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RESUMO

Introducdo: O cancer anal e suas lesbes precursoras estdo intimamente relacionados a infeccéo
continuada pelo papilomavirus humano (HPV). Infec¢des pelo virus s&o comuns em individuos
HIV+ elou anorreceptivos. Varios fatores imunossupressores tém sido relacionados com o
aumento da incidéncia desse tipo de cancer. Todavia pouco se sabe sobre a influéncia desses
fatores em pacientes atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM).
Visando contribuir para a melhor compreensédo desse fato, esse estudo objetiva avaliar a
influéncia de fatores imunodepressores no diagnostico de lesdes precursoras do cancer anal em
pacientes HIV+ na FMT-AM. Métodos: 399 pacientes HIV+ e HIV- foram atendidos de Jan
2007 a Dez 2008. Destes, 203 individuos foram distribuidos em 3 grupos de estudo: HSH/HIV+
(Homens HIV-positivos que fazem sexo com homens), MHIV+ (Mulheres HIV-positivas) e GR-
(grupo controle). Coletaram-se amostras celulares e de tecido anal para exames histologicos, bem
como para a pesquisa de DNA de HPV, CMV (citomegalovirus), EBV (virus Epstein-Barr) e
HSV (Virus do Herpes Simples); dos prontuérios de pacientes HIV+ obtiveram-se dados
referentes a contagem de linfécitos T/CD4+ (LTCD4), a carga viral do HIV (CV) e ao tempo de
uso de HAART (terapia anti-retroviral de alta poténcia). Para a andlise estatistica, foram
utilizados tabelas de contingéncia e testes ndo-paramétricos de amostras independentes (Teste 2,
Teste G e Teste exato de Fisher); foram considerados significativos os valores de p < 0,05.
Resultados: A frequéncia de resultados histopatoldgicos positivos para ASIL (lesdo intraepitelial
escamosa anal) de alto (HSIL) ou baixo grau (LSIL) foi de 32,5% para toda a amostra estudada.
Nos trés grupos estudados foi maior, 49,5%, entre HSH/HIV+ (p < 0,0001). Detectou-se DNA de
HPV em 61,8% dos individuos analisados; ASIL foi mais prevalente no grupo de pacientes
positivos para HPV de alto ou baixo risco (42,1%) que no grupo de pacientes HPV-negativos
(12,7 %, p < 0,05). Dos pacientes com LTCD4 < 500x10%/1, 50,6% apresentaram ASIL, enquanto
nos com LTCD4 > 501x10%1 a prevaléncia foi de 23,5% (p < 0,05). ASIL foi mais frequente nos
pacientes HIV+ com CV > 30.001 copias de RNA/mI (58,33%) em relagdo aos com CV inferior
(p < 0,05). O tempo de uso e os tipos de HAART néo se associaram significantemente com
ASIL (p > 0,05). Dentre as outras comorbidades virais investigadas apenas o HSV relacionou-se
estatisticamente com a presenca de ASIL (p < 0,05). Conclusdes: Nos pacientes estudados,
houve significante associagdo de ASIL com a condicao de portador do HIV, com LTCD4 < 500 x
10%/1e CV >30.001. A presenca de DNA de HPV, de alto ou baixo risco, associou-se fortemente
a presenca de ASIL, sendo o HSV um importante cofator. Por outro lado, ndo houve significancia
estatistica entre o tempo de uso e os tipos de HAART com ASIL.

Palavras-chave: imunossupressao; carcinoma anal; HAART; HPV; HIV.



ABSTRACT

Introduction: Anal cancer and its precursor lesions are closely related to continued human
papillomavirus (HPV) infection. HPV is commonly observed in HIV+ individuals, with/without
anoreceptive sexual habits. Some immunosuppressive factors have been linked to the growing
incidence of this cancer. However little is known about the influence of these factors in patients
treated at the Tropical Medicine Foundation of Amazonas (FMT-AM). This study aims to
evaluate the influence of immunosuppressive factors in the diagnosis of anal cancer precursor
lesions among HIV patients treated at FMT-AM. Methods: 399 HIV-positive and HIV-negative
patients were treated from Jan 2007 to Dec 2008. 203 out of the original patients were divided
into three groups: MSM/HIV+ (HIV-positive men who have sex with men), MHIV+ (HIV-
positive women) and GR- (control group). Anal tissue samples and anal swabs were collected for
histological examination as well as for the detection of DNA of HPV, CMV (cytomegalovirus),
EBV (Epstein-Barr virus) and HSV (Herpes Simplex Virus). Data relating to T/CD4+
lymphocyte count (TCD4L), the HIV viral load (VL) and the time of use and type of HAART
(Highly Active Antiretroviral Therapy) were obtained from medical records of HIV+ patients.
Statistical analysis was performed using contingency tables and nonparametric tests for
independent samples (x? test, G test and Fisher's exact test). Statistical significance was
considered if p < 0.05. Results: The frequency of positive for ASIL (anal squamous
intraepithelial lesion) histopathological results, either of high (HSIL) or low-grade (LSIL), was
32.5% for the entire sample. It was higher (49.5%) among MSM/HIV+ in comparison to the
other two groups studied (p < 0.0001). HPV DNA was detected in 61.8% of the subjects
analyzed. ASIL was more prevalent (42.1%) in patients positive for HPV (either high or low risk)
than in the group of HPV-negative patients (12.7%, p <0.05). 50.6% of patients with TCD4L <
500x10%/1 showed ASIL compared with 23.5% of those with TCD4L > 501x10%/I (p < 0.05).
ASIL was more frequent in HIV+ patients with VL > 30,001 RNA copies/ml (58.33%) than those
with lower VL (p < 0.05). The time and type of HAART use was not significantly associated
with ASIL (p > 0.05). Among the other viral comorbidities investigated only the presence of
DNA for HSV was statistically correlated with the presence of ASIL (p < 0.05). Conclusions: In
the patients studied, ASIL was significantly observed in HIV+ with TCD4L counts < 500 x 10%/1
and VL >30,001. The presence of HPV DNA, either high or low risk, was strongly linked to the
presence of ASIL, and HSV was an important cofactor. Nonetheless, no statistical significance
was observed between ASIL and either the time of use or the types of HAART utilized.

Keywords: immunosuppression; anal carcinom; HAART; HPV; HIV.
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1 INTRODUCAO

O céancer anal possui incidéncia relativamente pouco frequente na populagéo,
representando aproximadamente 2% apenas de todos os cénceres colorretais (KEIGHLEY;
WILLIAMS, 1998). Tem-se observado, no entanto, um aumento da incidéncia dessa neoplasia
em alguns grupos populacionais, considerados "de risco", tais como: individuos anorreceptivos,
de ambos os sexos (DALING et al., 1982; DALING et al., 1987), portadores de lesfes anais
cronicas que evoluam com inflamacdo, como hemorroidas, fissuras e fistulas (HOLLY et al.,
1989; PRIETO; VASQUEZ, 1997); portadores de doencas sexualmente transmissiveis, tais como
sifilis, gonorréia, infeccdo pelos virus do herpes simples tipo Il (HSV), da imunodeficiéncia
adquirida (HIV), do papiloma humano (HPV) e infeccdo pela Chlamydia trachomatis (DALING,
1987; FRISCH et al., 1997; CHIN-HONG; PALEFSKY, 2002); tabagistas (FRISCH et al., 1999;
DALING, 1992); imunodeprimidos - transplantados (CARTER, 1993) e doentes portadores de
cancer anal relacionado a fatores genéticos (PRIETO; VASQUEZ, 1997).

