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RESUMO

A incidéncia do cancer anal vem aumentando significativamente,
principalmente quando associado ao Papilomavirus humano (HPV). O
objetivo deste estudo foi avaliar os aspectos clinicopatologicos dos canceres
anais e suas associagdes com a deteccdo e distribuicdo genotipica do HPV.
Trata-se de um estudo epidemioldgico transversal retrospectivo, com a
utilizacdo dos dados clinicopatoldgicos secundarios e andlises moleculares
de espécimes de canceres anais contidos em blocos de parafina,
diagnosticados em uma instituicdo de referéncia no tratamento de cancer na
regido Centro-Oeste em um periodo de dez anos (2000-2010). Inicialmente
foi consultada uma lista com 140 casos de canceres anais mas apenas 81
cumpriram os critérios de incluséo e excluséo e foram incluidos no estudo. A
analise molecular incluiu a amplificagdo de um fragmento do genoma viral
por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) e hibridizacdo reversa, com o
uso do kit comercial INNO LiPA. A analise dos dados foi feita por estatistica
descritiva, andlise univariada e de sobrevida. Do numero de casos avaliados
(n 81), 53,1% tinham mais que 61 anos de idade e a maior parte (63%)
foram mulheres; 51,9%(n 42) apresentavam cancer anal de células
escamosas (CCE). Metéastases linfonodais foram descritas em 25,9%,
metastases a distancia em 8,6% sendo o figado e o pulmdo os 6rgaos mais
acometidos e o Obito foi registrado em 45 casos (55,6%). A deteccédo de
DNA do HPV foi positiva em 69% dos casos. Na analise por tipo histoldgico,
88,1% dos carcinomas de células escamosas (CCE) e 43,8% dos
adenocarcinomas foram positivos para o DNA viral. O CCE foi associado ao
HPV (p 0,0001) assim como o sexo feminino (p 0,01). Infeccbes multiplas
foram detectadas em 14,3% dos casos. Os genotipos mais prevalentes
foram o HPV16, 33 e 18. O HPV 16 esteve presente em 100% das infeccbes
multiplas. A sobrevida global em 60 meses foi de 44,3%, os fatores de pior
prognosticos foram o sexo feminino (p 0,008), o carcinoma de células
escamosas (p 0,01) e a presenca de metastase a distancia (p 0,01). A
sobrevida nado foi influenciada pela presenca do HPV (p 0,54). A
agressividade dos canceres anais descritos neste trabalho reforca a
necessidade de estratégias de prevencado para esses canceres, incluindo a
vacina contra HPV.

Palavras chave: Papillomaviridae; Neoplasias do Anus; Céancer Anal;
Sondas de DNA de HPV.

Resumo XVI



ABSTRACT

Anal cancer incidence is increasing significantly, especially when associated
with the Human papillomavirus (HPV). The objective of this study was to
evaluate the clinicopathological aspects of anal cancers and their association
with HPV detection and genotypic distribution. It was a retrospective
epidemiological study, with the use of the clinicopathological secondary data
and molecular analyses of specimens of anal cancers embedded in paraffin
blocks, diagnosed in a reference institution in the treatment of cancer at the
Centro-Oeste region in a period of ten years (2000-2010). It was initially
consulted a list of 140 cases of anal cancers but only 81 were included in the
study. Molecular analysis included the amplification and detection of a viral
genome fragment, by using PCR (polymerase chain reaction), and
genotyping by reverse hybridization, using the commercial kit INNO LiPA.
Data analysis was performed by descriptive statistics, univariate analysis and
survival. According to the cases evaluated (n 81), 53.1% were more than 61
years of age, and the majority (63%) were females; 51.9% (n 42) presented
squamous cells carcinoma (SCC). Lymph node metastases were described
in 25.9%, distant metastases in 8.6% being the liver and the lung the most
affected organs, the death was recorded in 45 cases (55.6%). HPV DNA was
positive in 69% of cases. In the analysis by histologic type, 88.1% of
squamous cell carcinomas (SCC), and 43.8% of adenocarcinomas was
positive for viral DNA. The ECC was associated with HPV (p 0.0001) as well
as females (p 0.01). Multiple infections were detected in 14.3% of the cases.
The most prevalent genotypes were HPV16, HPV33 and HPV18. HPV 16
was found in 100% of multiple infections. After five years, overall survival was
44.3% for the group, the prognostic factors worse were female sex (p 0.008),
squamous cell carcinoma (p 0.01) and the presence of distant metastasis (p
0. 01). Survival was not influenced by the presence of HPV (p 0.54). The
aggressiveness of anal cancer described in this study reinforces the need of
prevention strategies for this type of disease, including the HPV vaccine.

Keywords: Human papillomavirus; Anus Neoplasms; Anal Cancer; HPV
DNA probes.
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1. INTRODUGAO

A associacao entre a infeccao pelo Papilomavirus humano (HPV) e o
cancer cervical ja € bem estabelecida (WALBOOMERS et al., 1999; BOSCH
et al., 2001; CLIFFORD et al., 2003). De forma similar o cancer anal também
esta fortemente associado ao HPV (MUNOZ et al., 2006; SHUKLA et al.,
2009). Cerca de 27.000 novos casos de cancer anal sao diagnosticados por
ano em todo mundo, com um pico de incidéncia na faixa etaria entre 58 e 64
anos (DE MARTEL et al, 2012). A porcentagem global de céancer anal
atribuida ao HPV é de 90%, com destaque para os genotipos 16 e 18 que
sdo encontrados em mais de 70% desses canceres, enfatizando a
importancia da vacina profilatica contra o HPV na prevencao do cancer anal
(DALING et al., 2004; PARKIN e BRAY, 2006; ABRAMOWITZ et al., 2011).

