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1. Introducéo
1.1 A epidemiologia da Neoplasia Intraepitelial e do Cancer Anal

O cancer anal € incomum na populacdo geral, com uma incidéncia de 0,8
casos para cada 100.000 habitantes, sendo até cinco vezes mais incidente em
mulheres e ap06s a sexta década de vida (FRIEDMAN et al., 1998; LOIOLA, 2007).

Apébs a epidemia de aids, a prevaléncia do cancer anal entre homens que
fazem sexo com homens (HSH) tornou-se maior que a do cancer cervical, antes do
emprego da técnica do Papanicolau para o seu rastreamento (PALEFSKY e HOLLY,
1995), sendo impulsionada de 35/100.000 HSH néo portadores do virus da
imunodeficiéncia Humana (HIV) a até 80/100.000 nos HSH HIV positivos com baixos
niveis circulantes dos linfécitos TCD4* (MARTINS, 2005; VOLBERDING, 2000),
passando, nestes grupos, a ser mais prevalente na terceira e quarta décadas de vida
(FRIEDMAN et al., 1998).

O epitélio displasico ou portador de lesBes intraepiteliais escamosas é
caracterizado pela presenca de graus progressivos de anomalias de diferenciacdo
celular e de maturacgdo, ocorridas desde a membrana basal até a superficie celular.
Essas alteracbes sdo classificadas em leve ou neoplasia intraepitelial escamosa de
baixo grau (NIA 1), cujas alteracdes ocupam 1/3 da sua espessura do epitélio
escamoso, podendo apresentar células atipicas, mas ndo mitoses atipicas; moderado
ou neoplasia intraepitelial escamosa de grau moderado (NIA 1), com alteracbes
ocupando 1/2 da espessura do epitélio, onde células atipicas podem ser vistas, mas
nao figuras mitéticas; severo ou neoplasia intraepitelial escamosa de grau severo (NIA
[l), onde ha extensa destruicdo da arquitetura de todo epitélio, presenca de atipias
citoplasmaticas, nucleares e mitoses, e por fim podendo evoluir para o carcinoma in
situ e o invasivo escamoso, que apresenta infiltracdo da lamina propria por
aglomerados de células tumorais (ABRAMOWITZ et al., 2007; APGAR, 2003;
BANDEIRA et al., 2001).

A importancia clinica em graduar a gravidade das lesdes displasicas, ou
intraepiteliais, reside no fato do risco do desenvolvimento do carcinoma escamoso
aumentar conforme a neoplasia intraepitelial evolui para graus mais severos. Todo
carcinoma escamoso cevical desenvolve-se de neoplasia intraepitelial cervical severa
(NIC 1ll) e, apesar da compreenséo da histéria natural da leséo intraepitelial escamosa

anal (ASIL) ndo estar concluida, é aceito que a neoplasia intraepitelial de grau severo



(NIA 1Il) preceda o cancer anal escamoso pelas similaridades apresentadas com o
cancer cervical (MARTINS, 2005).

Inimeros fatores tém sido imputados no desfecho NIA/cancer, com
importancias dispares entre os estudos, em especial os relacionados aos fatores
sécio-comportamentais, dentre eles a multiplicidade de parceiros sexuais, 0
tabagismo, as doencas sexualmente transmissiveis (DST) e a pratica do sexo anal
receptivo (AR) (DALING et al.,1987; KREUTER et al., 2005). Fatores biol6gicos como
a presenca de NIA, o numero de células dendriticas na mucosa e a presenca de
imunodepressdo sistémica sdo também apontados (SOBHANI et al.,, 2002;
YAGHOOBI et al., 2010).

Frisch, Biggar, Goedert (2000) sugeriram que a interacdo da infecg&o viral
sistémica pelo HIV e local (anal ou cervical) pelo HPV aumenta o risco de
desenvolvimento do cancer anal. Critchlow et al. (1998) defendem que a co-infecgéo
HPV-HIV aumenta o risco de cancer anal através do comprometimento da imunidade e
consequente reativacdo da infeccdo por HPV, fator este que possibilita a continua
instalagdo de anormalidades no sistema imune local e predispde a mucosa anal & NIA
[l

1.1.1 Aimportancia da infec¢éo pelo HIV e da aids

O cancer é uma significante causa de mortalidade em pessoas com HIV.
Segundo Spamo et al. (2002) apud Fernandez (2003), 30% a 40% desses pacientes
irdo desenvolver alguma doenca maligna durante a vida. O cancer anal é descrito
nesta populagdo como “malignidade associada a aids” ou “cancer oportunista’
(MELBYE et al., 1994; FERNANDEZ, 2003), ocorrendo cerca de duas décadas mais
cedo nestes individuos em relacao ao grupo controle (NADAL et al., 2006).

Pacientes infectados pelo HIV podem ser classificados pelos niveis plasmaticos
de linfocitos TCD4" e pela ocorréncia das doencas definidoras de aids, conforme

mostrado na tabela 1.



TABELA 1 - Classificagcdo Clinica e Laboratorial dos Pacientes com Infeccao pelo

HIV
Células CD4/mm3 | Assintomaticos ou Sintométicos Doencas
indicadoras de
Infeccéo aguda | Menos Ae C
AIDS (1997)
LPG
> 500 mm3 Al Bl C1
201 a 499 mm3 A2 B2 Cc2
<200 mm3 A3 B3 C3

Fonte: Adaptado de Brasil_Critérios de definicdo de casos de aids (2004).

Pacientes das classes A3, B3, C1, C2 e C3 devem ser notificados como AIDS.
Quando classificado como B ou C, o paciente nao podera ser reclassificado quando
cessarem 0s sintomas.

Legenda: LPG = linfadenopatia generalizada persistente.

Segundo Bazin (2005) sdo considerados portadores de aids os pacientes que
apresentam as doencas definidoras da doenca com quaisquer niveis de TCD4* ou os
com contagem de linfécitos TCD4" inferior a 200/mm3, mesmo sem relato de infec¢éo
oportunista.