O comportamento do céncer anal é similar ao do céncer de colo de Utero, pois, assim
como este, 0 cancer anal esta associado a infeccdo cronica pelo virus do papiloma humano -
HPV, é precedido por lesdo precursora ndao maligna, a lesdo intraepitelial escamosa anal — ASIL
(correspondente a lesdo intraepitelial escamosa cervical — CSIL — do cancer cervical); demonstra
predilecdo pela zona de transicdo celular de células escamosas para glandulares; e possui aspectos
bioldgicos e histopatologicos comuns com o cancer de colo uterino (MELBYE; SPROGEL,
1991; PALEFSKY; BRATCHER, 2008; SCARPINI et al., 2008).

Com clara associacdo com os tipos de HPV de alto risco, as neoplasias intraepiteliais

anais de alto grau (NIAA) sdo provaveis precursoras de tumores anais invasivos (KREUTER et
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al., 2005). O risco de progressdo pode estar ligado a gravidade da displasia (COLQUHOUN et
al., 2003) e, embora ainda ndo haja comprovacdo inconteste, o tratamento dessas lesdes
preveniria a progressdo para carcinoma (KREUTER et al., 2005; MATHEWS et al., 2004).

O HPV ¢ transmitido geralmente pela pele ou por contato sexual. Infecta as células
epiteliais escamosas, levando a diversas alteracdes oncogénicas ao integrar seu DNA viral ao
genoma do hospedeiro. Seus principais produtos protéicos, as proteinas E6 e E7, atuam
desregulando o ciclo celular: a proteina E6 estimula a ubiquitinacdo e a degradacdo da p53 e a
proteina E7 liga-se a proteina gerada pelo gene Rb, liberando o fator de transcricdo E2F, acGes
que podem dar inicio a transformacdo celular e desenvolvimento neoplasico (ROBINS;
COTRAN, 2005). Os principais tipos de HPV associados com a infec¢do anogenital, displasia e
malignidade séo o 16, 18, 31, 33 e 35 (MARTIN; BOWER, 2001).

Estudos demonstram que pacientes HIV-positivos sdo duas a hove vezes mais propensos
a ter infeccdo pelo HPV que pacientes HIV negativos (SOBHANI et al., 2000; PALEFSKY et
al., 1998; SUN et al., 1997), independente de praticas sexuais (DROBACHEFF et al., 2003).
Esses individuos, face a imunossupressdo, devido a menor taxa de linfécitos T/CD4+,
apresentam-se mais propensos aos efeitos da infeccdo continuada pelo HPV (CAUSSY et al.,
1990), estando sob risco 30 vezes maior de evoluir para o cancer anal (SOBHANI et al., 2004).
Se tiverem habitos anorreceptivos, entretanto, este risco pode ficar 60 vezes maior (PIKETTY et
al., 2003).

Critchlow et al. (1995), em estudo de coorte com homens homossexuais, HIV-positivos
e negativos, encontraram um risco relativo de 7,5 para o desenvolvimento de leséo intraepitelial
escamosa anal de alto grau (HSIL) em homens HIV-positivos com contagem de linfdcitos

T/CD4+ (LTCD4) menor que 500 x 10%/1. Palesfsky et al. (1998), comparando individuos com a
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LTCD4 maior que 500 x 10%/1, entre 200-500 x10%/1 e menor que 200 x108/1, relataram um risco
relativo de HSIL maior naqueles com a taxa abaixo de 200 x 10%/1. O que corrobora com a idéia
de que quanto maior a imunossupressao, maior o risco de malignidades anais.

A introducdo da terapia anti-retroviral de alta poténcia (HAART) tem demonstrado, de
um lado, que prolonga a vida de pacientes HIV-positivos, mas de outro, que pode aumentar a
prevaléncia de lesGes pré-neoplésicas. Ha recentes evidéncias de que a HAART restaura a
funcdo imune (aumentando a taxa de LTCD4e diminuindo a carga viral do HIV), prevenindo
infeccBes oportunistas e neoplasias, apesar de ndo ter demonstrado esse mesmo efeito sobre
lesGes intraepiteliais escamosas anais (MARTIN; BOWER, 2001).

Face ainda aos fatores de risco relacionados ao carcinoma anal, apesar de o virus do
papiloma humano ter sido identificado como o principal agente causador de neoplasia
intraepitelial anal, principalmente o HPV 16 (WONG et al., 2010), sua infeccdo provavelmente
ndo é por si so suficiente para provocar mudancas que possam vir a resultar em neoplasias.
Outros agentes podem atuar sinergicamente com o HPV nesta transformacdo para cancer.
Sobhani et al. (2004) observaram, por exemplo, em estudo comparativo de pacientes HIV-
positivos e HIVV-negativos, que o risco de carcinoma anal invasivo em pacientes infectados pelo
HPV estd aumentado em individuos HIV-positivos com co-infeccdo anal secundéria a sifilis,
gonorréia, virus Epstein-Barr (EBV), citomegalovirus (CMV) ou virus herpes simples (HSV).

De forma geral, qualquer imunossupressdo sistémica podera influir no desenvolvimento

de neoplasias malignas anais (FRAZER et al., 1986).
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2 JUSTIFICATIVA

A prevaléncia estimada de lesdes precursoras do cancer anal nos pacientes HIV-positivos
acompanhados na Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM) era, ao inicio deste
trabalho, de cerca de 60%.

Entretanto, a prevaléncia de infeccdo anal pelo HPV ainda ndo era conhecida nesta
populacdo nem tampouco a influéncia de fatores indicativos de imunossupressao, como as taxas
soroldgicas de linfocitos T/CD4+, a carga viral do HIV e a presenca de outras co-infecgdes virais
(CMV, EBV, HSV) sobre a condicdo de portador de infeccdo anal pelo HPV ou portador de
lesGes intraepiteliais escamosas anais.

Muitos pacientes HIV-positivos acompanhados na instituicdo estdo sob tratamento com
HAART e experimentando sobrevidas duradouras. Até bem recentemente nao estavam sendo
seguidos do ponto de vista coloproctolégico quanto a prevencdo do cancer anal. Ndo havia
informacdes locais se a duracdo de uso e o tipo de HAART utilizado pelos pacientes influiriam
no achado de ASIL.

Este estudo pretendeu analisar, nos pacientes HIV-positivos acompanhados na FMT-AM,
a associacdo entre fatores indicativos de imunossupressdo e a probabilidade de presenca de
infeccdo anal por HPV de alto risco e de lesBes precursoras do cancer anal. Procurou identificar
quais 0s grupos de pacientes encontram-se sob maior risco de apresentar cancer anal e qual o tipo
de abordagem diagnostica a ser empregada nestes individuos.

Visou contribuir para a melhor compreensao de quais séo os fatores de risco envolvidos
na presenca de lesdes associadas ao cancer anal num grupo de pacientes sob risco muito

aumentado de apresentar a doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Estudar a influéncia de fatores ligados a imunodepressdo no diagnostico de ASIL em
pacientes HIV-positivos atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas
3.2 Especificos
e Avaliar a distribuicdo dos achados histologicos de bidpsias anais realizadas nos
diferentes grupos de pacientes estudados.
e Associar os achados histolégicos anais observados com os possiveis resultados da PCR
para HPV.
e Verificar a associacdo do tipo de HAART com a presenca de ASIL ou cancer anal em
individuos HIV+.
e Observar a associacdo do tempo de HAART com a presenca de ASIL ou cancer anal em
individuos HIV+.
e Comparar a presenca de co-infec¢do por HSV, EBV e/ou CMV com a presenca de ASIL
ou cancer anal nos diferentes grupos de pacientes estudados.
e Contrapor os resultados da contagem de linfécitos T/CD4+ e da carga viral do HIV com

a presenca de ASIL ou cancer anal em pacientes HIV+.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 O Cancer Anal

O cancer anal é raro e representa de 1 a 2% de todos os tumores do colon e de 2 a 4% de
todos os tipos de cancer que acometem o intestino grosso. No Brasil, para o ano de 2009, a
incidéncia de cancer anal foi estimada em cerca de 1.617 casos novos, 539 no sexo masculino, e
1.078 no sexo feminino (INCA, 2010).

