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RESUMO

O papillomavirus humano (HPV) é o principal causatto cancer cervical e também
esta associado com o desenvolvimento do canceearainal. A vagina € um 6rgao
que, devido a sua topografia, encontra-se em &stedacdo com o colo de Utero, e
por isto, sujeito a infeccdo pelo HPV. O cancerinagé extremamente incomum e o
de menor freqiéncia na mulher, em torno de 1% eaplasias malignas do trato
genital feminino. O cancer de canal anal tambéne ged considerado incomum, e sua
incidéncia na populagdo geral atinge em torno @&%6ldos tumores do sistema
digestivo inferior e 2% a 4% entre os tumores cetars. Apesar disso, o cancer anal
vem nos ultimos anos apresentando um aumento geigoede sua incidéncia,
principalmente no sexo feminino. Trabalhos cieowdi onde o canal anal seja o foco
ainda sdo poucos, principalmente quando se referalberes imunocompetentes.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi pesqussdre as lesdes provocadas pelo
HPV no canal anal de mulheres negativas para @ diaumunodeficiéncia adquirida
(HIV) e portadoras da neoplasia intra-epiteliavzl grau 3 (NIC3) ou vaginal grau
2 (NIVA2). Foram avaliadas 122 mulheres voluntarimsde 114 tinham NIC3 e 08
NIVA2. No caso de deteccdo de lesdo anuscopica eetone de anuscopia de
magnificacao, realizou-se bidpsia do tecido aned péagnostico histoldgico e andlise
molecular para o HPV. Os resultados histologicosai@l anal mostraram a neoplasia
intra-epitelial grau 1 (NIA1) em 20,2%, NIA2/3 9,58ta presenca do HPV em 9,4%
das amostras. A analise molecular destas amosirpsditiva em 12,2%, 5,4% e 6,8%
respectivamente; enquanto nas amostras de NIC3/ANbbtivemos 27,2% e 75%
de positividade. Tais dados sugerem que o HPV regjaonsavel pelas lesdes pré-
malignas do canal anal, cervical e vaginal possieate pela circulagéo viral nestas
regides.

Palavras-Chaves:Colo do utero, Vagina, canal anal, HPV, neoplasteaiepitelial
anal



ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) is the main cause ofvioadl cancer and is also
associated with the development of anal cancervagihal cancer. The biological
similarity of cervical and anal cancer includeseat®logy related to HPV. The vagina
is an organ that its topography is closely reldatethe cervix, and therefore subject to
HPV infection. Vaginal cancer is extremely rare desk frequent in women, being
around 1% of malignancies of the female genitaitiranal cancer is also unusual,
and its incidence in the general population readiesit 1.5% tumors of the lower
digestive system and 2% to 4% colorectal tumorsrgmbDespite this, anal cancer has
showed a progressive increase in its incidencesogslpy in females. Scientific papers
focused in anal canal are still rare, especiallyenviit comes to immunocompetent
women. Our objective was to analysis the anal tesicaused by HPV in women
negative for human immunodeficiency virus (HIV) arwhrriers of cervical
intraepithelial neoplasia grade 3 (CIN3) or vagigedde 2 (VAIN2). We evaluated
122 women volunteers, where 114 and 08 had CIN3v&idN2. For women with the
presence of anoscopy lesion, it was performed kidpesm the anal tissue for
histological and molecular analysis for HPV. Thetdliogical results showed the
presence of intraepithelial neoplasia grade 1 (AIRQA.2%, AIN2/3 9.5 % and the
presence of HPV in 9.4% of samples. The molecutatysis of these samples was
positive in 12.2%, 5.4% and 6.8%, respectively;levim samples of CIN3 and VAIN2
got 27.2% and 75.0% positive. These data suggastHRV is responsible for pre-
malignant lesions of the anal canal, possibly doecérvical and vaginal viral
circulation in regions.

Key Words: uterine cervix, vagina, anal canal, HPV, anal epithelial neoplasia
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1 APRESENTACAO

A infeccéo pelo papilomavirus humano (HPV) é coaisida na atualidade a
doenca sexualmente transmissivel mais frequenp@malacdo sexualmente ativa
(HOSSNE, 2008; BARZON et al., 2010).

Véarios métodos de deteccdo viral como a microscapetronica, imuno-
histoquimica e a hibridizacdo molecular foram zaitlos para caracterizar as
cepas de HPV, mais recentemente contamos com o(R€&ao em cadeia da
polimerase) e a Genotipagem (JACYNTHO, ALMEIDA FIOH e
MALDONADO, 1994; LOPEZ et al., 2010).

Atualmente as cepas do HPV somam 120 tipos, emboragnte em torno
de 40 infectam as células epiteliais do trato génibferior (NADAL e
MANZIONE, 2007; SICHERO e VILLA, 2008; BERNARD, at; 2010).

As cepas mais comuns de HPV foram agrupadas levesdem
consideragao a frequéncia e a oncogenicidade sdsse@nogenitais. Entre os do
grupo de baixo risco oncogénico estdo as cepas, 6121 43 e 44 e no grupo de
alto risco oncogénico os tipos 16, 18, 31, 33,3%,45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68.
Os HPV16 e 18 sdo os mais frequentes; provocandé d@s lesbes intra-
epiteliais escamosas de alto grau (HSIL), e no@udebaixo risco os HPV6 e 11
se sobressaem, sendo responsaveis pelas les@espitéliais escamosas de baixo
grau (LSIL) e 90% das verrugas anogenitais (KUMADN94; NADAL e
MANZIONE, 2006; SOARES, 2008; LOPEZ et al., 2010).

O virus HPV tem uma elevada prevaléncia em ambasexass, atingindo
principalmente dois grupos etarios, um constitysdo jovens de até 25 anos e
sexualmente ativos, que € o mais afetado. Nesfgogrucontato inicial com a
infeccdo pelo HPV, leva freqlientemente as infecgdassitorias com queda
gradual com a idade e esta geralmente ligada g glel baixo risco. O segundo
grupo € constituido por individuos na quarta etquittcadas de vida, onde ocorre
o0 ressurgimento da infeccdo viral (HPV sai da féséaténcia) devido a baixa na
imunidade contra o virus a que esteve exposto edeignais jovem, ou surge
uma nova infeccao viral geralmente por um HPV odoop (ROSENBLANTT
et al., 2005, RIBEIRO, 2008; ROTELI-MARTINS et &2011)

A persisténcia por longos periodos de infeccdo p#RY oncogénico,
associada uma carga viral elevada ou a presencanesmo individuo de

diferentes cepas de HPV (co-infeccdo) sdo considerdatores de risco para
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desenvolver lesdes pré-malignas de alto grau e ecananogenital
(ROSENBLANTT et al., 2005; NADAL e MANZIONE, 200&€AMPIROLO et
al., 2007; RIBEIRO, 2008; CAMARGO et al., 2011).

O cancer do colo do utero é o segundo mais freqiarite as mulheres em
todo o mundo, correspondendo a 8,8% de todos azEcom mortalidade em
torno de 8,2%, correspondendo a 275.008 mulheré©®B&®CAN, 2011). No
Brasil, a estimativa de casos de cancer do coltelo para 2010 chegou a 7,28%
no ambito feminino, sendo 3,77% do total estimadm territério brasileiro
(INCA, 2010).

Outros fatores sdo considerados importantes nampatbgia do cancer do
colo do utero, tais como: ambientais, dieta, taagi nivel socioecondmico,
paridade, uso de anticoncepcionais orais, infepgdm HIV, multiplos parceiros,
infeccdo por clamidia, baixa imunidade (transpldosq e genético como a
histéria familiar (PALEFSKY e RUBIN, 2009; KAUSHIét al., 2011).

Cerca de 80% das mulheres infectadas pelo HPV pi@sentam sintomas
clinicos, e em torno de 60 a 70% dos casos a ifesggride espontaneamente,
portanto a preocupacao reside nas infeccoes parESstpromovidas pelas cepas
oncogénicas, que aumentam o risco de neoplasia-apttelial e do céncer
(ZAMPIROLO et al., 2007; INSIGA et al., 2011).

O cancer do colo do utero € um dos principais éstole risco para o cancer
vaginal. Estudos epidemiolégicos indicam que o eAde vagina se assemelha ao
cancer do colo e o DNA do HPV é detectado na naidos tumores vaginais e
seus precursores. O cancer vaginal é raro, abrdaggyenas 1% das neoplasias
malignas do trato genital feminino (ROBBIN e COTRA2005; SHUKLA, et al.,
2009).

A presenca da infeccéo provocada pelo HPV, prodozlasdes similares
nas regides anal e genital pode ocorrer pela exist&ée um epitélio semelhante,
escamoso estratificado, de origem embrionaria cor®ANTOS, 2007) e sua
presenca no canal anal em mulheres € maior ou &gudkccao produzida pelo
HPV em colo de utero (PALESFSKY, 2001; PALESFSRY10).

O canal anal est4 situado no final do intestincsgwo tendo seu limite
superior com o reto e inferior com a margem anagdenem torno de 3 a 4 cm
sendo revestido por um epitélio pluriestratificatb tipo escamoso, cuja area de

transicdo para o epitélio colunar da mucosa do@atenominada linha pectinea,
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zona anal de transi¢do ou jung¢ao escamocolunargueaktem semelhangca com a
do colo do utero (NADAL e MANZIONE, 2007; SANTOS)@7).

Em estudo de meta-analise a prevaléncia de HPVarminoma anal foi
maior em mulheres (90,8%) que em homens (74,9%)P¥16 foi encontrado
mais frequentemente (75%) e o HPV18 com menor &ecia (10%) em
carcinoma vulvar, vaginal e anal do que em carcanaervical; HPV6 e 11 foi
um achado comum em neoplasia intra-epitelial vurau 1 (NIV1) e neoplasia
intra-epitelial anal grau 1 (NIA1), mas ndo em rasia intra-epitelial vaginal
(NIVA) grau 1 (VUYST et al.,, 2009) e em 90% das rugas anogenital
(NADAL e MANZIONE, 2006).

Trabalhos reforcam esta relacdo, quando demonsjtereoplasia intra-
epitelial cervical grau 3 (NIC3) em mulheres HIVgagvas, teriam também a
presenca do HPV em canal anal em 35% dos casos @(ED, 2008) e em
pacientes portadoras de NIA 1, 2 ou 3, HIV negatiz@m a presenca do HPV
anal em 44% dos casos (CAPOBIANGO et al., 2009).

Com o conhecimento dessas pesquisas, acredita€eoquirus HPV
promove a neoplasia intra-epitelial ano-genitaimsomo a prevaléncia do HPV
seja igual nessas regides e sendo assim visluralpassibilidade de existir uma
associacao entre NIC3 ou NIVA2 provocadas pelo HEWh as lesdes do canal
anal. Confirmada essa associacdo, definir condptasentivas tais como:
identificar os grupos de risco e incluir na rotid@stes a anuscopia de
magnificagdo, visando detectar e tratar a lesd@a-gfitelial anal evitando assim a
evolucdo para o cancer.

Os objetivos desta pesquisa consistem em: Estigdléesées de NIC3 e
NIVA2; avaliar as lesdes provocadas pelo HPV noatamal e comparar os
achados de NIC3 ou NIVA2 com as lesdes encontnadasnal anal, produzidas
pelo HPV em mulheres HIV negativas.

Os métodos utilizados nesse estudo vdo desde o mmmle exame
colposcopico, biopsia, histologia de NIC3 ou NIVA2guido do exame de
anuscopia de magnificacdo com biépsia quando dzpca de lesdo anuscépica e
seu diagndstico histologico até a identificacadihy através do PCR, utilizando
a genotipagem para identificacédo viral nas mulheugs presenca da leséo genital

teve correspondéncia no canal anal.
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A pesquisa foi realizada no Servico de Pélvis dspital de Céancer de
Pernambuco, tendo como orientador o Prof. Dr. Rob&vsé Vieira de Mello,
originando dois artigos cientificos. O artigo dgisdo sistematica que tem como
titulo: HPV and pre-cancerous lesions of anal canal in wome Systematic
review, enviado para a revistlternational Journal of Colorrectal disease
segundo as normas da revista (ANEXO A), aguardaptovacao, e o artigo
original intitulado Lesdes HPV provocadas em mucosas anogenital em

pacientes HIV negativasque sera enviada para reviSgnecologic Oncology
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ABSTRACT

Objective The infection caused by HPV in the anogenitahadseconsidered the most
common sexually transmitted infection in the woAdthough anal cancer is relatively
uncommon in the general population has shown afisignt increase in incidence in
recent years. In this review we direct the focusesearch on anal lesions in women.
Method Research on HPV and precancerous lesions ofrthecanal were performed
on a systematic literature review in the Cochrarent@ of Brazil, where 1,734
publications were identified in databases: Scietazi, Pubmed, Lilac, Medline, Old
Medline, the period 1966 to 2010 among which, tiiergon of inclusion-exclusion, we
selected two papers, published in 1994 and 208pertively.

Results The first paper refers to the study of the aradat in HIV negative women
with previous genital pathology and its relatiopsho the presence of HPV, and the
other compares two groups of women who are HIVafd HIV (-) and Its relationship
with anal disease and HPV.

Conclusion The existence of a previous genital neoplasicocated with HPV
encourages the development of anal lesions, edlyeiciajounger patients and a poor

immune status contributes to the appearance op#tiwlogy.

Keywords: anal canal HPV, anal canal HPV women, anal HP\Vineo HPV anal

infection
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INTRODUCTION

Anal cancer is relatively uncommon in the genemgbiation [L, 7, with an
incidence around 1.5% of all tumours of the digessystem, and 2-4% considering
only tumors in lower digestive traf&, 4]. According to data provided by the American
Cancer Society, 5,070 new cases were estimatethdoyear 2008: 3,050 women and
2,020 men. A total of 690 deaths would be attriduteanal cancer. Between 1975 and
1979, anal cancer was higher in females than melesever, between 1994 and 2000,
the incidence was similar for the two sexes, amoiitinues to grow equallp]. Human
papillomavirus (HPV) has been pointed out as thestmimportant cofactor for the
development of premalignant and malignant anogem#sions. This fact can be
explained by the presence of similar epitheliunthie anal canal and genital ar@a ¢-
10], which could favour the spread of the virus.

Véo et al 1] reinforce this idea, showing the presence of HRMthe anal
section in 35% of HIV-negative women diagnosed wdérvical intraepithelial
neoplasia grade 3 (CIN3).

The epidemiology of anal cancer is particularlytidit in some risk groups,
such as those related to acquired immunodeficiesyyrome (HIV+), where the
incidence increases from 25 to 50%. Risk factors for anal cancer include smoking
history, anal condyloma and anal intercoutses] 6, 12, 13

After the epidemic of AIDS in 1982, there was iraged incidence of cancer in
men who have sex with men (MSM) due to human imrdeficiency virus (HIV)
associated with HPV infection, promoting the depetent of premalignant anal lesions
(anal intraepithelial neoplasia, AIN), includingghigrade; AIN 2/3[2] considered a

precursor of cancer.
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The result of the association of HPV and HIV in M@&Wery clear ?, 13, but
the incidence of premalignant HPV-induced in feradias been given little attention,
especially in relation to HIV-negative women. Thisview aims to evaluate the
literature focused on HIV-negative women who shaenmalignant lesions in the anal

section induced by HPV.

METHODOLOGY

We performed a systematic review of the literatoinethe subject through the
Cochrane database Scielo Brazil, Pubmed, Lilac,liMed1997/2010) and Old Medline
(1966/1996) for the period of 1966 to 2010. We us$ieel terms, descriptions and
crossover of the two themes in Portuguese and &indianal canal AND HPV”, “anal
canal AND HPV and mulheres”, “HPV anal AND mulhéresnd HPV anal infection
AND women.

The titles, abstracts and full text when necessaeye carefully read. The
inclusion criteria for selection of articles werefided as follows: descriptors or
keywords present in the title written in PortugyeSeglish or Spanish; study female
population between 20 and 60 years old; studysticted to HIV-negative diagnosis;
and the evaluation of premalignant lesions basedistological examination together
with confirmation of the presence of HPV. Exclusicniteria were: systematic review
articles or meta-analysis, case reports, and dsemanade solely by cytological
analyses and/or solely by the presence of HPV.

In total, 1734 articles were identified through treview strategy and were
analyzed by two researchers in a judicious andpeddent way. Articles were selected

when the inclusion criteria were fulfilled (Figuté.
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Patients under gynecologic assessment were intot@érticipate in a research
about HPV lesions in the anal area. The patients agneed, signed an authorization for
image recording (Ethics Committee: 30/2009). Sorhetggraphs of HIV-negative
women were included in this manuscript as an tlaiste form of the lesions caused by

HPV infection in the anal area.

RESULTS

The first article selectefl4] was a study conducted in two hospitals in London
during the period between January 1992 and July3.19%e first group (study)
consisted of 40 HIV-negative women, aged 25-86 sjeaho were being treated for
invasive vulvar cancer, no radiotherapy on pelvigmmogenital region, and underwent
anal microendoscopy and biopsy. The second graoptrol) included 80 HIV-
negative women, same age, with negative cervidalayy and no history of associated
anogenital disease (Table 1).

All patients underwent magnified anoscopy with disgical study of the
abnormal epithelium. When no lesion was detectedse@opy biopsy was performed for
the anal transformation zone. The histological matevas used for diagnosis of AIN
and identification of HPV16 using PCR, as welllas histological vulva material.