O HPV é o agente etiologico mais prevalente nas infec¢des do trato
anogenital (NADAL e MANZIONE, 2006). Mais de 200 tipos de HPV ja foram
identificados e classificados como de baixo risco oncogénico (principalmente
HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54 e 73), risco intermediario (principalmente HPV
26, 30, 53, 66, 67, 69, 70, 71, 74, 97) e alto risco oncogénico (principalmente
HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82) (DOORBAR,
2006; SERUP- ABRAMOWITZ et al., 2011; HANSEN et al., 2014; ALEMANY
et al., 2015).

A deteccao e a genotipagem do HPV sdo fundamentais para avaliar o
a acao do virus na epidemiologia da infec¢cdo, bem como a associacdo dos

gendtipos de alto risco com a carcinogénese anal, possibilitando estabelecer
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e monitorar a eficacia da vacina contra o HPV e seu impacto futuro na
incidéncia desses canceres (TOTA et al. 2011; HARTWIG et al. 2012).

Uma vez que o HPV é considerado o principal fator etioldgico para o
cancer anal e que o HPV-16 é o gendtipo mais comum nos canceres anais,
a vacina contra o HPV-16 e HPV-18 pode reduzir o nimero de individuos
afetados por neoplasias e canceres anogenitais em até 80% dos casos
(JOHNSON et al., 2004; VUYST et al., 2009). A prevaléncia da infeccao pelo
HPV e a distribuicdo de seus gendtipos no cancer anal varia em diferentes
paises e dentro do mesmo pais nas diferentes regides (VUYST et al., 2009).
Desse modo, a epidemiologia da infec¢cdo necessita ser avaliada em cada
regido geografica (SANTOS JR, 2007; HARTWIG et al., 2012).

A prevencgao é o caminho mais adequado para minimizar os efeitos do
cancer anal, contudo, esse tipo de conduta ainda nao foi implementada para
o cancer anal no Brasil. A caréncia de estudos demograficos especificos
sobre os canceres associados ao HPV no Brasil e uma melhor compreenséao
da patologia tumoral relacionada aos diferentes gendtipos de HPV
detectados em céanceres anais em Goids, motivaram a realizacdo do
presente estudo, sob a hipotese de que diferentes tipos de HPV podem estar
associados com diferentes caracteristicas clinicopatolégicas, progndésticas e

moleculares em canceres anais associados ao virus.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cancer anal

O cancer anal primario € um tumor raro, embora sua incidéncia esteja
aumentando em varios paises (PLESEC e OWENS, 2015). Os canceres
anais sdo definidos como canceres que ocorrem no canal anal e/ou borda
externa do anus (ROSSI et al., 2004). Sua origem estad fortemente
relacionada a infeccdo e a persisténcia do Papilomavirus humano (HPV)
(MUNOZ et al., 2006; SHUKLA et al., 2009). O tipo histolégico mais comum
e com maior importancia clinica para este cancer é o carcinoma
espinocelular ou carcinoma de células escamosas (CCE) (FRISCH et al.,
1999; PARKIN e BRAY, 2006; SANTOS JR, 2007; PLESEC e OWENS,

2015).

2.2. Anatomia do canal anal

O canal anal é a porcao final do intestino grosso, onde ha o
estreitamento da luz distal do reto, medindo aproximadamente quatro
centimetros no adulto (figura 01) (PLESEC e OWENS, 2015). A estrutura
mais caracteristica do canal anal € a linha pectinea ou dentada (WENDELL-
SMITH, 2000). A parte superior a linha pectinea é caracterizada por pregas
em forma de colunas, cujo epitélio é de padrdo colorretal, ou seja, de
revestimento colunar (DEVITA, HELLMAN, ROSENBERG, 2008).

A parte inferior a linha pectinea e que se estende até a borda anal, é

revestida por epitélio escamoso estratificado, que pode ser ou néo
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gueratinizado e que contém foliculos pilosos e numerosas glandulas
apocrinas (PLESEC e OWENS, 2015). A transicao entre o epitélio colunar e
o estratificado, que reveste um centimetro acima da linha pectinea, contém
epitélio especializado que varia em epitélio colunar, cuboide, escamoso e
transicional. A referéncia anatbmica aparente é a parte inferior das véalvulas
anais (WENDELL-SMITH, 2000).

A juncd@o escamo-colunar (JEC) do canal anal € muito semelhante a
encontrada no colo do uUtero (CLIFFORD et al., 2003). Esta estrutura é de
grande importancia para a infec¢cdo pelo HPV, ja que o HPV apresenta
tropismo pelas células dessa area (PATEL, et al.,, 2008; SHUKLA et al.,
2009). A margem anal caracteriza-se por revestimento epidérmico com

presenca de anexos cutaneos (DEVITA, HELLMAN, ROSENBERG, 2008).

Camada muscular
propria

Glandula anal Elevador do dnus

Canal anal T
CirGrgico

Linha pectinea
(epitélio de transicdo)

Esfincter anal
interno

Canalanal - o -
Anatémico \
l Esfincter anal

externo

Figura 01. Anatomia do canal anal. (adaptado de Plesec e Owens, 2015).