Nakajima et al. (2001), analisando 58 pacientes com cancer anal, encontrou uma
frequiéncia maior desse tipo de cancer em pessoas com a faixa etaria entre 60 e 64 anos, sendo a
maioria do sexo feminino (70,7%), com a proporcao de 2,4 mulheres para cada homem.

Histologicamente, os padrdes de diferenciacdo mais comuns de cancer anal incluem o
padrdo basaldide, o adenocarcinoma e o carcinoma de células escamosas (espinocelular).
Raramente outros tumores podem surgir no canal anal, como o carcinoma de pequenas células ou
0 melanoma (ROBINS; COTRAN, 2005). Segundo Shark et al. (1996), o tipo mais comum de
cancer anal é o espinocelular, que acomete até 47% dos casos, seguido pelos tipos basalGide,
adenocarcinoma e, mais raramente, melanoma ou adenocarcinoma mucinoso. Os carcinomas de
celulas escamosas estdo intimamente relacionados a infecgdo crénica pelo HPV (MATCZAK,
2001). Ocorrendo principalmente em homens HIV + com habitos anorreceptivos (MELBYE et

al., 1994; GOEDERT et al., 1998).

4.2 Infecgéo pelo HPV

O HPV esta entre os agentes infecciosos que mais comumente sdo transmitidos por via

sexual, sendo um importante fator de risco para o desenvolvimento de NIA e cancer anal (CHIN-
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HONG; PALEFSKY, 2002). Estima-se que cerca de 75% dos individuos sexualmente ativos,
com idade entre 15 a 49 anos, terdo a0 menos um subtipo de HPV genital durante a vida, dos
mais de 200 diferentes subtipos ja identificados. Muitos serdo portadores assintomaticos do virus,
e apenas 1% deles tera lesbes visiveis (MARTINS, 2001), representadas pelos condilomas
acuminados, fator considerado de risco para a displasia anal (NADAL; MANZIONE, 2006).

A replicacdo do DNA do HPV depende da estrutura de replicacdo das células do
hospedeiro. As principais proteinas virais consideradas de alto potencial oncogénico, E6 e E7,
atuam interferindo na atividade de inibidores do ciclo celular, as proteinas p53 e pRb (HELT et
al., 2003), induzindo suas degradacfes. Mas além dessas acdes, a proteina E7 pode ainda inativar
a p21 e interferir na atividade de transcricdo da p53 (ROBINS; COTRAN, 2005), e a proteina E6
pode apresentar outros efeitos, tais como o impedimento da senescéncia replicativa pela ativacao
da telomerase (MUNGER et al., 2002; KLINGELHUTZ et al., 1996).

Embora intimamente relacionada com o cancer anogenital, parece provavel que a
infeccdo pelo HPV seja apenas um agente iniciador do processo da carcinogénese humana e que
mutaces somaticas adicionais sdo essenciais para a transformacao maligna. Tal impressao esta
relacionada ao fato de que apesar de alguns tipos de HPV estarem envolvidos na formacéo de
canceres, quando ceratindcitos humanos sdo transfectados in vitro com DNA dos tipos de HPV
16, 18 e 31, eles tornam-se imortalizados, porém ndo formam tumores em animais de

experimentacdo (ROBINS; COTRAN, 2005).

4.3 Imunossupressao causada pelo HIV
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O virus da imunodeficiéncia humana infecta e mata, eventualmente, os linfdcitos -T
auxiliares CD4+, levando a uma profunda imunossupressdo e a uma grande quantidade de
infeccdes (ROBINS; COTRAN, 2005).

A infeccdo pelo HIV aumenta a reativacdo do HPV, com conseqliente aparecimento de
possiveis lesdes epiteliais pré-cancerosas (CAUSSY et al., 1990). Diversos trabalhos confirmam
essa ideia. Palefsky et al. (1998) estudando homens HIV+ e HIV- com habitos anorreceptivos,
encontrou uma prevaléncia de infeccdo por HPV (multiplos tipos) de 73% em pacientes HIV+ e
de 23% em HIV-.

Em um estudo de coorte comparando 158 individuos HIV+ com 147 HIV-, foi
encontrada uma prevaléncia de neoplasia intraepitelial escamosa anal de alto grau 3 vezes maior
no grupo de pacientes infectados pelo HIV. Esse achado foi relacionado ndo apenas a infeccao
por HPV de alto risco (16 e 18), mas também a imunossupressao causada pela baixa contagem de
LTCD4(CRITCHLOW et al., 1995).

Em adicdo, Piketty et al. (2003), em pesquisa realizada nos EUA, estimaram ser a
prevaléncia de cancer anal em individuos HIV+ igual a 70 por 100.000, na populacdo de areas

urbanas de S&o Francisco, Washington e Londres.

4.4 Aera HAART

Apesar de estudos demonstrarem a relacdo de HAART com o decréscimo de alguns tipos
de canceres humanos, como o sarcoma de Kaposi ou do linfoma n&o-Hodgkin (ELTOM et al.,
2002; LEDERGERBER et al., 1999) o mesmo néo se pode dizer do cancer anal ou de suas lesdes

precursoras (FRISCH et al., 2000; MARTIN; BOWER, 2001).
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Evidéncias mostram que a incidéncia do cancer anal tem continuado a aumentar desde a
introducdo de HAART. Em estudo realizado por Chiao et al. (2005) observou-se que, na era pré-
HIV, a incidéncia de carcinoma de células escamosas do canal anal foi de 0,6 por 100.000
habitantes. Na era HIV, foi de 0,8/100.000 e, na era HAART, de 1.0/100.000.

No recente estudo de coorte multicéntrico de AIDS (MACS), foi relatada uma alta
incidéncia de cancer anal em homens que fazem sexo com homens HIV+ (37 por 100.000

pessoas ano), apesar da introducdo de HAART (D' SOUZA et al., 2008).

4.5 Co-infecgles virais e o desenvolvimento do cancer humano

Além da infeccdo pelo HPV, outras viroses podem contribuir para o desenvolvimento do
cancer humano. Palefsky et al. (1991) relataram que o virus do herpes simples (HSV) pode ser
um importante cofator na patogénese do cancer anal. Esse virus foi ainda relacionado ao cancer
cervical por Smith et al. (2002).

O virus Epstein-Barr (EBV) ja foi encontrado infectando o epitélio cervical e, assim como
0 HSV, pode ser um potencial cofator para a carcinogénese nesta regidao (PALEFSKY et al.,
1991). O EBV tem sido encontrado em associacdo com quatro tipos de tumores humanos: a
forma africana do linfoma de Burkitt, os linfomas de células B nos pacientes imunossuprimidos
(especialmente HIV+ e transplantados), alguns casos de linfoma de Hodgkin e carcinomas da
nasofaringe (DOLCETTTI; MASUCCI, 2003).