In the control group, only 11 from 80 biopsies BB8) had a histological
diagnosis of anal HPV16 infection by PCR despiteexmence of anal lesion. On the
other hand, 19 women (47.5%) in the study group lnatblogical diagnosis of anal
HPV infection or squamous neoplasia. Among thes:,(¥.7%) women had the
diagnosis confirmed in the initial anal examinatiand biopsy. While one women

developed anal disease 18 months after initial exaton. Twelve women (63%) had
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HGAIN with associated histologic features of vinalection. One case also showed a
microinvasive disease and another case progressedasive anal squamous cancer 18
months after the initial diagnosis. Five patienésl Hhistological evidence of invasive
anal cancer (AIN3 was coexistent in four cases)o Twomen had a histological
diagnosis of AIN1, with one of them showing eviderd viral infection.

Patients with anal disease were younger than tids®e did not present this
disease. Thirteen of 19 patients (68%) with analoatmalities showed a positive
diagnosis together with the identification of awar tumor. Three cases of AIN3 and
two cases showing anal cancer were examined 3 @ngedrs, after the diagnosis of
vulvar lesion, respectively. Only five among 19 wem(26%) had anal symptoms
(warts, itch, and tumour) at the time of examinatittvo of these had AIN3, and three
progressed to anal cancer. Seven women had prymaliN3 or synchronous CIN3
(58.3%). In two cases, anal lesion extended fraenAlN3 pectinate line to the perianal
region, which is contiguous with the vulvar les{dN3 and vulvar cancer).

In the study group, the authors were able to exD&A from 33 biopsy, where
HPV16 was detected in 16 anal samples (48.5%), dthbeing from patients with
AIN3 and anal cancer while two other samples weoenfnormal anal epithelium.
HPV16 was also detected in 25 vulvar cancer san{g%). The vulvar tumors of two
women with anal pathology and nine women with ndregithelium showed the
presence of HPV16 DNA.

The second articlelp] refers to a prospective study conducted in difier
locations of United States: San Francisco Bay, Bgwoand Chicago. This study was
performed between 2001 and 2003 and included 4X0dakitive women with anal
epithelial lesions and 185 HIV-negative women. Waometh an abnormal cervical or

anal Pap smear were referred for colposcopy or ihedrnanoscopy with biopsy of
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visible lesions. The authors also collected sampiegxfoliation for PCR testing and
HPV genotyping in order to estimate the risk of @epment of premalignant anal
(Tabelal).

It was shown that 12% HIV-positive women had a fgrade AIN (AIN1), while
only 5% HIV-negative women had the same diagn®#&AIN diagnosis was observed
in 9% HIV-positive women and 1% HIV-negative patgenThe proportion of women
reporting anal intercourse was high in both groupst is, 47% for HIV-positive
patients and 46% for HIV-negative patients, withsignificant differences. LGAIN
was 3.8 times more common in patients with a hystar receptive anal intercourse
compared to women without such history. Anal HP¥édation together with history of
anal intercourse showed an increased risk of 12 7%otimes for low-grade AIN
development compared with women who denied sughitgct

HIV-positive women showed increased frequency ofnocaimal anal
cytology/histology (31%) compared to HIV-negativemen (9%), as well as abnormal
cervical cytology/histology, which was 34% and 19%spectively.

Among women who had anal cytologic and histologileation, 20 women had
atypical anal cytology and eight of these (40%)ev@pgraded to a more severe disease
grade based on histological evaluation. Five (18%png 28 women who had LGAIN
anal cytology showed more severe lesions in higtodd comparison. In this
assessment group, 63 women had an atypical Pap,sameh46 women (73%) were
upgraded to a more severe disease grade basedstofodical evaluation, while 25
women (39.7%) showed low-grade lesions (LSIL) imvmal cytology and eight of
them (32%) were upgraded to a more severe gradassidased on histology.

HIV-negative patients who smoked were found to beramikely to have a

higher grade of anal disease, where 52% of the wormsbowed a normal
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cytology/histology, 57% atypia, 63% low-grade AINGAIN), and 64% high-grade
AIN (HGAIN). A similar situation was observed inethanalysis of women who were
HIV-positive, where 51% of the women with a cytojdgstology normal said they

were smokers, while 58% had atypia, 65% LGAIN ab#a61GAIN.

DISCUSSION

The anal cancer is relatively uncommon comparezkteical cancer, a situation that
has changed in the last 10 years, especially wiland to risk groupg]. Studies show
that HPV infection is the most common sexually sraitted disease in the world. Thus,
it is not surprising to find the presence of thieug in the anal section even in the
absence of anal intraepithelial neoplasia (premahglesion)§, 11, 15, 1p

It was observed that HPV shows a tropism for skiml mucous membranes.
Therefore, the epithelium of the anal section asdzone of transitional epithelium,
composed by rectal columnar and anal squamousedipith similar to cervical cancer,
is the region in which this virus shows a focusadivity [6, 9, 17] Contamination due
to the continuity of the anal canal with HPV-indddesions in the vulvar and perianal
areas should be considered, as well as the passitilself-inoculation of HPV in the
anal mucosa arising from cervical and vaginal ma¢as18, 19.

Clinical investigations focused on HPV lesionghe genital area revealed a direct
relation with the presence of condyloma in the amah (Figure 2). These lesions also
show the acetownhite epithelium as suggestive foY lifection, which is also present
nearby the transitional zone of the anal to racalie (Figure 3).

Despite the importance of these considerationk; two papers focused on HPV

infection in the anal canal of HIV-negative womeuridg the period from 1966 to
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2010. In the analysis of the existing work in thexiod through various databases, few
works were found that dealt with precursor lesiohgnal cancer in women, and this
situation is more limited when the focus of theeassh is on HIV-negative women.
United States and United Kingdom have the mostvactsearch cancer centres in the
world. Thus, it is not a surprise to find papermnirthese countries, but the time gap
between them 1994/2009 shows the little curiosigit the issue raised.

In one study{12] the number of HIV-negative women is 2.5 times lessipared to
HIV-positive women (185/470), reflecting the gregatencern for studying the HIV-
positive group. In this work, it was observed timathe group of HIV-positive women,
the rates of high-grade (9%) and low-grade (12%iples were both higher than in HIV-
negative women, i.e., 5% and 1% respectively. Tact shows a clear relationship
between the importance of HPV and immune statugrevthere is low ability to avert
infection by HPV in immunosuppressed patients, teivg the development of anal
cancer precursor lesions. The situation becomesemaith a history of receptive anal
intercourse associated with the presence of HP\{¢hwincreases the incidence of low
grade AIN by 12 to 17 times, compared to women a#iy such activity, regardless of
immune status. No statistical difference was fofordmokers and non-smokers groups
of women with different immune states. It was atdzserved in this study that the
frequency of HPV in the anal canal could vary adogg to the immune status of
patients. However, the presence of HIV leads tanareased frequency of HPV in all
cases.

In the analysis of the groufp4] with HIV-negative women with prior vulvar cancer,
it was observed that 94.7% of women showed theepoesof anal HPV and squamous
neoplasia at initial anal examination. The subsetjegaminations conducted after 18

months, showed the presence of lesions that dicexist before or aggravation of the
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type of lesion initially diagnosed, demonstratihg iheed of monitoring these patients
for at least two years, with semiannual check @ssjn the routine management of
patients with genital pathology.

Another important result of this study was theeslation of higher incidence of anal
disease in younger patients, probably due to imiogical adaptation to the first viral
infection. The research also shows that women gétfital pathology (cervical, vulvar
or perianal areas) are susceptible to developdisease, due to the presence of virus in
the region. The anal symptoms (warts, itching, tmdor) in the study group (26%) at
the time of first inspection, warrant the need #oral examination. However, the
majority of these women (74%) were asymptomaticaioal disease, which highlights
the importance of having knowledge about previoigsease in the genital or perianal
areas in the initial examination of the anal settiespecially with diagnosis of
malignant and premalignant lesions at differengesan the research.

HPV16 was found in anal, cervical, vulvar diseasdsich reinforces the idea that
the same viral type can circulate in these regemms occasionally promotes diseases.
The presence of HPV16 in the anal canal of patientke control group was around
13%. Therefore, some authors believe that the @al, as well as genital tract, could
be part of the viral circuit, since it is close ttte squamous epithelium, or even a
reservoir of HP{2] Therefore, women whose premalignant or malignasiofes in the
genital or perianal area is already establisheth thie clear influence of HPV, should
be included in a routine study of the anal canahtagnified anoscopj?, 20] or anal

cytology[11, 16, 21]
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CONCLUSION

The importance of the gynaecology clinic in thevergion of genital HPV-
induced lesions is already a fact supported by mauose studies[5], but routine
gynaecological examinations only include preventests such as cytology, colposcopy
and vulvoscopy. However, little attention has bpai to the anal area, as observed by
the few publications, mainly with regard to HIV-ratiye women. Hence, an increase in
research and publications on HPV as an importafiaictar in anal cancer could prompt
the gynaecologist to formulate practice guidelirsssyvell as management strategies for
preventing anal disease in patients with a curoemrevious history of HPV in genital

tract infection.
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Table 1. Publications between 1966 and 2010 ab&Wt-Hduced lesions in the anal
canal in HIV-negative women.
. . . HPV presence or
Local Study type Group (n) Histologic lesion ) Autor
Genotyping
01 HPV
02 AIN1 47.5% HPV anal
48.5% HPV16 anal
11 AIN3
Study (n=40
United | y (n=40) 75% HPV16 vulvar
) prospective 04 AIN3+cancer 14
Kindon 81% HPV anal/vulvar
01 cancer
Control
- HPV16(13%)
(n=80)
50% HPV-negative
AINT (3%) 12% HR-HPV
HIVnegative AIN3 (1%)
(n=185) 33% LR-HPV
Condyloma (2%)
5% HR and LR-HPV
United States :
prospective HPV-negative (20%) 12
(USA) AIN1 (7%) 14% HR-HPV
AIN2 (3%)
HIV-positive 13% LR-HPV
(n=470) AIN3 (6%)
30% HR and LR-HPV
Condyloma (5%)
20 N.A.

N.A. = Not available

HR-HPV = high risk HPV

LR-HPV = low risk HPV
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Relevant studies
identified by online
research (n=1,734)

Figure 1. Scheme showing the study selection process fetesyatic review of anal
lesions caused by human papillomavirus in HIV-nigatvomen based on online

database sources.
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Figure 2. Photograph of magnified anoscopy in a patiengynecological position,
showing the transitional area of the anal epitimeliwith condyloma (A) and varicose

veins (B).
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Figure 3. Photograph of magnified anoscopy in a patienteurgynecological position,
showing an HPV-induced lesion evidenced by acetmnvépithelium (A). The arrow

indicates the transitional area of the anal epithel
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METODOLOGIA
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3 METODOLOGIA
3.1 Tipo de estudo

Estudo foi realizado, através do método observati@malitico transversal, com
pacientes atendidas no servico de pélvis do Haspet&ancer de Pernambuco (HCP),
com neoplasia intra-epitelial genital (NIC3 e NIVA2segundo os critérios de

classificacéo de Richart, no periodo compreendndiee@gosto e dezembro de 2009.
3.2 Local do estudo, populacéo alvo e periodo deferéncia

3.2.1Local do estuda O estudo foi realizado no Servigco de Pélvis do H&lteado a
Avenida Cruz Cabugéa no bairro de Santo Amaro, dade de Recife, Pernambuco. E
um centro de referéncia em cancer do estado eceferas individuos com patologias
ligadas ao cancer, varios servicos, entre eles,ewice de pélvis direcionado
exclusivamente a mulher. O servico tem uma demapdaximada de 10 individuos
novos por dia, oferecendo desde atencéo primdraés de métodos de rastreamento
como coleta para citologia oncotica (Papanicolacafgncdo secundaria como
colposcopia, vulvoscopia, anuscopia de magnificag@iopsia dirigida por visao
colposcopica, em regidao perianal, canal anal, vubedo do Utero e vagina, até o
tratamento poés-diagndstico que podera ser clin@ojrgico, radioterapico ou
quimioterapico, dependendo do diagnodstico firmalle. ambulatorio de exames
especiais (vulvoscopia, colposcopia perianal eath@lcanal), na presenca de lesdes pré-
neoplasicas ou neoplasicas associadas a patosafimamente de transmissao sexual, é
oferecido as pacientes o teste rapido para HIV, gmecaso de concordéancia, é
realizado no laboratério de analise clinica do H@R. analises do material histolégico

e de citologia oncética sédo processadas no Depamntarde Patologia do HCP.

3.2.2 Populacdo alvo e periodo de referénciaO estudo teve a participacdo de
mulheres encaminhadas com alteracdes citologiofsoscdpica e/ou histolégicas, no
periodo de agosto de 2009 a dezembro de 2009, isinc@lo de raca e cor, com faixa
etaria entre 18 a 60 anos, com participacao valiantd idade minima foi escolhida por
guestdes operacionais, evitando a inclusao dergasienenores de idade, enquanto o
limite maximo da faixa etéaria se justifica pelaya@éncia de um segundo pico de HPV,
descrita na literatura, na faixa etaria entre 40 @anos (ROSENBLANTT et al., 2005;
NADAL e MANZIONE, 2006; ZAMPIROLO et al., 2007).
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3.3 Critérios de incluséo e exclusdo para selecaa dmostra

3.3.1Critérios de inclusdo

Pacientes com idades entre 18 e 60 anos;

Pacientes que tiveram diagndstico histologico @3 ou NIVA2, em

material de bidpsia ou conizac¢ao por al¢a diateamializadas no servico;

Pacientes que aceitaram realizar o teste de Hipfesantaram resultados

negativos;

Pacientes que aceitaram realizar a anuscopia deificagao.

3.3.2Critérios de exclusao

Pacientes que ndo apresentaram disponibilidade meal&zacdo dos

estudos;

Pacientes que tiveram diagndstico histologico dédentra-epitelial de
baixo grau e carcinoma invasor em colo de Uterireagu lesao intra-

epitelial vaginal grau 3 e cervical grau 2;
Pacientes portadoras do virus da imunodeficiéragaiada (HIV);

Pacientes que recusaram realizar o teste para tiféalizar o exame de

anuscopia;

Mulheres imunodeprimidas por outros fatores, ndacrenados ao HIV

(doencas auto-imunes; transplantados);

Mulheres menores de 18 anos e maiores de 60 anos.

3.4 Método de coleta de dados

3.4.1Coletas de dados

Para coleta dos dados, foi utilizada ficha pademaz(Apéndice A), onde foram

anotadas informacdes obtidas durante a entrevastaos pacientes. Os procedimentos

relatados na pesquisa ja fazem parte da rotinardmlatorio do servico de Pélvis do
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HCP. Nos dados solicitados foi valorizado a idad@nero de parceiros, intercurso

anal, uso de preservativo vaginal e anal, histfgiaondiloma vulvar ou perianal.
3.4.2Procedimento na selecéo da amostra

Pacientes que apresentaram citologia oncética estposcopia alterada, foram
encaminhadas pelo servi¢co de coleta de citologi@tara, existente no hospital ou por
outros centros de saude, para o ambulatorio diceette Pélvis, transitando antes por
um servico de triagem do hospital. As que ndo aptasam o resultado do exame
histologico realizado em outro servico foram ageladapara realizagdo do exame
colposcopico. Na realizacdo do exame, a pacientsfocada na posi¢do ginecoldgica
(Posicao de litotomia) introduzindo-se o espécuaanal vaginal, onde foi visualizado
o colo de utero e paredes vaginais a procura éesdesondilomatosas ou leucoplasicas.
Posteriormente foi aplicado o acido acético a 38 a finalidade de evidenciar lesbes
suspeitas, baseada na classificagdo colposcopicded@racdo Internacional de
Patologia Cervical e Colposcopia (IFCPC) e o teteSchiller (iodo a 5%), que
delimita a lesdo. A leséo foi biopsiada, utilizarsgoa pinca de Medina. Quando a lesdo
se encontrava na porcao distal vaginal, proximaulzav (presenca de sensibilidade
dolorosa), foi feita sob anestesia local, sendaeenblocado um tampao com intuito de

estancar o sangue.

Com a positividade do exame histologica das leddesolo do Gtero ou vagina
(NIC3 ou NIVA2), foi indicada a realizacdo da amysa de magnificacdo, método
adaptado do artigo “Uso do colposcépio para avalieegido perianal e o canal anal”
(NADAL e MANZIONE, 2004). O procedimento foi readido com a paciente em
posicdo ginecologica, sendo em seguida introduzidanuscopio, envolvido em
vaselina aquosa e depois da retirada do émbolovisualizacdo e exame da porcao
terminal da ampola retal com seu epitélio colundarea de transicdo para o epitélio
escamoso do canal anal denominada linha pectingeng@io escamocolunar anal. Apés
avaliacdo do epitélio escamoso anal sem preparagd@rocura de queratose
(leucoplasia) ou lesdes condilomatosas. Foi apicadacido acético a 5% e com o
auxilio do colposcoépio, foi observada a presencaledées suspeitas conforme a

classificagdo colposcoépica da IFCPC.

Para descricdo das lesdes foi levado em conside@g®ntido horario de sua
localizag&o dentro do canal anal, sendo entdoad lbopsiado sob anestesia local, com
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lidocaina a 2% sem vasoconstrictor. Apds a biofmiatilizado com o auxilio de um
cotonete de haste longa, a solucdo homeostéticgpalieresuleno concentrada

(360mg/g) com a finalidade de estancar o sangue.