1.1.2 O papel da terapia antirretroviral (TARV) na progresséao da NIA/cancer

A ampliacdo do acesso da populagdo aos esquemas TARV foi responsavel
pela queda da morbimortalidade associada a aids na maioria dos paises. Porém, a
incompleta restauracdo do sistema imunoldgico, associada a prolongada exposicao
aos virus oncogénicos e a instabilidade genbmica, parecem resultar em prejudicada
vigilancia imune e subsequente elevacdo da incidéncia de tumores (FERNANDEZ,
2003).

A implementagdo da TARV foi acompanhada do aumento das taxas de NIA
atribuidas a maior sobrevida, facilitacdo da progressdo pela imunossupresséo e
ineficiente acdo da TARV sobre o HPV (PALEFSKY et al., 1998, ABRAMOWITZ et al.,
2007). Segundo Doorbar (2005), apesar da imunossupressao aumentar o risco de
desenvolvimento de NIA Ill, uma vez estabelecida a NIA, fatores genéticos como o0s
induzidos pelas oncoproteinas E6 e E7 do HPV parecem desempenhar um papel mais

direto na progressao da NIA ao cancer (DOORBAR, 2005), e uma vez instaladas as




mutacfes, a reconstrucdo do sistema imune pela TARV ndo se acompanha da
reconstrucdo da resposta imune especifica ao HPV, como ocorre com outros
patdogenos (PALEFSKY; HOLLY, 2003). Abramowitz et al. (2007) concluiram que a
melhora da imunidade associada a era TARV nao foi capaz de prevenir a recorréncia
das lesdes relacionadas ao HPV.

1.2 Células Dendriticas (DCs) e Células T reguladoras (Treg)

As DCs imaturas estdo presentes nos locais de interacdo do individuo com o
meio externo, podendo ser encontradas em locais como trato respiratorio e
gastrointestinal, intersticio da maioria dos 6rgaos parenquimatosos, 6rgaos linféides e
ainda nos epitélios da pele, onde sdo denominadas células de Langerhans (LCs)
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Vérias caracteristicas das células de Langerhans
(LCs) as colocam como as mais provaveis células-alvo do HIV, como a localizagédo
intraepitelial, a expressdo constitutiva de CD4, suscetibilidade seletiva ao virus R5 do
HIV-1, capacidade de migrar para os linfonodos e habilidade de transmitir o HIV aos
linfécitos TCD4* (KAWAMURA et al., 2005), sendo apontados como 0S mais
importantes sitios de multiplicacdo do HIV, juntamente com as células T (KAWAMURA
et al, 2003). Durante a infeccdo pelo HIV, os linfécitos TCD4*, por expressarem
antigenos (Ag) virais nas suas membranas, tornam-se alvo de destruicdo pela
citotoxicidade dos linfécitos TCD8* e também aumentam a apoptose, levando a
destruicdo em massa desta subpopulacéo de linfécitos. A supressdo imunoldgica esta
associada a diminuigdo de IL-2, IFN- y e TNFa, caracterizando o enfraquecimento da
resposta TH1 (MACHADO et al., 2007).

De acordo com Margutti (2007, p. 22), “as células dendriticas possuem também
um papel essencial na indugdo e manutencdo dos mecanismos de tolerancia”. As
células T reguladoras (Treg) sdo geradas principalmente durante o processo de
tolerancia central, no timo, em que linfocitos imaturos autorreativos sofrem selecéo
negativa (delecdo clonal ou edigdo do receptor) ou diferenciam-se em células Treg.
Estas células migram para a periferia, onde asseguram a manutencao da tolerancia,
suprimindo as reacdes imunes indesejaveis (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).
Células TCD4* CD25* sdo frequentemente usadas para definir populacbes de células
Treg, embora muitas outras populacdes com atividade regulatoria tenham sido
descritas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; WALKER, 2004).

As células TCD4" CD25* expressam um fator de transcricdo chamado FoxP3,
da familia forkhead, que parece ser o gene controlador do desenvolvimento e funcdo

das células Treg. Nos humanos, mutacées no FoxP3 causam uma doenca conhecida
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como IPEX, caracterizada por alta incidéncia de doencas auto-imunes, incluindo
diabetes tipo-1, tireoidite, doenga inflamatoria intestinal, dermatite atopica e outras
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; YAGI et al, 2004). Em outro estudo,
camundongos nocauteados para o0 gene IL-2 apresentaram Treg funcionalmente
preservadas, porém com proliferacdo e sobrevivéncia prejudicadas na periferia
(Fontenot et al., 2005 apud Margutti, 2007).

Frish; Biggar; Goedert (2000) sugerem que a supressao do sistema imune esta
relacionada ao risco de carcinoma in situ em pacientes infectados por HIV. Yaghoobi
et al. (2010) corroboram os achados demonstrando que a diminuicdo das células
CD1a" na mucosa anal € inversamente proporcional ao grau de neoplasia intraepitelial
e cancer, e associada ao aumento de FoxP3 e de citocinas pré-inflamatoérias,
sugerindo que a reducdo das APCs no tecido anal apresenta papel fundamental na
carcinogénese. Os niveis elevados de FoxP3 na mucosa anal sugerem a presenca de

células Treg inibindo a resposta imune.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar a
expressao periférica de FoxP3 em pacientes HIV positivos portadores de neoplasia
intraepitelial anal atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira

Dourado, na cidade de Manaus.

2. Justificativa

Estudos realizados na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD) demonstraram a crescente elevagdo das taxas de NIA nos
pacientes HIV positivos (Daumas, 2007). Um dos fatores relevantes para o desfecho
NIA/cancer anal é o comprometimento da resposta imunidade local e sistémica através
da geragdo de linfécitos e células dendriticas reguladoras. No Brasil, trabalhos
descrevendo a relacdo entre a presenca de NIA e o perfil imunolégico de linfécitos
Treg em individuos infectados pelo HIV séo inéditos, bem como inexistem dados
oficiais nacionais sobre a incidéncia de céncer anal em pacientes com aids (INCA,
2010).