O citomegalovirus (CMV) € outro agente infeccioso que tem sido relacionado a génese do
cancer cervical (QIAN et al., 2005). Pode também estar associado ao adenocarcinoma col6nico e

a colites (HUANG; ROCHE, 1978; RENE et al., 1988).
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Todavia, pouco ainda se sabe sobre a atuacdo desses virus na patogénese dos canceres

anogenitais, especialmente do carcinoma anal.
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5 METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo
Estudo observacional transversal de deteccao de casos.

5.2 Universo do Estudo

Individuos HIV+ ou HIV- atendidos no Ambulatério de Coloproctologia da FMT-AM.

5.3 Amostra populacional estudada
Dos 399 pacientes atendidos de Jan. 2007 a Dez 2008, foram estudados 203 pacientes

distribuidos da seguinte maneira:

5.3.1 Homens HIV-positivos que fazem sexo com homens ou com homens e mulheres, doravante
denominados HSH/HIV+;

5.3.2 Mulheres HIV-positivas (MHIV+);

5.3.3 Pacientes, de ambos o0s sexos, ndo pertencentes a grupos de risco para o desenvolvimento

do cancer anal (GR-);

5.4 Critérios de Inclusao e Exclusao

5.4.1 Incluséo
5.4.1.1 HSH/HIV+
5.4.1.2 MHIV+ (com hébitos anorreceptivos ou ndo)

5413 GR -

5.4.2 Excluséo
5.4.2.1 Pacientes menores de 18 anos de idade, exclusive

5.4.2.2 Pacientes indigenas
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5.4.2.3 Pacientes especiais
5.4.2.4 Pacientes que preencheram as condic¢des de inclusdo, mas que ndo cumpriram quaisquer
das etapas do exame proctologico e das de coletas de material.

5.4.2.5 Pacientes com exames coletados com resultados insatisfatorios ou rejeitados.

5.5 Materiais de Coleta

5.5.1 Escova citoldgica
Para realizacdo de coleta de secrecdo anal para PCR para HPV, HSV, EBV e CMV.
5.5.2 Colposcopio
Colposcopio MEDPEJ® com aumento de imagem de 7 a 24X na distancia focal de 30
cm, como anoscopio de magnificacdo de imagem.
5.5.3 Pinga de bidpsia Prof. Medina
Para realizacdo de bidpsias de lesGes anais acetobrancas.
5.5.4 Prontuarios de pacientes HIV+ da FMT-AM
Para coleta de informacdes a respeito dos pacientes HIV+ acompanhados no Ambulatério
de DST-AIDS da FMT-AM: dados de identificacdo dos pacientes e os relacionados a contagem
de células T CD4, a carga viral do HIV e ao tratamento com HAART utilizado em individuos
com AIDS (inicio da terapia, tipo e dose das drogas utilizadas).
5.5.5 Protocolos de estudo
Os dados de identificacdo socio-demografica dos pacientes bem como os relativos aos
fatores de risco (DST, Tabagismo, adicdo a drogas alucindgenas, multiplicidade de parceiros

sexuais, recepcdo de transplante de rim, coracdo, ou figado) e aos resultados langados nos
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prontudrios dos pacientes, citados no item 3.5.4, foram compilados no Protocolo de Estudo,

demonstrado no Anexo 8.1.

5.6 Amostras

5.6.1 Material celular esfoliado ou raspado do canal anal, por meio da escova citoldgica,
armazenados em frascos de frasco de Eppendorf.
5.6.2 Espécimes do epitélio anal oriundos de bidpsias anais realizadas sob controle anoscdpico

com imagem ampliada.

5.7 Procedimentos

5.7.1 Entrevista

Ap6s ter concordado com o estudo, assinando Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 8.2), cada paciente foi entrevistado, respondendo a perguntas constantes do
Protocolo de Estudo. Tal formulario serviu de base para coleta de dados que foram transportados
para base de dados eletrbnica derivada da plataforma Epi Info® (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2005).
5.7.2 Exame Proctoldgico

O paciente foi colocado na mesa de exames na posicdo de Sims modificada para exame
proctoldgico, sendo submetido a inspegédo da regido anal e perianal. Os achados do exame fisico
foram anotados no Protocolo de Estudo.
5.7.3 Coleta Exfoliativa

Uma escova citolégica saturadamente umedecida em soro fisioldgico foi introduzida 3

cm para o interior do canal anal. Nesta situagdo, foi rodada 360° em torno de seu eixo por 10
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vezes e, a seguir, foi retirada num movimento em espiral, exercendo-se leve pressdo sobre as
paredes do canal anal. A ponta da escova cervical foi entdo agitada no interior de frasco de
Eppendorf contendo 1 ml de solucdo conservante (TRIS-HCL 50 mM pH8,0 e EDTA 1 mM). O
frasco foi hermeticamente fechado e enviado ao Laboratério de Virologia para oportuna
tipificacdo de HPV e determinacdo de infeccdo pelo HSV, EBV e CMV pela PCR. Foi
armazenado a temperatura de —20°C até o momento dos exames biomoleculares.

5.7.4 Anoscopia com Magnificacdo de Imagem (AMI)

Todos os pacientes foram submetidos a AMI logo apos a coleta citoldgica anal. O exame
foi realizado com colposcopio de aumento de 7 a 24 X a 30 cm de distancia focal. O
procedimento foi iniciado com um toque retal com dedo enluvado besuntado em geléia de
lidocaina a 2% para lubrificar o canal anal para a introducdo de um anoscopio descartavel de
plastico. Uma gaze embebida em acido acético a 3% foi colocada no interior do canal anal, por
dentro do anoscopio, que foi a seguir retirado, ficando a gaze em contato com as paredes do canal
anal por 2 min. A gaze foi entdo retirada e 0 anoscopio reintroduzido para a realizacdo do exame
do canal anal sob magnificacdo de imagem. Os resultados da AMI foram considerados positivos
ou negativos para lesdes acetobrancas.

Na presenca de lesdes acetobrancas, a topografia da(s) mesma(s) foi(ram) anotada(s) em
relacdo a altura a partir do orificio anal (orificial, anoderma, pectinea, suprapectinea) e a situacdo
horéaria na circunferéncia do canal anal (1 - 12 h), sendo considerada a comissura anal anterior a
posicdo de 12 h. LesOes acetobrancas eventualmente encontradas foram biopsiadas. Cada biopsia
foi aposta a um pedaco quadrangular de papel filtro e acondicionada em frasco com solugédo
fixadora de formalina tamponada a 10%. A amostra fixada em formalina tamponada, destinada ao
estudo histopatolégico, foi enviada para o Laboratorio de Patologia da Fundagdo de Medicina

Tropical do Amazonas para a realizacdo de exame histopatologico convencional. Os achados da
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AMI foram anotados no Protocolo de Estudo. As AMI negativas para lesdes acetobrancas foram
seguidas de biopsias anais 0,5 cm acima da linha pectinea as 7 h, que foram tratadas como citado
acima para as biopsias de lesfes acetobrancas.
5.7.5 Deteccdo do virus do herpes genital (HSV)

Foi realizada a detec¢do do HSV na secrecdo anal por meio de PCR, segundo a seguinte
técnica:
5.7.5.1 Amostras: foram utilizadas as amostras extraidas pelo kit Qiagen, conservadas a -20°C;
5 7.5.2 Procedimentos:
5.7.5.2.1 Sistema: composto de 10,2 pl de d4gua Milli-Q; 1,5 pl de Tampdo 10x; 0,45 pl de MgCl12
50 mM; 0,3 ul de ANTP 10 mM; 0,75 pl do primer anterégrado HSV-GF (5 pmol); 0,75 ul do
primer reverso HSV-1-2R (5 pmol); 0,15 ul da Enzima Taq polimerase 5 U/ul ¢ 0,9 pl da amostra
(DNA), totalizando um volume final de 15 pl;
5.7.5.2.2 Reacdo de PCR: foi realizada com 40 ciclos de amplificacdo em termociclador
Eppendorf-Mastercycler Gradient, seguindo o programa: Dois minutos a 95°C (desnaturacao
inicial); Trinta segundos a 94°C (anelamento); Quarenta e cinco segundos a 60°C (sintese); e Dez
minutos a 72°C para extensdo final (SAHIN et al., 2007).
5.7.5.2.3 Deteccdo dos produtos amplificados: os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2,0%, com brometo de etideo, em tampédo TEB (Tris borato e
EDTA) 1x, 100 Volts. Utilizou-se o marcador 100 pb da Invitrogen Life Technologies. As
amostras consideradas positivas, com bandas de 242 pb para HSV, foram visualizadas através da
luz ultravioleta e fotografadas.