Os fragmentos retirados pela biopsia cervical,nalgiu anal foram colocados em
solucéo de formol a 10% e encaminhados ao Depantande Patologia do HCP onde
foram colocados em blocos de parafina e submetidastina histolégica com a
microtomia para obtencdo dos cortes e preparacdo l@ainas, coradas pela
hematoxilina-eosina (HE). Os cortes histologicasario analisados por patologistas para
definicdo do diagndstico, sendo o laudo baseaditasaificacdo de Richart (1967), NIC
para colo de Utero e adaptacdo da classificacda, yagina NIVA (PEREYRA e
PARELLADA, 2005) e canal anal NIA (NADAL e MANZIONE CALORE, 2007).

A totalidade das pacientes que fizeram parte dobatho foram submetidas ao
teste rapido para HIV, imunocromatografico, detedta qualitativamente anticorpos
contra o0 HIV 1 e 2 no soro, com resultados negatiiste método, em trabalhos
pesquisados, mostra resultados falso-negativos &% £ 5% no sangue ou Soro
respectivamente, em pessoas sem duvida infectattasif)y e nenhum resultado falso-
positivo (NETO et al., 2000), Sendo sua sensililliedde 100% e a especificidade de
99,5% (DUARTE et al., 2001).

3.5 Definicdo das variaveis
As variaveis do estudo estao definidas em:
3.5.1Caracteristicas demograficas

Idade- nimero de anos decorridos desde o nascimernacaiente até o momento

da pesquisa:
« 18-25
+ 26-35
 36-45

* 46-60
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3.5.2 Caracteristica da vida sexual

Parceiros sexuais durante a vidavariavel referente ao numero de parceiros do

sexo oposto nas relagbes sexuais vaginais, desfl@amda atividade sexual:

e Um

* Dois

o Trés

e Quatro

+ Cinco ou mais

Uso de preservativo na relacdo vaginaldefinido como o habito de usar

preservativo masculino, durante a relacao sexgahah
e Sim
* N&o

Uso de preservativo na relacédo analefinido como habito de usar preservativo

masculino, durante a relagéo sexual anal:
e Sim
* Nao
Relacdo sexual anatlefinida como pratica dessa atividade sexual:
* Sim
* Nao

Histéria de condilomas vulvar ou perianalvariavel relacionada com a
informacé&o sobre ocorréncia de lesdes vegetantedilomatosas em regido vulvar ou

perianal.
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3.5.3 Caracteristicas do exame de canal anal

3.5.3.1Lesédo anal sugestiva no exame de anuscopia de fitagdio- Relacionada a

avaliacdo das lesbes anais pelo exame de anusdepraagnificacdo, baseado na

adaptacédo da classificacdo colposcopica (IFCPGperando as caracteristicas locais
(NADAL, MAZIONE e CALORE, 2007; FOCCHI, 2008);

* Ausente - Aspecto da mucosa anal normal, que n@esamava, apos

aplicacao do acido acético, alteracdes do epitélio;

 Presente - Quando o epitélio apresentava alterafdess sob visao

colposcopica descritas a sequir:

>

Queratose (leucoplasia) - Lesdo visivel, antes plecagdo do &cido
acético, que ndao a modifica, constituida de umaadande ceratina, que
diante do cérion forma um filtro opaco, branco,ngdado e brilhante,

frequentemente em alto-relevo;

Epitélio acetobranco - descrito como epitélio qpesaa aplicacdo da
solucdo de &cido acético, apresenta uma zona bpdaca e fosca, que
esconde o tecido conjuntivo, ocasionado pela cag§al temporéaria de
suas proteinas (CARTIER e CARTIER, 1994), podenelo pdano ou

denso;

Mosaico - definido como uma alteracéo focal, nd gufarmacao vascular
€ entremeada de area branca em decorréncia a agagulas proteinas do
epitélio, adquirindo padrédo retangular como mosgcalendo ser fino ou

grosseiro;

Pontilhado - quando o epitélio se apresenta opago eértice de cada
eixo conjuntivo-vascular ele é delgado, transpam@cecomo forma de

pontilhado, podendo ser fino ou grosseiro;

Vasos atipicos - area colposcopica anormal, no guudrao vascular se
apresenta como vasos irregulares com curso intprdomabruptamente e
com aparéncia de virgulas, vasos capilares espimlajyrampos ou com

formas variadas;
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» Condiloma acuminado se mostra como um grupamentpagédas que
sofrem hiperplasia, tendo base Unica, nas quaipilie escamoso
recobre alcas vasculares;

» Eroséo - Alterac&o colposcopica que traduz perdapdélio, podendo ser

causado por trauma ou fragilidade de um epitélaraal.

3.5.3.2Lesédo de canal anal, evidenciado pela biopsikbaseada na classificacéo
histologica adaptada de Richart (GOMPEL e KOSS, 7199ARGAS, 2008),
considerando as caracteristicas anatbmicas daoregid (NADAL, MANZIONE e
CALORE, 2007), caracterizado como:

 Ausente - Quando o exame histolégico mostrava uitéliepnormal,

com auséncia de leséo intra-epitelial anal.

 Presente - Quando anormalidades histolégicas astgwesentes em

graus ou caracteristicas (MIRANDA et al., 200@satitas abaixo:

» NIAl(neoplasia intra-epitelial anal) - Quando alifeoacdo de células
basais atipicas e com modificagdo de polaridadlegeaprincipalmente a
camada basal do epitélio, quando associada ao Hif¥esenta

vacuolizacdo perinuclear (coilocitose) e atipiasieares;

» NIA2 - Quando a célula indiferenciada atinge as ades basal e
intermediaria do epitélio, as atipias sdo mais pnoiadas e as mitoses
mais freqlientes, pode esta associado ao HPV,

» NIA3 - Quando as altera¢cbes de polaridade e dibeme&io sdo ainda mais
intensas, atingindo praticamente toda a espessuggitélio, apresentando
algum grau de diferenciacdo na camada superfigiguras de mitoses
tipicas e atipicas sdo mais comuns; e quando adsoad HPV, apresenta
coilocitose, além das atipias nucleares, mostrambéan vacuolos

citoplasmaticos;

» Carcinomain situ (CIC) - Quando as alteracdes de polaridade e
diferenciacdo séo intensas atingindo todas as sdal epitélio, ndo se
encontra grau de diferenciagdo em nenhuma camadgpitidio, o HPV

pode esta presente;
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» Carcinoma microinvasor - Quando a atipia celuldinga todas as
camadas do epitélio, apresentando focos de invagderficial do tecido
adjacente, ultrapassam a membrana basal, invadirestroma até 3 mm
de profundidade e 7 mm de largura - adaptacéotddiamento do cancer
do colo de atero, de acordo com a Federacéo Imierrad de ginecologia
e obstetricia — FIGO, 1994 (MIRANDA et al.,2006);

» Condiloma acuminado - Quando ao exame histolégmesanta uma
proliferacéo arborescente do epitélio escamosatédstado, apoiado sobre
um estroma fibroso, observa-se principalmenteatplular nas células da

superficie acompanhada de vacuolizacdo perinugdeaocitose).

3.5.4— Caracteristicas do exame cervical

3.5.4.1- Leséo cervical evidenciado pela biopdieseada na classificacdo de Richart,

caracterizado como:

> NIC3 (neoplasia intra-epitelial cervical) - Quangwaticamente toda
espessura do epitélio tem células atipicas, apewm alguma
diferenciagdo na camada superficial.

3.5.5 Caracteristica do exame vaginal

3.5.5.1Lesao vaginal evidenciada pela biopsibaseado na adaptacéao da classificagao
histolégica de Richart respeitando as diferenciamtéaicas da area vaginal
(PEREYRA e PARELLADA, 2005) caracterizado como:

> NIVA2 (neoplasia intra-epitelial vaginal) - Quandatipia celular atinge a

camada basal e intermediaria.
3.5.6Papillomavirus humano (HPV)

A identificacdo do Papillomavirus humano, em exan@m positividade
histol6gica do material do colo do utero, vaginearal anal foi o passo seguinte. Dos
blocos de parafina, foram obtidos 3 a 5 cortes ,@eudn, sendo desparafinado com
xilol. Lavados com 100% de etanol, usado para remasacos do xilol do tecido
(KHAN et al, 2007). ApGs os tracos de o etanol reenovidos por secagem ao ar, 0
tecido foi homogeneizado e em seguida adicionady724l de (0,01M Tris-HCL,
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pH7,4) + 0,25% duodecil sulfato dissddico mais @J3 Proteinase K (20mg/ml)
incubado a 55 °C, ferver por 2-3 min, centrifugad@lta velocidade por 2 min e
separado cuidadosamente a solucdo aquosa de agftumer parafina, em seguida foi
usado a reacdo em cadeia da polimerase (PCRy, iqertificacdo de uma regidao do
gene L1 do HPV.

O DNA extraido foi amplificado em doisteimas de reacdo utilizando-se dois
pares de oligonucleotideo consensuais MY09/11 rffeado de 450 pb) (MYQ9 — 5'-
CGTCCAAAAGGAAATGAGC — 3’; MY11l — 5- GCACAGGGCATAARATGG —

3’) (Manos et al, 1989) e GP5+/6+ (fragmento de p6Y (GP5+ 5- TTTGTTACT
GTGGTAGATACTAC - 3’; GP6+ 5'- GAAAAATAAACTGTAAATCATATT - 3)
(Karlsen et AL., 1996). As condi¢cbes da PCR forasté@ descritas na Tabela 2. A
programacao de amplificacdo foi realizada pelanaesacao inicial por 3min a 94°C,
seguido de 34 ciclos de desnaturacédo a 94°C par, Bmelamento a 55°C (MY09/11)
ou 45°C (GP5+/6+) por 1 min e extensédo a 72°C poiiril A etapa de extensao final
foi realizada a 72°C por 10 min. Para ambas a$esagtilizou-se dgua ultrapura como
controle negativo da reagdo, sendo o controle ipositma mistura de 1pL de sangue
humano acrescido de 0,25 pL do plasmidio pBR322ecdo o genoma do HPV16.
Para pesquisa do genoma do HPV16 nas amostras/gogitira MY09/11 e GP5+/6+
foram realizadas amplificagdes com oligonucleotidespecificos para o gene E7
(FWE7.16 5-TTGCAGATCATCAAGAACACG-3; RVE7.16 5’-
GTACCCTCTTCCCCATTGGT -3), seguindo a mesma comg@usigescrita na Tabela
2. O programa de amplificacao foi realizado naslisegs condi¢cdes: 95°C por 2 min;
30 ciclos de 95°C por 30 seg; 54°C por 30 seg € g29; e 72°C por 5 min. A reacgéo
foi realizada em termociclador Eppendorf ® Masteley utilizando-se os reagentes
descritos na Tabela 02. O sucesso da amplificagaefificado por eletroforese em gel
de agarose 2% (p/v), corado eml2de brometo de etidio (10 mg/ml) e visualizadb so

luz ultravioleta.

Tabela 02 - Volumes dos componentesCR para regiao L1-HPV.

Componentes Volume
GoTag Green Master Mix 6,25 pL
Oligonucleotideos (10 picomoles) 1puL
DNA (~200 ng/uL) 1puL

Agua Ultrapura 4,25 pL
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3.5.6.1 Papillomavirus humano (HPV) em amostra cervicancontrado em material
de biopsia ou da coniza¢do com al¢a diatérmicarfga de alta freqiéncia - CAF):

* Ausente- Quando o HPV nao foi detectado na amostra;
* Presente- Quando o HPV foi detectado na amostra:

3.5.6.2Papillomavirus humano (HPV) em amostra vaginavidenciado na amostra de

biopsia de vagina:
* Ausente — Quando o HPV nao foi detectado na amostra
* Presente — Quando o HPV foi detectado na amostra;

3.5.6.3 -Papillomavirus humano (HPV) em amostra de canadlAndetectado em

material de biopsia:
* Ausente — Quando nao havia HPV na amostra;

e Presente — Quando havia HPV na amostra;

4 CONSIDERACOES ETICAS

Os métodos utilizados para realizagdo dos exanipesudpico do colo do Utero,
vagina e canal anal, exige do profissional médicogcessidade de um bom contato
inicial com o paciente, ja que a regido do corpondiéher, objeto deste estudo, traz em
torno de si questdo tabu, gerando vergonha e amggatnento ao se expor para o
procedimento principalmente quando se refere amexdo canal anal, pratica até hoje,
pouco indicada, quando da auséncia de queixas eangea presenca desta ocorre
relutancia na procura de um profissional da arezobe dai a necessidade de ter uma
estratégia de abordagem dessas mulheres, ondesibilggade do pesquisador quanto
ao momento de fragilidade que essa mulher estéeaando devera esta presente.

O fato de o estudo ter sido realizado num ambudatier uma unidade hospitalar
(HCP) direcionado ao diagnéstico e tratamento déele pré-malignas e malignas,
gerou nessas mulheres muita ansiedade e ao secamighadas ao servico de pélvis

do hospital, elas tiveram consciéncia de que “atgnéxame deu errado.
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Os exames colposcopico do colo do utero e vagipaesaa de provocar um
discreto incémodo ou leve dor na etapa de intraaluighespéculo, ndo geraram recusa
na grande maioria das vezes, provavelmente porgsase mulheres ja tém
conhecimento prévio do exame ou mesmo experiéaoiasiores.

Antes do procedimento uma conversa amigavel e drasmim 0 examinador
proporciou maior tranquilidade a paciente. Quaseldrata do exame do canal anal, a
resisténcia inicial € maior baseada no préprio a@secimento da mulher sobre a
necessidade mesmo sem queixas, da realizagédo elem®®; nesse ponto, deixamos
bem claro a possibilidade de acatarmos a decisdwideaealizar-lo, caso a paciente
assim decidisse, mas que sua patologia cervicaagunal favoreceria o surgimento de
possiveis lesbes do canal anal (pela presenca ¥}, HEscrevendo nesse momento, 0s
riscos que a mesma corre baseados em pesquisasefvi02008; CAPOBIANGO et
al., 2009 ). Foi também nessa ocasido explicitadecassidade de a paciente realizar o
teste rapido para HIV.

ApoOs a aceitacdo da realizacdo dos exames, faadéen paciente a possibilidade
de participar do projeto de estudo e que as infobem fornecidas estariam submetidas
as normas éticas recomendadas pela Comiss&o Nad#oEtica em Pesquisa (CONEP)
e quando da concordancia foi solicitado da pacient@assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido — TCLE (Apéndigeconforme resolucédo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude (CNS).

Em alguns casos, foi solicitada também a permipséia realizar fotografias do
procedimento e com a concordancia da pacientesfinado um termo de autorizacao
de uso de imagem (Apéndice C), ficando claro quecasa por parte da paciente em
participar do projeto de estudo, ndao afetaria ermemto algum a realizacdo de outros
exames necessarios ao seu tratamento assim corealizagdo de procedimentos
clinicos ou cirargicos que sua patologia necessitas

Aprovacédo do comité de ética do Hospital de CadedPernambuco ocorreu sob
o namero 30/2009 (anexo D).

O incbmodo existente tanto na realizacdo dos exalme®lo de Utero, vagina e
canal anal, quanto na aplicacdo do anestésicadgpita agulha) no caso de canal anal e
terco externo vaginal, foi minimizado com uma alagem tranquila, com explicagdes
sobre o procedimento e o motivo de sua realizacgando uma técnica menos

traumatica, como na manutencao da posicdo gindcalégn ambos exames, que foi de
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maior agrado das pacientes fazendo com que as msll®ibmetessem a esses
procedimentos considerando-os toleraveis, quandmdgaracdo dos seus beneficios
em relacéo aos riscos.

Pacientes encaminhadas com exames citolégicos r(ieafzal) alterados tém a
possibilidade, ao realizar a colposcopia, de detdéesdes pré-malignas produzidas pelo
HPV surpreendendo as lesdes em uma fase antera@mnaer invasor e com iSso serem
beneficiadas com um tratamento curativo, como néAllcom o tratamento clinico
(acido tricloroacético - ATA) ou por polifragmenéacda lesdo (biopsia alargada). No
caso de NIC3 tratamento obtido através da conizpg@alca diatérmica, que é um
procedimento cirargico rapido e eficiente realizatio ambulatorio, onde o tratamento
dessas lesbes evita um diagnéstico mais tardicAdoec ginecologico que acarretaria
tratamentos mais agressivos, como cirurgias de dgraporte, radioterapia ou
quimioterapia, além do risco de reducéo da sobaedépaciente.

O mesmo ocorre quando 0 exame anuscopico sob colpast indicado e revela
presenca de patologia pré-maligna, onde o tratanatimico é indicado nas lesdes anais
de baixo grau (HPV e NIAl), e pequena cirurgia esbés de alto grau (NIA2, 3 e
carcinoma in situ) evitando a progressao para cancer anal invasandg suscitaria

um tratamento mais agressivo.
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RESUMO

Objetivos O papillomavirus humano atualmente é considerandwaior causador de
infecgbes multifocais de transmissao sexual do mumdmprometendo o sistema
anogenital principalmente feminino. O cancer anpksar de ser considerado
relativamente raro, vem apresentando um aumengrgssivo de sua incidéncia nos
ultimos anos. Neste estudo foi realizada uma cgéel entre as lesdes genital de
neoplasia intra-epitelial de colo de utero grauNBC@) e a neoplasia intra-epitelial
vaginal grau 2 (VAIN2) provocadas pelo HPV e agiéssanal correspondentes em
pacientes HIV negativas.

Metodologia No periodo de Agosto a Dezembro de 2009, mulhel®s negativo
foram entrevistadas e submetidas a exame de colpasonde, na presenca de leséo
colposcopica foram submetidas a biopsia. Apos éramcdo dos resultados de NIC3
ou NIVA2, as pacientes foram submetidas a anuscdpianagnificacdo, onde na
presenca de lesdo de canal anal foi realizada @siBi6Os materiais histolégicos de
colo, vagina e canal anal foram submetidos ao testeCR para identificar a presenca
do HPV.