Desta forma, o presente estudo buscou analisar a relagdo da expressao
periférica de FoxP3 com os diferentes graus de severidade da NIA em pacientes HIV
positivos atendidos na FMT-HVD, com o intuito de estabelecer a expressao de células

regulatérias no sangue de pacientes com NIA e aumentar o conhecimento a cerca da
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epidemiologia da doenca, favorecendo o desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas para o controle da doenca.

3. Objetivos

3.1 Geral

Avaliar a expressao periférica de FoxP3 nos linfocitos T de pacientes HIV
positivos atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado e a
relacdo com o grau de neoplasia intraepitelial anal.

3.2 Especificos

Analisar a expressao periférica dos linfécitos TCD4* e correlaciona-la com os
niveis de FoxP3;

Correlacionar os niveis dos linfécitos TCD4* com o grau de NIA,

Analisar possivel correlacdo entre o HPV de alto risco com a elevacdo da

expressao periférica de FoxP3.

4. Metodologia

4.1 Modelo de estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, transversal, de deteccéao de casos.

4.2 Universo amostral

Foram estudados pacientes do sexo masculino com aids. A amostra foi
composta por pacientes HIV positivos encaminhados ao Ambulatério de
Coloproctologia da Fundac&do de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD), provenientes dos ambulatérios de DSTs/aids e dermatologia e pacientes HIV
negativos que procurem a instituicdo por livre demanda, por apresentarem queixas

proctolégicas.
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4.2.1 Célculo da amostra

Para determinar o tamanho da amostra, n, utilizou-se um erro maximo de
estimacéo (erro amostral) igual a 0,2 com um nivel de confianca de 95%. A variancia
da populacdo ndo € conhecida, portanto, admite-se que p(1-p)<1/4, para todo p,
entendendo-se p como a propor¢do populacional de homens HIV positivos que
apresentaram a neoplasia intraepitelial anal (NIA), chegando-se ao célculo da

amostral:

zf 1,967
n= E = 4(012)2 ;24

Como a média de consultas semanais € de 12, teremos uma média de 144
pacientes nos trés meses de coleta. O total de pacientes do sexo masculino foi
estimado na frequéncia observada no ambulatério que é constituida 80% por homens.
No calculo amostral levou-se em consideragdo as variaveis que indicam presenca ou
auséncia de HIV e presenca ou auséncia de NIA. Em estudos prévios realizados na
mesma Instituicdo, Daumas (2007) concluiu que 70% dos pacientes sdo HIV positivos
e 52,8% apresentam NIA, sendo que destes, 66,7% sdo HIV positivos e 33,3 sédo HIV
negativos. Com esta consideracao, foi possivel estimar o total de homens segundo a

distribuicdo de auséncia ou presenca de HIV, e auséncia ou presencga de NIA.

TABELA 2 — Valores estimados

NIA sem NIA | Total
HIV+ 41 5 46
HIV- 20 49 69
Total 61 54 115

Partiu-se para uma segunda etapa do célculo do tamanho da amostra, na qual
utiizamos a alocacdo proporcional. Tal método extrai dos subgrupos criados, um
determinado numero de pessoas a fim de representa-los na amostra final,

considerando que o total entre casos e controles seja 41+49 = 90.
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Temos entao:

»  Subgrupo 1: Homens HIV positivos com NIA (CASO)

() #avs)
e WNJ_T41449) oy

»  Subgrupo 2: Homens HIV negativos sem NIA (CONTROLE)

(%) “ats
oo UNJ_T41449) 4

Portanto, o tamanho final da amostra sera de:

2

N

n=i= =24

4.2.2 Critérios de Incluséao

4.2.2.1 Grupo caso:.

Pacientes do sexo masculino com aids, adeptos do sexo anal receptivo, aqui
caracterizado pela pratica de mais de 1x/més pelo menos 04 meses por ano;
portadores de NIA; com idade entre 14 e 60 anos, com consentimento de um dos pais
ou responsavel quando menores que 18 anos, provenientes dos ambulatérios de

DSTs/aids e dermatologia ou por livre demanda.

4.2.2.2 Grupo controle:

Pacientes do sexo masculino, com sorologia negativa para o HIV; auséncia de
NIA/cancer anal ao exame histopatolégico; ndo adeptos do sexo anal receptivo; nao
adeptos do tabagismo, aqui definido como o uso do tabaco nos udltimos 24 meses,
ainda que de forma interrupta; com idade entre 18 anos completos até 60 anos; e
ainda auséncia de infeccao pelo HPV, clamidia, herpes e gonococo na amostra anal;
que procurem o ambulatério de coloproctologia por livre demanda por apresentarem

queixas proctologicas.
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4.2.3 Critérios de Exclusao

4.2.3.1 Para ambos 0s grupos

a) Pacientes do sexo feminino;

b) Portadores de doencas infecciosas anorretais, exceto a infeccdo pelo
papilomavirus humano (HPV), clamidia e gonorréia;

c) Portadores atuais de outras doencas oportunistas clinicamente e/ou
laboratorialmente detectaveis relacionada a aids;

d) Outras doencgas imunossupressoras;

e) Neutropénicos (< 500 céls x mm3);

f) Em uso de drogas com efeito anticoagulante nos ultimos quinze dias;

g) Plaguetopénicos (< 75000 céls x mma3);

h) Incapazes mentalmente;

i) Portadores de quadro infeccioso bacteriano com repercussao clinica
(sepse), ou em uso de antibioticoterapia;

j) Indigenas;

k) Transplantados de 6rgéos sdélidos em uso de imunossupressores;

[) Portadores de neoplasia maligna ndo associadas ao HIV/aids; e

m) Pacientes com aids em uso de TARV por periodo inferior a 1 més, ou que

seu uso tenha sido irregular no dltimo més.