5.7.6 Deteccéo do virus Epstein-Barr (EBV)
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Foi realizada a deteccdo do EBV na secrecdo anal por meio de PCR, como no item
5.7.5.2, mas usando o primer com a seguinte composi¢ao: 0,75 ul do primer anterogrado HSV-
GF (5 pmol) e 0,75 ul do primer reverso EBV-R (5 pmol).

5.7.7 Deteccdo do citomegalovirus (CMV)

Foi realizada a deteccdo do CMV na secrecdo anal por meio de PCR, como no item
5.7.5.2, mas usando o primer com a seguinte composi¢ao: 0,75 ul do primer anterogrado HSV-
GF (5 pmol) ¢ 0,75 ul do primer reverso CMV-R (5 pmol)

5.7.8 Tipificacdo de HPV

Para realizacdo da PCR para HPV tipo-especifico, 0 DNA da amostra citoldgica coletada
foi extraido, amplificado, seqtienciado e analisado, conforme abaixo.
5.7.8.1 Recuperacdo de DNA

Para a recuperacdo do DNA, foram adicionados 400 ul de "TPK" a 400 ul da amostra
coletada descrita no item anterior. A solugdo de "TPK" consiste em uma mistura de 900 pl de TE
(Tris HC1 50mM + EDTA 1 mM pH 8,0) + 100 ul de Tween + 20 pl de proteinase K 10 mg/ml. Essa
mistura foi levada ao banho-maria a 55°C por 1 hora e depois fervida por 10 minutos.
5.7.8.2 Amplificagéo do DNA por PCR

A amplificacdo por PCR foi realizada com os primers especificos MY11 e MY09, que tém
como alvo a regido L1, porcdo altamente conservada de diversos tipos de HPV que promovem a
amplificacdo de fragmentos de 450 pares de bases de pelo menos 25 tipos distintos de HPV que infectam
o trato genital (MANOS et al., 1989). As reagbes de PCR foram realizadas com 35 ciclos de
amplificacdo em aparelho termociclador Eppendorf- Mastercycler Gradient, seguindo o programa: 1
minuto a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto a 55°C para anelamento e 1 minuto a 72°C para a
sintese. Realizados os 35 ciclos, seguiram-se 5 minutos a 72°C para extensdo (BAUER; MANOS,

1998). Paralelamente a PCR, que utiliza os primers MY09 e MY11, foi feita a reacdo de
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amplificacdo para controle do DNA da amostra em estudo, no qual foram utilizados os primers que
amplificam uma regido de microssatélite do cromossomo 15 de 170 pb (pares de bases).
5.7.8.3 Sistema de Reacdo de PCR

O sistema foi composto de: 17,5 pl de agua Milli-Q; 5,0 ul de Tp 10x (500 mM KC1 e 100
mM Tris-HCl (pH 8,5); 8,0 ul de MgCl> 25 mM; 10 pl do pool de ANTP (200 uM de cada
desoxinucleotideo trifosfato) 2,5 mM; 2,0 ul do primer MY09 (35pmol); 2,0 ul do primer MY11
(35pmol); 0,5 ul da Enzima Taq polimerase 5U/ul e 5,0 pl da solugdo contendo a amostra de DNA,
totalizando um volume final de 50 pl [Otimizado de Bauer & Manos (1998)].
5.7.8.4 Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com
brometo de etidio (1,0 ug/ml) por vinte minutos, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados em
equipamento da Pharmacia Biotech, Image Master® VDS FTI-500.
5.7.8.5 Purificacdo das Amostras

As amostras que revelam a amplificacdo do fragmento de 450 pb foram submetidas a
purificacdo em colunas "QIAquick® PCR Purification Kit - QIAGEN" para seqlienciamento.
5.7.8.6 Reacdo de Seqlienciamento

As amostras foram sequienciadas usando-se apenas o primer MY11 ou 0 MYQ9, em seqienciador
automatico MegaBace 1000 (Amersham Biociences). Para o sequenciamento utilizou-se o seguinte
sistema de rea¢ao: 5,0 pl do DNA; 4,0 ul do pré-mix DYEnamic ET-terminator Kit; 1,0 ul do primer
MY11 ou MY09, 50 pmol/ul, utilizando-se o seguinte programa: 95°C por 25 segundos, 95°C por 15
segundos, 50°C por 20 segundos, 60°C por | minuto, repetidos por 30 ciclos de amplificacéo.
5.7.8.7 Precipitacao do Produto da Reacao de Sequenciamento

ApOs a reacdo de sequienciamento realizou-se a precipitacdo. Ao produto da PCR de

sequenciamento foi adicionado 1 pl de acetato de amdnia ¢ 40 ul de etanol absoluto. Este sistema foi
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misturado utilizando-se o agitador por alguns minutos e incubado por vinte minutos a temperatura
ambiente. A placa foi envolvida em papel aluminio para evitar a incidéncia de luz. Ap6s a incubacéo, a
placa foi centrifugada a 4.000 rpm por quarenta minutos, em centrifuga refrigerada 5804R da
Eppendorf. O sobrenadante foi descartado.
5.7.8.8 Eletroforese para Seqlienciamento

A decodificacdo de sequéncia nucleotidica do fragmento amplificado foi realizada em
sequenciador automatico MegaBace 1000 (Amersham Biociences - Pharmacia). A eletroforese capilar
em gel de poliacrilamida foi feita com base na metodologia padrao do fabricante. Para injecdo utilizou-
se 3 KV por 80 segundos; e a corrida foi a 6 KV por 200 minutos, sob uma temperatura de 44 °C.
5.7.8.9 Alinhamento das Amostras Sequenciadas

Para o alinhamento das sequéncias de nucleotideos obtidas foi utilizado o programa de
computador CLUSTAL W (BioEdit).
5.7.8.10 Anélise das Sequéncias Nucleotidicas

Para confirmagdo e identificagdo do tipo do HPV, foi realizada uma comparacao de todas as
sequiéncias nucleotidicas das amostras seqlienciadas, submetendo-as ao Banco de Dados Mundial de
Nucleotideos - GeneBank, utilizando-se o programa BLAST através do site: www.ncbi.nlm.nih.gov.
5.7.9 Analise Histoldgica

No Laboratério de Patologia da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas, 0s
especimes fixados em solucdo de formalina tamponada a 10% foram incluidos em blocos de
parafina e seccionados em fatias de 4 p. A secdo histologica foi montada em lamina de
microscopio e corada pela hematoxilina-eosina. Apds cobertura com laminula, as laminas, assim
preparadas, foram observadas a microscopia oOtica a procura da presenca de lesbes teciduais
proprias de infeccdo anal pelo HPV. Cada lamina histolégica foi lida por trés patologistas

diferentes, e somente foram emitidos laudos quando houve concordancia diagndstica entre os trés
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patologistas em observacdo conjunta das laminas duvidosas em microscopio com Gtica
compartilhada.

