALTERAGOES CITOLOGICAS ANAIS EM
PACIENTES COM CITOLOGIA CERVICAL ANORMAL.”, foi aprovada em reuni&o
do dia 25/10/2011, atendendo a Resolugéo 196/96.

Salientamos que a responsabilidade ética junto ao Orgao de Classe é
atribuida ao pesquisador. O Consentimento Livre e Esclarecido, apds assinado
pelo sujeito pesquisado devera permanecer arquivado por um periodo de 5 anos e
uma copia deve ficar obrigatoriamente com o voluntario da pesquisa.

Este Comité sente-se no direito de interromper o estudo cientifico, caso os
principios éticos ndo venham a ser cumpridos. O pesquisador devera apresentar
relatorios das atividades parciais e o trabalho concluido ao Comité de Etica em
Pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de Saude n°. 196/96, inciso 1X.2, letra
“C").

Atenciosamente,

Cecilia Maria Roteli - Martins
Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros
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Anexo 4 - Banco de dados

cap
anal

cap

biépsia cervical

cito
anal

cito

cervical

rel

aco

anal

Idade escola coitarca parceiro Fumo

15

15
14
23
16
15

40

29
57
52
22
29
48

17
17
15
22

28
24
63
28

1+

17
16
14
13
16
16
17
15
15
16
15
17
19
15
18
17
16
14
27
15
18

18
33
29
48

36
30
40

39
37

28
29

51

32
36
24
36
38
25
39
36
51

1+

15

12

15
17
18
13
13
15
14
13
18
16
16

31

25
31

49

19
20
28
30
42
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cap
anal

cito cito cap
cervical biépsia cervical

rel

aco

anal

anal

Idade escola coitarca parceiro Fumo

18
18
17
12
26
16
19
15
17
13
15
19
21

24
21

23
30
7
26
44
20
47

0-

0-

50

17
33
37

10

62

14

30

17
16
15
12
15
15
21

37
22
30

14
22
33
21

1+

18
14
18
14
22

37
49

1+

55
25
25

10

22

41

15

15

33

24

26
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