4.2.3.2 Especificamente para o grupo controle

a) Adeptos do sexo anal receptivo, aqui caracterizado pela pratica superior a
1x/més por pelo menos 04 meses por ano;

b) Tabagistas nos ultimos 24 meses, mesmo na forma interrupta;

c) Histérico de DST e/ou DST clinicamente ou laboratorialmente detectavel;

d) Portadores de NIA, neoplasia maligna e/lou uso de drogas

imunossupressoras; e

e) Portadores de doencas infecciosas anorretais.

4.3 Materiais e métodos

Os pacientes receberam 0s esclarecimentos quanto aos objetivos do estudo,
riscos e beneficios da pesquisa. Os que concordaram, assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ficando-lhes assegurado o carater
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confidencial dos dados e o recebimento de uma copia do TCLE contendo o telefone de

contato e a assinatura do pesquisador responsavel.

4.4 Procedimentos

44.1 Coleta

A inclusdo dos pacientes na pesquisa foi feita de forma continua, iniciando-se
em agosto de 2011, obedecendo aos critérios de elegibilidade, até que se completasse
a amostra. Na oportunidade, foi aplicado o protocolo de estudo, onde foram
compilados os dados socioculturais dos pacientes.

4.4.2 Fluxograma de Execucao

Desde a chegada do paciente ao Ambulatério de Coloproctologia, os eventos

da pesquisa estédo detalhados abaixo.

4.4.2.1 Anuscopia com Magnificacdo de Imagens (AMI) e obtencdo das amostras
teciduais

Os pacientes selecionados foram submetidos a inspe¢do anal, seguida da
coleta de material citolégico para a deteccao do HPV, clamidia e gonococo por captura
hibrida Il (Digene®). A coleta citologica foi feita através da rotagdo por 10x do swab
sintético estéril (Dacron®) no canal anal, sobre a regiao pectinea (Roka et al., 2008), e
o material foi encaminhado a andlise por captura hibrida, realizada na Fundacédo de
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HDV).

Apbs o término do exame fisico especializado com o toque retal, os pacientes
foram submetidos a AMI, onde a pele perianal, o epitélio transicional e a mucosa foram
inspecionados com colposcopio de aumento (16 a 40 x). Retirados eventuais residuos
fecais com solucao fisiolégica a 0,9%, foram biopsiadas as areas suspeitas. Nos casos
em que nao houve lesBes que sustentavam suspeitas clinicas, a biopsia foi realizada
as 3h na linha pectinea. A amostra designada ao estudo histopatoldgico foi
conservada em formalina tamponada a 10%, processada e submetida a exame

histopatol6gico convencional no Laboratério de Anatomia Patolégica da FMT-HDV.
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4.4.2.1.1 Deteccdo do HPV por Captura Hibrida

Os testes para deteccéo dos grupos de risco do HPV foram feitos por captura
hibrida I, onde foram detectados os HPV de maior relevancia designados segundo o
potencial oncogénico no cancer anal. As amostras foram analisadas para os seguintes
subtipos de HPV, de acordo com Roka et al. (2008):

a) baixo risco: 6, 11, 41, 42, 43;
b) alto risco: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68.

As amostras foram processadas de acordo com o protocolo do fabricante
(DIGENE, 2008), e teve como principio a deteccdo, via sonda, do acido nucléico
hibrido RNA-DNA especificos para os subtipos do HPV de baixo e alto grau previstos.
O RNA-DNA hibrido foi marcado com anticorpo fluorescente que emite luz, que foi
capturada pelo lumindmetro como unidade de luz relativa (relative light units - RLU). O
limite de =21 pg/ml RLU do HPV 16 foi utilizado como controle positivo. Além dos
resultados negativo, positivo de baixo ou alto risco para o HPV, a carga viral também
foi estimada pelos niveis da RLU.

Etapas de detecc¢édo por captura hibrida:

a) Fase de Desnaturacdo: Foram feitas aliquotas de 500ul de reagente de
desnaturagé@o no tubo com amostra e homogeneizadas no vortex. As amostras
deveriam se tornar purpuras, as tampas de pressdo deveriam ser trocadas
pelas roscas e o0 material incubado a 65°c por 45 minutos;

b) Fase de Hibridizacdo: Foram feitas aliquotas de 25ul de sonda e 75ul de
amostra e colocadas no microtubo, cobertas com Plate Sealers e
homogeneizadas a 1.100 rpm por 2 minutos. A coloragdo deveria se tornar
amarela. Incubadas a 65°C por 60 minutos;

c) Fase de Captura dos Hibridos: Todo o material foi transferido para a
microplaca e centrifugado a 1.100 rpm por 60 minutos a 20-25°C;

d) Fase de Reagdo com o conjugado: O conteudo da microplaca foi
desprezado, adicionou-se 75l de reagente de deteccdo 1 em cada micropogo
e incubou-se a 20-25°C por 30 minutos. As microplacas foram lavadas 6 vezes;

e) Fase de Amplificacdo de Sinais: Adicionou-se 75l de reagente de deteccéo
2 em cada micropoco e incubou-se a 20-25°c por 15 minutos;

f) Fase de leitura por quimioluminescéncia: A microplaca foi introduzida no

dml-2000 e realizou-se a leitura.
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4.4.2.1.2 Diagndstico histolégico

As amostras permaneceram no formol tamponado por um periodo minimo de
12 horas e méaximo de 48 horas, e foram entdo submetidas a desidratacdo, incluséo
em parafina, confeccdo dos blocos e seccdo em fatias de 4p. A secao histoldgica foi
montada em lamina de vidro com extremidade fosca, coradas pela técnica da
hematoxilina-eosina (Behmer et al., 1976) e observadas a microscopia 6tica a procura
de alteragBes inflamatdrias, citopaticas, displasicas e/ou neoplasicas. Os laudos
histopatoldgicos foram revisados através de uma reunido de consenso envolvendo no

minimo dois patologistas, sendo um deles senior.