Os achados histopatoldgicos foram assim definidos, de acordo com o0s critérios
estabelecidos pelo Sistema de Bethesda 2001 (2001 Terminology, 2004): INS — insatisfatorio;
NEG — negativo para lesdo intraepitelial escamosa anal (representando alteragdes celulares
benignas, incluindo inflamagdo, alteragdes reacionais e metaplasia escamosa); LSIL — lesdo
intraepitelial escamosa anal de baixo grau; HSIL — lesdo intraepitelial escamosa anal de alto grau;
CEPis — carcinoma epidermdide in situ; CEPin — carcinoma epidermoide invasivo; ADCis —
adenocarcinoma in situ; e ADCin — adenocarcinoma invasivo.

Em casos de mais de uma biopsia realizada num mesmo individuo, o resultado com maior
lesdo tecidual foi o utilizado para analise.

Os resultados histopatoldgicos foram considerados padrdo-ouro para a confirmacdo da

presenca de lesdes anais citopaticas HPV-dependentes.

5.8 Analise dos resultados

5.8.1 Variaveis

Para a analise dos resultados, as seguintes variaveis foram estudadas:
5.8.1.1 Resultado do exame histoldgico

Modalidades estudadas: INSp, NEGp, CAc, LSILp, HSILp, CEPisp, CEPinp, ADCisp,
ADCinp.

5.8.1.2 Resultado da PCR-HPV
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Modalidades estudadas: Negativa para a presenga de HPV (HPV—); HPV de baixo risco
(HPVa); HPV de alto risco (HPVb); tipo especifico de HPV detectado (HPV-n: sendo “n” o
numero do sorotipo detectado).
5.8.1.3 Resultado da PCR-HSV

Modalidades estudadas: Negativa para a presenga de HSV (HSV—); Positiva para a
presenca de HSV (HSV+);
5.8.1.4 Resultado da PCR-HBV

Modalidades estudadas: Negativa para a presenca de EBV (EBV—); Positiva para a
presenca de EBV (EBV+);
5.8.1.5 Resultado da PCR-CMV

Modalidades estudadas: Negativa para a presenca de CMV (CMV—); Positiva para a
presenca de CMV (CMV+);
5.8.1.6 Indicativos de Imunodepressao

Modalidades estudadas: CD4A (contagem de LTCD4 menor ou igual a 200
células/mmg3); CD4B (contagem de LTCD4 entre 201 e 500 células/mmg3); CDAC (contagem de
T/CD4+ maior ou igual a 501 células/mm3); CVO (carga viral ndo detectavel); CVA (carga viral
menor ou igual a 30.000 cépias de RNA por ml); CVB (carga viral maior ou igual a 30.001
copias de RNA por ml).
5.8.1.7 Dados sobre HAART

Modalidades estudadas: Negativa para o uso de HAART (HAART-); Positiva para 0 uso

de HAART; Tipo de HAART e dosagem; Tempo de uso de HAART.
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5.9 Analise estatistica

Os dados do “Protocolo de Estudo” foram transferidos para planilha eletronica montada
na plataforma Microsoft Excel®. A planilha foi construida de forma a poder ser lida e
interpretada pelo programa estatistico Epi Info®, versao 3.3.2 (EPI INFO™, 2005). Na analise de
dados utilizou-se ainda o programa BioEstast 5.0 (2007).

O teste do qui-quadrado, o teste G e o teste de Fisher, foram aplicados aos dados
categoricos dispostos em tabelas de contingéncias. As caracteristicas epidemioldgicas foram
analisadas descritivamente pelos seus percentuais e intervalos de confianca de 95% (1C95%).

Foram considerados significantes os valores de p menores ou iguais a 0,05 (5%).
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6 RESULTADOS

Nesta pesquisa, projetou-se estudar uma amostra populacional de 300 pessoas distribuidas
igualmente nos trés grupos eleitos de estudo. Apesar de terem sido atendidos 399 pacientes, no
periodo de estudo de realizacdo deste trabalho, ap6s a aplicacdo de critérios de inclusdo e
exclusdo, foram efetivamente estudados 203 individuos, assim distribuidos: 101 HSH/HIV+, 49

MHIV+ e 53 GR-.

6.1 Caracteristicas epidemioldgicas da amostra

As caracteristicas epidemiologicas da amostra estudada encontram-se na Tabela 1.

6.2 Achados histoldgicos anais versus caracteristicas epidemioldgicas da amostra

A Tabela 2 demonstra a associacao entre os achados histol0gicos anais e as caracteristicas
epidemioldgicas da amostra estudada. Percebe-se que entre os pacientes diagnosticados com
ASIL (32,5%), a maioria eram homens (51) (p<0,05) de compleigédo faioderma (46), com ensino

médio completo (34) e da faixa etaria de 31 a 50 anos (31).

6.3 Distribuicdo de ASIL nos grupos de estudo

A frequiéncia de resultados histopatologicos positivos para ASIL (Tabela 3) foi a seguinte:
32,5% (66/203; 1C95% = 26,1% - 39,4%) para toda a amostra estudada; 49,5% (50/101; 1C95% =
39,4% - 59,6%) para os HSH/HIV+; 28,6% (14/49; 1C95% = 16,6% - 43,3%) para as MHIV+ e

3,8% (2/53; 1C95% = 0,5% - 13%) para o grupo GR-(p<0,0001).
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6.4 HPV versus diagndstico de ASIL

A pesquisa de DNA de HPV pela PCR pdde ser realizada em 123 dos 203 participantes
do estudo.

A Tabela 4 mostra a associacdo entre os achados histologicos anais e os da deteccdo de
HPV em relacdo a populacdo analisada. Observa-se que ASIL foi mais prevalente no grupo de
pacientes positivos para HPV de alto ou baixo risco (42,1%; 32/76 1C 95% = 30,9% - 54%) que

no grupo de pacientes HPV-negativos (12,7 %; 6/47 IC 95% = 4,8% - 25,7%).

6.5 Contagem de linfocitos T/CD4+ e carga viral do HIV versus o diagnostico de ASIL

Dados sobre a contagem de LTCD4 e/ou a carga viral do HIV puderam ser obtidos dos
prontudrios de 54 pacientes HIV+.

Na Tabela 5 esta disposta a relacdo entre a contagem de linfocitos TCD4+ (LTCD4) e 0
diagnostico ou ndo de ASIL. Percebe-se que houve maior prevaléncia de ASIL entre os pacientes
com LTCD4 < 500x108/1 (45/53), especialmente naqueles com celularidade entre 201 e 500x10%/1
(34/53). Nesta tabela encontra-se ainda a associagao entre a carga viral do HIV (CV) e a presenca
ou nédo de ASIL. Observa-se que quando comparados os valores de carga viral do HIV em relagéo
a presenca de ASIL, esta foi mais frequente no grupo de pacientes HIVV+ com valores de CV >

30.000 copias de RNA/mI (p < 0,05).