Resultados Dentre as 122 mulheres com patologia genital, (9314%) tiveram
diagnostico histolégico de NIC3 e 08 de NIVA2 (6)6%m 68 mulheres (55,7%) com
NIC3, houve lesBes de canal anal, enquanto queedasnt08 mulheres com diagndstico
de NIVA2, seis (75,0%) apresentaram lesdo anate€ss de biologia molecular foram
positivos para DNA-HPV em 66 amostras cervicais (%) e em 31 amostras anal
(41,9%) para pacientes diagnosticadas clinicameoteo NIC3. DNA-HPV também
foi encontrado em 06 amostras vaginais (75%) e €mn@ostras de canal anal (50,0%)
em pacientes com diagnostico de NIVA2.

Concluséo A presenca concomitante de neoplasia intra-ggitgénital NIC3 e NIVA2
com lesdes anais associado a presenca do HPV adligs#io entre estas patologias e a

possivel circulagéo viral nestes locais.
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Introducao

O papillomavirus humano (HPV) e suagé&b com o cancer cervical ja esta
bem estabelecida e a redug¢do na incidéncia do rc&eceical ja € conseguida em
alguns paises em desenvolvimento, onde o contasieeoplasias intra-epitelial esta se
tornando mais eficiente. No entanto, o cancer guoel apesar de ser considerado um
cancer incomum, vem apresentado nesses Ultimosuam@sescimento progressivo de

sua incidéncia, principalmente nas mulhéfe¥

O cancer anal tem similaridades corareer cervical, inclusive com relagéo ao
genotipo de HPV encontrado no canal anal com meagiéncia de que na area cervical.
Estes dados sugerem que esta regido seja res@rvdtdrvirus, favorecendo sua
transmissao a outros locais do sistema genitahe@plasias intra-epiteliais de alto grau

s&o consideradas precursoras do cancer-anal

Alguns trabalhos realizadosraulheres HIV negativas mostram a presenca de
5% da neoplasia intra-epitelial anal de baixo g(EPV, NIALl) enquanto que a
neoplasia intra-epitelial anal de alto grau (NIABA3) foi encontrada em 1% Em
mulheres onde existia uma lesdo genital préviaeca8eks de neoplasia anal (ASIL)
atingiu 17,4% onde 3,2% eram lesdes de alto Jrau

Apesar dos poucos estudasteso comportamento das NIAs, alguns autores
apontam alta taxa de regressdo das formas inig@iblIA®, com menos de 5% de
progressdo para cancer invdsddas mulheres HIV negativas com HPV a taxa de

progressdo para NIA é de 1 a 2,8%

Adicionalmente, a mucosa vaginal pelexpnidade com a regido cervical se
torna alvo facil para o HPV, podendo levar ao deskimento da neoplasia intra-
epitelial vaginal (NIVA) e o cancer vaginal. O cénwaginal é raro apresentando a
menor frequiéncia dentre os canceres femininosx& de padronizacao por idade é de
0,3-0,7 por 100.000 em todo mundo, constituindo termo de 1% a 2,5% das
neoplasias malignas do trato genital feminino. &s$uepidemiologicos indicam que o
cancer vaginal tem semelhanga com o cancer dodeoldero e as sequéncias do DNA
do HPV séo detectados na maioria dos tumores viagnseus precursores. HPV16 € o

gendtipo mais prevalente e sua freqiiéncia varBdde91% do cancer vaginat*®°



55

Metodologia
Amostragem

Foi realizado um estudo prospectivo com 122 paesersendo 114 portadoras de
neoplasia intra-epitelial cervical (NIC3) e 08 pamibras de neoplasia intra-epitelial
vaginal (NIVA2), com idade entre 18 e 60 anos, ditta no Hospital de Cancer de
Pernambuco (HCP) no periodo de agosto a dezemt#00® O projeto da pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Senesihbs do Hospital de Cancer de
Pernambuco (CEP/HCP) através do protocolo de nu®@i2009. Foi realizada uma
analise sobre a pratica sexual de cada pacienteosmrguintes parametros: parceiros
sexuais durante a vida (um, dois, trés, quatraocou mais); uso de preservativo na

relacdo vaginal, anal e historia de condilomasambu perianal.

Mulheres portadoras de neoplasia intra-epitekabdixo grau, carcinoma invasor
em colo de utero ou vagina, neoplasia intra-epitelaginal grau 3 e pacientes com
quadro de imunodeficiéncia, foram excluidas dodestds mulheres que aprestavam
citologia oncética e/ou colposcopica com atipiamai submetidas a bidpsia sob
colposcopia para confirmacao diagnostica. Aposmdistico de NIC3 ou NIVA2, foram

submetidas ao exame de anuscopia de magnificacdagi@ctar lesbes anais.
Anuscopia de magnificacao

Na realizacdo do exame anuscopico foi realizadainspecdo do canal anal,
seguida por aplicagdo de acido acético 5% parahlisigdo de possiveis lesdes. No
exame de anuscopia de magnificacdo, foi seguidocrdsérios da classificacdo
colposcépica (IFCPC) adaptada para canal *ahalPacientes com alteracdes
anuscopicas foram submetidas a bidpsia, realizata amestesia local, utilizando
posteriormente um cotonete de haste longa embebidgolicresuleno (360mg/g) com

a finalidade de estancar o sangue.
Andlise histolégica

Os fragmentos retirados pela biopsia cervical, nalgou anal foram colocados em
solucdo de formol a 10%, colocados em blocos dafipare submetidos a rotina
histolégica com a microtomia para obtencdo dosesod preparacdo das laminas,

coradas pela hematoxilina-eosina (HE). O diagndstiistoldégico foi realizado
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utilizando a classificacdo de Richart (1967), Nl&gycolo de utero e adaptagdo da
classificacéo, para vagina NIVAe canal anal NIX. Para uma melhor compreenséo

foi referida em alguns momentos sua equivalénciamainologia de Bethesta
Identificacdo do Papillomavirus humano (HPV)

A identificacdo do Papillomavirus humano, em exam®m positividade
histol6gica do material do colo do utero, vaginearal anal foi o passo seguinte. Dos
blocos de parafina, foram obtidos 3 a 5 cortes ,@ep®n, sendo desparafinado com
xilol. Lavados com 100% de etanol, usado para remasacos do xilol do tecido
(KHAN et al, 2007). Apos os residuos de etanolrserovidos por secagem ao ar, 0
tecido foi homogeneizado e em seguida adicionady724l de (0,01M Tris-HCL,
pH7,4) + 0,25% duodecil sulfato dissodico mais @)3 Proteinase K (20mg/ml)
incubado a 55 °C, fervido por 2-3 min, centrifuga@lta velocidade por 2 min e
separado cuidadosamente a solugcédo aquosa de agitwwer parafina, em seguida foi
usado a reacdo em cadeia da polimerase (PCRy, iqertificacdo de uma regidao do
gene L1 do HPV.

O DNA extraido foi amplificado em dois sistemage&cao utilizando-se dois pares
de oligonucleotideo consensuais MY09/11 (fragmet®ot50 pb) (MY09 — 5'- CGT
CCAAAA GGAAACTGAGC - 3’; MY11 — 5- GCACAGGGACATAAAATGG —
3)? e GP5+/6+ (fragmento de 150 pb) (GP5+ 5- TTTGTTAIGGTAGATACT
AC - 3; GP6+ 5- GAAAAATAAACTGTAAATCATATT — 3')8 As condicbes da
PCR foram estdo descritas na Tabela 1. A programdedamplificacéo foi realizada
pela: desnaturacéo inicial por 3min a 94°C, segda&l84 ciclos de desnaturagéo a 94°C
por 1min, anelamento a 55°C (MY09/11) ou 45°C (@B%j-por 1 min e extenséo a
72°C por 1 min. A etapa de extensao final foi esda a 72°C por 10 min. Para ambas
as reac0Oes utilizou-se agua ultrapura como contegativo da reacdo, sendo o controle
positivo uma mistura de 1uL de sangue humano adeeste 0,25 pL do plasmidio
pBR322 contendo o genoma do HPV16. Para pesquisgedoma do HPV16 nas
amostras positivas para MY09/11 e GP5+/6+ foramizaedas amplificacbes com
oligonucleotideos especificos para o] gene E7 (FiE7. 5'-
TTGCAGATCATCAAGAACACG-3; RVE7.16 5- GTACCCTCTTCCCETTGGT -

3), seguindo a mesma composicao descrita na Tab@agrograma de amplificacao foi
realizado nas seguintes condicfes: 95°C por 2 3dirgiclos de 95°C por 30 seg; 54°C
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por 30 seg e 72°C seq; e 72°C por 5 min. A reagéoehlizada em termociclador
Eppendorf ® Mastercycler utilizando-se os reagedésxritos na Tabela 01. O sucesso
da amplificacéo foi verificado por eletroforese geh de agarose 2% (p/v), corado em 2

ul de brometo de etidio (10 mg/ml) e visualizadb kz ultravioleta.

Tabela 1 Componentes e volumes utilizados na amplificalgicegiao L1-HPV.

Componentes Volume
GoTag Green Master Mix 6,25 pL
Oligonucleotideos (10 picomoles) 1puL
DNA (~200 ng/uL) 1uL
Agua Ultrapura 4,25 pL

Identificagdo do Papillomavirus humano (HPV)

A andlise estatistica foi realizada pelo softwaiien® 5 (GraphPad Software
Inc.) utilizando o teste exato de Fischer parardeter o risco relativo (RRpdds ratio

(OR) ep value

RESULTADOS

122 pacientes com patologia genital foram entragiast e avaliadas, sendo 114
pacientes portadores de neoplasia intra-epitedialical grau 3 (NIC3) e 08 pacientes
diagnosticados com neoplasia intra-epitelial vag{hdVA2). Estes pacientes foram
distribuidos em quatro faixas etarias entre 18 ar@¥, como descrito a seguir: Grupo
18 a 25 anos, onde contabilizamos 06 mulheres;dx6m 35 anos, com 55 mulheres;
Grupo 36 a 45 anos, com 36 mulheres e por ultingyupo 46 a 60 anos, com 25
mulheres. A vida sexual da mulher pesquisada eatdela quantidade de parceiros
durante sua vida apresentou-se da seguinte fortmarutheres com um Unico parceiro,
23 mulheres com dois parceiros, 19 mulheres com gegceiros, 15 mulheres com

guatro parceiros e cinco parceiros ou mais refgg@da34 mulheres (Tabela 2).
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Tabela 02 Caracteristicas etarias e sexuais das pacient¥s nidgativas com
diagnostico de NIC3 e NIVA2 atendidas no ambulatdie Pélvis do Hospital do
Cancer de Pernambuco no periodo de Agosto a Denaiel®2009.

NUMERO DE

PARAMETRO PACIENTES PERCENTUAL
Faixa etaria
18-25 anos 06 4,9%
26-35 anos 55 45,1%
36-45 anos 36 29,5%
46-60 anos 25 20,5%
Parceiros sexuais
Um 31 25,4%
Dois 23 18,8%
Trés 19 15,6%
Quatro 15 12,3%
Cinco ou mais 34 27,9%

Preservativo vaginal

Sim 01 0,8%

N&ao 121 99,2%
Intercurso anal

Sim 106 86,9%

N&o 16 13,1%

Preservativo anal

Sim 12 9,8%

N&ao 94 91,9%
Histérico de condiloma vulvar/perianal

Sim 13 10,6%

N&ao 109 89,3%

As informacdes sobre intercurso anal durante a sedaal foi confirmado por

106 mulheres, enquanto 16 negaram essa praticant@@aa uso do preservativo no
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intercurso anal, 94 mulheres negam o uso comoa,ogimquanto 12 confirmaram o seu
uso. Ja no intercurso vaginal, a maioria das metherega essa pratica (99,2%),
enquanto que somente uma mulher confirmou o seuArgecedente de condiloma

vulvar ou perianal foi negado por 110 mulheresrdicoado por 13 mulheres.

Analise cervical versus canal anal

A andlise de anuscopia das 114 mulheres com |le&a8 dlktectou alteracdo no
canal anal em 68 pacientes, com risco relativootdrair o HPV sendo 1,2 vezes maior
para mulheres com historico de condiloma genitedgarada aquelas que néo relatam
condiloma anterior. No grupo etario de 18 a 25 amwgabilizamos 05 mulheres, tendo
uma delas histérico de condiloma genital. Neste@robservou-se positividade para
infeccdo pelo DNA-HPV em 03 amostras cervicais e@bstra anal a partir de testes
moleculares (Tabela 3). No grupo de 26 a 35 anosy 63 mulheres, apenas 03
pacientes tiveram historico de condiloma genitalsifvidade para DNA-HPV foi
encontrada em 35 amostras cervicais e em 14 amasreanal anal, sendo observada a
presenca de positividade para ambas as amostrasat@nal em 08 mulheres. O risco

de contrair o virus nesta faixa etaria € 1,3 vezaisr que nas demais (OR=1,9).

O Grupo de 36 a 45 anos agregou 35 mulheres, ohdefériram histérico de
condiloma genital, com DNA-HPV detectado em 19 anasscervicais. A andlise das
amostras anais revelou que 09 pacientes eram yassiiara DNA-HPV, sendo 04
mulheres com amostras positivas nas areas cearnehlNo grupo de 45 a 60 anos com
21 mulheres, tendo um unico histérico de condilgmaital, a positividade para DNA-
HPV foi observada em 09 amostras cervicais e e@ntdstras do canal anal, sendo 03

amostras positivas para regiao cervical/anal.
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Tabela 3 Historico de condiloma genital e identificacdo lecolar do
papilomavirus humano em amostras cervicais e alearmulheres HIV negativas com
diagndstico de NIC3, agrupadas por faixa etéria.

GRUPO  NUMERODE HISTORIADE  DNA-HPV DNA-HPV
ETARIO MULHERES  CONDILOMA POSITIVO POSITIVO
GENITAL CERVICAL ANAL
18-25anos 05 (4,4%) 01 (20%) 03 (60%) 01 (20%)
26-35anos 53 (46,5%) 03 (5,7%) 35 (66,0%) 14 (26,4%)
36-45anos 35 (30,7%) 04 (11,4%) 19 (54,3%) 09 (25,7%)
45-60 anos 21 (18,4%) 01 (4,8%) 09 (42,9%) 07 (33,3%)

Dentre as 30 mulheres com diagndstico NIC3 queriram um Unico parceiro
sexual durante a vida, 20 apresentaram positividacdeo DNA-HPV. Das 19 mulheres
que referiram 02 parceiros, 14 apresentaram piEtie para o DNA-HPV. Do grupo
de mulheres com 03 parceiros, 09 mulheres foramideradas positivas para o DNA-
HPV. Quando foram referidos 04 parceiros, agrupssarh4 mulheres com 08 amostras
positivas para DNA-HPV; enquanto que dentre as 3Bhenes com 05 ou mais

parceiros, 15 amostras apresentaram positividad®BRV (Tabela 4).

Tabela 4. Identificacdo molecular do papilomavirus humano M mulheres com
diagnostico histologico de NIC3 e sua relagdo camiroero de parceiros sexuais.

NUMERO DE NUMERO DE DNA-HPV
PARCEIROS MULHERES POSITIVO
01 30 (26,3%) 20 (66,7%)
02 19 (16,7%) 14 (60,9%)
03 18 (15,8%) 09 (50,0%)
04 14 (12,3%) 08 (57,0%)
5 ou (+) 33 (28,9%) 15 (45,4%)

A anuscopia em mulheres portadoras de lesdo eeNIC3 revelou: 38 mulheres

com epitélio acetobranco (EAB) com positividadeap@DNA-HPV em 17 amostras. A



lesdo vegetante foi um achado anuscopico em apgmasmulher, assim como a

mancha hipercrémica, sendo ambas as pacientesrppgiaira DNA-HPV. Leucoplasia

também foi encontrada em uma Unica paciente, en@s®a foi negativa para o DNA-

HPV (Tabela 5).

Tabela 5 Diagnostico anuscopico em 114 mulheres com ditgudde NIC3 e sua

relagdo com a identificagdo molecular do papilomesvihumano.

LESAO NUMERO DE DNA-HPV
ANUSCOPICA MULHERES POSITIVO
Epitélio acetobranco 38 (33,3%) 17 (44,7%)
Leséo vegetante 01(0,9%) 01 (100%)

Leucoplasia 01 (0,9%) -
Mancha hipercrémica 01 (0,9%) 01 (100%)
Pontilhado 02 (1,7%) 02 (100%)
P6lipo 25 (21,9%) 10 (40%)
Sem lesbes 46 (40,4%) -

A presencga do polipo anal (Figura 1) foi observana25 mulheres, das quais 10

amostras foram positivas para DNA-HPV. Leséo ddilbamlo esteve presente em 02

mulheres, sendo ambas as amostras positivas pakaHPIV. A normalidade do exame

anuscopico foi observada em 46 mulheres (40,4%).

Figura 1. (A) Leséao de polipo de canal anal em visdo nanexanuscoépico; (B) Leséo

de mancha hipercrémica em exame anuscopico.
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Quando observados o resultado histolégico dasnt@simas de canal anal de
mulheres com lesédo cervical, encontrou-se o comdilgenital em uma unica mulher,
com negatividade para o DNA-HPV na amostra anais&kesultados semelhantes
foram obtidos no diagndstico de hipercelularidadperplasia polipdide/HPV,

metaplasia, NIA2-HPV e NIA3-HPV (Tabela 6).

