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RESUMO

A incidéncia do cancer anal vem aumentando atualmente, com um comportamento
mais agressivo. A neoplasia intraepitelial anal € a lesdo precursora, cujo inicio e
progressdo estdo relacionados a infeccdo persistente pelo Papillomavirus humano
(HPV). Assim, este trabalho objetivou avaliar a relagdo entre a infeccéo pelo HPV e
as neoplasias intraepiteliais anais em mulheres atendidas em dois hospitais publicos
da cidade do Recife. Este trabalho foi um estudo observacional descritivo, com
tratamento quantitativo e qualitativo. Foi realizada coleta de material anal em 95
mulheres com diagndstico prévio de lesdo intraepitelial cervical. Os espécimes
obtidos por escovado anal foram submetidos a técnica de PCR, para identificacdo do
DNA do HPV e posterior genotipagem. O material obtido por biopsia foi processado
para analises histopatoldgicas. Além dos testes laboratoriais, foram aplicados
questionarios individuais que permitiram caracterizar habitos comportamentais das
participantes. Os dados obtidos foram tratados por métodos estatisticos,
considerando-se significativo p>0.05. As andlises histopatoldégicas demonstraram
leséo intraepitelial de baixo grau (LSIL) em 43% das pacientes e lesao intraepitelial
de alto grau (HSIL) em 22% das mulheres analisadas. Os métodos moleculares
identificaram 70% de positividade para o HPV, sendo o subtipo viral ndo-oncogénico
do tipo 6 0 mais prevalente (22,5%), principalmente nas amostras que apresentaram
lesBes intraepiteliais. Em relacdo aos habitos comportamentais, 26,3% referiram o
habito de fumar e 43% relataram ingerir bebida alcodlica. Observamos também que
70,5% das mulheres estudadas realizavam sexo anal, sendo 93,7% destas sem uso
de preservativos. Os resultados obtidos demonstraram uma prevaléncia significativa
de lesdes intraepiteliais anais, associadas ao HPV. Esses fatores, combinados com
comportamentos sexuais de risco, contribuem para o desenvolvimento e progressao

dessas lesbes, que podem evoluir para o cancer do canal anal.

Palavras-chave: Neoplasias do anus. Técnicas de genotipagem. Comportamento

sexual.



ABSTRACT

The incidence of anal cancer has been increasing, with a more aggressive behavior.
Anal intraepithelial neoplasia is a precursor lesion whose onset and progression are
related to infection and persistence of human Papillomavirus (HPV). Thus, this study
aimed to evaluate the relationship between HPV infection and anal intraepithelial
neoplasia in women treated at two public hospitals in the city of Recife. It is a
descriptive observational study, with quantitative and qualitative treatment. A
collection of anal material was performed in 95 women with previous diagnosis of
cervical intraepithelial lesion. The specimens obtained by anal brushing were
submitted to the PCR technique for identification of HPV DNA and subsequent
genotyping. The material obtained by biopsy was processed for histopathological
analysis. In addition to the laboratory tests, individual questionnaires were used to
characterize the behavioral habits of the participants. The data obtained were treated
by statistical methods, considering p> 0.05 as significant. Histopathological analyzes
demonstrated low-grade intraepithelial lesion (LSIL) in 41 patients and high-grade
intraepithelial lesion (HSIL) in 21 women. Genotyping methods identified HPV 6 as
the most prevalent subtype, followed by HPV 33, HPV 31, HPV 16 and HPV 18. The
results showed a significant prevalence of anal intraepithelial lesions, associated with
HPV. These factors, combined with risky sexual behaviors, contribute to the
development and progression of these lesions, which can progress to cancer of the

anal canal.

Abstract: Anus neoplasms. Genotyping technigues. Sexual behavior.
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1 INTRODUCAO

O céancer anal sdo tumores que ocorrem no canal e bordas externas do anus.
Apresenta-se como uma neoplasia de baixa incidéncia, representando de 1 a 2% de
todos os tumores do colon, sendo o carcinoma epidermdide responsavel por 85%
dos casos (INCA, 2016). Atualmente, a incidéncia dessa doen¢a vem aumentando,
muitas vezes com um comportamento mais agressivo e de dificil resposta ao
tratamento (NELSON; BERSON, 2017).

A American Cancer Socity estimou para o ano de 2017 cerca de 8.200 novos
casos de cancer anal (5.250 em mulheres e 2.950 em homens) nos Estados Unidos,
com uma estimativa de 1.100 mortes, dentre as quais 650 relacionadas ao sexo
feminino (SIEGEL et al., 2017). No Brasil, de acordo com o ultimo levantamento de
dados realizado pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA), o numero de ébitos, em
2013, foi de aproximadamete 348, sendo 106 homens e 242 mulheres (INCA, 2016).

O cancer anal apresenta como estagio precedente a neoplasia escamosa
intraepitelial (NIA) (BERRY et al., 2014), possuindo como fatores de risco a infeccao
persistente pelo Human Papillomavirus (HPV), imunossupressdo, comportamento
sexual de risco, tabagismo e outras infecbes associadas ao HPV, como cancer de
colo de utero, vagina e vulva (STIER et al., 2015; MOSCICKIN et al., 2015).

O HPV pertence a um grupo de virus de DNA, normalmente transmitidos pelo
contato sexual. Eles podem infectar as regifes anogenitais, boca e garganta de
homens e mulheres (DOOBAR et al., 2015).
Mais de 200 tipos de HPV sé&o descritos, dos quais, pelo menos, treze sao
considerados de alto risco para o desenvolvimento de neoplasias (SPIESS et al.,
2016).

Grande parte das infeccbes por HPV sdo transitérias e se resolvem
espontaneamente pelo sistema imune, ndo necessitando de tratamento. Entretanto,
em um numero pequeno, porém significativo de individuos, a infeccdo se torna
persistente, permanecendo latente por tempo variavel, sendo posteriormente
reativada, podendo resultar em lesdes precursoras de diferentes graus, as quais
podem progredir para o cancer (BERNARDI et al., 2015; VAN et al., 2016).

A aplicacdo de técnicas de rastreio contribui para a reducdo dos casos de
cancer anal, através da deteccdo de lesbes pré-malignas. Essas técnicas incluem a

citologia anal e a anuscopia de alta resolucdo. O rastreamento tem sido proposto
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para os grupos de maior risco como homens que praticam sexo com homens,
pacientes HIV positivos, pacientes transplantados em uso de imunossupressores e
mulheres com neoplasia intraepitelial ou cancer do colo de utero, vagina e vulva
(CUMING e NATHAN, 2017).

Além disso, os métodos de biologia molecular também merecem importancia,
por possibilitarem a identificacdo de gendétipos de alto risco oncogénico, que estdo
intimamente relacionados a etiologia das lesdes intraepiteliais do trato anogenital,
particularmente os subtipos 16 e 18 (BENEVOLO et al., 2016).

Tendo em vista o crescente aumento dos casos de lesdes intraepiteliais anais
e dos canceres anais, 0 presente estudo objetivou avaliar os fatores de risco
associados a essa neoplasia, em mulheres que apresentavam lesfes intraepiteliais
cervicais. Para estes fins, foi feita uma analise do perfil comportamental das
mulheres estudadas e avaliagdo da prevaléncia da infecgdo anal pelo HPV, fator

esse intimamente relacionado ao desenvolvimento dos tumores anais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANATOMIA ANAL

O canal anal representa a porgao final do intestino grosso, apresentando
aproximadamente 2,5 a 3,5 cm de comprimento. Inicia-se na jungédo anorretal (zona
de transicdo) e se estende até a margem anal (anus), representando a abertura
inferior do tubo digestivo. E revestido por uma fina camada muscular, que na
extremidade superior do canal forma o esfincter interno, constituido por musculo liso,
e na extremidade inferior apresenta o esfincter externo, formado por musculatura
esquelética (SHRIDHAR et al., 2015).

O revestimento mucoso é constituido por epitélio glandular, transicional e
escamoso nao queratinizado. A parte superior do canal é revestida por um epitélio
glandular semelhante ao reto, a regido inferior é revestida por epitélio escamoso que
se assemelha a pele da regido perianal e proximo a essa regido encontra-se a zona
de transformacdo, que possui um epitélio escamoso metaplasico, de extensdo
variavel, exibindo um epitélio transicional. O limite da zona de transformacéo € a
juncd@o escamocolunar (JEC), que corresponde a area onde o epitélio glandular retal
encontra o epitélio escamoso do canal anal. Essa regido € formada por células em
metaplasia (BARRAGH, 2017).

Entre as regibes superiores e inferiores do canal anal, encontram-se as
colunas anais, as quais reinem-se, por uma prega da mucosa, as valvulas anais. A
linha pectinea, importante ponto anatémico, é formada pelas valvulas anais e as
bases das colunas anais. A regido inferior estende-se da linha pectinea até a
margem anal. Distalmente, a mucosa escamosa se mistura com a pele perianal.
Esta juncdo mucocutanea é denominada margem anal (WANG, et al., 2015) (Figura
1).
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ELEVADORES

PECTINEA

Figura 1: Anatomia do Canal Anal. Fonte: endoclin.med.br

2. 2 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL ANAL

A neoplasia intraepitelial anal é uma lesdo precursora do carcinoma
escamoso anal (JIN et al., 2017). O epitélio displasico é caracterizado pela presenca
de graus progressivos de anomalias de diferenciacdo celular e de maturacao,
ocorridas desde a membrana basal até a superficie epitelial (ABRAMOWIT et al.,
2007).

Podem ser classificadas em trés categorias ascendentes, de acordo com seu
reconhecido potencial para a transformacdo maligna: Neoplasia Intraepitelial Anal de
Grau | (NIA 1), que apresenta anormalidades nucleares limitadas ao terco inferior do
epitélio, Neoplasia Intraepitelial Anal de Grau Il (NIA IlI) e Neoplasia Intraepitelial
Anal de Grau Ill (NIA IIl), que apresentam alto grau de displasia envolvendo os dois
tercos inferiores e espessura total do epitélio, respectivamente. (SIEGENBEEK et
al., 2017).

Em virtude do consideravel grau de discordancia inter e intraobservadores, na
analise diagndstica de lesfes intraepiteliais, (CAIl et al., 2007), a tendéncia atual é a
de condensar a classificagdo trina original (NIA-I, NIA-1I, NIA-IIl) na binéria proposta
pelo Consenso de Bethesda, de 2001 (CEBALLOS et al.,, 2008). Sendo assim, a
NIA-I tem sido denominada Leséo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL),
enquanto que NIA-Il e NIA-IIl formam uma Unica categoria, denominada Lesé&o
Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) (MIN et al., 2017).