6.6 Detecgdo de CMV, HSV e EBV por PCR em biopsias positivas para ASIL

A detecgdo de DNA de Citomegalovirus (CMV) e de DNA do virus Epstein-Barr (EBV)

foi realizada em 187 dos 203 pacientes estudados, ao passo que a detec¢do do HSV foi realizada
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em 183. Na Tabela 6 encontram-se os dados da deteccdo desses virus pela PCR em relacdo aos
achados histolégicos anais. E possivel observar que apenas a co-infeccdo anal por HSV foi
estatisticamente relacionada ao diagndstico de ASIL (p<0,05), embora CMV e EBV tenham sido

detectados em algumas amostras anais com esse achado histologico.

6.7 Tempo do uso de HAART versus o diagnoéstico de ASIL

Dos pacientes HIV+ estudados que faziam uso de HAART, foi possivel obter dados
sobre o tempo de uso de 67 (33%) pacientes. Destes, 36 (53,7%) tinham tempo de uso menor ou
igual a 3 anos, 13 (19,4%) de 4 a 6 anos, 10 (14,9%) de 7 a 9 anos, e 8 (11,9%) usavam HAART
ha 10 anos ou mais.

A Tabela 5 mostra a associacdo entre o tempo de HAART e os achados histolégicos
anais. Observa-se que ndo houve significancia estatistica entre o tempo de uso de HAART e o
diagndstico ou ndo de ASIL, ainda que este achado tenha sido mais freqliente entre os pacientes

com um longo tempo de HAART ( >7 anos).

6.8 Tipo de HAART versus ASIL

Dados sobre modalidades de HAART foram possiveis de ser obtidos de 87 pacientes. A
tabela 7 apresenta a relacdo entre os tipos de HAART e os achados histolégicos anais. Observa-se
que ASIL de alto ou baixo grau foi mais prevalente entre os pacientes que faziam uso dos
medicamentos AZT + 3TC (Zidovudina e Lamivudina) e EFV (Efavirenz) — 15 casos de ASIL,

mas ndo houve signifancia estatistica entre os dados (p>0,05).
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7 DISCUSSAO

Em geral, ASIL é considerada o precursor de carcinoma anal e tem sido mais encontrada
em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (WONG et al., 2010) e
individuos anorreceptivos (PIKETTY et al., 2003). No presente estudo, ASIL foi 13 vezes mais
frequente em homens HIV+ com habitos anorreceptivos do que em pacientes HIV- sem outros
fatores de risco para o cancer anal, e 1,7 vezes mais freqiente do que em mulheres HIV+,
anorreceptivas ou nao (p < 0,05). HSIL foi 11 vezes mais frequente entre os homens HIV+
anorreceptivos do gque nos pacientes do grupo GR-. Em estudos semelhantes, porém comparando
pacientes homossexuais HIV-positivos e negativos, Sayers et al. (1998) encontraram uma
prevaléncia de ASIL 6,4 vezes superior no primeiro grupo e Palefsky et al. (1998) encontraram
essa mesma prevaléncia 5 vezes maior no grupo de homossexuais HIV+. Em estudo de coorte
realizado em Seattle, HSIL foi 3 vezes mais freqliente em pacientes HIV+ quando comparados a
HIV- (CRITCHLOW et al., 1995). Em virtude da comparacdo feita, no presente estudo, entre
dois grupos de pacientes HIV-positivos com um grupo HIV-negativo sem nenhum outro fator de
risco para o cancer anal, seus resultados referentes a prevaléncia comparativa de ASIL entre os
grupos foram mais marcantes do que nos estudos citados, pois neles os pacientes HIV-negativos
poderiam conter outros fatores de risco para o cancer anal.

O HPV tem sido implicado como fator significante na carcinogénese anal (URONIS et
al., 2007). No presente estudo, DNA de HPV foi identificado por PCR em 84,2% de 38 amostras
positivas para ASIL, e em 51,7% das 85 amostras que foram negativas para ASIL. Entre 0s casos
de lesdo intraepitelial escamosa anal, houve igual distribuicdo entre os tipos de HPV de alto ou

baixo risco (dos 84,2% dos casos de ASIL positivos para HPV, 50% foram positivos para HPV
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de baixo risco e 50% para HPV de alto risco). De maneira semelhante, relacionando HPV ao
cancer anal e lesdes precursoras, Wong et al. (2010) detectaram DNA de HPV de alto risco em
75% dos casos de neoplasia intraepitelial anal e Frisch et al. (1999) detectaram HPV de alto risco
em 84% de casos de cancer anal com a diferenca de que nestes, HPV de alto risco foi 0 mais
encontrado. De maneira geral, HPV de baixo risco tem sido mais associado a casos de ASIL de
baixo grau, bem como a condilomas anais (PALEFSKY et al., 1991). Entretanto, casos de cancer
anal ja foram descritos em associacdo a HPV de baixo risco em pacientes HIV+ (CAUSSY et al.,
1990).

Referente a contagem de LTCD4 em individuos HIV+, ASIL foi 5,6 vezes mais
freqiiente no grupo de pacientes HIV+ com LTCD4+ menor ou igual a 500x10°/1, sendo os
indices de celularidade compreendidos entre 201 e 500x10%/1, os mais comuns (64,1%). De forma
semelhante, Kiviat et al. (1993), estudando individuos HIV+, encontraram um risco de ASIL
maior entre aqueles com LTCD4 < 500x10/1, 2,9 vezes maior que em pacientes com celularidade
acima desse valor e Palefsky et al. (1998) acharam um risco relativo de 5,8 em pacientes com
LTCD4 mais baixa ainda, < 200x10%1. Esses estudos demonstram a relacdo entre a
imunossupressdo determinada pela baixa contagem de LTCD4 e a possibilidade do
desenvolvimento de ASIL.

Individuos com cargas virais de HIV superiores a 30.001 copias de RNA por ml
mostraram-se mais propensos ao achado de ASIL. O estudo realizado por D'Aradjo et al. (2005)
observou que mulheres HIV+ com carga viral maior que 400 copias/ml apresentaram chance 3,17
vezes maior de desencadear lesdo intraepitelial escamosa cervical do que as com CV menor.

Gimenez et al. (2008) ndo encontraram, em pacientes HIV-positivos, relagéo entre a presenca de
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lesGes precursoras do cancer anal e CV de HIV acima ou abaixo de 10.000 copias/ml. O presente
estudo, por outro lado, encontrou relagédo estatistica entre ASIL ¢ CV elevada (>30.001).

No que se refere as outras coinfecBes virais investigadas, CMV e EBV foram
identificados por PCR em, respectivamente, 12,9% e 19,3% das amostras pesquisadas, todavia
ndo houve associacdo estatistica com o diagnostico de ASIL. Por outro lado, o achado de DNA
de HSV nas amostras anais apresentou significancia estatistica quando relacionado aos trés
grupos de pacientes estudados, constituindo-se em fator de risco para o desenvolvimento de ASIL
(Risco Relativo = 2,09; p < 0,05). Palefsky et al. (1998), igualmente, ndo encontraram associacao
significativa entre coinfeccdo por CMV ou EBV e o cancer anal, mas descreveram a presenca de
DNA de HSV por captura hibrida em 75% dos casos de neoplasia intraepitelial anal de alto grau e
em 38% dos casos de cancer anal em sua pesquisa. Por outro lado, em estudo comparativo de
pacientes HIV-positivos com HIV-negativos, Sobhani et al. (2004) demonstraram que o risco de
HSIL ou carcinoma anal em pacientes infectados pelo HPV esta aumentado em individuos HIV-
positivos com coinfeccdo anal secundaria ndo somente ao virus do herpes simples, mas também
ao virus Epstein-Barr (EBV) e citomegalovirus (CMV) (p < 0,0001). De forma geral, esses virus
tém sido mais associados a patogénese do cancer cervical (PALEFSKY et al., 1991; QIAN et al.,
2005; SMITH et al., 2002), com poucos dados na literatura consultada sobre sua associagéo real
ou ndo com o cancer anal.