A parte superior do canal anal € irrigada pelas artérias retais
superiores e drenada pelas veias retais superiores. Ja a parte inferior do

canal anal, que comeca na linha pectinea, é alimentada pela artéria retal
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inferior e drenada pelas veias retais inferiores. Quando presentes vasos
retais médios se anastomosam com 0S vasos retais superiores e inferiores
(GAMI, KUBA, ZIPRIN, 2014). As anastomoses entre 0S plexos venosos
retais, que encontram-se predominantemente na parede do canal anal,
estabelecem uma conexdo entre a veia porta do figado (veia mesentérica
inferior, plexo venoso interno) e a veia cava inferior (veia iliaca interna, plexo
venoso externo) (HANKIN; MORSE; CLARKE, 2015). Como as veias ndo
possuem valvulas, o fluxo sanguineo é dependente de pressao e pode fluir
em qualquer direcdo (HANKIN; MORSE; CLARKE, 2015).

A linha pectinea limita os dois sistemas de drenagem linfatica do
canal anal (HANKIN; MORSE; CLARKE, 2015). O primeiro, acima da linha,
faz a drenagem linfatica para os linfonodos mesentéricos inferiores e
paradrticos, via linfaticos retais superiores. Ja abaixo da linha pectinea, a
drenagem linfatica segue para os linfonodos perianais e inguinais (DEVITA,
HELLMAN, ROSENBERG, 2008; GAMI, KUBA, ZIPRIN, 2014). Na mulher, a
drenagem linfatica também pode fluir para o fundo-de-saco, ovario e parede

vaginal (HANKIN; MORSE; CLARKE, 2015)

2.3. Epidemiologia

O cancer anal tem etiologia multifatorial e muito similar a do cancer
cervical ( WALBOOMERS et al., 1999; BOSCH et al., 2001; CLIFFORD et al.,
2003). Sdo aproximadamente 27.000 casos a cada ano no mundo (DE
MARTEL et al, 2012).

Nos Estados Unidos, dados do programa “Surveillance, Epidemiology
and End Results” — SEER (USA) mostram que o nimero de novos casos de

cancer anal, entre 2008 a 2012, foi de 1,8/100.000 habitantes ao ano,

Reviséo da literatura 5



enquanto que o numero de Obitos foi de 0,2/100.000 habitantes ao ano,
sendo que a sobrevida em cinco anos para este cancer € de 65,7% (USA,
2015). Nos Estados Unidos foram estimados 7.270 novos casos de céncer
anal para o ano de 2015 (USA, 2015).

O carcinoma de células escamosas anal é o tipo histolégico de tumor
anal mais comum, um estudo de prevaléncia realizado na Inglaterra, entre
1990 e 2010, demonstra um aumento de 69% dos casos de CCE anal em
homens, que correspondem a incidéncia de 0,43/100.000 habitantes, no
periodo de 1990 a 1994, para 0,73/100.000 habitantes, no periodo de 2006 a
2010. Para as mulheres, as taxas foram de 0,50/100.000 habitantes, no
periodo 1990-1994, e 1,13/100.000 habitantes, no periodo de 2006 a 2010,
com um aumento de 126% (WILKINSON et al., 2014).

No Brasil, dados mais especificos sobre o cancer anal ndo estao
disponiveis, porém, estima-se que correspondam a 1 a 2% de todos os
canceres de coélon (INCA, 2013). Em 2010, foram registradas no pais 274
mortes por cancer anal, sendo 98 em homens e 176 em mulheres (INCA,
2011). Em 2013, foram registradas 348 mortes, sendo 106 em homens e 242
em mulheres (INCA, 2015). Em 2014, foram estimados 1.100 novos casos
de cancer anal no Brasil (INCA, 2015). Em uma analise retrospectiva (1993-
2005) no estado de Sergipe, a incidéncia de novos casos de cancer anal por
ano foi de 0,39/100.000 habitantes, sendo que o CCE anal foi responsavel
por 68% dos casos (NETO JR, et al., 2007). De acordo com o Registro de
Cancer de Base Populacional de Goiania, entre os anos de 1989 a 2008, um
total de 117 casos foram diagnosticados com cancer anal na regiao (figura

02).
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Figura 02. Numero de casos diagnosticados com cancer anal por sexo na cidade
de Goiania de acordo com o Registro de Cancer de Base Populacional de Goiania
entre anos de 1989 a 2008. Fonte: Registro de cancer de base populacional da
cidade de Goiania —-GO.

Um trabalho realizado em Goiénia reuniu 42 casos de cancer anal,
dos quais, 38 foram testados para o DNA do HPV e 76% foram positivos
para a presenca do virus (AGUIAR et al., 2014).

O cancer anal acomete principalmente pessoas acima dos 50 anos,
sendo o pico de incidéncia entre 58 e 64 anos de idade e a idade média de
diagnostico de 62 anos (LICITRA et al.,, 2002). Nos ultimos anos, uma
precocidade vem sendo observada para o surgimento do cancer anal, com
faixas mais jovens em homens (HILLMAN et al., 2014). Os estudos entre 0s
homens geralmente se concentram em individuos portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), ou em homens que fazem sexo com
homens (HSH) e bissexuais HIV positivos e a incidéncia de cancer anal para
esse grupo pode chegar a 131/100.000 habitantes, diferente de outros
homens que fazem sexo com homens ndo portadores de HIV (46/100.000

habitantes), e mulheres, 30/100.000 habitantes, (SILVERBERG, et al.,
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2012). As mulheres mais jovens apresentam incidéncia mais baixa de cancer
anal em relacdo aos homens, entretanto, este quadro se inverte apés os 45
anos de idade (INSINGA et al., 2009; WEBB e LEE, 2011). Esta mudanca
pode estar relacionada ao histérico de neoplasia cervical, vulvar ou vaginal
por HPV ou a acado hormonal na mucosa (KLENCLE e PALEFSKY, 2003). A
diminuicdo de estrogénio e de progesterona durante a menopausa predispde
ao aparecimento de abscessos, fistulas e a incontinéncia anal (MENSAH-
BROWN, et al., 2004; RIZK et al., 2005; RIZK et al., 2007; ELBANNA et al.,

2010).