14

As lesdes anais de alto grau sdo consideradas lesdes pré-malignas e podem
progredir para o carcinoma in situ ou carcinoma escamoso invasivo, quando ocorre
infiltracdo da lamina prépria por aglomerados de células tumorais (DARRAGH, 2017)
(Figura 2).

Low-grade squamous High-grade squamous
intraepithelial lesion (Lsit) intraepithelial lesion (msit)
Condyloma AIN grade 1 AN grade 2 AIN grade 3
Normal Very mild to mild dysplasia Moderate Severe In situ
dysplasia dysplasia carcinoma

Koilocytes Microinvasive carcinoma B D D

Figura 2: Progressado das lesdes intraepiteliais escamosas. Classificacdo por métodos citologicos e
histopatolégicos, onde a sigla AIN reflete a Neoplasia Intraepitelial Anal. Também é demonstrada a
classificagdo baseada na nomenclatura de Bethesda: Leséo Intraepitelial Escamosa de baixo Grau
(LSIL) e Leséo Intraepitelial Escmosa de Alto Grau (HSIL). Fonte: Adaptado de Brickman, C. e
Palefshy, J. M. (2015).
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2. 3 CANCER ANAL

Os tumores anais podem ocorrer na borda anal ou no canal anal, até a
transicdo com o reto. Os tumores que surgem na borda anal sdo lesdes
dermatolégicas e, como tal, podem ser tratados apenas com excisao local. Por outro
lado, os tumores que surgem no canal anal ou na zona de transi¢do entre este e 0
reto podem apresentar-se como adenocarcinoma ou carcinoma escamoso,
requerendo tratamentos mais agressivos (FLEJOU, 2015).

Cerca de 80% dos tumores malignos anais sao carcinomas de células
escamosas. Os tumores que surgem na porcdo distal a linha pectinea séo
frequentemente mais queratinizados, em relacdo aos que aparecem acima da linha
pectinea. O adenocarcinoma do anus constitui apenas 5 a 10% dos casos, porém se
comporta e é tratado como céncer retal. Outros canceres também séo categorizados
como cancer anal devido sua localizacéo; estes incluem carcinomas cloacogénicos,
desenvolvidos na zona de transi¢do; carcinomas basocelulares, derivados a partir da
pele na area perianal, e melanoma maligno, que pode se manifestar na pele ou
mucosa anal (FLEJOU, 2015).

As manifestacdes clinicas do cancer anal séo frequentemente tardias e estao
relacionadas ao tamanho e extensdo do tumor. Os sintomas sao inespecificos,
sendo comum sangramento retal, prurido e desconforto anal. Outros sintomas
incluem fezes de calibre fino, alteracdes nos movimentos intestinais, tenesmo nao
aliviado pela evacuacéo e sensacdo de uma massa no canal anal. Dor durante a
defecacdo, corrimento anal ou mudanca de habitos intestinais sdo geralmente
encontrados em casos mais avangados.

De 70 a 80% dos casos de cancer anal sao inicialmente diagnosticados como
condi¢cbes benignas, como doenca de Paget, leucoplasia, hemorroidas, fissuras e
fistulas; e 20% dos pacientes ndo apresentam sintomas ao diagnostico. Por estas
razdes, a maioria dos pacientes apresenta doenca avancada ao diagnostico (TUPE
e PHAM, 2016).
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2. 4 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER ANAL

Os tumores malignos do canal anal representam menos de 0,5% de todos os
tipos de cancer e 2% dos tumores do trato digestivo. No geral o tipo mais prevalente
€ o carcinoma de células escamosas (85%), seguido por adenocarcinoma (10%).
Outros subtipos histolégicos raros incluem melanoma, tumor neuroenddcrino,
carcinoide, sarcoma, tumor estromal gastrointestinal e linfoma, representando
menos de 5% de todos os tumores diagnosticados no canal anal (FLEJOU, 2015;
SHRIDHAR et al., 2015).

A incidéncia do céncer anal aumentou 50% nos ultimos 30 anos, com
incidéncia anual de 2:100.000 pessoas na populacdo em geral (TONG et al., 2014,
ISLAMI et al., 2016). Grande parte das informacdes epidemioldgicas refere-se ao
carcinoma de células escamosas. Assim, de acordo com as estatisticas, esse tipo de
tumor é mais prevalente em mulheres, com o risco aumentando de acordo com a
idade (a idade média de diagndstico € de 60 anos), e quando ocorre em jovens,
muitas vezes esses pacientes sdo imunocomprometidos. Com tudo, o diagndéstico
em pessoas cada vez mais jovens vem sendo notificado atualmente (TONG et al.,
2014; FLEJOU, 2015).

A incidéncia do céncer do canal anal em individuos mais jovens esta
relacionada a dois fatores principais. Primeiro, ao uso da terapia com medicamentos
antirretrovirais, que resulta em uma sobrevida maior dos individuos infectados pelo
HIV, o qual eleva o risco de cancer anal ao longo do tempo. Segundo, um aumento
de praticas sexuais de risco (multiplicidade de parceiros sexuais, ndo uso de
preservativos, sexo anal receptivo e o coito anal), o que resulta no aumento das
taxas de infeccdo pelo virus HPV (NELSON et al., 2013; STIER et al., 2015).

Estudos anteriores demonstraram aumento do numero de cancer anal em
diversos paises, como o Canada, a Franca e o Reino Unido (BOUVIER et al., 2016;
ISLAMI et al., 2016). Nos EUA, estimou-se para o ano de 2017 aproximadamente
8.200 novos casos, sendo esperadas 1.100 mortes (SIEGEL et al., 2017). No Brasil,
a estimativa para o ano de 2016, valida também para o ano de 2017, aponta a
ocorréncia de aproximadamente 34 mil casos de cancer de colon, reto e/ou anus
(INCA, 2015).
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2.5 FATORES DE RISCO PARA O CANCER ANAL

Os principais fatores de risco conhecidos para o cancer anal incluem a
infeccdo persistente pelo HPV, imunossupressao (pacientes HIV positivos e
transplantados de 6rgdos que utilizam drogas imunossupressoras), comportamento
sexual de risco (histéria de intercurso anal receptivo, numero elevado de parceiros
sexuais, presenca de outras doencas sexualmente transmissiveis), tabagismo e
outras afeccdes associadas ao HPV, como histéria de neoplasia intraepitelial ou
cancer de colo de utero, vagina ou vulva (WELTON; SHARKEY; KAHLENBERG,
2004; CHAVES et al., 2011).

Além desses fatores, portadores de lesBes anais crbnicas benignas que
cursam com inflamacao (hemorroidas, fistulas, fissuras anais), usuarios de drogas
injetaveis e influéncia de fatores genéticos sdo outros fatores que impde risco para o

acometimento de cancer em epitélio anal (SILVA et al., 2005).

2. 5. 1 Papillomavirus humano

O HPV pertence a familia Papillomaviridae e género Papillomavirus. S&o virus
gue apresentam tropismo por células epiteliais, causando infeccées na pele e nas
mucosas (genital, anal, oral, laringe e es6fago), e sua replicagcdo ocorre no ndcleo
das células escamosas epiteliais (TORRE et al., 2015).

Apresenta-se como um virus ndo envelopado de simetria icosaédrica, com
capsideo composto por 72 capsdmeros. Seu genoma € formado por DNA dupla fita
e circular, contendo cerca de 8.000 pares de bases (GARCIA-ESPINOSA et al.,
2009; WALHART, 2015).

O genoma do HPV divide-se em trés regides: regido tardia (L), regido precoce
(E) e regido reguladora (LCR). A regido tardia possui genes estruturais (L1 e L2)
envolvidos na estrutura do capsideo. A regido precoce possui genes relacionados ao
processo de replicacdo viral (E1-E7), onde s&o distribuidos nas seguintes funcdes:
replicacéo viral (E1, E2), regulacdo da expressdo (E2), montagem e liberacdo do
virus (E4) e imortalizacao e transformacéao celular (E5, E6 e E7). A regido reguladora
ndo-codificante (LCR) contém a sequéncia de origem de replicagdo (ORI) e a

maioria dos promotores de transcricao (figura 2) (BORDIGNON, et al., 2017).
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Oncoproteinas
LCR /pmit

Proteina Major

do capside Replicagdo do DNA viral:

DNA helicase

Proteina Minor
do capside - s .
Controle transcricional

Replicacao viral (Epsomal )

Amplificacao genomica

Figura 3: Genoma do HPV. DNA circular de dupla-fita, com a localizacdo dos genes. Fonte: Adaptado
de D’Abramo CM, Archambault J. (2011).

2. 5. 1. 1 Classificagao viral

Diferente de outros grupos virais, os papilomavirus ndo sao referidos por
sorotipos. Sua classificacdo em tipos distintos se baseia na espécie de origem e no
grau de relagcdo dos genomas virais, mediante a comparacdo da sequéncia de
nucleotideos do seu genoma viral (HAZARD, 2007).

Sao agrupados em diferentes géneros que, por sua vez, sao divididos em
diferentes espécies contendo um ou mais genétipos. Cada genétipo é agrupado em
subtipos e variantes de acordo com a similaridade da sequéncia na regido L1 (DE
VILLIERS, 2004).

Sao conhecidos cerca de 200 genotipos do HPV, dos quais aproximadamente
40 podem infectar a regido anogenital, sendo classificados em baixo-risco (nao-
oncogénico) e alto-risco (oncogénico) de acordo com o grau de malignidade que
provocam na regido infectada (SPIESS et al., 2016).

Dentre os gendtipos de baixo risco estdo incluidos o HPV 6, 11, 40, 42, 43 e
44, que podem causar lesdes benignas genitais e verrugas na pele. Ja entre os de

alto risco podemos citar os tipos 16, 18, 31, 33, 53, 56, entre outros, destacando-se
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os tipos 16 e 18 como os mais associados ao desenvolvimento de lesGes
intraepiteliais anais de alto grau e carcinoma invasor. O tipo viral mais encontrado
nos casos de cancer anal € o 16, bem como no de colo de utero. (HOOTS et al.,
2009).

2. 5. 1. 2 Mecanismos de infeccéo e transformacéo celular

A infeccdo pelo HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento de
tumores do canal anal. Este virus é capaz de promover lesdes que, caso nao sejam
tratadas, podem progredir para o carcinoma invasivo. O HPV esta presente em 80 a
90% dos pacientes com carcinoma anal de células escamosas, sendo o HPV 16 o
tipo mais associado ao cancer anal, presente em 65 a 80% dos casos, seguido pelo
HPV 18. Esses dois tipos, sozinhos ou em associagao, sao encontrados em 78% de
todos os canceres anais (BRICKMAN e PALEFSKY, 2015).