Diversos trabalhos fazem referéncia a um aumento na frequéncia de ASIL ou cancer anal
em pacientes sob HAART (MARTIN; BOWER, 2001; CHIAO et al. 2005; D' SOUZA et al.,
2008). No presente estudo, porém, ndo houve relacéo estatistica entre tempo de uso de HAART e
presenca de ASIL, muito embora ASIL tenha sido mais observada em pacientes sob HAART por

7 oU mais anos.
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Da mesma forma, ndo se observou associacdo significativa entre os tipos de HAART
utilizados e o diagnéstico de ASIL, apesar de ASIL ter sido mais freqlente entre os individuos
que faziam uso de AZT + 3TC (Zidovudina + Lamivudina) e EFV (Efavirenz), muito
provavelmente por ter sido uma das associacbes de drogas mais utilizadas nos pacientes
atendidos na FMT-AM. Essas drogas constituem um dos esquemas terapéuticos mais utilizados,
que envolve inibidores da transcriptase reversa (analogos e ndo-analogos de nucleosidio) sem
incluir inibidores de protease. Ndo ha dados, na literatura consultada, que tratem especificamente
da relacdo entre modalidades de HAART e o desenvolvimento de carcinoma anal, apesar de
haver relato sobre a associacdo entre inibidores de protease e casos de condiloma anal

(PALACIO et al., 2007).
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8 CONCLUSAO

A andlise dos resultados obtidos neste estudo de pacientes atendidos na Fundacdo de

Medicina Tropical do Amazonas permitiram as seguintes conclusdes:

1. ASIL foi encontrada em 32,5% dos pacientes, sendo sua presenga mais significante no grupo
HSH/HIV+ em compara¢do com MHIV+ e GR-.

2. Houve significante associacdo entre ASIL e a deteccdo de DNA de HPV (de alto ou baixo
risco) em raspados anais.

3. Nédo houve indicios de associacdo entre o tempo de uso e as modalidades de HAART
empregadas e o diagnéstico de ASIL.

4. Dentre as outras comorbidades virais investigadas apenas a presenca de HSV se associou
significantemente com o diagndstico de ASIL.

5. A prevaléncia de ASIL foi significantemente mais elevada em pacientes com contagem de

linfécitos TCD4+ < 501x10%1 e nos com carga viral do HIV > 30.001 copias de RNA/ml.



Tabela 1 - Caracteristicas epidemioldgicas da amostra
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Tabela 2 - Achados histol6gicos anais versus caracteristicas epidemioldgicas da amostra

Variaveis P-valor

41



Tabela 3 - Achados histol6gicos anais observados nos grupos de Estudo
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Variavel

P-valor




Tabela 4 - Achados histoldgicos anais e a co-infec¢ao anal por HPV nos grupos de estudo

Variaveis P-valor
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Tabela 5 Associacdo entre achados histoldgicos anais e a contagem de Linfocitos
T/CD4+, carga viral do virus da imunodeficiéncia humana e o tempo de HAART em
pacientes HIV+

<=3anos 14 38.89% 22 61.11% 36 53.73%

>=10 anos 4 50.00% 4 50.00% 8 11.94%
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Tabela 6 Co-infeccdo por CMV, EBV e HSV e a presenca de ASIL ou ndo na amostra
estudada

Variaveis P-valor
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Tabela 7 — Tipo de HAART versus achados histoldgicos anais

0,1779*
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10.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa O cancer anal e suas lesdes
precursoras em individuos HIV+ co-infectados pelo HPV em Manaus. Vocé foi selecionado
por ser portador do virus da imunodeficiéncia adquirida humana (HIV), por ser homem que faz
sexo com homem, ou por ser mulher com historia de ferida no colo do Utero provocada pelo virus
do papiloma humano (HPV). Sua participagdo neste estudo ndo é obrigatoria. A qualquer momento
vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo
em sua relacdo com o pesquisador ou com a Fundacgéo de Medicina Tropical do Amazonas.

O objetivo deste estudo é o de determinar a prevaléncia tanto da infeccdo anal pelo HPV
quanto da presenca de lesbes benignas anais causadas pelo HPV que podem transformar-se em
cancer com o passar do tempo. O que se visa com este estudo é coletar dados que déem sustentacdo
a criacdo de um programa de deteccdo precoce de lesdes anais que possam evoluir para o cancer
anal em pacientes sob maior risco de desenvolver a doenca.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em ter uma amostra de sangue coletada para a
determinacdo da contagem de linfocitos T/CD4+ e da carga viral, em responder a um questionario a
respeito das peculiaridades de sua doenca infecciosa e a submeter-se a um exame do anus e do reto.
Neste exame, uma escovinha circular especialmente projetada para este fim serd introduzida no
canal anal para ser imediatamente retirada e colocada num frasco de transporte com liglido
conservante em seu interior. A seguir, um anoscopio (um tubo cilindrico) sera introduzido no canal
anal e 0 mesmo serd observado com um aparelho que funciona como uma lente de aumento
(Colposcopio). Apos a aplicacdo local de uma solucédo fraca de acido acético lesdes mucosas que
ficarem brancas serdo biopsiadas sob anestesia local. Os frascos com as escovinhas e as bidpsias,
também colocadas em solugdo conservante, serdo encaminhadas para exame, respectivamente, nos
Laboratorios de Virologia e de Patologia da Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas.

Os riscos relacionados com sua participacdo sdo muito pequenos e associados as bidpsias
anais, cuja anestesia prévia pode arder um pouco e de forma passageira. Um pequeno sangramento
também podera ocorrer que na grande maioria das vezes cessa espontaneamente.

Os beneficios relacionados com a sua participagdo ndo serdo outros sendo os ligados a
prevencdo do cancer anal, que incide mais freqientemente em pessoas HIV+, em homens que
fazem sexo com homens e em mulheres que ja apresentaram feridas no colo do Gtero causadas pelo
HPV, ndo havendo qualquer pagamento em dinheiro aos participantes do estudo. Vocé estara
contribuindo também para o conhecimento de quantas pessoas, em Manaus, com as mesmas
caracteristicas que vocé, sdo portadores de lesGes que, se ndo tratadas, poderdo evoluir para o
cancer anal. Em caso de haver algum dano eventual a sua saide durante o periodo de estudo,
provocado pelos exames necessarios para realiza-lo, a responsabilidade recaira inteiramente sobre o
pesquisador e a Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM), conforme prevé a
Resolugdo 196/96 — CNS.

Se ocorrer algum prejuizo na participacdo da pesquisa, 0s pesquisadores envolvidos e a
FMT-AM deverdo indenizé-lo.

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidencias e asseguramos o sigilo
sobre a sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo.
Os registros ou resultados dos testes relacionados aos estudos serdo mostrados apenas a
representantes da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas, bem como a autoridades
normativas nacionais ou internacionais, com o objetivo de garantir informagBes de pesquisas
clinicas ou para fins normativos. Sua identidade permanecera sempre em confidencialidade.

Voceé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal, podendo tirar suas ddvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer
momento.

Pesquisador: Dr. Ivan Tramujas da Costa e Silva

R. Afonso Pena, 589, Centro Av. Pedro Teixeira, 25, D.
Pedro
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Tel.: 3233-9730 Tel.: 3238-1711; 3238-1767

Declaro que entendi 0s objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e concordo
em participar.

Sujeito da pesquisa

Manaus, de de

200 .
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