2.4. Fatores de risco

O principal fator de risco para o cancer anal € a infec¢cdo persistente
pelo HPV que ocorre principalmente por transmissdo sexual (JOHNSON et
al., 2004; DALING et al., 2004; ABRAMOWITZ et al., 2007). Nos céanceres
anais, o DNA do HPV é detectado na grande maioria dos casos (88-94%) e
0 HPV-16 é o gendtipo mais prevalente, seguido pelos gendtipos 18, 31 e 33
(MUNOZ et al., 2006; VUYST et al., 2009).

Varios cofatores também influenciam na carcinogénese anal, como,
aspectos comportamentais que incluem praticas sexuais, intercurso anal,
multiplos parceiros sexuais, tabagismo, etilismo, uso prolongado de
corticoides, dieta pobre em fibras, bem como aspectos relacionados ao
hospedeiro, que incluem idade, resposta imune, historico de transplante,
predisposicdo genética, infeccdo com o virus da imunodeficiéncia adquirida
e fistula anal crénica (MANZIONE et al., 2004; DALING et al., 2004,

SHUKLA et al., 2009; GRULICH et al., 2010) . Aspectos relacionados ao
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HPV, como gendtipos de alto risco, variante do gendtipos, carga viral e
integracdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira, também inferem na
carcinogénese induzida pelo virus, j& que a maioria das infec¢cbes pelo HPV
€ transitoria e regride naturalmente (MANZIONE et al., 2004; DALING et al.,
2004; JOHNSON et al., 2004; ABRAMOWITZ et al., 2007; SHUKLA et al.,

2009).

2.5. Historia natural do cancer anal

A histéria natural do céncer anal comecou a ser entendida mais
recentemente. A maioria das infeccdes pelo HPV € transitoria, mas a
infeccdo persistente por HPV de alto risco oncogénico pode levar ao
desenvolvimento de lesdes precursoras do cancer anal, denominadas
neoplasias intraepiteliais anais (NIA). Uma vez néo eliminadas pelo sistema
imunologico as NIA podem evoluir para o cancer anal (MANZIONE, et al.,
2004; HARIRI, et al., 2011).

As NIA podem ocorrer tanto na zona de transicdo quanto na mucosa
pluriestratificada do canal anal (NADAL e MANZIONE, 2009).
Histologicamente, estas lesfes apresentam atipias, como perda da
organizacao nuclear e reducdo da diferenciacdo e especializacdo celular
(MANZIONE, et al., 2004). Quanto mais grave a lesdo, mais células atipicas

sdo encontradas na mucosa anal (STANLEY et al., 2012).
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A nomenclatura das lesdes precursoras do cancer anal € semelhante
a utilizada no céancer cervical, mas alguns autores preferem agrupa-las em
lesbes de alto e baixo grau (figura 03) (MANZIONE, et al.,, 2004;
GOLDSTONE, 2005). Quanto a classificacdo, as NIA podem variar em
graduacao leve (NIA I), moderada (NIA II) e severa (NIA 1ll) (MANZIONE, et
al., 2004). Uma metanalise, realizada em 2009, demonstrou a presenca do
DNA de HPV em 91,5%, 93,9% e 84,3% das NIA I, Il e lll, respectivamente

(VUYST et al., 2009).

Neoplasia infraepitelial de baixo grau Neoplasia intraepitelial de alto grau
Condiloma NIA L MNIA 2 WIA 3
I |
Berna Displasia lave moderada severa in ity

)

Figura 03. Classificacdo histopatologica das lesbes anais. (Adaptado de
Goldstone,2005).

As neoplasias intraepiteliais de alto grau ou NIAII-NIAIIl sdo as
provaveis precursoras do cancer invasivo anal (KOPPE, 2010). Mesmo com
o tratamento, em média 9 a 13% das NIA evoluem para doenca invasiva em

cinco a dez anos (KOPPE, 2010; STANLEY et al., 2012).
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2.6. Classificacdo histopatolégica

Quase trés quartos dos canceres anais sao detectados no anus ou
canal anal, os restantes sao tumores de margem anal (POGGIO, 2011). Os
dois principais tipos histolégicos de céncer anal sdo os carcinomas de
células escamosas e os adenocarcinomas (KOPPE, 2010; POGGIO, 2011).

O carcinoma de células escamosas ou carcinoma epiderméide é o
principal tipo de cancer da regido anal (PARKIN e BRAY, 2006), podendo
corresponder a 85% das lesdes malignas (SANTOS JR, 2007; GAMI, KUBA,
ZIPRIN, 2014). Varias subclasses histologicas sdo descritas, como o
carcinoma cloacogénico, carcinoma basaldide, carcinoma de pequenas
células e carcinoma verrucoso (SANTOS JR, 2007; GAMI, KUBA, ZIPRIN,
2014).

O CCE classico apresenta células grandes, citoplasma amplo,
eosinofilico e palido, presenca de queratinizacdo e pontes intercelulares
aparentes (GAMI, KUBA, ZIPRIN, 2014). O carcinoma cloacogénico ou
basalodide caracteriza-se por pequenas células ndo queratinizadas e néo téao
diferenciadas, que se agrupam em palicada (GLYNNE et al., 2014).

O carcinoma de pequenas células também conhecido como
carcinoma anaplasico, ndo oferece bom progndstico e apresenta um padrao
uniforme de células pequenas, alto indice mitético e de apoptose (RAPTIS et
al., 2015). Este cancer € altamente infiltrante e ndo deve ser confundido com
o carcinoma de pequenas células ou neuroenddécrino (GLYNNE et al., 2014).