4.4.2.2 Coleta de amostra sanguinea

A amostra sanguinea de 8 mL foi coletada, armazenada em frasco com
anticoagulante e transportada em isopor térmico para o HEMOAM para a realizagédo

de hemograma e citometria de fluxo para células T reguladoras (Treg).

4.4.2.2.1 Imunofenotipagem de linfécitos TCD4*CD25*FoxP3*

Os tubos foram preparados, e 0s anticorpos de superficie foram adicionados no
tubo MIX: Anti-CD4 + FITC — 1 yL Anti-CD25 + APC — (BD — 10 pL; Invitrogen — 3 pL).
100 microlitros de sangue total foram cuidadosamente adicionados diretamente no
fundo de cada tubo, previamente identificado, evitando respingos na parede dos tubos.
Apos, foram homogeneizados em vortex, incubados por 20 minutos em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz. Foram adicionados 2mL de solucdo de lise eritrocitaria 1X
(FACS Lysing solution®), sob homogeneizagdo simultdnea em vortex. Foram
incubados por mais 10 minutos em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, e a seguir
centrifugados (1.300 rpm, 7 minutos, temperatura ambiente). Desprezou-se o0
sobrenadante. Ressuspendeu-se com 2mL de PBS-W e homogeneizou-se em vortex,
centrifugou-se (1.300 rpm, 7 minutos, temperatura ambiente). O sobrenadante foi
novamente desprezado. Ressuspendeu-se com 2mL de PBS-P e homogeneizou-se
em vortex. Em seguida, foi incubado e centrifugado novamente. Desprezou-se 0
sobrenadante. Repetido mais uma vez o procedimento e, apos desprezado mais uma
vez o sobrenadante, diluiu-se o FoxP3 (1:10 em PBS-P) e adicionou-se 100 pyL no
tubo MIX. Homogeneizou-se em vortex, incubou-se (20 minutos, temperatura
ambiente, ao abrigo da luz), ressuspendeu-se com 2mL de PBS-W e homogeneizou-

se em vortex. Centrifugou-se novamente sob as mesmas condi¢fes. Desprezou-se o
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sobrenadante. Ressuspendeu-se em 300 yL de PBS-W ou MFF. Procedeu-se a

leitura.

Utilizamos a citometria de fluxo para a imunofenotipagem das células Treg em
sangue periférico, através de marcadores para a deteccdo de células TCD4* CD25*
FoxP3*. Apdés a imunofenotipagem, os gréficos foram gerados através do programa
FlowJo (versdo 9.4). Primeiramente, foram identificadas as células TCD4* (gréfico 1)
através da analise do tamanho usual da populagéo dos linfécitos (SSC), no eixo y, e
da marcacéo pelo fluorocromo CD4* FITc (Isotiocianato de Fluoresceina, marca BD®
Biosciences), no eixo x. Desta forma, foi selecionada a populagéo de linfécitos TCD4*,

que a seguir foi estudada isoladamente para a identificacdo das células CD25*FoxP3*.

GRAFICO 1 - Deteccéo de células TCD4*
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Para a detec¢cdo da populacdo das células Treg (grafico 2), foram utilizadas
duas marcagdes: CD25* APC (Aloficocianina, marca BD® Biosciences), no eixo y, e
FoxP3* PE (Ficoeritrina, marca BD® Biosciences), no eixo x. Assim, foi possivel

identificar as células TCD4* CD25" FoxP3*, correspondentes as células Treg.
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GRAFICO 2 - Deteccéo de células CD25*FoxP3*
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4.5 Andlise dos Resultados
45.1 Tratamento Estatistico

Os dados foram registrados em um banco de dados e alimentados
prospectivamente. Inicialmente foram utilizados métodos de analises descritivas. Os
resultados foram tratados estatisticamente, onde as varidveis categoéricas foram
submetidas a contagem e percentagens. As variaveis continuas foram avaliadas
através da média, mediana e desvio-padrdo. As comparacgfes entre 0s grupos foram
feitas através do teste de Mann-Whitney ou ANOVA, conforme o mais indicado. As
diferencas entre os subgrupos foram consideradas significantes quando o p valor foi <
0,05. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se os programas GraphPad

Prism versdo 5.0 e Minitab® versao 1.4-2003.
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4.6  Consideracgdes Eticas

Em obedecimento a resolucdo numero 196 de 10 de outubro de 1996 e
emendas, este estudo somente teve inicio apés a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD).

4.7 Financiamento

Os custos foram absorvidos pelo financiamento do PPSUS como parte da tese
de doutoramento da orientadora deste projeto, através do programa de POs-
Graduacdo em Medicina Tropical da UEA/FMT-HDV e pelo laboratério de Citometria
de Fluxo do HEMOAM.

5. Resultados e discusséao

No presente estudo, foram coletadas as amostras de 30 pacientes do sexo
masculino. No curso deste estudo, 09 pacientes ndo puderam permanecer na analise,
sendo 05 excluidos do grupo caso por ndo apresentarem NIA ao exame
histopatol6gico inicial e 01 por amostra insatisfatoria para conclusdo diagndstica. No
grupo controle, 02 pacientes também apresentaram amostra insatisfatoria e 01
paciente apresentou HPV de baixo risco ao exame de captura hibrida, o que configura
critério de exclusao para este grupo. Foram, portanto, analisados 21 pacientes, sendo
09 pacientes do grupo caso (HIV positivos com neoplasia intraepitelial anal) e 12 do

grupo controle (HIV negativos sem neoplasia intraepitelial anal).

Os pacientes foram encaminhados ao ambulatério de coloproctologia da
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), oriundos dos
ambulatérios de DSTs/aids e dermatologia. Os pacientes do grupo controle foram

encaminhados a Instituicdo por possuirem queixas proctolégicas diversas.