A transmissdo do HPV ocorre na maioria das vezes por via sexual. O HPV
acessa 0s queratinécitos basais do epitélio anal por meio da zona de transformacao.
ApOs a entrada do virus na célula, o genoma se estabiliza na forma de elementos
extra cromossdmicos no nucleo. Nesta fase, h& replicacdo do material genético
celular e viral e, ao se dividirem, essas células infectadas distribuem equitativamente
o DNA viral entre as células filhas. Algumas das células suprabasais infectadas pelo
HPV iniciam o programa de diferenciacdo celular, porém outras continuam
proliferando na camada basal. Este processo € seguido pela sintese das proteinas
do capsideo, montagem do virion e liberacdo da particula viral (BRICKMAN E
PALEFSKY, 2015).

Nas lesBes benignas, o DNA do HPV é identificado em estado epissomal,
enquanto na maioria das lesdes de alto grau, o0 genoma se encontra integrado ao
genoma do hospedeiro. A integracdo do DNA viral ocorre em razéo da clivagem em
regido especifica dos genes E1/E2 na maior parte dos casos. O gene E2 atua no
controle da transcricao e replicacédo, e entre outras fungdes, inibe a transcricdo dos
oncogenes E6 e E7. Como consequéncia da clivagem e perda do controle
transcricional exercido pela proteina E2, ha superexpressao das oncoproteina de E6
e E7 do HPV, responséaveis pelo inicio e manutengdo do processo carcinogénico
(MOODY e LAIMINS, 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moody%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20592731
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laimins%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20592731
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A proteina 53 (p53), envolvida nas vias de reparo ao dano do DNA, por levar
a interrupc¢do do ciclo celular na fase G1 ou induzir a apoptose, forma complexo com
a proteina EB6, resultando na sua degradacao e inativacdo. Ja a proteina E7 do HPV
forma complexos com a proteina do retinoblastoma (pRB). Em condi¢cbes normais, a
pRB esta complexada ao fator de transcri¢cdo celular E2F na fase G1 do ciclo celular.
Para entrar na fase S, a pRB é fosforilada, o0 que leva a liberacdo do fator de
transcricdo E2F e progressao do ciclo celular. A inativacdo da pRB pela proteina
viral E7 causa a liberacdo do fator de transcricdo E2F, que passa a ser ativo em
todas as fases do ciclo celular, levando ao crescimento celular desordenado das
células tumorais HPV-positivas. A acdo combinada das proteinas E6 e E7 resulta na
anulacdo de muitos pontos de checagem do ciclo celular, o que, em células
persistentemente infectadas com HPV, leva ao acumulo de mutacfes celulares ao

longo do tempo e consequente progressao para cancer (ZAPIEN et al., 2016).

2. 5. 1. 3 Resposta imunoldgica a infec¢édo pelo HPV

Os HPVs induzem infeccbes crbnicas que normalmente ndo apresentam
manifestacdes clinicas sistémicas. Sdo agentes infecciosos bem sucedidos, 0s quais
evoluiram para evitar ao maximo a sua exposi¢cao ao sistema imune do hospedeiro.
No entanto, o sistema imunoldgico tem um papel importante no controle das
infecgdes pelo HPV (SASAGAWA et al., 2012).

Durante as fases iniciais de uma infeccao por HPV, a resposta imune inata do
hospedeiro torna-se a primeira linha de defesa contra a infeccdo. Macréfagos,
células dendriticas (DCs), células de Langerhans (LCs), células natural killer (NK),
neutrdéfilos e queratindcitos, reconhecem antigenos virais por meio de receptores do
tipo Toll-like receptors (TLR), cuja sinalizacdo ativa uma cascata de citocinas
inflamatorias e quimiocinas como as interleucinas (ILs), o fator de necrose tumoral
(TNF) e os interferons (IFN). Esses eventos visam o recrutamento de células imunes
e a secrecao de fatores antivirais, vinculando a imunidade inata com a imunidade
adaptativa (AMADOR-MOLINA et al., 2013; DAl et al., 2017).

Apbs o reconhecimento de antigenos e a producgédo de citocinas inflamatérias,
as DCs, que séo células apresentadoras de antigenos (APCs) residentes principais,

processam o0 antigeno viral e aumentam a expressdo do complexo de
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histocompatibilidade principal (MHC), para apresentar o antigeno processado aos
linfécitos T. Apds a sua ativacao, as células T podem se diferenciar em linfécitos
TCDA4+, contribuindo com uma resposta mediada por células ou com resposta
humoral. Por outro lado, a diferenciacdo em células TCD8+ gera linfécitos T
citotoxicos capazes de reconhecer e eliminar células infectadas mediante secrecéo
de enzimas proteoliticas (PAI, 2013; DAI et al., 2017).

Contudo, algumas infec¢cdes por HPV ndo séo rapidamente eliminadas pela
imunidade da mucosa. De fato, a expressao cronica de HPV, a baixos niveis, pode
induzir tolerdncia ao epitélio infectado. Existem varias razfes para isto, que estdo
diretamente ligadas ao ciclo de vida do virus. Primeiro, o virus ndo tem uma fase de
disseminacdo sanguinea; segundo, ndo causa lise dos queratindécitos, e, portanto
nao induz resposta inflamatoria; e terceiro, a producéo e liberacdo do virus se da
nas células escamosas diferenciadas que séo distantes das citocinas e células
imunocompetentes na submucosa (BASHAW, et al., 2017; BORDIGNON, et al.,
2017).

2. 6 RASTREIO DO CARCINOMA ANAL E SEUS PRECURSORES

A prevencédo e a deteccao precoce do cancer anal ou de NIA tém importante
papel na sobrevida dos pacientes. As técnicas atuais de deteccdo do cancer anal
incluem a citologia anal, para deteccéo de lesdes precoces; identificacdo dos tipos
de HPV de alto risco; a anuscopia de alta resolugcéo e a confirmacao histopatoldgica
(CUMING e NATHAN, 2017).

O rastreamento do cancer anal vem sendo discutido e incentivado nos grupos
considerados de risco. As Diretrizes do Servico de Saude Publica dos EUA
recomendam que a citologia anal deva ser considerada para homens e mulheres
HIV positivos. O Instituto de AIDS do Estado de Nova York recomenda a realizacéo
anual do exame de toque retal para todos os pacientes HIV positivos, e do exame
citolégico anal para homens que praticam sexo com homens, pacientes com historia
de condilomas anais e mulheres com histologia vulvar ou de colo uterino anormal
(ABERG et al., 2014).
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2. 6. 1 Citologia anal

A citologia é uma ferramenta de rastreio de lesGes anais, que permite a
obtencao de células para analises citopatolégicas, com a interpretacdo baseada no
sitema de Bethesda (Figura 5). No entanto, como um teste de rastreio, nédo fornece
diagnostico definitivo, sendo usado principalmente para o acompanhamento do
paciente (JAY, 2011; JOHNSON et al., 2015).

Figura 4: Citologia convencional do canal anal pelo método de Papanicolaou (400x). A - Células
colunares anais normais; B - Lesdo intraepitelaial anal de baixo grau; C - Lesdo intraepitelial anal de

alto grau. Fonte: Barcellos et al., 2014.
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Estudos sobre o0 uso da citologia anal demonstraram valores de sensibilidade
e especificidade entre 42 a 98% e entre 16 a 96%, respectivamente. Porém, apesar
de ser um método sensivel, resultados citologicos podem ndo concordar bem com a
histologia. Ao se interpretar tais resultados, deve-se levar em conta a subjetividade
da histologia, também sujeita a erros de amostragem e medicao (BEAN e CHHIENG,
2010; DUARTE et al., 2016).

Além disso, o sucesso do rastreio do cancer anal deve ser baseado na
repeticdo dos testes ao longo do tempo. Palefsky et al relataram em seus estudos
aumento na sensibilidade para a deteccéo de lesGes anais, de 69% para 81%, apos
2 anos de triagens subsequentes. Nos Estados Unidos, avaliou-se o custo-beneficio
da citologia anal no rastreamento de homens que fazem sexo com homens,
portadores ou ndo do HIV, e verificou-se que a triagem a cada 2 ou 3 anos pode ser
vantajosa e trazer beneficios a expectativa de vida dos pacientes (CUMING e
NATHAN, 2017).

2. 6. 2 Anuscopia de alta resolucéo e biopsia dirigida

A anuscopia de alta resolugcdo (HRA) baseia-se na utilizacdo de um
colposcépio com luz, equipado com uma lente magnificadora de imagens, que
permite o estudo do epitélio de transicdo do canal anal. Semelhante a colposcopia
cervical, para a analise do canal anal utiliza-se uma gaze embebida com acido
acético a 3-5% e uma coloracédo com lugol (ALBUQUERQUE et al., 2017).

A suspeita de NIA se da mediante observacdo de placas acetobrancas, que
nao captam lugol, e regibes da mucosa que apresentem alteracdes vasculares. A
anuscopia apresenta consideravel subjetividade, com sensibilidade e especificidade
variando de 59 a 100% e de 19 a 66%, respectivamente. Entretanto, resultados de
anuscopia geralmente correlacionam bem com os histopatolégicos (GIMENEZ et al.,
2011; ALBUQUERQUE et al., 2017).

Apesar de suas limitacbes, o exame histopatolégico ainda é considerado o
padrdo-ouro para o diagnostico de lesBes anais. As NIA sdo geralmente
diagnosticadas utilizando-se uma adaptacdo da classificacdo das Neoplasias
Intraepiteliais Cervicais (NIC), sendo categorizadas histopatologicamente nos graus
1, 2 e 3, dependendo da avaliacdo qualitativa e quantitativa de: atipias citologicas,
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grau de maturacéo e diferenciacdo do epitélio escamoso e atividade mitotica (MAIA
et al., 2014).

Devido a alta prevaléncia de NIA em certas populacdes, e também ao fato de
gue um unico resultado citolégico negativo tem um valor preditivo negativo pobre em
populacdes com alta prevaléncia de doencga, alguns pesquisadores tém defendido o
uso da HRA como um teste de rastreio primério. No entanto, dada a disponibilidade
insuficiente de HRA, a utilizac&o da citologia para fazer a triagem de individuos para
HRA seguida de biépsia, pode ser a melhor abordagem atual para identificar a

doenca na populacdo em situacao de risco (LAM et al., 2011).