Outro subtipo do CCE que atinge a regido anal € o carcinoma
verrucoso, também conhecido como condiloma gigante de Buschke-

Lowenstein (RAPTIS et al., 2015). Com crescimento exofitico, visualmente, a
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lesdo tem o aspecto de “couve flor” podendo atingir grandes proporcoes (até
15 cm) (NJOUMI et al., 2013). Microscopicamente apresenta papilomatose,
células com pouca atipia e mitoses somente na camada basal (NJOUMI et
al., 2013). Nao sao observadas metastase (RAPTIS et al., 2015) e os HPV 6
e 11 séo os gendtipos mais prevalentes nos condilomas gigantes (NJOUMI
et al., 2013).

Os adenocarcinomas anais primarios sdo tumores raros, agressivos e
estdo associados com alta taxa de metastases (MYERSON, KARNELL,
MENCK, 1997). Apresentam diferenciacdo glandular e crescem a partir do
epitélio do canal anal glandular, por trajetos fistulosos ou pela mucosa
superficial (HOBBS et al., 2001). Ao contréario do CCE, as lesGes precursoras
do adenocarcinoma primario sdo pouco identificaveis porque podem estar
relacionadas com inflamacédo local cronica, doenca de Crohn ou com a
presenca de fistulas anais pré-existentes (PAPACONSTANTINOU et al.,
2015).

Uma menor associacdo com a infeccao pelo HPV é verificada para os
adenocarcinomas (DALING et al., 2004; JIN, et al., 2011), ja que em muitos
casos esses canceres podem representar uma extensdo de um cancer retal
(WELTON e BOSMAN, 2010). Por esta razao, recomenda-se que 0os CCEs e
adenocarcinomas sejam considerados separadamente em analises
epidemiologicas (FRISCH, 2006). Os dados sobre a prevaléncia do HPV nos
adenocarcinomas anais ainda sdo muito limitados, porém, uma meta analise,
revelou que 40% dos adenocarcinomas eram HPV positivos (HOOTS et al.,

2009).
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Embora o CCE seja mais comum, as propor¢cbes entre esse e 0
adenocarcinoma tém variado em algumas revisdes realizadas em paises
industrializados, que apresentam prevaléncias de adenocarcinoma anal em
torno de 14%, como nos Estados Unidos (US) (JOSEPH et al., 2008), 21%
na Escocia (BREWSTER e BHATTI, 2006) e 27% na Austrélia. (JIN, et al.,
2011).

Outros tipos de neoplasias epiteliais também podem desenvolver-se
na regido anal, mas com uma menor prevaléncia, como carcinoma
neuroendocrino, doenca de Bowen, doenca de Paget (JOHN et al., 2002;
ROSSI et al., 2004). Demais neoplasias nao epiteliais de canal anal incluem

0s melanomas, sarcomas e alguns tipos de linfomas (JOHN et al., 2002).

2.7. Diagnéstico e aspectos prognosticos do cancer anal

Geralmente, os sintomas para o cancer anal sdo inespecificos e
confundidos com outras doencas, por isso o diagnostico é feito tardiamente
ou eventualmente como achado incidental em andlise de pecas cirargicas
hemorroidarias ou de possiveis plicomas anais (ROSSI et al., 2004). Dentre
as provaveis manifestacfes clinicas, o sangramento € o mais frequente
(90% dos casos), ocorrendo também dor anal e secrecéo fétida (de 30% a
50% dos casos), incontinéncia fecal (5% dos casos), fistula anal (5% dos
casos) e presenca de nédulos (AJANI et al., 2002, RAPTIS et al., 2015).

O exame proctoldgico possibilita ao médico identificar previamente a
presenca de nédulos ou lesdes anais. O emprego da citologia anal e da
anuscopia permite o diagndstico das NIA e vem sendo utilizada em alguns

estudos (ROSSI et al., 2004; NADAL e MANZIONE, 2006). Como o cancer
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anal é um céancer de baixa incidéncia, seus fatores progndsticos como
tamanho do tumor, comprometimento linfonodal e metastases a distancia
sdo dificeis de serem analisados (ROSSI et al., 2004).

O estadiamento segue o sistema de classificagdo de tumores
malignos (TNM) que contempla a extensdo do tumor (T), a auséncia,
presenca e extensdo de metastases em linfonodos regionais (N) e auséncia
ou presenca de metastases a distancia (M), como recomendacdo da
American Joint Committee on Cancer (AJCC) (LEFEVRE et al., 2012). Essas
recomendacgdes baseiam-se no tamanho do tumor ou invasao de estruturas
adjacentes (quadro 1 e figura 04) e na presenca ou auséncia de metastases
linfonodais (quadro 1 e figura 05) ou metastases a distancia. Sabe-se que o
estadiamento da doenca, em relacdo ao tamanho e comprometimento de
margem € fator progndstico importante para o cancer anal (FERRIGNO et
al., 2005). Quanto maior o tumor, pior o prognostico (ESIASHVILI, LANDRY,
MATTHEWS, 2002). O agrupamento por estadios clinicos pode ser

visualizado no quadro 1.
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Quadro 1. Estadiamento clinico TNM do cancer anal.

Tx
TO
Tis
T1
T2
T3
T4
NXx
NO
N1
N2

N3

Mx
MO
M1

Tumor primario ndo pode ser avaliado
Sem evidencia de tumor primério

Carcinoma in situ

Tumor £ 2cm
Tumor >2cm e <5cm

Tumor > 5cm

Tumor de qualquer tamanho, mas que invade érgéos adjacentes.