Ao comparecerem ao ambulatério, foi aplicado um questionario clinico-
epidemiol6gico a todos os pacientes candidatos a pesquisa (tabela 3). A analise
descritiva destes dados demonstrou média de 31,33 anos para 0 grupo caso e 44,17
anos para o grupo controle (p: 0,0299), compativel com dados oficiais nacionais do
Ministério da Saude, que descreveram 75% dos casos de aids no pais como

ocorrentes na faixa etaria comportada entre 25 e 49 anos (BRASIL, 2006).
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Com relacdo ao estado civil, consideraram-se casados, para fins deste estudo,
aqueles pacientes que declararam ter uma unido estavel, e solteiros aqueles que néo
tinham relagdo estavel, incluindo divorciados e vilvos. A analise do estado civil
demonstrou que no grupo caso houve maior parcela de solteiros (88,89%), enquanto
discreta maioria do grupo controle foi constituida por pacientes casados (58,33%).
Daling et al. (1987) relataram associagdo entre estado civil e desenvolvimento de
cancer anal. Em seus estudos, 24,4% de homens com cancer anal nunca haviam
casado, em contraste com 7,9% de homens com céancer retal e 7,8% de homens com

cancer de célon.

Analisamos ainda a idade média de inicio sexual, que foi de 15,33 anos no
grupo caso e de 16,50 anos para o grupo controle, ndo havendo diferenca significativa
entre os grupos (p: 0,3100). Quanto a média do niumero de parceiros sexuais nos
ultimos 5 anos, esta foi de 17,44 parceiros para o grupo caso e 4,33 para 0 grupo
controle (p:0,0120). Daling et al. (2004) descreveram associac¢ao entre a multiplicidade
de parceiros sexuais e o desenvolvimento de NIA/cancer, onde a ocorréncia de mais
de 15 parceiros sexuais durante a vida esteve associada a risco aumentado de cancer
anal, independente da orientacdo sexual (OR: 3,9 para homens heterossexuais e 6,6

para homens n&o exclusivamente heterossexuais).

TABELA 3 - Visdo geral dos pacientes dos grupos caso e controle

Caso Controle
N=9 N=12 p-valor*
Idade Md: 31,33 Md: 44,17
’ 7 2
(anos) Sd: 7,98 Sd: 13,04 0,0299
.. Casado Solteiro Casado Solteiro
Estado Civil 11,11% 88,89% 58,33% 41,67% N-A.
Inicio Sexual Md: 15,33 Md: 16,50
’ 7 1
(anos) Sd: 4,18 Sd: 2,84 0,3100
N° de parceiros Md: 17,44 Md: 4,33 0.0120
em 5 anos Sd: 16,09 Sd: 4,46 !

Legenda: Md: média; Sd: desvio-padrao; N.A.: ndo se aplica.
Teste de Mann-Whitney*
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Ainda relacionado ao questionario clinico-epidemioldgico, compilamos na
tabela 4 algumas das caracteristicas exclusivas do grupo caso. Neste grupo, a média
do tempo de diagndstico de HIV que foi de 30,44 meses (05 a 119 meses). Maioria
discreta destes pacientes ainda néo utilizava a terapia antirretroviral (TARV) (55,56%).
O tempo médio de utilizacdo da medicacao de 37,25 meses (3 a 119 meses).

Quanto a ocorréncia de DST no grupo caso, todos os pacientes relataram
terem sido infectados por ao menos um tipo de DST previamente, sendo o condiloma
anal a infeccdo mais ocorrente (88,88%) e o herpes a menos citada por estes
pacientes (11,11%) (tabela 4). Os estudos de Daumas (2007) mostraram que 74,5%
do grupo HIV positivo relataram ao menos um tipo de DST, e OR de 6,83 entre 0s

grupos de HIV positivos e negativos.

TABELA 4 — Caracteristicas especificas do grupo caso

CASO
N=9
TEMPO DE HIV md Sd
(meses) 30,44 35,82
Sim NAO
USO DA TARV
44,44% 55,56%
TEMPO DE TARV Md Sd
(meses) 37,25 54,76
p Condiloma Gonorréia Herpes Sifilis
DST PREVIA
88,88% 22,22% 11,11% 22,22%

Legenda: HIV: virus da imunodeficiéncia humana; TARV: terapia antirretroviral; DST:
doencga sexualmente transmissivel; Md: média; Sd: desvio-padrao.

Neste estudo, a co-infec¢do pelo HPV foi avaliada através da realizacdo da
captura hibrida de amostra citoldgica anal de todos os pacientes. Avaliamos a
ocorréncia de infecgdo por HPV nos pacientes do grupo caso, e na presenca dele
classificamos os subtipos de alto ou baixo risco oncogénico, além de estimar a carga
viral pelos niveis de RLU. No grupo caso, 100% dos pacientes foram diagnosticados
portadores do HPV de alto e baixo risco (tabela 5). No grupo controle, pacientes
infectados pelo virus foram excluidos do estudo (01 caso). Os achados sao
semelhantes aos descritos por Palefsky et al. (1998), que descreveram prevaléncia
elevada do HPV (93%) em pacientes HIV positivos homossexuais com chance seis

vezes maior da infec¢do nestes pacientes. Sobhani et al. (2001) descreveram maior
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prevaléncia de HPV oncogénico nos pacientes HIV positivos (p:0,04). Analisando a
associacdo, em um mesmo paciente, de HPV de alto e baixo risco oncogénico, Nnossos
resultados foram superiores ao estudo de Orlando et al. (2009), que observaram
62,3% de associagao dos tipos de HPV, provavelmente devido aos autores nao terem
estudado apenas pacientes HIV positivos.

TABELA 5 — Analise dos niveis de RLU do grupo caso

HPV
N=9
md Sd
ALTO RISCO 231.819,89 272.813,17
BAIXO RISCO 357.173,78 251.588,13

Legenda: HPV: papilomavirus humano; Md: média; Sd: desvio-padréo.