2. 6. 3 Testes auxiliares

2. 6. 3. 1 Testes moleculares

Diferentes métodos moleculares estao disponiveis para a determinacdo dos
tipos de HPV presentes na mucosa anal infectada. Dentre essas técnicas pode-se
destacar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que amplifica o material genético
(DNA) viral de forma exponencial a cada ciclo de reacdo, gerando de centenas a
milhares de coépias. Essa metodologia pode ser realizada tanto em amostras de
citologia em meio liquido, como em amostras de biopsia (BENEVOLO et al., 2016).

A base de uma PCR consiste na amplificacdo de uma sequéncia especifica
do DNA molde através das etapas de desnaturacdo, pareamento e extensao.
Inicialmente, as dupla-fitas do DNA sdo desnaturadas em fitas simples pelo
aquecimento a 95 °C, liberando os sitios que serdo reconhecidos pelos iniciadores.
Em seguida, a amostra € submetida a temperatura de pareamento, que é especifica
para cada iniciador, mas que varia em torno de 60 °C. Nesta etapa, os iniciadores
senso e anti-senso se pareiam de forma complementar e especifica ao alvo, e a
formacdo do complexo iniciador-DNA permite o seu reconhecimento pela enzima
Taq polimerase, que promovera a extensdo da fita coOpia pela adicdo dos
nucleotideos a regidao 3’ do iniciador (Figura 5). Em uma reacdo de PCR
convencional, apés o fim das reacdes, os produtos amplificados (amplicons) sao

submetidos a uma corrida eletroforética em gel de agarose para a avaliacédo
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qualitativa da presenca do material genético do virus em questdo (SILVA et al.,

2015).
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Figura 5: Amplificacdo de DNA alvo pela PCR. Na primeira etapa do ciclo as amostras s&o

submetidas a temperatura de 95°C para a desnaturacdo das fitas de DNA, permitindo posteriormente

0 pareamento dos iniciadores e a extensdo da fita copia, sob temperaturas especificas da reacéo.

Conforme ha a ocorréncia dos ciclos, o nimero de cépias aumenta de forma exponencial. Fonte:

https://lwww.neb.com/
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Diagnosticar infecgéo pelo HPV e correlacionar os subtipos virais genotipados
com os tipos de leséo intraepitelial identificadas em mucosa anal, de mulheres

imunocompetentes.

3. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a presenca do DNA de HPV e proceder genotipagem para 0s subtipos
6, 16, 18, 31 e 33, em amostras anais de mulheres positivas para o HPV;

¢ Identificar lesGes em tecido anal submetido a bidpsia;

e Correlacionar os subtipos virais identificados com o tipo das lesGes
intraepiteliais anais;

¢ Investigar se alguns habitos de vida influenciam na infeccdo pelo HPV, bem

como na progressédo do grau das lesdes anais.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional descritivo, de carater qualiquantitativo e

com corte transversal.

4. 2 POPULACAO E AMOSTRAGEM

A populacéo foi formada pelas pacientes atendidas no Servico de Pélvis do
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) e no Servico de Ginecologia do Instituto
de Medicina Integral Professor Fernando Figueira — IMIP. A amostragem foi
constituida por 95 voluntarias, com idade superior a 18 anos, que apresentaram
diagnostico prévio de lesdes intraepiteliais cervicais e invasivas, e que foram

submetidas ao exame de anuscopia com magnificacdo de imagem.

4. 3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Como critérios de inclusdo das voluntarias na pesquisa foram necessarios
como pré-requisitos, serem do sexo feminino, estarem na faixa etaria compreendida
entre 18 e 60 anos, pacientes que se enquadravam nos critérios para realizacdo da
avaliacdo anuscopica e pacientes que aceitaram participar do projeto, assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (APENDICE A).

4. 4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Como critérios de exclusdo foram estabelecidos pacientes portadoras do
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), pacientes imunossuprimidas por outros
fatores nao relacionados ao HIV (doencgas autoimunes e transplantadas), pacientes
em uso de terapia antiviral recente, pacientes vacinadas para o HPV (6, 11, 16 e 18),
pacientes que apresentaram infeccdo recente, gravidez, puerpério e pacientes que

recusarem assinar o TCLE.
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4.5 COLETA DE DADOS

Apé6s concordar com o estudo, assinando o TCLE, cada paciente foi
entrevistada, respondendo as perguntas presentes no questionario padronizado, o
qual continha informagfes sobre os aspectos socioecondmicos e clinicos, além de
informacbes sobre tabagismo e etilismo (APENDICE B). Cada paciente foi
identificada por um numero aleatério sequencial de protocolo.

A coleta de células anais, que foram utilizadas para a identificacdo do DNA do
HPV, foi realizada por meio de uma escova citologica, introduzida delicadamente, 3
cm para o interior do canal, sendo entéo realizada rotagdo de 360° em torno do seu
eixo por 5 vezes, e em seguida, foi retrada em um movimento em espiral,
exercendo-se leve pressao lateral sobre as paredes do canal anal. Imediatamente
apos a retirada, a ponta da escova foi agitada, para liberar as células coletadas, no
interior de um tubo de 1,5 mL contendo soro fisiologico e transportadas ao
Laboratério de Imunopatologia keizo Asami (LIKA/UFPE), onde foram realizados
todos os procedimentos biomoleculares.

Posteriormente, foi realizado o exame de anuscopia com magnificacdo de
imagem, que consiste na visualizacdo do canal anal (até a zona de transicdo com o
reto), por meio do colposcépio, e adicdo de acido acético a 4%, para melhorar a
identificacdo de lesdes nado perceptiveis. Na presenca de lesGes acetobrancas foi
coletado material para biopsia. O material foi acondicionado em frascos contendo
solugcéao fixadora de formol tamponado a 10%, e encaminhado para o setor de
Patologia do HCP e IMIP, onde foi fixado em parafina e processado por técnica

histopatolégica padréo.
4. 6 ANALISE MOLECULAR
4. 6. 1 Extragdo de acidos nucleicos
A extragdo do DNA foi realizada com o kit comercial DNeasy blood & Tissue
Handbook Qiagen®, seguindo instru¢cdes do fabricante. O DNA extraido foi

conservado a -20°C. O gene da B-globina foi utilizado para controle de qualidade de

extracdo, mostrando que as amostras continham DNA adequado e livre de
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substancias inibitérias da PCR (du Breuil et al, 1993).

4. 6. 2 Detecgcédo de DNA do HPV

A identificacdo da presenca do HPV foi realizada através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando primers para a regido do gene L1 do HPV,
MY09/11 (5'-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3/ GCM CAG GGW CAT AAY
AAT GG-3’) (Manos et al, 1989) e GP5+/GP6+ (5'-TTT GTT ACT GTG GTA GAT
ACT AC - 3'/5’- GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3’) (Husman et al, 1995)
que produzem um amplicon de 450pb e 150 pb, respectivamente.

Foram utilizados primers especificos para os seguintes genétipos do HPV:
HPV6, 16, 18, 31 e 33. As sequéncias dos primers estdo listadas na tabela 1. As
condi¢cbes da PCR utilizadas para os primers HPV6, 18, 31 e 33 foram: (i): 94°C -5
minutos, (ii) 35 ciclos de amplificacdo a 95°C - 30 segundos, 57°C - 30 segundos e
72°C — 1 minuto, (iii) e uma extensdao final a 72 ° C - 10 minutos. Para o primer
HPV16 a temperatura de anelamento foi 60°C, as demais etapas ocorreram nas

mesmas condigdes.

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados como iniciadores na genotipagem dos

HPV analisados

Genétipo Primer Sequéncia Pb
HPV-6* F 5-CTGTTTCGAGGCGGCTATC-3’ 323
R 5 -TGGAGGTTGCAGGTCTAAT-3"

HPV-16** F 5-TCAAAAGCCACT GTG TCC TGA-3’ 119
R 5-CGT GTT CTT GAT GAT CTG CAA-3’

HPV-18** F 5-CCG AGC ACGACAGGAACGACT 172
R 5-TCGTTTTCTTCC TCT GAG TCG CTT-3

HPV-31** F 5"-CTA CAG TAAGCATTG TGC TAT GC-3 153
R 5"-ACG TAATGG AGA GGT TGC AAT AAC CC-3

HPV-33** F 5"-AAC GCC ATG AGAGGA CAC AAG-3 211
R 5-ACA CAT AAACGAACT GTG GTG-3

Tabela adaptada de* Wang et al, 2010 e ** Karlsen et al, 1996.



30

4. 7 ANALISE ESTATISTICA

O teste Qui-quadrado e teste exato de Fisher foram utilizados para
comparacdes entre genoétipos do HPV e perfil das pacientes. O teste de Mann-
Whitney (dados ndo pareados foi usado para comparacdo entre dois grupos e o
teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para testar as diferencas significativas de dados
entre grupos (3 grupos). Para todos os testes utilizados foi considerada p<0.05

significativo.

4. 8 ASPECTOS ETICOS

A realizacdo deste projeto considerou a Resolucdo n® 196/96 do Conselho
Nacional de Saude que rege sobre a ética da pesquisa envolvendo seres humanos
direta ou indiretamente, assegurando a garantia de que a privacidade do sujeito da
pesquisa foi preservada.

O presente estudo apresenta-se como uma extensdo do trabalho intitulado
“Analise da Expressédo de Moléculas do Sistema Imune Inato nas Mucosas Cervical
e Anal de Pacientes Infectados pelo Papillomavirus Humano”, tendo a devida
aprovacao do Comité de ética em Pesquisa do Hospital de Cancer de Pernambuco,
com o parecer de numero 301.040 (ANEXO C).
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5 GENOTIPAGEM PARA O HPV EM PACIENTES COM NEOPLASIAS
INTRAEPITELIAIS ANAIS

INTRODUCAO

O céancer anal sdo tumores que ocorrem no canal e bordas externas do anus.
Apresenta-se como uma neoplasia rara, representando de 1 a 2% de todos os
tumores do colon, sendo o carcinoma epidermdide responsavel por 85% dos casos
W Atualmente, a incidéncia dessa doenca vem aumentando, muitas vezes com um
comportamento mais agressivo e de dificil resposta ao tratamento .

A American Cancer Socity estimou para o ano de 2017 cerca de 8.200 novos
casos de cancer anal (5.250 em mulheres e 2.950 em homens) nos Estados Unidos,
com uma estimativa de 1.100 mortes, dentre as quais 650 relacionadas ao sexo
feminino ©. No Brasil, de acordo com o Ultimo levantamento de dados realizado pelo
Instituto Nacional do Céancer (INCA), o numero de Obitos, em 2013, foi de
aproximadamete 348, sendo 106 homens e 242 mulheres @.