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

Auséncia de metéstases para linfonodos regionais
Metastases para linfonodos perirretais
Metéstases para linfonodos iliacos internos ou inguinais unilaterais

Metastases para linfonodos perirretais e inguinais/ iliacos; ou para linfonodos iliacos
internos ou inguinais bilateralmente.

Metastases ndo avaliada

Auséncia de metastases

Presenca de metastases
Estadiamento

Estadio 0 Tis
Estadio | T1
Estadio Il T2-T3
Estadio IIIA T1-T3
T4
Estadio I11IB T4
Qualquer T
Estadio IV Qualquer T

NO
NO
NO
N1
NO
N1
N2-N3
Qualquer N

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1

Fonte: ARANI, et al., 2002

Figura 04. Classificagdo dos canceres anais de acordo com a extensdo do tumor
primario (adaptado de Oncolex, 2015).
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Figura 05. Classificacdo dos canceres anais de acordo com o comprometimento
metastatico de linfonodos regionais. N1 ha o comprometimento do linfonodos
perirretais (destacados em preto); N2 ha o comprometimento dos linfonodos iliacos
interno e ou inguinais; N3 ha metastases nos linfonodos perirretais e inguinais e ou
linfonodos iliaco interno e ou linfonodos inguinais (adaptado de Oncolex, 2015).

A presenca de metastases linfonodais no cancer anal é um fator de
pior prognostico para o paciente (JOHN et al, 2002). A disseminag¢do pode
acometer os linfonodos inguinais (10% a 15% dos casos), pélvicos,
perirretais ou as cadeias iliacas internas (RYAN, COMPTON, MAYER, et al.,
2000). As metéastases viscerais sdo menos frequentes (5% a 10% dos
casos) e acometem quase sempre o figado e o pulmdo (RYAN, COMPTON,
MAYER, et al., 2000; JOHN et al, 2002).

Pessoas infectadas pelo HIV apresentam pior progndstico em relacao
a um paciente comum (BARBARA et al.,, 2013). Embora as pessoas
infectadas com HIV, particularmente os homens que fazem sexo com
homens, estejam em risco aumentado para o cancer anal (cerca de 30 vezes
mais que a populacédo em geral), é dificil separar as influéncias da exposicao

anal a infeccdo pelo HPV, combinadas com a imunodeficiéncia e a terapia
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antirretroviral (PIKETTY et al., 2012; CLIFFORD, BERTISCH,
FRANCESCHI, 2013).

A interpretacdo biolégica plausivel para a relagdo HPV-HIV é que a
imunossupressao provocada pelo virus HIV é importante em um estagio
inicial do desenvolvimento do cancer anal, mas que 0 processo neoplasico
se torna irreversivel ao longo do tempo com a infec¢éo persistente pelo HPV

(ENGELS e MADELEINE, 2013).

2.8. Classificagao e estrutura gendémica do HPV

Os Papilomavirus humano séo pequenos virus de DNA de fita dupla
circular com cerca de 8.000 pares de bases, ndo envelopados, com
capsideo icosaédrico, formado por 72 capsomeros (DOORBAR, 2012).
Apresentam entre 52-55 nm de diametro e pertencem a familia

Papillomaviridae (figura 06) (SHUKLA et al., 2009; MORSHED et al., 2014).

Genus
Alpha-papillomavirus

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus

7
OvPV1- yd
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ovev2 P
BPVS

/.

Gamma-

ilon-papill irus ¥
Epsilon-papillomavirus papiliomavirus

EcPvi
Zeta-papillomavirus ¥ /-"'

/ popy,

copv 1 63| pve
mmPV ( crev | Fapvs 7 |BPV3 vy
2 N3 BPva |

\ \—/PSF‘V\ Pi-papillomavirus
/ s Q (———
’ -’ Omikron-papillomavirus
Mu-papillomavirus *\ Xi-papillomavirus

Eta-papillomavirus (C_”"

PV
C

Lambda-papillomavirus
Kappa-papillomavirus Nu-papillomavirus

Figura 06. Arvore filogenética da familia Papillomaviridae e seus respectivos
géneros. Os semicirculos externos representam 0s géneros e 0s semicirculos
internos, as espécies de HPV. Em rosa o género Alfapapilomavirus e em verde as
espécies de HPV nos cénceres anais (adaptado de Villiers et al., 2004).

Theta-papillomavirus
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Os HPV séo classificados em baixo risco (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44 e
54), risco intermediario (HPV 26, 30, 53, 66, 67, 69, 70, 71, 74, 97) e alto
risco oncogénico (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e
82), com base no seu padrao filogenético e no seu potencial oncogénico
(DOORBAR, 2006; ABRAMOWITZ et al.,, 2011; ALEMANY et al., 2015;
SERUP-HANSEN et al., 2014).

Cada género do HPV apresenta propriedades bioldgicas e
caracteristicas de organizacao do genoma (DOORBAR, 2006; MORSHED et
al., 2014). Os HPV de alto risco estdo associados a lesGes pré-malignas ou
malignas, ja os HPV de baixo risco estdo associados a lesdes benignas
(CERDEIRA et al., 2009). O género Alfapapilomavirus apresenta um forte
tropismo pela mucosa anogenital (SHUKLA et al., 2009).

Mais de 200 tipos de HPV ja foram identificados, sendo que
aproximadamente 40 gendtipos infectam as mucosas anogenitais (BURD,
2003). Os HPV de alto risco estdo associados ao cancer cervical, lesdes
precursoras, cancer no anus, vagina e vulva, além de condilomas planos e
doenca de Bowen. Ja os HPV de baixo risco estdo comumente associados
ao aparecimento de verrugas genitais, papilomatose laringea e tumores de
Buschke-Lowenstein (DOORBAR, 2012; ZUR HAUSEN, 2009).