Tabela 6 Identificacdo molecular do papilomavirus humaaadordo com o resultado
de histologia do canal anal das 68 mulheres tantiégmosticadas com NIC3.

HISTOLOGICO CANAL NUMERO DE DNA-HPV CANAL
ANAL MULHERES ANAL POSITIVO

Condiloma genital 01 (1,5%) -

Hipercelularidade 01 (1,5%) -

Hiperplasia simples
Hiperplasia polipdide
Hiperplasia polip6ide/HPV
HPV

Inflamatorio
Metaplasia

NIA1

NIAL/HPV

NIA2

NIA2/HPV

NIA3

NIA3/HPV

Sem lesdes

07 (10,3%)
15 (22,0%)
01 (1,5%)
07 (10,3%)
10 (14,7%)
01 (1,5%)
07 (10,3%)
07 (10,3%)
02 (2,9%)
01 (1,5%)
03 (4,4%)
01 (1,5%)
04 (5,8%)

01 (14,3%)

03 (20,0%)
05 (71,4%)
06 (60,0%)
04 (57,1%)
05 (71,4%)
02 (100%)
02 (66,7%)

03 (75,0%)

O diagnéstico histolégico de hiperplasia simptesshcontrado em 07 mulheres,

sendo observado EAB no exame anuscépico de O6sdestientes. O DNA-HPV foi
encontrado em uma Unica amostra de hiperplasialesmgom EAB. A hiperplasia

polipdide foi o diagndstico de 15 mulheres, dergsequais 14 apresentaram leséo
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polipdéide no exame anuscopico e apenas uma muheglacionada ao EAB. Somente

em 03 amostras observou-se positividade para o BIRX-(20,0%).

Figura 2. Leséo histoldgica de condiloma acuminado — matdeatanal anal.

HPV como diagndstico histoldgico foi obtido em Oulheres, onde em 06 a
correspondéncia da lesdo anuscoépica foi EAB, cositipdade para o DNA-HPV
verificado em 05 amostras. O diagndstico histoldgiflamatorio foi encontrado em 10

mulheres com 06 amostras positivas para o0 DNA-HPV.

A NIA1 esteve presente em 07 mulheres com 04 aesopbsitivas para DNA-
HPV. Ja quando o diagnostico de NIA1 estava asso@a HPV, que atingiu 0 mesmo
namero de mulheres, a positividade para DNA-HPYigati 05 amostras. Apenas 02
mulheres apresentaram diagnéstico de NIA2 sendibivasspara DNA-HPV. Quanto
ao resultado de NIA3, observamos sua presenca emuBeres, com amostras
positivas para DNA-HPV em 02 pacientes. Resultagmldgico normal foi observado

em 04 mulheres, sendo 03 delas positivos para o-BIRX.
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Para as 114 mulheres com diagndstico de NIC3 wmjisemaram a pratica de
intercurso anal (99) e o uso de preservativo ngsteca (11) foi observado a presenca
de 07 amostras cervicais positivas para o0 DNA-H&4im como 04 amostras anais
positivas. Destas amostras, somente 02 tiveramtijpdade para os dois sitios
cervical/anal. 88 mulheres referiram ndo fazer ws preservativo anal, com
positividade para o DNA-HPV nas amostras cervidai®4,5% e nas amostras anais de
28,4%. Em 11 mulheres encontramos amostras pasiiasaa DNA-HPV em canal anal
e regido cervical. O intercurso anal apresentodaion que aumenta o risco relativo de

infeccdo pelo HPV em 1,4 vezes.

Dentre as 15 mulheres que negaram a pratica documso anal, o DNA-HPV
foi positivo em 11 amostras cervicais e 03 amodiemganal anal, com 02 amostras

positiva para ambos os sitios (Tabela 7).

Tabela 7. Identificacdo molecular do papilomavirus humarsoi@ relacdo com a pratica
de intercurso anal em 114 mulheres com diagnodedsiC3.

INTERCURSO PRESERVATIVO

ANAL ANAL DNA-HPV
CERVICAL ANAL
Sim Sim 11 (11,1%) .
99 (86,8%) 07 (63,6%) 04 (36,4)
3 0
Nao 85 (58,8%) 48 (54,5%) 25 (28,4%)
2. - 11 (73,3%) 03 (20%)

15 (13,2%)

O grupo de pessoas com lesdo anal que relatarasidedes com dois parceiros
ao longo da vida apresentou diferenca estatisigaifisante (p<0,0276). O risco
relativo de contrair HPV foi maior no grupo de nerdés com apenas um parceiro
durante a vida (RR=1,21) seguido do grupo com Bnais parceiros (1,06). Este fato

pode ser devido a 80% das pacientes com apenasatgeirp ndao fazerem uso de
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preservativo anal. J& no grupo de pacientes copafiiros, 64,7% nao fazem uso do

preservativo anal, sendo um percentual reduzidoetagéo aos demais grupos.
Andlise vaginal versus canal anal

Considerando as 08 mulheres com NIVA2 observamos dipos de
diagndsticos histologicos: NIVA2, encontrado em Otulheres, e NIVA2/HPV,
observado em 03 mulheres. Amostras NIVA2 apresamigvositividade para DNA-
HPV em 04 mulheres e uma Unica amostra de postivanulheres com NIVA2/HPV.

A lesdo anuscoépica predominante foi EAB, encoatrain 03 mulheres,
enquanto que a lesédo polipdide foi observada ernaBas. Apenas um caso de lesao
vegetante foi observado na anuscopia. As outras paeientes apresentaram epitélio

normal.

O grupo etario de 18 a 45 anos apresentou 04 teawoservicais com
positividade para o DNA-HPV, enquanto que o grupo4@ a 60 anos apresentou 04

amostras cervicais, das quais 02 foram positivess PAA-HPV (Tabela 8).

Tabela 8 Analise molecular do papilomavirus humano em eng com diagnostico
histologico de NIVA2 e a relagdo com 0s resultaatosscopico.

ANALISE VAGINAL ANALISE ANAL
FICHA IDADE . DNA DNA
HISTOLOGICO ANUSCOPIA HISTOLOGICO
HPV HPV
14 57 NIVA2/HPV ¢) EAB Normal +)
15 45 NIVA2 (+) Normal - -
18 42 NIVA2 (+) L. vegetante Cond. acuminado (+)
26 35 NIVA2 (+) EAB Normal (+)
74 57 NIVA2 ) Pdlipo Hiperplasia )
79 22 NIVA2 (+) EAB NIAL )
113 49 NIVA2/HPV (+) Palipo Hiperplasia polipoide +)(

114 33 NIVA2/HPV (+) Normal - -
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Quando observamos os resultados da andlise malgctbnstatamos que
oligonucleotideo MYQ09/11 apresentou positividadeapa DNA-HPV em apenas 04
amostras cervicais, em 01 amostra anal e em nenaomostra vaginal. Por outro lado,
o oligonucleotideo GP5+/6+ obteve positividade fiiramostras cervicais (83,3%), 31
amostras anais (88,6%) e todas as 06 amostrasai@aglianto para amostras cervicais
quanto para amostras anais, houve diferenca désttisignificante (p<0,0001 e
p<0,0018, respectivamente). A positividade sim@tpara MY09/11 e GP5+/6+ foi

observada em 07 amostras cervicais, 03 amostras(dahela 9).

Tabela 9.Eficiéncia de identificacdo do papilomavirus humaelos oligonucleotideos
MYQ09/11 e GP5+/6+ para as amostras de tecido @nénal e vaginal.

) AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA
OLIGONUCLEOTIDEOS
CERVICAL ANAL VAGINAL
MYO09/11 04 (6,0%) 01 (2,8%) -
GP5+/6+ 55 (83,3%) 31 (88,6%) 06 (100%)
MY09/11 e GP5+/6+ 07 (1640 03 (8,6%) -
Total 66 (57,9%) 35 (48,6%) 06 (100%)

DISCUSSAO

Alguns estudos demonstram que a presenca do HR¥ma anal em mulheres
com patologia cervical, foi encontrada em 35% a 4% casos registrados em hospital
de referéncia®. Apesar de a literatura fazer referéncia ao caaced como raro,

estudos demonstram um aumento progressivo de stdémgia nos udltimos 10

anog*1®
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A descoberta de lesGes histolégicas no canal aassiyeis de tratamento nas
pacientes que fizeram parte dessa pesquisa, n8mBosurpresa, mas a presenca de 29
mulheres com lesdes histologicas anais (23,7%Yai&sperado. 22 mulheres (18,0%)
foram diagnosticadas com NIAL/HPV (LSIL) enquantoeq07 mulheres (5,7%)
apresentaram NIA2/3 (HSIL). Nas poucas pesquisasstesites, nacionais e
internacionais, ndo séo atingidos esses percehfugi® foram encontrados na nossa
pesquisa. A provavel explicacdo para a existérested resultados mais elevados passa
por: falta de informacées, baixa condicdo sociocalt e habitos sexuais de alto risco.
Estes dados levantam uma discussao principalmentpe se refere as lesdes intra-
epiteliais de alto grau (NIA2/3), consideradas glguns autores como precursora do

cancer anat'®

Quando analisamos 0s grupos etarios separadanudgervamos que a faixa
etaria mais atingida por lesdes ginecoldgicas &R6-35 anos (45,0%), seguido pelo
grupo de 36-45 (29,5%). As lesdes histologicas sapaé-malignas também foram
encontradas em maior percentual nestes dois grepos,diagnéstico de NIA2/NIA3
em 06 mulheres (8,1%). Estes dados diferem parergkrda literatura, que afirma que
as mulheres na quarta e quinta décadas de vidgreseatam mais suscetivel a
desenvolver lesdes anogenitais pré-malihas causa provavel parece ser o inicio
cada vez mais precoce da atividade sexual e comstiente o primeiro contato com
o virus do HPV, antecipando assim todo processonfdzcdo viral até as lesbes

precursoras do cancer anogenital.

Em relacdo ao grupo de 18-25 anos, observamos@as#e lesGes de alto grau
anal (NIA2/NIA3) e apenas a presenca de um caddldg, dados esses que estdo em
concordancia ao observado na literatura mundiaktdNé&ixa etaria existe uma boa

resposta imunolégica frente & infeccdo Vit& onde o virus provavelmente ainda nédo
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teve tempo habil para desenvolver as lesGes paasrso cancer anal. Esta situacéo €
reforcada pela constatacdo de um numero reduzidouligeres nessa faixa etaria que
foram incluidas na pesquisa, ja que o diagnostistoligico de NIC3 foi um pré-

requisito para inclusdo da paciente. O predominiausb de preservativo nessa faixa
etaria nos sugere uma maior aceitacdo das regraegleanca no relacionamento

sexual, embora a pequena amostragem desse griquitelibs conclusdes.

Dados alarmantes detectados na pesquisa referemisegativa do uso de
preservativo masculino no intercurso vaginal (99,2%anal (86,9%). Situacdo de
grande preocupac¢do que nos leva a questionaraiefidas campanhas que promovem
sexo seguro pelos meios de comunicacdo. Quandovahses esses dados por grupo
etario, constatamos que o grupo de maior riscoR26r®s nega 0 uso de preservativo
no intercurso anal em 83,6% e também no intercuagmal em 98,1%, refletindo uma
clara rejeicdo ao uso do preservativo, provaveleguirque nessa faixa etéria a
existéncia de parceiro fixo gera uma falsa segararg consequente dispensa do uso do
preservativo. Por outro lado observamos que o gdept8 a 25 anos, ao contrario do
grupo de maior risco, apresentou um indice maiarstede preservativo, resultados que
Nos sugerem que esse grupo tenha uma maior radagdivpara aceitar as regras de um

sexo mais seguro.

A pratica do intercurso anal atingiu um percentieaB6,9%, sendo este nimero
surpreendente, principalmente porque se acredijaeao sexo anal ndo fosse uma
pratica corrente. Os resultados demonstram clat@mannecessidade urgente de
mudanca de condutas frente a essas mulheres. iA qestes dados, podemos reforcar
as conclusdes das pesquisas que apontam que auisteanal favorece a transmissao

do virus para o canal anal e que esse Ultimo serigeservatério do HPY.
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De acordo com os dados levantados o numero deiqgarg@arece ndo ser um
fator de risco maior que a auséncia do uso do ma®®, jA que 0s resultados da
pesquisa mostram um indice semelhante quando \ddaali sexual, com um parceiro

sexual ou com cinco/ mais.

A presenca do DNA-HPV na andlise da biologia mdkecioi observada em 66
amostras de colo de utero (57,9%) dentre as 11Hharad portadoras de NIC3, e em 06
das amostras vaginal (100%). Este percentual é mmgum® o relatado na literatura,
aonde a presenca do DNA-HPV nas amostras do coletio chegam a 97,5% Este
fato pode ser devido a metodologia utilizada, nal guretirada do HPV das amostras
histologicas conservados em parafina pode levaeghadacdo do DNA da amostra,
dificultando sua amplificacdo pelo PCR e resultardo dificuldade da deteccdo de

fragmentos maiores que 200 pares detfase

Essa situacao fica bem clara quando observamasokados da pesquisa, onde
0 maior percentual de obtencdo do DNA do HPV fonas olignucleotideos GP5+/6+
para 55 amostras cervicais (83,3%), 31 amostras &8%,6%) e a totalidade (06) das
amostras vaginais (100%). Quando observamos oka@ss do MY09/11, cuja reacao
necessita de fragmentos maiores de DNA (450 pagebade), apenas 04 amostras
cervicais (6,0%) e uma unica amostra anal (2,8¥gnfoconsideradas positivas para a

presenca do HPV.

Quando analisamos as lesdes de baixo grau anall{NFV/) constatamos sua
presenca em 29,7% das mulheres pesquisadas engpantoas lesdes de alto grau
(NIA2/3) 5,9% foi considerada positiva. Estes pataais sdo maiores que os descritos

por outros autor8S. Tais divergéncias podem estar relacionadas asredifas
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existentes em aspectos como: realizacdo da pesuis@spital de referéncia, situacao

socioecondmica dos seus frequentadores e cultasahdlheres participantes.

O grupo etério de 46 a 60 anos foi 0 que apresentoaior percentual 37,5% de
mulheres com amostras de canal anal, ja a positleidpara o DNA-HPV atingiu as
mulheres mais jovens. A regido vaginal, por se minaoproximo ao colo de Gtero onde
as neoplasias intra-epiteliais sdo mais frequerdesperta pouca atengdo para a
realizacdo de pesquisas. A positividade para o KiP¥ignificativa nesta amostragem
vaginal e anal, apesar da baixa freqiéncia da ksgioal na amostra pesquisada que

estar de acordo com o observado na literatura ralbihtf

A informacdo de antecedentes de condiloma genéslmulheres pesquisadas
com percentual de 10,7% reforca a idéia da cir@alago virus HPV no sistema

anogenital.

A presenca do DNA-HPV em 6,8% das amostras de ear@dlcom diagndstico
histologico sem lesdes reflete a existéncia deeksibclinicas do HPV que foram

detectadas no exame anuscoépico, mas ndo descpblerexame histoldgico.

O diagndstico histolégico de hiperplasia polipd@he canal anal em 22,9% das
amostras anais e positividade para o DNA-HPV erfl5@i um resultado inesperado,
pois ndo é considerado um achado anormal na anast®pnagnificacdo e somente foi
submetido a biopsia pela alta freqiéncia de apaestd destas lesdes em mulheres

com patologia genital concomitante.

A dificuldade da deteccdo do DNA do HPV nas amssthastologicas
conservadas em parafina se estendeu ao teste oi@pggem, que por ser um método

mais sensivel foi prejudicado pela fragmentacadNA viral, além da presenca de
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varios residuos deixados pela processo da retifagarafina, dificultando ainda mais a

reacao.

Conclusao

A presenca concomitante de neoplasia intra-editgiamital, seja NIC3 ou
NIVA2, com lesdes anais provocadas pelo virus d¥ Higerem a existéncia de uma
circulacdo viral nestas regides, viabilizando pssos de lesdes pré-malignas e

favorecendo aparecimento de recidivas ou mesmogrgssao para lesdes invasoras.

Referéncias

1. Araujo SEA, Cotti G, Gama AH. HPV em coloproogib. In Rosenblantt C,
Wroclawski E R, LUCON, A. M.; PEREYRA, E. A. G. HPNa pratica médica. Sao

Paulo: Atheneu, 2005.

2. Capobiango A, Silva Filho A. L, Nunes STA. Diagtico de HPV anal em mulheres
com NIC: Prevencao de cancer do anus? Revistal@rasie Coloproctologia, Rio de

Janeiro 2009; 29 (4)

3. Focchi J. Colposcopia. In COELHO, F. R. G et @ncer do colo de utero. S&o

Paulo: Tecmedd; 2008.

4. Fernandes JV, Meisser RV, Fernandes TAAM, Rddksl, Cabral ME, Villa LL.
Comparacao de trés protocolos de extracdo de Dpiita de tecido fixado em formol
e incluido em parafinalornal Brasileiro de Patologia e Medicinaaboratorial 2004;

40(3): 141-6 Jun.



72

5. Giraldo P, Jacyntho C, Costa C, Igresias M, @or@ Carvalho F, Giraldo H,
Goncalves AK. Prevalence of anal squamous intrérelpal lesion in women
presenting genital squamous intra-epithelial lesteuropean Journal of Obstetrics &

Gynecology and Reprodutive Biolog®09; 142 (1): 73-5, Nov.

6. Hessol NA, Holly EA, Efird JT, Minkoff H, Schowar JM. Anal intraepithelial
neoplasia in a multisite study of HIV-infected ahigh-risk HIV-uninfected women.

AIDS2009; 23(1): 59-70.