O cancer anal apresenta como estagio precedente a neoplasia escamosa
intraepitelial (NIA) ), possuindo como fatores de risco a infeccéo persistente pelo
Human Papillomavirus (HPV), imunossupressdo, comportamento sexual de risco,
tabagismo e outras infecdes associadas ao HPV, como cancer de colo de Utero,
vagina e vulva ©9.

O HPV pertence a um grupo de virus de DNA, normalmente transmitidos pelo
contato sexual. Eles podem infectar as regibes genitais e anorretais, boca e
garganta de homens e mulheres o,
Mais de 200 tipos de HPV sé&o descritos, dos quais, pelo menos, treze sao
considerados de alto risco para o desenvolvimento de neoplasias ©.

Grande parte das infeccbes por HPV sdo transitorias e se resolvem
espontaneamente pelo sistema imune, ndo necessitando de tratamento. Entretanto,
em um numero pequeno, porém significativo de individuos, a infecgdo se torna
persistente, permanecendo latente por tempo variavel, sendo posteriormente
reativada, podendo resultar em lesdes precursoras de diferentes graus, as quais

podem progredir para o cancer © 9.
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A aplicacdo de técnicas de rastreio contribui para a reducdo dos casos de
cancer anal, através da deteccéo de lesdes pré-malignas. Essas técnicas incluem a
citologia anal e a anuscopia de alta resolucdo. O rastreamento tem sido proposto
para 0s grupos de maior risco como homens que praticam sexo com homens,
pacientes HIV positivos, pacientes transplantados em uso de imunossupressores e
mulheres com neoplasia intraepitelial ou cancer do colo de (Gtero, vagina e vulva V.

Além disso, os métodos de biologia molecular também merecem importancia,
por possibilitarem a identificacdo de gendtipos de alto risco oncogénico, que estédo
intimamente relacionados a etiologia das lesfes intraepiteliais do trato anogenital,
particularmente os subtipos 16 e 18 2,

Tendo em vista 0 crescente aumento dos casos de lesdes intraepiteliais anais
e dos canceres anais, o presente estudo objetivou avaliar os fatores de risco
associados a essa neoplasia, em mulheres que apresentavam lesdes intraepiteliais
cervicais. Para estes fins, foi feita uma andlise do perfil comportamental das
mulheres estudadas e avaliacdo da prevaléncia da infec¢do anal pelo HPV, fator

esse intimamente relacionado ao desenvolvimento dos tumores anais.
OBJETIVOS

Diagnosticar infeccdo pelo HPV e correlacionar os subtipos virais genotipados
com os tipos de lesdo intraepitelial identificadas em mucosa anal de mulheres

imunocompetentes.
MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo observacional descritivo, de carater qualiquantitativo,
com corte transversal para avaliar a associacdo da infec¢cdo pelo HPV com lesdes
precursoras do cancer anal em mulheres atendidas no Servico de Pélvis do Hospital
de Céancer de Pernambuco e no Servico de Ginecologia do Instituto de Medicina
Integral Professor Fernando Figueira — IMIP, entre os anos de 2014 e 2016.

A amostragem foi constituida por 95 voluntarias, com idade superior a 18
anos, que apresentaram diagnoéstico prévio de lesbGes cervicais intraepiteliais e
invasivas, e que foram submetidas ao exame de anuscopia com magnificacdo de

imagem. Os critérios de exclusdo foram: pacientes portadoras do virus da
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Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), pacientes imunossuprimidas por outros fatores nao
relacionados ao HIV (doencas autoimunes e transplantadas), pacientes em uso de
terapia antiviral recente, pacientes vacinadas para o HPV (6, 11, 16 e 18), pacientes
que apresentaram infeccdo recente, gravidez, puerpério e pacientes que nao
quiseram participar da pesquisa.

Esta pesquisa foi realizada apos aprovacdo do comité de ética em pesquisa
do Hospital de Cancer de Pernambuco, com o parecer de numero 301.040. Todas
as pacientes participaram voluntariamente do estudo, assinando o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Cada paciente foi entrevistada individualmente, respondendo as perguntas
presentes em um questionario padronizado, o qual continha informacfes sobre os
aspectos socioeconémicos e clinicos, além de informacBes sobre tabagismo e
etilismo.

A coleta de células anais, que foram utilizadas para a identificacdo do DNA do
HPV, foi realizada por meio de uma escova citoldégica que foi introduzida
delicadamente, 3 cm para o interior do canal, sendo entdo realizada rotacao de 360°
em torno do seu eixo por 5 vezes, e em seguida, foi retirada em um movimento em
espiral, exercendo-se leve pressao lateral sobre as paredes do canal anal.
Imediatamente apos a retirada, a ponta da escova foi agitada, para liberar as células
coletadas, no interior de um tubo de 1,5 mL contendo soro fisiol6gico e transportadas
ao Laboratorio de Imunopatologia keizo Asami (LIKA/UFPE), onde foram realizados
todos os procedimentos biomoleculares.

Posteriormente, foi realizado o exame de anuscopia com magnificacdo de
imagem, que consiste na visualizacdo do canal anal (até a zona de transicdo com o
reto), por meio do colposcoépio, e adicdo de acido acético a 4% para identificacdo de
lesBes ndo perceptiveis. Na presenca de lesbes acetobrancas foi coletado materiado
para bidpsia. O material foi acondicionado em frascos contendo solugdo fixadora de
formol tamponado a 10%, e encaminhado para o setor de Patologia do HCP e IMIP,
onde foi fixado em parafina e processado por técnica histopatologica padrao.

Os testes moleculares foram iniciados mediante extracdo do DNA, realizada
com o kit comercial DNeasy blood & Tissue Handbook Qiagen®, seguindo
instrucbes do fabricante. O DNA extraido foi conservado a -20°C. O gene da B-
globina foi utilizado para controle de qualidade de extracdo, mostrando que as

amostras continham DNA adequado e livre de substancias inibitérias da PCR (du
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Breuil et al, 1993).

A identificacdo da presenca do HPV foi realizada através da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando primers para a regido do gene L1 do HPV,
MY09/11 (5'-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3/ GCM CAG GGW CAT AAY
AAT GG-3’) (Manos et al, 1989) e GP5+/GP6+ (5'-TTT GTT ACT GTG GTA GAT
ACT AC - 3'/5- GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3’) (Husman et al, 1995)
que produzem um amplicon de 450pb e 150 pb, respectivamente.

Foram utilizados primers especificos para os seguintes genétipos do HPV:
HPV6, 16, 18, 31 e 33. As sequéncias dos primers estédo listadas na tabela 1. As
condi¢cbes da PCR utilizadas para os primers HPV6, 18, 31 e 33 foram: (i): 94°C -5
minutos, (ii) 35 ciclos de amplificacdo a 95°C - 30 segundos, 57°C - 30 segundos e
72°C — 1 minuto, (iii) e uma extensdao final a 72 ° C - 10 minutos. Para o primer
HPV16 a temperatura de anelamento foi 60°C, as demais etapas ocorreram nas

mesmas condigdes.

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados como iniciadores na genotipagem dos

HPV analisados

Genotipo Primer Sequéncia pb
HPV-6* F 5-CTGTTTCGAGGCGGCTATC-3 323

R 5-TGGAGGTTGCAGGTCTAAT-3’

HPV-16** F 5"-TCAAAAGCC ACT GTG TCC TGA-3’ 119
R 5°-CGT GTT CTT GAT GAT CTG CAA-3

HPV-18** F 5-CCG AGC ACG ACAGGAACGACT 172
R 5-TCGTTTTCT TCC TCT GAG TCG CTT-3

HPV-31** F 5"-CTACAG TAAGCATTG TGC TAT GC-3 153
R 5-ACG TAATGG AGA GGT TGC AAT AAC CC-3’

HPV-33** F 5’-AAC GCC ATG AGA GGA CAC AAG-3’ 211
R 5’-ACA CAT AAA CGAACT GTG GTG-3

Tabela adaptada de *Wang et al.*®, 2010 e **Karlsen et al.*”, 1996.

Os resultados foram analisados mediante utilizacdo do teste Qui-quadrado e
do teste exato de Fisher, para comparacdes entre genotipos do HPV e perfil das

pacientes.
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RESULTADOS

Das 95 mulheres que participaram da pesquisa, 41 (43%) apresentaram, na
bidpsia, resultado compativel com leséo intraepitelial de baixo grau (LSIL) e 21
(22%) mulheres foram diagnosticadas com lesao intraepitelial de alto grau (HSIL).
Em relacdo ao perfil das pacientes, a idade média observada foi 40,6; 25 (26,3%)
relataram habito de fumar e 41 (43%) delas disseram ingerir bebida alcodlica
(Tabela 2).

Associando os dados referentes ao comportamento sexual dessas mulheres
aos resultados obtidos pelo exame histopatolégico, podemos observar que a idade
média da primeira relacao sexual foi em torno dos 17 anos, nas pacientes com LSIL
e HSIL. O numero médio de parceiros sexuais foi 3,6 e 5,3 para pacientes com LSIL
e HSIL, respectivamente. Das pacientes que apresentaram LSIL (n=41), 25 (60%)
afirmaram praticar sexo anal receptivo, enquanto que 18 (85,7%) das 21 mulheres
com HSIL relataram intercurso anal. Em relacdo ao uso de preservativos sexuais, de
todas as pacientes, apenas 6 (6,3%) relataram o uso, sendo que nenhuma das

pacientes que apresentaram HSIL (n=21) usavam preservativos (Tabela 2).

Tabela 2 - Aspectos clinico-epidemioldgicos de biopsias anais de pacientes
atendidas em Recife (PE) entre os anos de 2014 e 2016

Aspectos Total Normal LSIL* HSIL**
(n=95) (n=33) (34,7%) (n=41) (43%) (n=21) (22%)
Idade média 40,6 39,2 40,9 42,2
Tabagismo 25 (26,3%) 10 (30,3%) 9 (21,9%) 6 (28,5%)
Etilismo 41 (43%) 13 (39,3%) 19 (46,3%) 9 (42,8%)
Primeira relacao 17,5 17,3 17,7 17,4
sexual
Numero médio de 4,1 3,6 5,3
parceiros sexuais
Intercurso anal 67 (70,5%) 25 (60%) 18 (85,7%)
Uso de 6 (6,3%) 3 (7,3%) -
preservativo

*Incluidos Condilomas, Pélipos e Neoplasia Intraepitelial Anal de grau 1 (NIA1)
**Incluidos Neoplasia Intraepitelial Anal de grau 2 e 3 (NIA2 e NIA3) e Cancer do canal anal
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Dentre as 95 amostras coletadas para a investigacédo de infecgéo anal pelo
HPV, 67 (70,5%) demonstraram positividade para o DNA viral, mediante técnica de
PCR. 30 amostras foram compativeis para os subtipos virais pesquisados: HPV 6,
16, 18, 31 e 33. O gendtipo mais prevalente foi o do HPV 6 (22,5%), seguido pelo
HPV 33 (7,4%), HPV 31 (5,9%), HPV 16 (2,9%) e HPV 18 (1,4%) (Tabela 3).