O genoma do HPV (figura 07), esta organizado em trés segmentos: a
regido precoce que compreende os genes E1, E2, E4-E7 e representa 50%
do genoma; a regido tardia, que consiste em L1 e L2 e representa 40% do
genoma; e a regido regulatoria (10% do genoma) que controla a replicacéo e

expressado dos genes virais (HAFKAMP, MANNI, SPEEL, 2004).
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Todos os fragmentos génicos que codificam as proteinas virais estao
localizados numa Unica cadeia de DNA (DOORBAR, 2012). Estes
fragmentos de DNA sao descritos como ORF (Open Reading Frame) e
podem ser divididos em fragmentos precoces e tardios, dependendo da fase
de expressao dos genes virais (DOORBAR, 2012). Fragmentos precoces
estdo envolvidos na regulacdo da replicacdo de DNA (E1, E2, E4), na
transcricdo (E2) e na transformacéo celular (E5, E6, E7), enquanto os
fragmentos tardios codificam proteinas estruturais do capsideo viral (L1, L2)

(quadro 2) (DOORBAR, 2006).

L2

L1

— /..

Figura 07. Organizacdo genbmica do Papilomavirus. Oito fases abertas de leitura e
respectivo nimero de pares de bases dos genes que codificam as proteinas
precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e as proteinas tardias (L1 e L2) (adaptado de
Munoz et al., 2006).
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Quadro 2. Funcgéo das proteinas virais do HPV (EGAWA et al., 2015)

Proteinas do nucleo

E1l Helicase dependente de ATP. Tem papel na replicacdo do genoma viral.

E2 Co-ativador da replicacdo do genoma viral por meio do recrutamento de E1 para
origem da replicagdo viral. Fator de transcricdo de E6 e E7. Importante para
segregacao do genoma viral.

L1 Proteina do capsideo viral.

L2 Proteina do capsideo viral.

E4 O gene E4 é localizado dentro do gene E2 e é expresso em grandes quantidades
como uma proteina de fusdo E1"E4 durante os estagios tardios do ciclo de vida viral.
Liga-se aos filamentos de citoqueratina promovendo uma desrruptura do citoesqueleto
celular.

Proteinas acessoérias

E5 Interage com receptores de EGF e ativa sinais de vias mitogénicas. E importante na
evasdo da resposta imune e apoptose.

E6 A proteina E6 dos tipos de alto risco degradam p53 e podem ativar a telomerase,
contribuindo para a transformacédo celular. Esta proteina também esta envolvida na
evasdo do sistema imune. E responsavel pela entrada das células epiteliais mais
distais no ciclo celular permitindo a amplificagdo do genoma viral.

E7 A proteina E7 dos tipos de alto risco induz a degradacédo de pRb e pode promover a
instabilidade cromossémica. A proteina E7 é necessaria para transformacéo celular. E
responsavel pela entrada das células epiteliais mais distais no ciclo celular permitindo
amplificac@o do genoma viral.

2.9. Ciclo celular e HPV

O epitélio anal cresce em camadas estratificadas, nas quais as
células das camadas basais estdo aptas a se dividir (EGAWA et al., 2015).
Apoés a divisdo celular, uma das células filhas migra para a superficie e
comeca a sua diferenciacdo (MUNOZ et al., 2006).

O HPV infecta as células da camada basal do epitélio por meio de
microlesfes (HERFS et al., 2011). No anus, as microlesdes acontecem por
meio do tecido epitelial mucocutaneo como decorréncia do ato sexual,
passagem do bolo fecal endurecido ou mesmo pela presenca de fistulas
anais (PEREIRA et al., 2008).

Apés a infeccdo da célula basal pelo HPV, as particulas virais séao
desmontadas em endossomos tardios e/ou lisossomos e em seguida o DNA
viral é transferido para o nucleo da célula (EGAWA et al., 2015). A infeccdo
pelo HPV pode entdo seguir por trés caminhos: O virus pode ficar em estado

de laténcia, iniciar seu ciclo produtivo infectando outros individuos ou pode
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induzir a transformagdo celular e consequentemente a carcinogénese
(DOORBAR, 2013).

As infecgbes pelo HPV geralmente duram de 12 a 18 meses e séo
eventualmente eliminadas pelo sistema imune (ODUNSI; PEJOVIC;
ANDERSON, 2011; BOSCH et al.,, 2013). De acordo com o que ja foi
estudado sobre a relacdo do HPV com canceres anogenitais, a incidéncia
dessa infeccdo tem picos antes dos 25 anos e entdo declina como infecgdes
assintométicas e sado eliminadas pelo sistema imune do hospedeiro
(DOORBAR, 20186).

Apos a infeccdo, o DNA do HPV pode manter-se dentro da células
basais do epitélio sem replicacédo em estado de laténcia (DOORBAR, 2015).
Uma vez dentro das células basais, 0 virus também pode iniciar seu ciclo
produtivo, acompanhando o processo de diferenciacéo celular e replicando
seu genoma em um numero baixo de cépias que sdo mantidas na sua forma
epissomal sem integracdo ao DNA da célula hospedeira, apenas mantendo
seu ciclo de vida pela sintese das proteinas E1, E2, E4 e E5 como
esquematizado na figura 08 (células com nucleo vermelho) (HERFS et al.,
2011; DOORBAR, 2012). Nesta fase, a baixa expressao dos genes E1, E2,
E6 e E7, é suficiente para a manutencdo do genoma viral (FERRAZ et al.,
2012).