Quanto a analise histopatoldgica, os diagndsticos do grupo controle foram
agrupados em normal, que corresponde aos espécimes cujos laudos acusaram
normalidade e ainda os casos de hemorrdidas e hiperplasia isolada de células da
camada basal; e inflamatério, em que foram agrupados os laudos de proctite crénica
inespecifica e paraceratose. Dos 12 pacientes do grupo controle, 66,7% (n=8)
apresentaram diagnostico normal, enquanto 33,3% (n=4) tiveram diagndéstico

inflamatorio.

Para o grupo caso (n=9), apenas 0s pacientes com diagndstico de NIA
permaneceram no estudo, sendo 22,2% (n=2) diagndésticos de neoplasia intraepitelial
anal de grau moderado (NIA 1) e 77,8% (n=7) de neoplasia intraepitelial anal de alto
grau (NIA 1l1). Nao houve diagndstico de neoplasia intraepitelial de baixo grau (NIA 1)
ou de carcinoma (tabela 6). Nesta avaliacdo, o calculo do p-valor ndo pode ser
empregado devido a NIA ter constituido critério de exclusédo do grupo controle. Nossos
achados de NIA grave foram bastante superiores aos descritos por Kreuter et al.
(2010) e a estudo prévio realizado na mesma instituicdo, por Costa e Silva et al.
(2011), que descreveram, para 0 mesmo grupo, taxas de NIA | de 41,9% e de NIA llI
de 28,7%. Mais recentemente, Daumas et al. (2012) descreveram taxas mais elevadas
de NIA grave (54,2%).
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TABELA 6 — Andlise dos diagndésticos histopatoldgicos

HISTOPATOLOGICO

GRUPO CASO

N %
NIAII 2 22,2
NIA I 7 77,8
GRUPO CONTROLE

N %
NORMAL 8 66,7
INFLAMATORIO 4 33,3

Legenda: NIA: neoplasia intraepitelial anal.

Através da analise por citometria de fluxo, foi realizada a imunofenotipagem
das células TCD4* e T reguladoras (Treg) periféricas (CD4* CD25* FoxP3*). Os niveis
de células TCD4* foram estabelecidos através da porcentagem dessas células em
relacdo aos linfocitos totais. Conforme esperado, houve diferenca dos niveis de
linfécitos TCD4* entre o grupo caso (md: 3,730%) e controle (md: 7,989%) (p:0,002)
(gréfico 3). Abbas, Lichtman e Pillai (2008) afirmam que os linfocitos TCD4* séo alvo
da destruicdo pela citotoxicidade dos linfocitos TCD8*, e Machado et al. (2007)
descrevem a apoptose durante a infeccéo pelo HIV, por apresentarem antigenos virais
em suas membranas, levando a destruicio em massa desta subpopulacdo de

linfocitos.

GRAFICO 3 - Niveis de linfécitos TCD4* nos grupos caso e controle
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Legenda: GC: grupo controle; HIV+: grupo caso.
Teste de Mann-Whitney
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Verificou-se, ainda, a associacdo entre os niveis periféricos de células TCD4" e
a ocorréncia de patologia anal, de acordo com os achados histopatolégicos. Assim,
avaliamos no grupo controle os pacientes com laudos histopatolégicos normal e
inflamatadrio (visto que NIA constituiu critério de exclusdo para este grupo) e no grupo
caso os pacientes com NIA Il e NIA Ill (gréfico 4). Quando comparados 0 grupo
controle de laudo histopatol6gico normal com o grupo caso apresentando NIA |ll,
observamos diferencga significativa entre os niveis destas células (p: 0,006). Da mesma
forma, o grupo controle de laudo histopatolégico inflamatério, quando comparado ao
grupo caso com NIA lll, também diferiu significativamente quando aos niveis de
linfocitos TCD4* circulantes (p: 0,042). N&o houve diferenca significativa quando
comparamos os laudos normal e inflamatdrio do grupo controle. Na analise dos casos
de NIA II, a avaliagdo do p-valor ndo foi aplicavel devido ao n amostral (n=2) ser
insuficiente para que se estabelecam comparagfes, impossibilitando maiores

consideragdes a cerca deste subgrupo (tabela 7).

Estes achados séo consistentes com Scott et al. (2008), que através de andlise
multivariada verificaram que células TCD4* abaixo de 200 céls/mms3 constituiram fator
de risco para NIA (OR: 2,6; p: 0.01). De forma concordante, Pokomandy et al. (2011)
descreveram que a infec¢do pelo HPV oncogénico, em especial os subtipos de alto
risco oncogénico (HPV 16 e o HPV 18), quando associados a baixos niveis de células
TCD4*, atuam como fator de risco para a ocorréncia de NIA severa (OR: 14,18; IC:
3,51-57.32). Contrariamente, Yaghoobi et al. (2010) sugerem que 0 desenvolvimento
de carcinoma anal é mais influenciado por alteragbes da imunidade local. Para estes
autores, as células TCD4* nao estiveram significativamente relacionadas a ocorréncia

de NIA Il e cancer.
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GRAFICO 4 - Correlacdo entre os niveis periféricos dos linfocitos TCD4* e

patologia anal
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Legenda: GC: grupo controle; HIV+: grupo caso.
Teste de Mann-Whitney

TABELA 7 — Relacdo entre laudo histopatolégico e linfécitos TCD4*

LAUDO HISTOPATOLOGICO vs. LINFOCITOS TCD4*

p-valor*
GC+ Nor,m.al vs GC- 0.2828
inflamatério
GC+ Normal vs. HIV+ NIA I NA
GC+ Normal vs HIV+ NIA Il 0,0006
GC+ Inflamatério vs HIV+ NA
NIA Il
GC+ Inflamatério vs HIV+
NIA Il 0,0424
HIV+ NIA 11 vs HIV+ NIA 111 NA

Legenda: GC: grupo controle; vs: versus; NIA: neoplasia intraepitelial anal; NA: néo
aplicavel.