Além das infec¢cdes causadas por subtipos virais Unicos, também foi
demonstrada a presenca de coinfec¢fes virais nas amostras analisadas. No total, 4
pacientes apresentaram esse tipo de infeccdo multipla, incluindo infeccdo pelo
gendtipo 18, que foi identificado apenas em associagcdo com o subtipo viral 31 (n=1).
Adicionalmente, foi demonstrado que 37 pacientes possuiam positividade para o
DNA do HPV, mas ndo se enquadravam nos subtipos virais genotipados. Esses
resultados foram agrupados na classificagdo designada “outros HPVs”. Quando
analisamos a frequéncia dos tipos virais em bidpsias com resultados anormais, nés
encontramos 29 amostras com LSIL, positivas para o HPV, e 19 amostras com HSIL

positivas para a infeccao viral (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncia de infec¢ao por HPV associada aos tipos de lesdo
intraepitelial anal

Tipo de HPV Total Normal LSIL HSIL™
(n=67) (n=19) (n=29) (n=19)
(70,5%) (28,3%) (43,2%) (28,3%)
Infeccdo Unica
6 15 (22,5%) 3 (15,7%) 7 (24%) 5 (26,3%)
16 2 (2,9%) - 1 (3,4%) 1 (5,2%)
18 - - - -
31 4 (5,9%) 1 (5,2%) 1 (3,4%) 2 (10,5%)
33 5 (7,4%) - 3 (10,3%) 2 (10,5%)
Infecg@o mdltipla
6+16 1 (1,4%) - 1 (3,4%) -
6+33 1 (1,4%) - - 1 (5,2%)
18+31 1 (1,4%) - 1 (3,4%) -
31+33 1 (1,4%) - - 1 (5,2%)
Outros HPVs 37 (55,2%) 15 (78,9%) 15 (51,7%) 7 (36,8%)

*LSIL, Les&o Intraepitelial de Baixo Grau
*HSIL, Lesao Intraepitelial de Alto Grau



37

Na figura 1 pode-se observar o perfil de alguns habitos sexuais das
participantes do estudo, para cada genoétipo de HPV identificado. A idade média da
primeira relacdo sexual variou entre 14 e 19 anos, sendo as mulheres positivas para
o HPV 16 as que apresentaram atividade sexual mais precoce. Avaliando a pratica
sexual anal, observamos que 13 mulheres, positivas para o genétipo 6 do HPV,
realizavam sexo anal, sendo que apenas uma delas utilizava preservativo sexual
durante o ato. Ainda em relacdo ao uso de preservativos, identificamos que grande
parte das participantes do estudo relatou nédo utilizacdo da camisinha durante o sexo
anal. Por fim, as mulheres foram questionadas sobre o niUmero de parceiros sexuais
ao longo da vida. Esses valores variaram entre uma média de 3,8 em mulheres
positivas para o HPV 31 e 10 parceiros sexuais em mulheres que apresentaram

positividade para o HPV 16.

Figura 1 - Relacéo entre os fatores de risco e o tipo de HPV identificado por
genotipagem em mucosa anal

HPV 6
HPV 16
HPV 18 M Primeira relagdo sexual
Intercurso anal
HPV 31 M Parceiros sexuais
B Uso de preservativos
HPV 33
Outros HPVs

o

10 20 30 40

DISCUSSAO

A incidéncia do cancer anal vem demonstrando aumento consideravel desde

os ultimos 30 anos, principalmente nos grupos ditos de risco. A histéria natural do
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cancer e suas lesdes precursoras, em individuos negativos para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), sugere uma incidéncia maior em mulheres do que
em homens, principalmente na presenca de neoplasias intraepiteliais cervicais e
vulvares, associadas ao HPV. No entanto, ndo ha evidéncias suficientes na literatura
sobre a evolucao das lesdes precursoras em mulheres HIV negativas.

Nosso estudo englobou mulheres imunocompetentes, que apresentavam
lesbes cervicais, previamente diagnosticadas. Nesse grupo, a prevaléncia de
neoplasia intraepitelial anal foi elevada. Este achado encontra-se de acordo com
estudos, que demonstram um aumento progressivo da neoplasia intraepitelial anal e

| @8 19 Além disso,

cancer anal em mulheres com histéria de neoplasia genita
podemos inferir que os mesmos fatores que contribuem para o desenvolvimento da
neoplasia cervical contribuem também para o desenvolvimento da neoplasia anal,
em funcdo das similaridades embriolégicas, anatbmicas e epidemiolégicas
existentes entre essas regides %2V,

Em relacdo ao estilo de vida, uma parcela consideravel das mulheres
estudadas referiu ingerir bebida alcodlica, relatando também o habito de fumar.
Mulheres que vivem em &reas urbanas estdo inseridas num contexto cultural que
estimula o consumo regular de bebidas alcodlicas, tabaco e outras drogas 2. O
alcool, por sua vez, consumido de maneira abusiva, estimula praticas sexuais de
risco, como, por exemplo, o sexo desprotegido, fato que contribui para o surgimento
das infeccdes sexualmente transmissiveis (ISTs), dentre elas o HPV ?2 23,

O tabagismo é um dos fatores de risco para diversos tipos de cancer. O
tabaco é um carcinbgeno que atua tanto como indutor (efeito mutagénico), como
promotor (proliferacdo celular) de alteracdes celulares ?* . De acordo com

Josefsson et al. ?®

, 0 epitélio cervical das fumantes apresenta uma reducdo das
células de Langerhans, facilitando as lesdes virais, que seriam 0 primeiro passo no
processo de carcinogénese. Ademais, estudos sugerem associacfes significativas
entre cancer de colo uterino e infeccdo por HPV para usuarias de alcool, tabaco e
outras drogas. Todavia, em mulheres com HPV anal e/ou cancer anal, essa
associacdo permanece incerta ¢% 2" 28,

O conhecimento sobre o comportamento sexual de uma populagédo é
necessaria, pois possibilita uma melhor compreensédo acerca da dinamica de
transmissao do HPV, entre parceiros sexuais. Diversos estudos sugerem que o inicio

precoce da atividade sexual (entre 15 a 19 anos) € um fator de risco elevado para a
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infecgdo pelo HPV. Em nosso estudo, observamos que as mulheres analisadas
relataram uma idade média de 17 anos para a primeira experiéncia sexual, grande
parte delas sem uso de preservativos. Essas atitudes tornam esse grupo mais
vulneravel as ISTs, e 0s preconceitos e tabus culturais limitam a abordagem dessa
realidade pelos servicos de satde ®9. Um fato intrigante observado por Simpson et
al. @9 foi 0 baixo efeito protetor do preservativo contra a infeccéo anal pelo HPV.
Esses pesquisadores também relataram uma alta prevaléncia de HPV anal néo
associada ao sexo anal receptivo, sugerindo a existéncia de outras formas de
contrair esse virus. Isso pode ocorrer por contato sexual mediante o uso dos dedos,
utilizacdo de itens erdticos, contato sem penetragcdo e o modo de higienizagédo
vaginal realizado por algumas mulheres ?239,

Quando se analisa a relacdo de outras ISTs com o cancer anal a literatura
apresenta consideravel escassez. Durdes et al. ¥, avaliando dados provenientes do
Brasil, observaram uma correlacdo moderada, porém sem significancia estatistica
entre pacientes HIV positivos. Outros estudos mostram uma baixa correlacdo entre
HIV e Cancer Anal ®?. O que se sabe é que o prognéstico dos pacientes HIV
positivos com Cancer Anal é pior do que os pacientes HIV negativos &% 3¥. O HIV
pode ser considerado como mediador do risco de neoplasia anal relacionada ao
HPV &3,

Quando comparada a relacdo entre o cancer anal e infecgcdes como sifilis e
gonorreia, os dados nao demonstram correlacdo positiva. Ndo ha relatos na
literatura dessas relacgdes ®V. Em relacéo a infeccdo pela Chlamydia trachomatis
estudos apresentam fortes indicios de que essa bactéria, juntamente com o HPV,
estd envolvida na etiologia da neoplasia intraepitelial cervical e consequentemente

(34

no carcinoma cervical . A Chlamydia parece aumentar a susceptibilidade a

infeccdo pelo HPV, além de modular a resposta imune humoral, interferindo na

(35)

resolucdo da infeccéo viral Essas associacbes merecem destaques e

necessitam de estudos mais elaborados quando se refere aos canceres anais.
Em concordancia com os nossos resultados, o estudo de Heraclio et al. ¢
também identificou uma alta prevaléncia de infeccdo anal pelo HPV, em mulheres
que participaram da pesquisa. Grande parte dessa infeccao foi diagnosticada em
mulheres que apresentaram algum tipo de lesdo anal. Esse achado corrobora o
papel desempenhado pelo HPV no desenvolvimento de lesdes intraepiteliais anais.

Quando se avalia os tipos de HPV genotipados, observamos uma maior
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prevaléncia do subtipo viral 6, tanto em pacientes com bidpsias normais quanto nas
biopsias que apresentaram lesdes. Esse subtipo viral é referido na literatura como
um virus de baixa oncogenicidade, ndo sendo comum a sua associacdo com a
neoplasia anal e o cancer anal ©® 3",

Considerando a relagéo entre o cancer anogenital e o HPV, o subtipo viral 16
€ 0 que apresenta maior prevaléncia mundialmente, com excec¢do da Indonésia, que
apresenta o0 subtipo 18 como o mais comum. O Brasil, um pais de dimensbes
continentais, segue a tendéncia mundial, com o HPV 16 sendo o mais prevalente. O
segundo tipo mais encontrado difere de acordo com a regido analisada ©®®. Nas
regibes Nordeste e Centro-oeste, o HPV 16 é seguido pelos subtipos 31 e 33,
enguanto que nas regides Norte, Sul e Sudeste, o segundo tipo mais prevalente é o
18 @9 Em relacdo & regido metropolitana do Recife, localizada no Nordeste
brasileiro, Silva et al. ®®, demonstraram que os tipos virais mais prevalentes foram o
HPV 16, seguido pelo HPV 31, HPV 18 e HPV 33. Esses achados corroboram em
parte com 0s nossos resultados, tendo em vista que 0 nosso estudo também
observou a presenca dos genétipos 31 e 33, dentre as participantes analisadas.