7. Holly EA, Ralston NML, Darragh TM, Greenblatt RMay N, Palefsky JN.
Prevalence and risk factors for anal squamousepiti@elial lesions in womedournal

of the National Cancer Institu2001; 93(11).

8. Kurman RJ, Solomon D. The Bethesda System fporting cervical/vaginal

cytologic diagnoses, Baltimore: Springer, 1994.

9. Karlsen FM, Kalantari A, Jenkins E, PetterserKéstensen, R, Holm B, Johansson
and Hagmar B. Use of multiple PCR primer sets fptinoal detection of human

papillomavirusJournal of Clinical Microbiologyl996; 34: 2095- 2100.

10. Manos MM, Ting MY, Wright DK, Lewis AJ, BrokefR, Wolinsky SM. The use
of polymerase chain reaction amplification for tlketection of genital human

papillomaviruse€ancer Cellsl989; 7: 209-14.

11. Nadal SR, Horta SHC, Calore EE, Manzione CRsuRados do tratamento do
carcinoma espinocelular anal e do seu precursataantes HIV - positivoskevista da

Associacado Médica Brasileira007; 53(4).

12. Nadal SR, Manzione CR, Calore EE. Lesfes tusdranignas. In Nadal SR,

Manzione CRProctologia na AIDSRio de Janeiro: Di livros, 2007; 9-42.



73

13. Nadal SR, Manzione CR. Papilomavirus humana&ncer anaRevista Brasileira

de Coloproctologi&2006; 26(2).

14. Palefsky J. HPV and anal cancer. HPV today Zbtf://www.hpvtoday.com).

15. Palefsky JM, Holloy EA Ralston ML, Da Costa Greenblatt RM. Prevalence and
risk factors for anal human papillomavirus infentio human immunodeficiency virus
(HIV) positive and high-risk HIV negative womedournal Infectious Diseasez001

183(3): 383-91.

16. Palefsky JM, Rubin M. The epidemiology of amaian papillomavirus and related

neoplasiaODbstetrics and Gynecology of North Amerig@09 36(1).

17. Pereyra EAG, Parellada CI. HPV nas mulhereROSENBLANTT, C et al., HPV

na pratica médica. Sdo Paulo: Atheneu, 2005.

18. Robbins & Cotran, Kumar V, Abba AK, Fausto Nar8ey L. Bases da Patologia

das Doencas. 7° Ed. Elsevier, 2005.

19. Ribeiro KCB. Epidemiologia do céancer do cololdero. Fatores demograficos e
fatores de risco. In Coélho FRG et al. Canceralo de utero. Sdo Paulo: Tecmedd,

2008: 18-23.

20 . Shukla S, Bharti AC, Mahata S, Hussain S, KuRy Hedau S, C. Das B.Infection
of humano papillomavirus in canceres of differemtian organ sitesindian Journal
Medical Researc009; 130: 222-223.

21. Simonato JFG, Nunes CM, Mlyahara Gl. AvaliagBométodos de extracdo de
DNA de material parafinado para ampliacdo em P©FRhal Brasileiro de Patologia e

Medicina Laboratorial 2007; 43(2): 121-127, Abril.



74

22. Roteli-Martins CM, De Carvalho NS, Naud P, B#ia J, Borba P, Derchain NS,
Tyring S, Gall S, Diaz A, Blatter M, Shier RM, Ronmwski B, Quint WG, Issam C,
Calindo C, Schuind A, Dubin G. Prevalence of hunpapillomavirus infection and
associated risk factors in Young women in Braz&n@&da, and the United States: A
multicenter cross-sectional studiternational Journal of Gynecological Pathology

2011; 30(2):173-184.

23. Véo CAR, Saad SS, Nicolau SM, Melani AGF, DenadlVA. Study on the
prevalence of human papillomavirus in the anal cawfawomen with cervical
intraepithelial neoplasia grade IEuropean Journal of Obstetrics &ynecologyand

Reproductive Biolog2008; 140(1):103-7.



75

CONSIDERACOES FINAIS




76

O conhecimento, através de artigos cientificosawtbento nos ultimos anos da
incidéncia do cancer anal na populacdo femininadmalnvem possibilitando uma
melhor compreenséo da epidemiologia das neoplagiasepitelial anal precursora do

cancer anal.

A evidéncia na pesquisa da contribuicdo do HPV mmnpc¢éo das NIAs e a
clara distribuicdo do virus pelo sistema anogenfehinino produzindo lesdes
multifocais, mostra a necessidade de repensarirarginecolégica de mulheres que
apresentem neoplasias intra-epitelial genital pré&iindicacdo do exame de anuscopia
de magnificagdo deve fazer parte desta rotina ndisemes com NIC3 e NIVA2, lesbes
consideradas precursoras do céancer do colo de (#erda mucosa vaginal
respectivamente, principalmente no grupo de rig€€@a 35 anos, onde foi observada a

maior quantidade de lesdes pré-malignas e a presEnDNA-HPV.

As lesdes vaginais sdo pouco estudadas, principggnmaevido a sua baixa
incidéncia, mas como observado na pesquisa, msltana diagnostico de NIVA2
apresentaram positividade elevada para o HPV. Eamtéo se possa ter uma avaliacao
estatistica devido a pequena amostragem vaginaditamos assim como observado
nas mulheres com NIC3, ha risco de desenvolverlagapintra-epitelial anal nestas

pacientes.

Observamos uma frequéncia acima da média de péBposcanal anal em
mulheres com diagndstico de NIC3 e NIVA2 e constat em algumas amostras a
presenca do HPV, sendo pertinente considerar mfstecio neste tipo de lesdo durante

0 exame anoscopico para ampliar o conhecimentomfiagoes neste tecido.

A confirmacado da prética do intercurso anal e va@gassociado a negativa do

uso de preservativo na maioria das mulheres queciparam da pesquisa torna
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imperativo repensar a abordagem dos meios de coag#a que visam difundir a idéia

de sexo seguro.

O resultado obtido para DNA-HPV no canal anal figo da média descrita na
literatura mundial. Existe a possibilidade que e@st&dro possa ter sido ocasionada pelo
uso de amostras histoldgicas em bloco de parafin@, processo para retirada da
parafina pode ter provocado a degradacao do DN&, dificultando o registro da sua

presenca e a genotipagem.
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APENDICE A

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

N° HIV Negativa em
Data

REGISTRO:

NOME:

IDADE: Parceiros n° Intercurso anal Sim Nao

Camisinha intercurso vaginal Sim Nao Camhigiintercurso anal Sim Nao

Histéria de condiloma em regido vulvar ou periaggh nao

Citologia n° Resultado
Colposcopia data Resultado
Histologia n° Data
Resultado

Anuscopia de magnificacdo Data

Resultado do Histolégico (canal anal)
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREC IDO

Eu, , RG:

, declaro, por meio deste termocqgueordei em ser entrevistada na
pesquisa de campo intitulada Lesdes provocadasHi®Y em mucosas anogenital em
pacientes HIV negativas; a pesquisa € coordenddarpidica Maria das Gracas de F.
C. Castor, a quem poderei contatar a qualquer mionggse julgar necessario através do
telefone 99617168 ou e-ma#stor@smartsat.com.br

Apoés receber explicacbes da pesquisadia necessidade de realizar exames
para confirmar a existéncia da lesdo pré-malignaalo de Utero ou vagina, que foi
sugerido pelo preventivo; concordei em realizaolpascopia, onde deitada em posicéo
ginecoldgica, sera introduzido o especulo no ceaginal, para observar colo de Utero
e vagina e na presenca de “mancha’ realizar a ibiopsestesiando se necessario.
Entendi e concordo, quando a pesquisadora sugerreabzacdo do exame de
colposcopia do canal anal, com a introducdo docamis no anus, tendo a finalidade
de afastar a existéncia de lesdes pré-malignas @esanca de “manchas” realizar a
bidpsia sob anestesia; assim como autorizo a adesangue para o teste de HIV (virus
da AIDS).

Estou ciente que a realizacdo dosnesapode provocar desconforto ou dor
leve, quando da introducéo dos instrumentos ou mespicada da agulha da anestesia
ou coleta de sangue, mas entendo que, 0s procddsnezalizados sdo necessarios
tendo em vista a possibilidade de cura, caso stggethdo alguma lesédo pré-maligna.

Afirmo que aceitei participar por minpedpria vontade, sem receber qualquer
incentivo financeiro e com a finalidade exclusiva cblaborar para o sucesso da
pesquisa. Fui informada dos objetivos estritamaoéelémicos do estudo.

Foi também esclarecido que os usosndasnacdes por mim oferecidas estao
submetidos as normas de ética em pesquisa (CONE@dmselho Nacional de Saude ,
do Ministério da Saude.

Compreendo que minha identidade serdideaem sigilo e que os resultados da
pesquisa poderdo ser apresentados em eventos@paes cientificas.

Estou ciente de que, caso eu tenhaalpoderei contatar a pesquisadora ou
ainda o comité de Etica em Pesquisa do Hospit@lateer de Pernambuco, situado na
Av. Cruz Cabuga, 1597- Santo Amaro /Recife- (0&1)78197.

Fui ainda informada que minha pgracéo na pesquisa podera ser
interrompida, se eu assim o desejar, sem sofrdrumerconstrangimento ou qualquer
prejuizo para meu tratamento, seja tratamentacoliou cirdrgico.
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A pesquisadora me ofereceu uma cégsimada deste termo de consentimento
Livre e Esclarecida, conforme recomendacdes da €@mi Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP).

Recife, de 2009

Assinatura do participante

Testemunhas
1

2

Assinatura da pesquisadora
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APENDICE C

TERMO DE AUTORIZACAO DE USO DE IMAGEM

Eu

CPF , RG , depoisodbecer e entender os
objetivos, procedimentos metodoldgicos, riscosreefeios da pesquisa, bem como de
estar ciente da necessidade do uso de minha imagén@RIZO , através do presente
termo, a pesquisadora responsavel, a médica MasaGiacas de F. C. Castor do
projeto de pesquisa intitulado “Lesdes provoca@ds HPV em mucosas anogenital em
pacientes HIV negativas” a realizar as fotos qudagam necessarias. Ao mesmo
tempo libero a utilizacdo destas imagens paracigrtificos e de estudos (Congressos,
Palestras, seminariosp titulo gratuito e sem limite de prazo em favor da
pesquisadora da pesquisa, acima especificada.

Recife, de de 2009

Participante da pesquisa

Pesquisador responsavel pelo projeto
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Instructions for Authors
Types of papers d?é’é&ésctﬂl

Types of Papers:

Original Research Articles
Reviews [(usually commissioned but may also be submitted)
Case Reports

Letters to the editor [](Letters to the editor should not include
references)

Protocols on clinical studies
Congress Reports

Meeting Abstracts

Book Reviews

Announcements

Editorial Procedure

If you have any questions please contact:

H. J. Buhr (Editor-in-Chief)
Chirurgischen Klinik und Poliklinik |
Charité - Universitatsmedizin Berlin
Campus Benjamin Franklin
Hindenburgdamm 30

12200 Berlin, Germany

Fon: +49-30-8445-2541

Fax: +49-30-8445-2740

eMail: heinz.buhr@charite.de
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Manuscript submission

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been
published before; that it is not under consideration for publication anywhere
else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as well as
by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the
work has been carried out. The publisher will not be held legally responsible
should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already
been published elsewhere are required to obtain permission from the copyright
owner(s) for both the print and online format and to include evidence that such
permission has been granted when submitting their papers. Any material
received without such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission
substantially reduces the editorial processing and reviewing times and shortens
overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit online” on the right
and upload all of your manuscript files following the instructions given on the
screen.

Title page

Title Page
The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the
corresponding author
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Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be
divided into the following sections:

Purpose (stating the main purposes and research question)
Methods

Results

Conclusions

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.[Note: If you
use Word 2007, do not create the equations with the default equation
editor but use the Microsoft equation editor or MathType instead.

Save your file in doc format. Do not submit docx files.

Word template (zip, 154 kB)

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (zip, 182 kB)
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Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently
thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the
citation of a reference included in the reference list. They should not consist

solely of a reference citation, and they should never include the bibliographic
details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be
indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values
and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are
not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate
section before the reference list. The names of funding organizations should be
written in full.

Scientific style
Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used,
the generic name should be given at first mention.

References
Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square
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brackets. Some examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].
3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and
that have been published or accepted for publication. Personal communications
and unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use
footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

The entries in the list should be numbered consecutively.

Journal articlel /Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D,
Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of high intensity intermittent
training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl
Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-0955-8( IIdeally, the
names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long
author lists will also be accepted:[1Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al
(1999) Future of health insurance. N Engl J Med 965:325-329

Article by DOI [1Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications
of dysregulated cytokine production. J Mol Med.
doi:10.1007/s001090000086

Book(South J, Blass B (2001) The future of modern genomics.
Blackwell, London

Book chapter’Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In:
Smith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp
230-257

Online document(Cartwright J (2007) Big stars have weather too.
IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

DissertationJTrent JW (1975) Experimental acute renal failure.
Dissertation, University of California
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Always use the standard abbreviation of a journal’'s name according to the ISSN
List of Title Word Abbreviations, see

Www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the

formatting of in-text citations and reference list.
EndNote style (zip, 2 kB)

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst
which is included in Springer’s LaTeX macro package.

Tables
All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical
order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the
components of the table.

Identify any previously published material by giving the original
source in the form of a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case
letters (or asterisks for significance values and other statistical data) and
included beneath the table body.

Artwork

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of
your artwork — photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your
art will then be produced to the highest standards with the greatest accuracy to
detail. The published work will directly reflect the quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission
Supply all figures electronically.
Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones,
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please use TIFF format. MS Office files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in
the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g.,
Figl.eps.

Line Art

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and
lettering within the figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should
have a minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in
the files.

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading,
etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by
using scale bars within the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones
containing line drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600
dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.
If black and white will be shown in the print version, make sure
that the main information will still be visible. Many colors are not
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distinguishable from one another when converted to black and white. A
simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the
necessary distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color
in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per
channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif
fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized
artwork, usually about 2—3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g.,
do not use 8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical
order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more
figures, continue the consecutive numbering of the main text. Do not
number the appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online
appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be
numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately
what the figure depicts. Include the captions in the text file of the
manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by
the figure number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any
punctuation to be placed at the end of the caption.
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Identify all elements found in the figure in the figure caption; and
use boxes, circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source
in the form of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size
When preparing your figures, size figures to fit in the column width.
For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm,
or 174 mm wide and not higher than 234 mm.
For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm
or 122 mm wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must
obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online
format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for
free and that Springer will not be able to refund any costs that may have
occurred to receive these permissions. In such cases, material from other
sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of
your figures, please make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a
text-to-speech software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying
information (color-blind users would then be able to distinguish the visual
elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.)
and other supplementary files to be published online along with an article or a
book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as certain



information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title,
journal name, author names; affiliation and e-mail address of the
corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that
larger-sized files may require very long download times and that some
users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not
suitable for long-term viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with
the data is intended.
If the readers should be encouraged to make their own
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calculations, spreadsheets should be submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb
(Mathematica notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make



105

specific mention of the material as a citation, similar to that of figures and
tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as
shown in the animation (Online Resource 3)", “... additional data are
given in Online Resource 4”.

Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption
describing the content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received
from the author without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of
your supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each
supplementary material

Video files do not contain anything that flashes more than three
times per second (so that users prone to seizures caused by such effects
are not put at risk)

Integrity of research and reporting
Ethical standards

Manuscripts submitted for publication must contain a statement to the effect that
all human studies have been approved by the appropriate ethics committee and
have therefore been performed in accordance with the ethical standards laid
down in the 1964 Declaration of Helsinki. It should also be stated clearly in the
text that all persons gave their informed consent prior to their inclusion in the
study. Details that might disclose the identity of the subjects under study should
be omitted.

The editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the
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above-mentioned requirements. The author will be held responsible for false
statements or failure to fulfill the above-mentioned requirements.

Conflict of interest

Authors must indicate whether or not they have a financial relationship with the
organization that sponsored the research. This note should be added in a
separate section before the reference list.

If no conflict exists, authors should state: The authors declare that they have no
conflict of interest.

After acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author
Query Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright
Transfer Statement online and indicate whether you wish to order OpenChoice
and offprints.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be
processed and you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to
the journal and access to that article is granted to customers who have
purchased a subscription), Springer now provides an alternative publishing
option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice article receives all the
benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made available
publicly through Springer’s online platform SpringerLink. We regret that

Springer Open Choice cannot be ordered for published articles.
Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or
grant the Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will
ensure the widest possible protection and dissemination of information under
copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright
remains with the author. In opting for open access, they agree to the Springer
Open Choice Licence.
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Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Publication of color illustrations is free of charge.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes
in content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not
allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an
Erratum, which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is
the official first publication citable with the DOI. After release of the printed
version, the paper can also be cited by issue and page numbers.
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ANEXO B — Comprawnte de submisséo do artigo




De:
Assunto:

Data:
Para:

"Editorial Office" <ijcd@charite.de>

IJCD: A manuscript number has been assigned to HPV and pre-cancerous lesions of anal canal in
women: Systematic review

22 de fevereiro de 2011 13:11:45 BRT

"Danyelly Bruneska G Martins" <bruneska@prospecmol.org>

Dear Dr G Martins,

Your submission entitled "HPV and pre-canceroumtesof anal canal in women: Systematic review" besn assigned the
following manuscript number: 1I3CD-D-11-00103.

You will be able to check on the progress of yoaper by logging on to Editorial Manager as an autho
The URL is http://ijjcd.edmgr.com/.