Teste de Mann-Whitney*

Nesta pesquisa, os linfécitos Treg periféricos foram identificados através da
deteccéo de células TCD4* CD25* FoxP3* pela citometria de fluxo e quantificados de
forma percentual em relagdo aos linfocitos totais e aos linfocitos TCD4*. A média das

células Treg periféricas em relacdo aos linfocitos totais para o grupo caso foi de
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0,657%, menor do que a observada no grupo controle (Md: 1,08%) (p: 0,036) (grafico
5). A frequéncia das células Treg em relacdo aos linfocitos TCD4* nao diferiram
significativamente entre os grupos (p: 0,126).

GRAFICO 5 — Niveis de linfécitos Treg nos grupos caso e controle
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Legenda: GC: grupo controle; HIV+: grupo caso.
Teste de Mann-Whitney

Por fim, avaliamos a relacdo entre os niveis periféricos dos linfécitos Treg e os
achados histopatoldgicos anais. Ao considerarmos as células Treg em relacdo aos
linfécitos totais (tabela 8), a diferenca foi significativa apenas entre o grupo controle
com laudo histopatolégico normal e grupo caso com NIA 1l (p: 0,028). Quando
comparados os pacientes do grupo controle entre si (laudo histopatolégico normal vs.
inflamatério), bem como grupo controle com patologia inflamatéria vs. grupo caso com
NIA 1ll, as diferencas ndo foram significativas (p: 0,367 e p: 0,230, respectivamente).
Da mesma forma, o p foi considerado ndo-aplicavel nas comparacdes envolvendo o
grupo caso com NIA I, devido a pequena amostra do subgrupo (n=2). Quando
avaliamos as células Treg em relagdo aos linfocitos TCD4*, ndo foi verificada
associacao entre os niveis periféricos destas células e os diferentes graus de lesdo do

canal anal.
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TABELA 8 — Relagao entre laudo histopatolégico e linfocitos Treg

LAUDO HISTOPATOLOGICO vs. LINFOCITOS Treg/LINFOCITOS TOTAIS

p-valor*
GC+ Normal vs GC-
inflamatério 0,367
GC+ Normal vs. HIV+ NIA [l NA
GC+ Normal vs HIV+ NIA Il 0,028
GC+ Inflamatorio vs HIV+ NA
NIA Il
GC+ Inflamatorio vs HIV+
NIA [l 0230
HIV+ NIA 1l vs HIV+ NIA 1l NA

Legenda: GC: grupo controle; vs: versus; NIA: neoplasia intraepitelial anal; NA: nao
aplicavel.
Teste de Mann-Whitney*

Epple et al. (2006) avaliaram os linfécitos Treg periféricos, tanto em ndmeros
absolutos quanto em relacdo aos TCD4*. Estes autores ndo encontraram diferenca
significativa no nimero absoluto de células Treg entre os pacientes do grupo controle
e os pacientes HIV positivos, a despeito do uso de TARV, porém quando analisadas
em relacdo as células TCD4*, foi detectado pequeno aumento desta subpopulagcao em
pacientes HIV positivos que ndo usavam TARYV. Os autores descreveram ainda um
aumento das células Treg da mucosa duodenal de pacientes HIV positivos que nao
utiizavam TARYV, tanto em valores absolutos quanto em relacdo as células TCD4*
(40% de Treg em relagdo a TCD4* no grupo HIV positivo sem tratamento e 1,2% no
grupo controle, com reversao destes valores, ao nivel do grupo controle, apés 03
meses de supressado da replicagdo viral com uso regular da TARV). De forma similar,
Yaghoobi et al. (2010) mostraram que a progressédo a NIA Il e cancer anal esteve
relacionada ao prejuizo da imunidade local, decorrente da deplecéo de células imunes
CD1la* e CD3* e do aumento da expressao de FoxP3 (linfécitos Treg) na mucosa anal

de pacientes HIV positivos co-infectados pelo HPV (p<0,04).

Nossos resultados divergem dos estudos de Epple et al. (2006) e Yaghoobi et
al. (2010), realizados na mucosa duodenal e anal, respectivamente. Em nossa
avaliacdo, a média de células Treg foi significativamente menor no grupo caso (Md:
0,657) do que no grupo controle (Md: 0,108) (p: 0,036). As justificativas para estes
achados se apoiam no fato de esta pesquisa ter sido realizada em ambiente sistémico,
e ndo no compartimento afetado pela patologia em estudo. Ressaltamos ainda o fato
de os linfécitos Treg (CD4* CD25" FoxP3*) constituirem uma subpopulacdo de
linfécitos TCD4*, reduzidos na infeccdo por HIV, o que poderia justificar os baixos

niveis de Treg periféricos em relagédo aos linfocitos totais. Outra possibilidade é de que
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o processo de NIA/cancer seja realmente mais influenciado por alteracbes da
imunidade local do que sistémica, conforme defendido por Yaghoobi et al. (2010).
Estas lacunas apontam para a necessidade de estudos futuros comparativos entre as
taxas de expressado de linfocitos Treg e de secrecdo de fatores tumorais no sangue
periférico e na mucosa anal de individuos HIV positivos portadores de NIA e cancer.

6. Conclusdes

A infecg@o pelo virus HIV e o desenvolvimento de neoplasia intraepitelial anal
(NIA) estiveram associados a idade mais precoce e a multiplicidade de parceiros

sexuais.

As taxas de infeccdo pelo HPV de alto e baixo risco foram diretamente

influenciadas pela ocorréncia da co-infec¢do com o HIV.

Baixos niveis de linfocitos TCD4" estiveram relacionados a infecgéo por HIV e
ao desenvolvimento de NIA 1l (p: 0,006) e NIA 11l (p: 0,042).

A média das células T reguladoras (Treg) periféricas em relagdo aos linfocitos
totais foi menor no grupo caso (p: 0,036), estando associada a infeccdo por HIV e
desenvolvimento de NIA.
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