Nosso estudo também observou, embora com reduzida frequéncia, a
presenca de coinfecgdes virais, pelo HPV, todas elas presentes em pacientes que
apresentaram lesdes anais. A multiplicidade de parceiros sexuais contribui para esse
fato, tendo em vista que mulheres com tal comportamento possuem maior
possibilidade de contato com diferentes tipos de HPV a cada contato com novo
parceiro sexual “?. Além disso, alguns estudos mostram que infeccdes prévias pelo
HPV, na regido anogenital, aumentam o risco de aquisicdo de outros gendtipos

deste virus, tanto em homens quanto em mulheres “9.

CONCLUSOES

Nosso estudo identificou consideravel prevaléncia de lesao intraepitelial anal,
entre as mulheres estudadas. Observamos que uma elevada parcela dessas lesdes
esta associada ao estilo de vida e habitos sexuais considerados de risco para o seu
desenvolvimento. Esse comportamento contribui para a aquisi¢cao da infeccdo pelo
virus HPV, descrito pela literatura como o principal fator de risco para o cancer anal

e suas lesdes precursoras. O diagnostico precoce dessas lesdes, bem como a
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identificacdo de subtipos oncogénicos do HPV pode contribuir para a redugao das
taxas de cancer do canal anal, e consequentemente do indice de morbidade e

mortalidade decorrentes dessa neoplasia.
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6 CONCLUSOES

Nosso estudo identificou consideravel prevaléncia de lesédo intraepitelial anal,
entre as mulheres estudadas. Observamos que uma elevada parcela dessas lesdes
esta associada ao estilo de vida e habitos sexuais considerados de risco para o seu
desenvolvimento. Esse comportamento contribui para a aquisicdo da infeccdo pelo
virus HPV, descrito pela literatura como o principal fator de risco para o cancer anal
e suas lesdes precursoras. O diagnostico precoce dessas lesdes, bem como a
identificacdo dos subtipos do HPV pode contribuir para a reducdo das taxas de
cancer do canal anal, e consequentemente do indice de morbidade e mortalidade

decorrentes dessa neoplasia.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARTECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAOIRES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS — RESOLUCAO 466/12)

O presente termo refere-se a um convite a Sra.
a participar da pesquisa
intitulada: “GENOTIPAGEM PARA O HPV EM PACIENTES COM NEOPLASIAS INTRAEPITELIAIS
ANAIS”. A pesquisa sera realizada pelo Biomédico Arthur Hipdlito Pereira Leite e pelo professor Dr.
Mario Ribeiro de Melo-Junior, contatados pelo telefone (83) 998039795, e-mail:
arthur.hipolito@hotmail.com, ou pelo endereco profissional: Departamento de Patologia, situado no
prédio da Pés-Graduacao do centro de Ciéncias da Saude (CCS) - térreo, Avenida da Engenharia
s/n® - Cidade Universitaria — CEP: 50740 — Recife — PE, Fone/Fax: (81) 2126.8529.

A pesquisa sera realizada através do exame de anuscopia. O exame anal tem o objetivo de observar
o interior do anus através da introducdo do anuscépio, instrumento rigido em forma de espéculo
(semelhante a forma de um tubo), lubrificado, que permite a avaliagdo do anus, tendo a finalidade de
verificar a existéncia de lesdes pré-cancerosas ou cancerosas, onde na presen¢a de “manchas”, sera
realizado a retirada de um pequeno fragmento sob anestesia, para realizacdo de bidpsia. Com
relagdo aos riscos, a realizacdo dos exames apenas provoca desconforto, quanto a introducdo dos
instrumentos ou mesmo a picada da agulha da anestesia. Os participantes da pesquisa seréo
beneficiados, pois os procedimentos realizados sdo necessérios tendo em vista a possibilidade de
cura, caso seja detectado alguma lesdo pré-cancerosa. No caso da existéncia de lesdo pré-
cancerosa ou cancer, a paciente sera tratada pelos médicos do Servico de Pélvis do Hospital de
Céancer do Recife. Ndo haverd nenhum incentivo financeiro pela participagdo na pesquisa, sendo esta
com finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa com objetivos estritamente
académicos. A participagdo na pesquisa podera ser interrompida, se assim desejar, sem sofrer
nenhum constrangimento ou qualquer prejuizo para 0 seu tratamento, seja tratamento clinico ou
cirdrgico.

As informag8es oferecidas pela participante serdo submetidas as normas de ética em pesquisa
(CONEP) do Conselho Nacional de Saude, do Ministério da Saude. Em caso de duvida podera
contatar ainda com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Pernambuco, situado
na Avenida Cruz Cabuga, 1597 - Santo Amaro Recife - PE, 50040-971. A identidade do participante
serd mantida em sigilo e os resultados da pesquisa poderdo ser apresentados em eventos e
publicacdes cientificas. O pesquisador disponibilizard& uma coépia assinada deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, conforme recomendacdes da Comisséo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP).

Assim se a Sra. aceitar o convite para participar da pesquisa, por favor, preencha os espacos abaixo:
Eu, , RG ,

fui devidamente esclarecida do projeto de Pesquisa acima citado e aceito o convite para

participar.

Recife, de 20
Testemunhas

1

2

Assinatura da pesquisadora
Assinatura do pesquisado
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APENDICE B - QUESTIONARIO SOBRE INFORMACOES SOCIOECONOMICAS

E CLINICAS

QUESTIONARIO N°
DADOS PESSOAIS

Nome:

Idade:

Data de Nascimento: / /
Registro:

VIDA SEXUAL

N° de parceiros y
Intercurso anal () SIM ()NAO

Uso de preservativo durante intercurso anal () SIM () NAO

DADOS CLINICOS

Data de coleta:

HIV Diagnosticado em /

Doenca auto-imune? () SIM ()NAO

() Lapus eritematoso () Artrite reumatoide () Doenca de Crohn/Retocolote

() Esclerose muiltipla () Psoriase
Ja fez ou faz uso de imunosupressor? () SIM ()NAO

Quando

Quanto tempo

Infecgéo por HPV () SIM () NAO

Sitios

() Anal

Tipo () condiloma () NIA T ()NIA T () NIA I

() Perianal
Tipo () condiloma () NIPA | ()NIPA 11 () NIPA Il

() Vulvar
Tipo () condiloma () NIV I ()NIV I () NIV I

() Vaginal
Tipo () condiloma () NIVA T ()NIVA 11 () NIVA III

() Cervical
Tipo () condiloma () NIC I ()NIC 11 () NIC 11l

Tratamento () SIM () NAO
Tipo de tratamento

() Medicamentoso () Imiquimod () Interferon
() Podofilina () Podofilotoxina () Cirtrgico

() Acido tricloroacético



Recidiva () SIM () NAO
Tratamento do parceiro () SIM () NAO
Outras infeccbes

() Chlamydia trachomatis () Gardnerella sp () Candida sp
() Herpes simplex virus () Neisseria gonorrhoeae () Outras

HABITOS

Alcoolismo N
() SIM () NAO

Quanto tempo

Frequéncia
() Dia () Semana () Més

Tabagismo _
() SIM () NAO
Quanto tempo

ANUSCOPIA DE MAGNIFICACAO (Observagéo Clinica):

LAUDO HISTOPATOLOGICO:
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ANEXO A — PROTOCOLO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

S0OCIEDADE PERNAMBUCANA,

DE COMBATE AQ CANCER- Wﬁﬂlﬂ
SPCC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS O PROJETO DE PESGUISA

Tifuke da Pesquisa: AMALISE D& EXPRESSAD DE MOLECULAS DO SISTEMA IMUNE IMNATS E OE
PROLIFERACAD EPITELIAL MAS MUCTSAS CERVICAL £ ANAL DE PACIENTES
INFECTADOS PELD PAPILOAMANVIRILS HLIMAKNC

Pasquisador: Mara Julana Gavdo Nunss

Arsa Tematica; Area 1. Gendtica Humana
(Trata-6e de pesquisa amnvolvendo gendtica humana ndo contempiada adma.);

Viersdo: 2
CaAAF: Dee38512.0.0000 5205

Inafttulc:Bo Proponsnts:
Patrocinador Princpal: Fnanclamsmo Bropra

DADOS DA HOTIFICACED

Tipo de Hobflcagdo: Duie

Datalha: Parecer consubetanciado

Justificativa: Mo parecsr o detalhamenio 43 apreseniagao fo profedo que consta referese @ ouiTo
Daia do Envio: 11082013

Stuagso da Motifeacdo: Aguandando redsdo do parecer do coleglado

DADDS O PARECER

Himen: do Parecar: 301.040
Diaia da Relatoria: 11062013

Aprassntagio da Motificagao:

O Cancer Cenvical & o Anal 3pfesentam como UM dos tatores e Msco mals Importante a Infece®o crinica
paio HPW 213 resulta em uma profiferacio aumentiada do eplielo escamcsd,sendd 32Em 3 avalagdo dem
um marcador de proliferagao celular Kl 67,8 (3l no prognéstico de uma vanedade de tumores. Serdo
colstadasamostras cenicals @ anals depadentes SUDMENIOSs 3 colpOSCopla & anuscopla astas amostras
coletadascom escovinhas ginecologleas para ldentficagdo do OMA & anadlss 03 expressd0 da molécula.

Endarety: A G Cabigd, 1507

Biadrio. Sl Sraa: CEP:  of (808
LiF: PE Munsspka: RECIFE
Telefone. (&3 T-A107 Fax: [B130H 797 E-rnail:  coplies o by

L o B
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA

DE COMBATE AD CANCER- *éwﬂ“

SPCC

el 5 S 3

Objethe da Notificagdo:

Criacio de uma base 4 dados kooal, com informagdes sobne muhienes oom infecgdo cordioal aiou anal
provocada peks Papdomararus himand (HPValendidas ne Hespital de Chncar 3¢ Pemambuco.
Awaliagdo dos Riscod o Banafciog:

& adtacs da pegulsa Nl implicand em renbum 1500 pan OF paCnies nesta envokados. A realzacdo
dod @XM pode prowitar apenas desconfonn elou dor pela anesisla o RdPoduclo do instrumento
(Espciiky o anusoapio), pode haver corgirangiments durame ealizagdo dos mesmis, devids a posipdo
paia Esbiipds o procedimenio, MO0 axisis menbum inceniio Tinanosin ao particiganie, sendo a5sim o
obfdbin & colaborai com o8 dados, exchahamenio, aoadémico.