Thank you for submitting your manuscript to theelnational Journal of Colorectal Disease.

Kind regards,

Editorial Office
International Journal of Colorectal Disease
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ANEXO C — Normas daGynecologic Oncology




Gynecologic Oncology, an international journal, is
devoted to the publication of clinical and investigative
articles that concern tumors of the female
reproductive tract. We welcome the submission of
investigations relating to the etiology, diagnosis,
treatment, and prevention of female cancers, as well
as research from any of the disciplines related to this
field of interest. Research areas include: cell and
molecular biology, chemotherapy, clinical trails,
epidemiology, genetics, immunology and vaccines,
'omics', pathology and cytology, quality of life,

radiation therapy, surgery, and translational research.

All aspects of scholarship related to tumors of this
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GYNECOLOGIC
ONCOLOGY

region are welcome, with originality, quality, and clarity the chief criteria of

acceptance.

Types of Articles

Original Research Report: Full-length report of an original basic or clinical

investigation.

Review Article: A comprehensive and scholarly review of the literature
relating to an important basic or clinical subject, accompanied by critical

analysis and leading to reasonable conclusions.

Letter to the Editor: May consist of either of two types of correspondence:

(1) a question or challenge to article published recently in the journal or (2)
a brief communication describing a preliminary research report or a review.
Editorial: Commentary on an original article published in the same issue or

an opinion or perspective on a specific topic.

Clinical Commentary: Offers perspective or opinion of clinical relevance.
Rapid Communication: For papers, which will usually be primary research
(Articles), judged to warrant fast dissemination, Gynecologic Oncology can
publish a peer-reviewed manuscript in the journal in as little as 12 weeks of
receipt, after full clinical/scientific and statistical review. Authors should
outline the case for rapid publication in their covering letter to the Editors.
Case Report: A brief description of up to three cases of a particular
condition that is unusual and also provides new insights into diagnosis or

clinical management.

Ethics in Publishing

For information on Ethics in Publishing and Ethical guidelines for journal
publication see http://www.elsevier.com/publishingethics and

http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

Clinical Trial Guidelines

We invite submission of all clinical trials, whether phase I, II, or III. For
phase I trials, we especially encourage those of a novel substance for a
novel indication, if there is a strong or unexpected beneficial or adverse
response, or a novel mechanism of action. Systematic reviews of
randomised trials also might warrant rapid peer review and publication. We
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encourage the registration of all interventional trials, whether early or late
phase, in a primary register that participates in WHO's International Clinical
Trial Registry Platform. We also encourage full public disclosure of the
minimum 20-item trial registration dataset at the time of registration and
before recruitment of the first participant ( http://www.who.int/ictrp/en/).
The registry must be independent of for-profit interest. Reports of
randomised trials must conform to revised CONSORT guidelines, and should
be submitted with their protocols. All reports of clinical trials must include a
summary of previous research findings, and explain how this trial
contributes to the sum of knowledge. The relation between existing and new
evidence should be shown by direct reference to an existing systematic
review and meta-analysis; if neither exists, authors are encouraged to do
their own, or to describe the qualitative association between their research
and previous findings.

e Cluster randomised trials must be reported according to CONSORT
extended guidelines.

e Randomised trials that report harms must be described according to
extended to extended CONSORT guidelines.

e Studies of diagnostic accuracy must be reported according to STARD
guidelines.

e Systematic reviews must be written according to the Cochrane
Collaboration guidelines.

e Observational studies (cohort, case-control, or cross-sectional designs)
must be reported according to the STROBE statement.

Conflict of Interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of
interest including any financial, personal or other relationships with other
people or organizations within 24 months of beginning the submitted work
that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their
work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Gynecologic Oncology requires full disclosure of all potential conflicts of
interest. All authors must complete and sign the official Gynecologic
Oncology conflict of interest form, which may be found here. Each and
every author must disclose any potential conflict of interest as defined on
the form itself.

The conflict of interest form may be submitted in several ways: 1) download
the form, have all authors place an official digital signature on the form, and
upload it to your submission; 2) download the form, print it out, hand sign
it, scan the signed form, and upload the scanned file to your submission; or
3) download the form, hand sign it, and fax all signed forms together to +1
(619) 699-6211. Please ensure that if you fax the forms, you gather all
forms and fax them together before approving your submission.

You will receive confirmation of receipt for all conflict of interest forms. If
signed conflict of interest forms are not provided upon submission, your
submission will be returned to you with a request that you provide signed
forms for all authors. Your manuscript will not be considered for publication
by editors or reviewers until all signed conflict of interest forms have been
received.
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Role of Medical Writer or Editor

If a medical writer or editor was involved in the creation of your manuscript,
we need a signed statement from the corresponding author to include their
name and information about funding of this person. This information should
be added to the Acknowledgement section. We also require signed
statements from any medical writers or editors declaring that they have
given permission to be names as an author; or in the Acknowledgments
section.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been
published previously (except in the form of an abstract or as part of a
published lecture or academic thesis), that it is not under consideration for
publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was
carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the
same form, in English or in any other language, including electronically
without the written consent of the copyright-holder. To verify originality,
your article may be checked by the originality detection software
iThenticate. See also http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author
names in the authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to
add or remove an author, or to rearrange the author names, must be sent
to the Journal Manager from the corresponding author of the accepted
manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or
removed, or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-
mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal
or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this
includes confirmation from the author being added or removed. Requests
that are not sent by the corresponding author will be forwarded by the
Journal Manager to the corresponding author, who must follow the
procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform
the Journal Editors of any such requests and (2) publication of the accepted
manuscript in an online issue is suspended until authorship has been
agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests
to add, delete, or rearrange author names in an article published in an
online issue will follow the same policies as noted above and result in a
corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal
Publishing Agreement' (for more information on this and copyright see
http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will
ensure the widest possible dissemination of information. An e-mail will be



114

sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript
together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online
version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles
including abstracts for internal circulation within their institutions.
Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the
institution and for all other derivative works, including compilations and
translations (please consult http://www.elsevier.com/permissions). If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must
obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in
these cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for
details you are referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the Funding Source

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for
details you are referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights

You are requested to identify who provided financial support for the conduct
of the research and/or preparation of the article and to briefly describe the
role of the sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and
interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the paper for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated. Please see
http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors
whose articles appear in journals published by Elsevier, to comply with
potential manuscript archiving requirements as specified as conditions of
their grant awards. To learn more about existing agreements and policies
please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal offers you the option of making your article freely available to
all via the ScienceDirect platform. To prevent any conflict of interest, you
can only make this choice after receiving notification that your article has
been accepted for publication. The fee of $3,000 excludes taxes and other
potential author fees such as color charges. In some cases, institutions and
funding bodies have entered into agreement with Elsevier to meet these
fees on behalf of their authors. Details of these agreements are available at
http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles, who
wish to take advantage of this option, should complete and submit the order
form (available at http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf).
Whatever access option you choose, you retain many rights as an author,
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including the right to post a revised personal version of your article on your
own website. More information can be found here:
http://www.elsevier.com/authorsrights.

Language Services

Authors who require information about language editing and copyediting
services pre- and post-submission please visit
http://www.elsevier.com/languagepolishing or our customer support site at
http://epsupport.elsevier.com for more information. Please write your text
in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these).

Please note Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any
products, goods or services offered by outside vendors through our services
or in any advertising. For more information please refer to our Terms &
Conditions: http://www.elsevier.com/termsandconditions

Submission

Submission to this journal proceeds totally online. Use the following
guidelines to prepare your article. Via the homepage of this journal (
http://www.elsevier.com/journals) you will be guided stepwise through the
creation and uploading of the various files. The system automatically
converts source files to a single Adobe Acrobat PDF version of the article,
which is used in the peer-review process. Please note that even though
manuscript source files are converted to PDF at submission for the review
process, these source files are needed for further processing after
acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's
decision and requests for revision, takes place by e-mail and via the
author's homepage, removing the need for a hard-copy paper trail.

It is a condition of publication that all manuscripts must be written in clear,
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site at http://ees.elsevier.com/ygyno. Authors are requested to transmit
the text and art of the manuscript in electronic form to this address. Each
manuscript must also be accompanied by a cover letter. (Please see
Preparation of Manuscript below.) If you are unable to provide an electronic
version, please contact the editorial office prior to submission by e-mail
(gyn@elsevier.com), telephone +1 619 699 6767, or fax +1 (619) 699
6211.

Manuscripts are accepted for review with the understanding that no
substantial portion of the study has been published or is under
consideration for publication elsewhere and that its submission for
publication has been approved by all of the authors and by the institution
where the work was carried out. Authors must disclose prior presentation at
a public scientific meeting as a footnote on the title page.

Manuscripts that do not meet the general criteria or standards for
publication in Gynecologic Oncology will be immediately returned to the
authors, without detailed review.
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Please follow this link for a detailed list of the submission requirements and
how to structure your article:Check List for Authors

Essential title page information

Please follow this link for a detailed list of the submission requirements and
how to structure your article:Check List for Authors

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-
retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. \Where the family name may be
ambiguous (e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name, and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence
at all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure
that telephone and fax numbers (with country and area code) are
provided in addition to the e-mail address and the complete postal
address.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work
described in the article was done, or was visiting at the time, a "Present
address" (or "Permanent address") may be indicated as a footnote to that
author's name. The address at which the author actually did the work must
be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are
used for such footnotes.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the
article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a
wide readership online. Authors must provide images that clearly represent
the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted
as a separate file in the online submission system. Image size: Please
provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm
using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS,
PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.

Research highlights

Research highlights are mandatory for this journal. They consist of a short
collection of bullet points that convey the core findings of the article and
should be submitted in a separate file in the online submission system.
Please use 'Research highlights' in the file name and include 2 to 3 bullet
points (maximum 20 words per bullet point). See
http://www.elsevier.com/researchhighlights for examples.
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Electronic artwork

Please follow this link for a detailed list of the submission requirements and
how to structure your article:Check List for Authors

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
e Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

e Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times,
Symbol.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e Produce images near to the desired size of the printed version.

e Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed
information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is
finalised, please "save as" or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of
300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a
minimum of 500 dpi is required.

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these
Microsoft Office applications please supply "as is".

Please do not:

e Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet,
presentation) document;

e Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG);
the resolution is too low;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Submission Checklist

Please follow this link for a detailed list of the submission requirements and
how to structure your article: Check List for Authors

It is hoped that this list will be useful during the final checking of an article
prior to sending it to the journal's Editor for review. Please consult this
Guide for Authors for further details of any item.
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Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

e E-mail address

e Full postal address

e Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

e Keywords

e All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and
vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other
sources (including the Web)

e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction
on the Web (free of charge) and in print or to be reproduced in color on the
Web (free of charge) and in black-and-white in print

e If only color on the Web is required, black and white versions of the
figures are also supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at
http://epsupport.elsevier.com..

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string
which is assigned to a document by the publisher upon the initial electronic
publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they
have not yet received their full bibliographic information. The correct format
for citing a DOI is shown as follows (example taken from a document in the
journal Physics Letters B):

doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web,
they are guaranteed never to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the
corresponding author (if we do not have an e-mail address then paper
proofs will be sent by post) or, a link will be provided in the e-mail so that
authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors
with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download
Adobe Reader version 7 (or higher) available free from
http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files will
accompany the proofs (also given online). The exact system requirements
are given at the Adobe site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-
specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the
corrections (including replies to the Query Form) and return them to
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Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line humber. If, for
any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other
comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof
and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article
as accepted for publication will only be considered at this stage with
permission from the Editor. We will do everything possible to get your
article published quickly and accurately - please let us have all your
corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are
sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed.
Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed
with the publication of your article if no response is received.

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic
submission) please visit this journal's homepage. Contact details for
questions arising after acceptance of an article, especially those relating to
proofs, will be provided by the publisher. You can track accepted articles at
http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check our Author FAQs (
http://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.
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ANEXO D — Regulamentacao da defesa e normas aeresentacao
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DISSERTACAO(mestradoE TESE(doutorado)

REGULAMENTACAO DA DEFESA
E NORMAS DE APRESENTACAO

| - REGULAMENTACAO DA DEFESA

O aluno do Programa da Pos-Graduacéao /CCS/UFPE deve

1 Apresentar adissertacdo em formato de artigodbs quais pelo menos um artigo
deve ser enviado para publicacdo em revista indexacho minimo como Qualis
Nacional A da CAPES. O formato de apresentacdo d@stigos segue as normas
de “instrucdes aos autores” das Revistas que ser&obmetidos. A revisdo da
literatura pode ser apresentada sob a forma de agb de revisdo a ser submetido
a publicacao.

2 Apresentar atese enformato de artigosjos quais pelo menos dois artigos devem
estar submetidos a publicacdo em revistas indexada® minimo como Qualis
Nacional A da CAPES. O formato de apresentacdo d@stigos segue as normas
de “instrucbes aos autores” das Revistas que sdao bsoetidos (apresentar
comprovantes para a defesa de tese). A revisdo ddedatura pode ser
apresentada sob a forma de artigo de revisdo tambésubmetido a publicacao.
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ESTRUTURA

ORDEM DOS ELEMENTOS

1 Pré-textuais

Elementos que antecedem o texto com
informacdes que ajudam na identificacdo e
utilizacdo do trabalho.

1.1 Capa

1.2 Lombada

1.3 Folha de rosto

1.4 Errata (opcional, se for o caso)
1.5 Folha de aprovacao

1.6 Dedicatéria(s)

1.7 Agradecimento(s)

1.8 Epigrafe (opcional)

1.9 Resumo na lingua vernacula
1.10 Resumo em lingua estrangeira
1.11 Lista de ilustracdes

1.12 Lista de tabelas

1.13 Lista de abreviaturas e siglas
1.14 Lista de simbolos

1.15 Sumario

2 Textuais

2.1 Apresentagao

2.2 Revisdo da literatura (ou artigo de revisdo)

2.3 Métodos
2.4 Resultados - Artigo (s) original (ais)

2.5 Consideracgoes finais

3 PAs-textuais

3.1 Referéncias

3.2 Apéndice (s)

Adaptadas segundo as recomendagdes da ABNT NBR 14724, 2005

(NBR 14724: informacio e documentacio: trabalhos académicos: apresentacdo. Rio de Janeiro, 2005).
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b) Contracapa

Elementos que complementam o trabalho 3.3 Anexo (s)

1 Pré-textuais

1.1 Capa

Protecdo externa do trabalho e sobre a qual se imprimem as informagdes indispensaveis a sua
identificacdo

a) Anverso (frente)
Cor: Verde escura;
Consisténcia: capa dura

Formatacdo do texto: letras douradas, escrito em maiusculas, fonte “Times New Roman”,
tamanho 16, espaco duplo entre linhas, alinhamento centralizado.

Conteudo do texto: na parte alta deve ser colocado o nome do doutorando ou mestrando; na
parte central deve ser colocado o titulo e o subtitulo (se houver) da Tese ou Disserta¢do; na
parte inferior deve ser colocados o local (cidade) da instituicdo e ano da defesa.

Anverso (Frente)
Cor: branca;

Formatacdo do texto: letras pretas, escrito em mailsculas e minusculas, fonte “Times New
Roman”, tamanho 16, espaco duplo entre linhas, alinhamento centralizado.

Conteudo do texto: na parte alta deve ser colocado o nome do doutorando ou mestrando; na
parte central deve ser colocado o titulo e o subtitulo (se houver) da Tese ou da Dissertacéo,
sendo permitida ilustracdo; na parte inferior deve ser colocados o local (cidade) da instituicao
e ano da defesa.

ObservacéaoAs capas verdes e solidas serdo somente exigidasmndo da entrega
dos volumes definitivos, ap6s aprovagdo das respeels bancas examinadoras e
das respectivas correcoes exigidas.

1.2 Lombada

Parte da capa do trabalho que redne as margens internas das folhas, sejam elas costuradas,
grampeadas, coladas ou mantidas juntas de outra maneira.
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De baixo para cima da lombada devem estar escritos: o ano, o titulo da Tese ou da Dissertagao,
o nome utilizado pelo doutorando ou mestrando nos indexadores cientificos.

1.3 Folha de Rosto

Anverso (frente)
Cor: branca;

Formatacdo do texto: letras pretas, escrito em mailsculas e minusculas, fonte “Times New
Roman”.

Conteudo do texto: os elementos devem figurar na seguinte ordem:

a) nome do doutorando ou mestrando (na parte alta fonte “Times New Roman”, tamanho 16,
alinhamento centralizado);

b) titulo da Tese ou Disserta¢do. Se houver subtitulo, deve ser evidenciada a sua subordinagdo
ao titulo principal, precedido de dois-pontos (na parte média superior, fonte “Times New
Roman”, tamanho 16, espaco duplo entre linhas, alinhamento centralizado);

c) natureza, nome da instituicdo e objetivo, explicito pelo seguinte texto: “Tese ou Dissertagdo
apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em Patologia do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco, para obtencdo do titulo de Doutor ou Mestre em
Patologia” (na parte média inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14, espaco simples
entre linhas, devem ser alinhados do meio da mancha para a margem direita);

d) o nome do orientador e se houver, do co-orientador (logo abaixo do item c, separados por
dois espacos simples, fonte “Times New Roman”, tamanho 14, alinhamento a esquerda);

e) local (cidade) da instituicdo (na parte inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado);

f) ano da defesa (logo abaixo do item e, sem espaco, fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado)

Verso

Descrever a ficha catalografica, segundo as noda&sblioteca Central da UFPE.
1.4 Errata

Esta folha deve conter o titulo (Errata), sem indicativo numérico, centralizado, sendo elemento
opcional que deve ser inserido logo apds a folha de rosto, constituido pela referéncia do
trabalho e pelo texto da errata e disposto da seguinte maneira:

EXEMPLO ERRATA

Folha Linha Onde se lé Leia-se
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32 3 publicacdo publicacdo
1.5 Folha de Aprovagao

Elemento obrigatdrio, colocado logo apds a folha de rosto, escrito no anverso da folha (cor
branca), ndo deve conter o titulo (folha de aprova¢dao) nem o indicativo numérico, sendo
descrito em letras pretas, mailsculas e minusculas, fonte “Times New Roman”, constituido
pelos seguintes elementos:

a) nome do doutorando ou mestrando (na parte alta fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado);

b) titulo da Tese ou Dissertagdo. Se houver subtitulo, deve ser evidenciada a sua subordinagdo
ao titulo principal, precedido de dois-pontos (na parte média superior, fonte “Times New
Roman”, tamanho 14, espaco duplo entre linhas, alinhamento centralizado);

c) data de aprovagdo da Tese ou Dissertagdo, exemplo: Tese aprovada em: 27 de marc¢o de
2008 (na parte média inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14, alinhado a esquerda);

d) nome, titulacdo e assinatura de todos os componentes da banca examinadora e instituicGes
a que pertencem (na parte média inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14, alinhado a
esquerda);

e) local (cidade) da instituicdo (na parte inferior, fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado);

f) ano da defesa (logo abaixo do item e, sem espaco, fonte “Times New Roman”, tamanho 14,
alinhamento centralizado).

Observacdao: A data de aprovacdo e assinaturas dos membros componentes da banca
examinadora sera colocada apds a aprovacgao do trabalho.

1.6 Dedicatéria (s)

Elemento opcional, colocado apds a folha de aprovagao, onde o autor presta homenagem ou
dedica seu trabalho. Esta folha ndo deve conter o titulo (dedicatéria) nem o indicativo
numérico.

1.7 Agradecimento (s)

Esta folha deve conter o titulo (Agradecimento ou Agradecimentos), sem indicativo numérico,
centralizado, sendo elemento opcional, colocado apds a dedicatéria, onde o autor faz
agradecimentos dirigidos aqueles que contribuiram de maneira relevante a elaborag¢do do
trabalho.

1.8 Epigrafe

Elemento opcional, colocado apds os agradecimentos. Folha onde o autor apresenta uma
citacdo, seguida de indicacdo de autoria, relacionada com a matéria tratada no corpo do
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trabalho. Esta folha ndo deve conter o titulo (epigrafe) nem o indicativo numérico. Podem
também constar epigrafes nas folhas de abertura das se¢des primadrias.

Observagdo: o conjunto dos itens relacionados a dedicatdria (s), agradecimento (s) e epigrafe
deve conter no maximo cinco paginas.

1.9 Resumo na lingua vernacula

Esta folha deve conter o titulo (Resumo), sem indicativo numérico, centralizado, conforme a
ABNT NBR 6024, sendo elemento obrigatdrio, escrito em portugués, em paragrafo Unico, de
forma concisa e objetiva dos pontos relevantes, fornecendo a esséncia do estudo. O resumo
deve conter no maximo 500 palavras, espac¢o simples entre linhas, seguido, logo abaixo, das
palavras representativas do conteudo do trabalho, isto €, palavras-chave e/ou descritores.
Estes descritores devem ser integrantes da lista de "Descritores em Ciéncias da Saude",
elaborada pela BIREME e disponivel nas bibliotecas médicas ou na Internet
(http://decs.bvs.br). Todas as palavras-chave necessitam serem separadas entre si e finalizadas

por ponto.

1.10 Resumo na lingua estrangeira - Abstract

Esta folha deve conter o titulo (Abstract), sem indicativo numérico, centralizado, sendo
elemento obrigatdrio, escrito em inglés, com as mesmas caracteristicas do resumo na lingua
verndacula. O resumo deve conter no maximo 500 palavras, espaco simples entre linhas. Deve
ser seguido das palavras representativas do contetdo do trabalho, isto €, palavras-chave e/ou
descritores, na lingua.

1.11 Lista de ilustragoes

Elemento opcional, que deve ser elaborado de acordo com a ordem apresentada no texto,
com cada item designado por seu nome especifico, acompanhado do respectivo nimero da
pagina. Quando necessario, recomenda-se a elaboracdo de lista prépria para cada tipo de
ilustracdo (desenhos, esquemas, fluxogramas, fotografias, graficos, mapas, organogramas,
plantas, quadros, retratos e outros). Esta folha deve conter o titulo (Lista de ilustracdes), sem
indicativo numérico, centralizado.

1.12 Lista de tabelas

Elemento opcional, elaborado de acordo com a ordem apresentada no texto, com cada item
designado por seu nome especifico, devidamente numeradas, acompanhado do respectivo
numero da pagina. Esta folha deve conter o titulo (Lista de tabelas), sem indicativo numérico,
centralizado.

1.13 Lista de abreviaturas e siglas

Elemento opcional, que consiste na relagdo alfabética das abreviaturas e siglas utilizadas no
texto, seguidas das palavras ou expressdes correspondentes grafadas por extenso. Esta folha
deve conter o titulo (Lista de abreviaturas e siglas), sem indicativo numérico, centralizado.
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A abreviatura é a reducdo grafica de um nome ou de uma seqiiéncia de nomes, resultando em
um outro Unico nome conciso com o mesmo significado.

E necessario que, antes da primeira apari¢do no texto de uma abreviac3o ou sigla, se coloque
por extenso o nome ou seqiiéncia de nomes que a originou, colocando o nome abreviado
entre parénteses. Em seguida, deve-se usar sempre a sigla ou abreviacdo. Deve-se evitar,
todavia, a utilizagao de siglas ou abreviaturas nos titulos.

1.14 Lista de simbolos

Elemento opcional, que deve ser elaborado de acordo com a ordem apresentada no texto,
com o devido significado. Esta folha deve conter o titulo (Lista de simbolos), sem indicativo
numeérico, centralizado.

1.15 Sumario

Esta folha deve conter o titulo (Sumario), sem indicativo numérico, centralizado e os
elementos pré-textuais ndo devem figurar neste item.

O sumario é a enumerac¢do das principais divisdes, se¢Oes e outras partes do trabalho, na
mesma ordem e grafia em que a matéria nele se sucede, deve ser localizado como o ultimo
elemento pré-textual, considerado elemento obrigatdrio, cujas partes sdo acompanhadas do(s)
respectivo(s) nimero(s) da(s) pagina(s).

Exemplo:

12 Aspectos Clinicos da Amebiase........cc.ceereeeiieiiieiiiniiininininnn. 45
2 Textuais — Modelo de Tese ou Dissertagao com Inclusao de Artigos

2.1 Apresentacao

Texto preliminar no inicio do manuscrito que servird de preparacao aos estudos. Deve conter a
caracteriza¢do e a relevancia do problema (argumentos que estabelecem a legitimidade do
estudo cientifico), a hipdtese/pergunta condutora da pesquisa (proposicdo que visa a fornecer
uma explicacdo verossimil para um conjunto de evidencias e que deve estar submetida ao
controle da experiéncia), os objetivos da tese ou da dissertacdo (finalidades que devem ser
atingidas), os métodos adequados para testar as hipdteses. Os objetivos devem ser claramente
descritos, com frases curtas e concisas, e as informacdes sobre os artigos, relacionando com os
objetivos e referéncia ao periddico que serad/foi submetido.

Observagao: neste item, havendo citacao de autores no texto seguir as normas vigentes da
ABNT NBR 10520 (Informagdo e documentagdo - Citagées em documentos — Apresentagao).

2.2 Revisdo da Literatura (estudo quantitativo) / Referencial Teérico
(estudo qualitativo)
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A revisdo da literatura é um levantamento que focaliza os principais tépicos dos temas a serem

abordados. Esta revisdo devera dar subsidios para as hipdteses levantadas pelo autor.

O referencial tedrico ancora, explica ou compreende o objeto do estudo sendo construido a
partir de uma teoria ou por construtos: “idéias e termos categoriais, principios condutores,
opinides influentes ou conceitos essenciais adotados, em uma teoria ou area de estudo”
(Carvalho, 2003, p.424)%. Desta forma esta construg3o deve articular ao objeto do estudo com

alguma teoria ou alguns construtos vindos de uma revisao de literatura.

A revisdo da literatura ou o referencial tedrico pode ser um capitulo da dissertagao ou da tese
ou ser um artigo de revisdo sobre o tema da tese, submetido ou publicado em revista indexada
pelo doutorando ou mestrando, como autor principal. Neste caso, o artigo inserido deve seguir
as normas da revista, onde foi publicado ou submetido. Se for o caso, a comprovacgdo da

submissdo devera ser incluida no item: anexos.

Neste capitulo deve seguir as normas vigentes da ABNT: referéncias (Conjunto padronizado
de elementos descritivos retirados de um documento, que permite sua identificagdo individual
- NBR 6023) e apresentag¢do de citagées (Mengdo, no texto, de uma informagdo extraida de
outra fonte - NBR 10520). Em caso do artigo de revisdo ser submetido ou publicado, seguir as
normas de instrugdes aos autores da revista.

2.3 Métodos (estudo quantitativo) / Caminho Metodoldgico (estudo
qualitativo)

Detalhar o necessario para que o leitor possa reproduzir o estudo, criticar e analisar as solugdes encontradas pelo mestrando ou
doutorando frente aos problemas surgidos na execugdo do projeto. A andlise dos dados deve ser escrita de modo a permitir a
avaliacdo critica das opgdes feitas.

Neste item, quando se tratar de estudo qualitativo a expressdo “Métodos” pode ser
substituida pelas expressdes: “Caminho Metodolégico”, “Percurso Metodoldgico”, entre
outras.

2 CARVALHO, Vilma de. Sobre construtos epistemoldgicos nas ciéncias: uma contribui¢do para a
enfermagem. Rev. Latino-Am. Enfermagem , Ribeirdo Preto, v. 11, n. 4, 2003 . Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50104-

11692003000400003&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 18 Mar 2008.
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2.4 Resultados — Artigos Originais

Neste capitulo deverdo ser colocados os artigos originais resultantes do trabalho de Tese ou de
Dissertacdo, tendo como autor principal o aluno da Pés-Graduacdo. Estes trabalhos deverdo
ser submetidos ou publicados em revistas cientificas indexadas (formatados de acordo com as
normas do periddico que foi/sera submetido pelo doutorando ou mestrando como autor
principal). No caso do doutorando, a comprovagao da submissao dos artigos devera ser

incluida no item: anexos.

2.5 Consideragoes Finais

Neste capitulo devem-se expor as conseqiiéncias das observacdes realizadas. E o momento de
emitir eventuais generalizacdes. Nao deve ser repeticdes dos resultados, mas sim uma boa
sintese deles. Constitui-se de respostas as indagacgdes feitas, isto é, as enunciadas na
introdugao e detalhadas nos objetivos. O autor devera se posicionar frente ao problema
estudado e poderd incluir recomendacgdes, inclusive discutir novas hipdteses e

conseqUentemente novos estudos e experimentos.

3 Pas-textuais
3.1 Referéncias

Conjunto padronizado de elementos descritivos, retirados de um documento, que permite sua
identificacdo individual. Esta folha, elemento obrigatério, deve conter o titulo (Referéncias),
sem indicativo numérico, centralizado. As referéncias sdo alinhadas a esquerda, devendo
seguir as normas da ABNT NBR 6023, exceto as dos capitulos que foram enviados para
publicacdo.

Neste item sdo citadas apenas as referéncias da introduc¢do, dos métodos/procedimento
metodoldgico e da revisdo bibliografica (quando ndo for um artigo que sera submetido a uma
Revista indexada). As referéncias dos artigos estdo contempladas nos proprios artigos,

conforme as normas de “instru¢bes aos autores”.
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3.2 Apéndice

Textos ou documentos elaborados pelo autor dartiis8e/tese com a finalidade de
complementar sua argumentacdo, sem prejuizo dadeiduclear do trabalho. Esta
folha, elemento opcional, deve conter o titipé&ndice), sem indicativo numérico,
centralizado.

O (s) apéndice (s) é identificado por letras mailsculas consecutivas, travessdo e pelos

respectivos titulos. Excepcionalmente utilizam-se letras maidsculas dobradas, na identificacdo
dos apéndices, quando esgotadas as 23 letras do alfabeto.

Exemplo:
APENDICE A — Avaliagdo numérica de células inflamatdrias totais aos quatro dias de evolucdo

APENDICE B — Avaliacdo de células musculares presentes nas caudas em regeneracio
3.3 Anexos

Texto ou documento ndo elaborado pelo autor e aueesde fundamentacéo,
comprovacao ou ilustracaista folha, elemento opcional, deve conter o tifalzexo),
sem indicativo numérico, centralizado.

O (s) anexo (s) é identificado por letras maiusculas consecutivas, travessdo e pelos respectivos

titulos. Excepcionalmente utilizam-se letras maiusculas dobradas, na identificacdo dos anexos,
guando esgotadas as 23 letras do alfabeto.

Exemplo:
ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

ANEXO B — Documentacdo de encaminhamento do artigo ao periddico
Il REGRAS GERAIS DE FORMATACAO

4 Formato

Os textos devem ser apresentados em papel branco, formato A4 (21 cm x 29,7 cm), digitados
na frente das folhas, com excecdo da folha de rosto cujo verso deve conter a ficha
catalografica, impressos em cor preta, podendo utilizar outras cores somente para as
ilustracoes.

O projeto grafico é de responsabilidade do autor do trabalho.

Recomenda-se, para digitagdo, o texto na cor preta, sendo que as gravuras podem ser cores
livres. A fonte Times New Roman, tamanho 12 para todo o texto, excetuando-se as citagdes de
mais de trés linhas, notas de rodapé, paginacdo e legendas das ilustracdes e das tabelas que
devem ser digitadas em tamanho menor e uniforme.



131
No caso de citagGes de outros autores, com mais de trés linhas, um recuo de 4 cm da margem
esquerda do texto deve ser observado.

O alinhamento para o texto é justificado.

5 Margem

As folhas devem apresentar margem esquerda e superior de 3 cm; direita e inferior de 2 cm.

6 Espacejamento

Todo o texto deve ser digitado ou datilografado com espaco 1,5, excetuando-se as citacdes de
mais de trés linhas, notas de rodapé, referéncias, legendas das ilustragGes e das tabelas, ficha
catalografica, natureza do trabalho, objetivo, nome da instituicdo a que é submetida e area de
concentragdo, que devem ser digitados ou datilografados em espaco simples. As referéncias,
ao final do trabalho, devem ser separadas entre si por dois espagos simples.

Os titulos das se¢Bes devem comecar na parte superior da mancha e serem separados do texto
que os sucede por dois espagos 1,5, entrelinhas. Da mesma forma, os titulos das subsec¢des
devem ser separados do texto que os precede e que os sucede por dois espacos 1,5.

Na folha de rosto e na folha de aprovacdo, a natureza do trabalho, o objetivo, o nome da
instituicdo a que é submetido e a area de concentracdo devem ser alinhados do meio da
mancha para a margem direita.

7 Notas de rodapé

As notas devem ser digitadas ou datilografadas dentro das margens, ficando separadas do
texto por um espaco simples de entrelinhas e por filete de 3 cm, a partir da margem esquerda.

8 Indicativos de se¢ao

O indicativo numérico de uma secdo precede seu titulo, alinhado a esquerda, separado por um
espaco de caractere.

9 Paginagao

Todas as folhas do trabalho, a partir da folha de rosto, devem ser contadas seqliencialmente,
mas ndo numeradas.

A numeracgdo é colocada, a partir da primeira folha da parte textual, em algarismos ardbicos,
no canto superior direito da folha, a 2 cm da borda superior, ficando o ultimo algarismo a 2 cm
da borda direita da folha. Havendo apéndice e anexo, as suas folhas devem ser numeradas de
maneira continua e sua paginac¢do deve dar seguimento a do texto principal.

10 Numeragao progressiva

Para evidenciar a sistematizacdo do conteudo do trabalho, deve-se adotar a numeracdo
progressiva para as se¢Oes do texto. Os titulos das se¢des primarias, por serem as principais
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divisdes de um texto, devem iniciar em folha distinta. Destacam-se gradativamente os titulos
das se¢des, utilizando-se os recursos de negrito, italico ou grifo e redondo, caixa alta ou versal,
e outro, no sumario e de forma idéntica, no texto.

Recife, 05 de junho de 2008.

Coordenagdo da Comissdo dos Coordenadores dos Programas de Pds-Graduagdo do Centro

de Ciéncias da Satde (CCS) / UFPE
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ANEXO E — Comprovante de aprovacéo do Comité de Kta




DECLARACAO

Declaramos que o projeto de Pesquisa n® 30/2009 intitulado: “LESOES HPV
INDUZIDAS EM MUCOSAS ANOGENITAL EM PACIENTES HIV-NEGATIVOS”,
apresentado pela pesquisadora Maria das Gracgas de Fatima Cavalcante Castor, foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da Sociedade
Pernambucana de Combate ao Céncer / Hospital de Cancer de Pernambuco.

Os autores deverao remeter cépia do artigo publicado para arquivo na Biblioteca
da SPCC / HCP e terdo que mencionar nas publicacdes a Instituicao onde o trabalho
foi realizado.

Recife, 11 de agosto de 2009.

Atenciosamente,

T

Coordenador
Comissdo de Etica em Pesquisa
Sociedade Pernambucana de Combate ao Cancer
Hospital de Cancer de Pernambuco

Y
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