Beneficios:

Os benefidos pela pariicipagdo na pesquisa & gue 05 procedimenics realizades S50 Meness drios fendo em
wisla & poasibiidade de cura, Caso Seja defertado aljuma lesdo pri-cancenia. Mo caso da exkitncia de
el - N ros OU CANGET, @ packenbe sen iralada polos midios do Serdgo de Pévs do Heospltal de
Cancer do Recis, independents da pariapacho no progio

Commnbdrios & Consetes ol de s Sobia & Mot g o
0 objefivh 00 presenbe eRiudo Serd avaliar o presenca de HPY, proliferacho epinslial @ 3 expressdo de
molkoulas 4o sisiema imang inato @m amosiras oerdoais & anais de modbsies HIY negativo.

Matcdologia:Berdo oelmdas amosings oirvican & andis de pacienies submefidas & colpaacopia @
aniiscopia de magnificacbo de pacenies alenddas no Hospilal de Cander de Pemambino. As amashis

cobeisdas me Hospilal de Clmcar de Pemambutd Serds processslas & analizadas md Laboraibno o
Imunepaiologia Kelze AsamiLAUFPE

Cooarrsaiida i s Soben o Torvdd do spiesentacho obgaltria:

O irmos @smo o acordo com & esokgdo 19608 da CHRAL

R s e i

Fecomenda-se que soja refrado @ fmse que ndo havend reco, pam RESO0 KINIRCL

Coon s Gk ou Pondbacias o Lista de Inedequagfes:

As aberapdes nid r&oos, ileios e exchisdo ¢ TCLE foram realizasas.

Bl ld g0 Paiuis
Apitvads

kecessita Apreciac ko da CONER:
Hao

Enderegrc A, Crar Cozega, TET

Oaira: Ssmc ArsT EP: eapfannon

LUF: P Benicipice FLCFT

Telwlon (34 J297-EAET Faz  @UIRIT-BT Cmalt  cepncpaaeg b

e I e £
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ANEXO B — INSTRUCOES PARA AUTORES

J RO S SO ]

{PATOLOGIA

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML), a continuation of
Jornal Brasileiro de Patologia, which is published bimonthly (February, April, June,
August, October and December), is an official organ of Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML), Sociedade Brasileira de Patologia
(SBP) and Sociedade Brasileira de Citopatologia, indexed at Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), at Periodica and at
Chemical Abstracts. It is also a member of the Scientific Electronic Library Online
(ScieELO) database. It is aimed at the publication of scientific papers that contribute to
the development of Laboratory Medicine and it accepts the following text categories:
original, review, and experimental articles; case reports, brief communications and
etters to the editor. The papers may be submitted in Portuguese, English or Spanish.

TI"-P!'I'W'I

Analysis of the articles

The received manuscript will be sent to at least two independent evaluators, well-
known scientific pairs with expertise in the area discussed in the article. After their
analysis, the chief editor of JBPML will contact the main author to inform the steps to
be followed for publication or its ultimate rejection.

Copyright

The authors must send a term of responsibility formally stating the authorship of the
text and the copyright transfer.
The publication management system of JBPML has a model of this document and
the instructions to fill it in and send it.

Ethics

Studies carried out with human beings, including organs and/or isolated tissues as
well as clinical records, must be according to the standards 196/96 of the National
Health Council (http://www.bioetica.ufrgs.br/res19696.htm). Papers to be published
shall be accompanied by the ethics committee certificate from the institution where
research has been carried out, in accordance with the Helsinki Declaration, 1989
(http://www.bioetica.ufrgs.br/helsin4.htm).In the  experimental investigations
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involving animals, the ethical principles of animal experiments stated by Colégio
Brasileiro de Experimentagédo Animal (COBEA) and the standards established by
the Guide for Care and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal
Resources, Commission on Life Sciences, National Research Council, Washington,
DC, 1996) must be respected.
The drugs and chemical substances used in the research must be precisely
identified.

Names or patient's initials, business names, companies and hospital records must
not be used.

Abstracts and key words

Regardless of the language in which the article was written, there must be two
abstracts: one in Portuguese and another one in English. The abstracts must
identify the objectives, procedures and conclusions of the research (maximum of
250 words for original, review and update articles; and maximum of 100 words for
case reports and brief communications). If the article is in Spanish, there should
also be an abstract in Spanish.The key words, which represent the subject
discussed in the article, must be within three to six, using controlled vocabulary
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) of BIREME, with other terms when
necessary. They must be presented in Portuguese and English. If the article is
written in Spanish, the key words should also be in that language.

Acknowledgements

They must be brief, objective and directed to the person or institution that
contributed considerably to the elaboration of the research. They must be included
after the conclusion and before the bibliographic references.

Structure of the text

Original articles
They are intended to report the original unpublished research results that may be
replicated and generalized. The articles may have a maximum of 4 thousand words.
The formal structure must follow the presentation structure of this kind of article:
Introduction, Objectives, Material and Method, Results, Discussion, Conclusions
and References. The use of subtitles is recommended, particularly in Discussion.
Clinical implications and study limitations must be clearly stated. The topic Material
and Method should be thoroughly detailed. In these articles, the presentation of a
structured abstract in Portuguese and English is required with the formal
presentation of the article: Introduction, Objectives, Material and Method, Results,
Discussion, Conclusions and References. The abstract in English must be
preceded by the title in English. The references must be at the end of the text
according to the following standards.

Brief communications
They are short reports that must present: 1) preliminary study data with suggestive
findings that guarantee a more definite investigation; 2) replication studies; and 3)
negative studies of important topics. These articles must have a maximum of 1,500
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words, including non-structured abstract, one table or image at most, as well as the
References.

Review articles
Review articles will be accepted by means of an invitation.
They are systematized critical evaluation of the literature about a certain topic,
which must state conclusions and have up to 5 thousand words. The organization of
the article is up to the author, apart from Introduction, Discussion and Conclusion. A
structured abstract of the text in its original language and another one in English are
required. An extensive list of references must appear at the end of the text.

Update articles
They are descriptive and interpretative texts based on the recent literature about the
global situation in which a certain topic is found. It must have a maximum of 3
thousand words. The structure of the text is decided by the author, but it must
contain a non-structured abstract in the original language and another one in
English, as well as the references.

Case reports
They are original clinical-laboratory observations followed by analysis and
discussion. They must have up to 1,500 words. The structure must present at least
the following topics: Introduction, Case reports, and Discussion. Include a non-
structured abstract in the original language and another one in English.

Letters to the Editor
They are letters that aim at discussing the recent articles published in the magazine
or reporting original research or relevant scientific findings. Brief letters with a
maximum of 500 words (including bibliography, no tables and pictures) will be
considered if the sentence "for publication" is explicit.

References

Bibliographic references must appear at the end of the article in numbered
alphabetical order. They must follow the standards of Associagdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) - NBR-6023 (August 2000). The journal titles must be
referred in the abbreviated form according to Index Medicus (List of Journals
Indexed in Index Medicus). If the references do not follow the adopted standards,
the articles will be immediately rejected without content review.
The authors must make sure that the references quoted in the text are included in
the bibliography with exact dates and authors' names accurately written. The
preciseness of bibliography is the authors' responsibility.
Personal communications, original or in progress texts may be cited when
absolutely necessary, but they cannot be included in the references, just mentioned
in the text or in a footnote. The references must follow the examples below.

Examples:

e Journal articles (just one author)
COTRIM, F. L. S. Coleta de sangue para dosagem de triglicerideos. J Bras
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Patol, v. 33, n. 4, p. 201-02, 1997.

e Journal articles (more than three authors)
ABREU, E. S. et al. Doenga de Hodgkin infanto-juvenil no estado do Cearé e
sua relagdo com o virus Epstein-Barr: parametros clinicos e analise
morfologica imuno-histoquimica e por hibridizacéo in situ. J Bras Patol, v. 33,
n. 4, p. 178-84, 1998.

e On-line journal article
YAZLE, J. S. R. et al. Assisténcia hospitalar como indicador da desigualdade
social. Rev Saude Publ, Sao Paulo, v. 31, n. 5, 1997. Available
at: http://www.fsp.usp.br/rsp. Accessed on: 23 mar. 1998.

o Books (two authors)
RINGSVEN, M. K.; BOND, D. Gerontology and leadership skills for nurses.
Albany, N.Y.: Delmar Publishers, 1996.

« Chapter or part of a book published by another author
SCIVOLETO, R. Sistema nervoso autdbnomo. In: ZANINI, A. C.; OGA,
S. Farmacologia aplicada. 4. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 1989. Cap. 9; p. 97-
141.

« Part of a book on electronic media
SAO PAULO (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e
organizacdes ambientais em matéria de meio ambiente. In:
Entendendo o meio ambiente. S&o Paulo, 1999. v. 1. Available
at: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm. Accessed on: 8 mar.1999.

« Event on electronic media
SILVA, R. N.; OLIVEIRA, R. Os limites pedagodgicos do paradigma da
qualidade total da educac&o. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
DA UFPE, 4., 1996, Recife. Anais eletrénicos... Recife: UFPe, 1996.
Available at: http://www.propesqg.ufpe.br/anais/educ/ce04.htm. Accessed on:
January 21, 1997.

e Thesis or dissertation
OLIVEIRA, C. M. Isolamento e caracterizacdo de estreptococos de placa
dental. Rio de Janeiro, 1974. Tese (doutoramento) - Instituto de
Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

e Quotations in the text
They must be identified by Arabic numbers (index numbers).
The author's name and the year may be included. The bibliography with
more than one author must contain the first author's surname followed by the
expression et al. For example: Higash et al.

Tables and images

The tables must be humbered consecutively in Arabic numbers and headed with a
title. The same data should not be repeated. The tables should follow the standards
of tabular presentation established by the National council of Statistics and
published by Fundacéo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).
The illustrations (graphs, photos, drawings, etc.) must be numbered consecutively
in Arabic numbers and cited as figures. They should be sufficiently clear to allow
reproduction. The graphs must be prepared in a graph processing system. The
approximate places where the illustrations will be intercalated as figures in the text
must be indicated.
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We accept tables, images and graphs in the following electronic file formats: jpg, gif,
psd, tif and png.

Abbreviations and medicine names

The abbreviations must be indicated in the text. Use the generic name of medicines
and indicate the source of substances not available for prescription.
The units of measure as well as abbreviations must be expressed in the decimal
metric system and, if the author wishes, in the International in parentheses.

Contact with JIBPML
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial

Tel.: (21) 3077-1400
e-mail: jppml@sbpc.org.br
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