A sintese e a liberacdo de novas particulas virais ocorre conforme a
descamacéao do epitélio e sdo acompanhadas pela expressao dos genes L1
e L2, que codificam as proteinas do capsideo viral e do gene E4 que induz a

maturacao viral (RAPTIS et al.,, 2015) Os virions entdo sdo liberados,
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podendo infectar outras células ou outros individuos e assim iniciar
novamente o ciclo viral (DOORBAR, 2012).

Enquanto o virus mantem-se na sua forma epissomal, pode-se
observar o surgimento dos condilomas anais e das primeiras alteracbes
celulares que constituem as lesGes de baixo grau (LSIL) ou as neoplasias
intraepiteliais anais (NIA 1) (NADAL e MANZIONE, 2006).

Ha casos em que o sistema imune falha em eliminar a agéo do virus e
a infeccao se torna persistente (RIBEIRO et al., 2015). O HPV pode integrar-
se ao DNA da célula hospedeira (figura 08 - células com nudcleo rosa), como
consequéncia da perda do gene E4 e parte do gene E2, que controlam a
transcricdo dos demais genes virais, levando ao aumento da expressao de
E6 e E7 (HERFS et al., 2011; GANTI et al., 2015).

Este processo pode levar ao desenvolvimento de lesdes de alto grau
(HSIL) ou neoplasias intraepiteliais anais NIA 1l/lll, e dos canceres anais

como demonstrado na figura 08 (KOPPE, 2010).
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Figura 08. Curso da infeccdo pelo HPV na mucosa anal. As particulas virais
infectam as células basais da mucosa anal. Estas células podem sofrer alteracéo
pela acdo do virus levando a formacao de neoplasias ou lesdes intraepiteliais (virus
na forma epissomal) (nucleo vermelho) ou o virus pode integrar-se ao DNA da
célula (nucleo rosa) induzindo a carcinogénese (Adaptado de Herfs et al., 2011).

A super expressao de E6 e E7 promove a inativacdo ou destruicdo de
p53 e pRb, favorecendo a integracdo do DNA do virus ao DNA da célula
hospedeira e ao aumento da expressdao de pl6 (SON et al., 2012;
MESPLEDE et al., 2012; ZHOU et al., 2012; HONG e LAIMINS, 2013).

A proteina p53 tem como principal papel a supressao tumoral, por
meio da ativacdo transcricional dos genes que mantém a estabilidade
gendbmica (LU et al., 2003; MESPLEDE et al., 2012; GANTI et al., 2015). A
oncoproteina E6 do HPV inativa p53 (HONG e LAIMINS, 2013). As células
gue apresentam p53 mutada ou inativada ndo conseguem, em resposta a
um dano no DNA, induzir o blogueio da fase G1 do ciclo celular ou levar a

apoptose (SON et al., 2012; GANTI et al., 2015).
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Outra interferéncia no ciclo celular que o HPV causa € a inativagédo de
pRb por meio da oncoproteina E7 (YUAN; FILIPPOVA; DUERKSEN-
HUGHES, 2012; SON et al.,, 2012; HONG; LAIMINS, 2013; GANTI et al.,
2015). O produto do gene Rb, proteina nuclear pRb, interage com o fator de
transcricdo celular E2F na fase G1 do ciclo celular (YUAN; FILIPPOVA;
DUERKSEN-HUGHES, 2012). Esta interacdo impede a transcricdo por E2F
de genes celulares envolvidos na proliferacdo e replicacdo de DNA, tais
como timidina-quinase, c-myc, polimerase alfa, entre outros (SUI et al., 2011,
ZEESTRATEN et al., 2013; BARDHAN e LIU, 2013).

Mutacbes no gene Rb ou inativacdo de pRb levam a proliferacéo
celular descontrolada (LU et al., 2003; SON et al., 2012; MESPLEDE et al.,
2012; ZHOU et al., 2012; HONG e LAIMINS, 2013). A inativacao de pRb e
E2F pode levar a ativacdo de quinases dependentes de ciclinas (CDK4 e
CDK6) que, por sua vez, levam a expressao de proteinas quinase
associadas, entre elas a p16Nk42 (SON et al., 2012; LIN et al., 2014). A
proteina pl6 age como supressora tumoral inibindo as quinases
dependentes de ciclina (CDK4 e CDK6), que regulam o ponto Gl de
checagem do ciclo celular comandado por pRb (WANG e LU, 2004).
Entretanto, tal ativacao é improdutiva frente a degradacédo de pRb por E6 do
HPV (REUSCHENBACH et al., 2008; TORNESELLO et al., 2013).

Quando o gene Rb sofre mutacéo, a pl6 € detectada, mas quando o
gene Rb esta intacto, esta proteina fica criticamente reduzida ou ausente em
linhagens celulares e espécimes clinicas (TORNESELLO et al., 2013). O
marcador pl6é ndo é expresso em epitélio normal, mas em células

proliferativas e lesfes inflamatoérias induzidas por HPV de alto risco, por isso
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é tdo estudado como biomarcador tumoral em lesbes associadas ao HPV
transcricionalmente ativo (HONG e LAIMINS, 2013).

O intervalo de tempo entre o pico da infeccdo por HPV e o pico de
incidéncia de cénceres anogenitais ocorre entre duas a quatro décadas e
nesse periodo outros fatores de risco podem influenciar a carcinogénese
como o tabaco e o alcool (DALING et al., 2004; JOHNSON et al., 2004
ABRAMOWITZ et al., 2007; EGAWA et al., 2015).

As caracteristicas moleculares da lesao anal, como a super expressao
dos oncogenes virais E6 e E7, sdo semelhantes as do cancer do colo do
utero (BEAN et al., 2007). Os biomarcadores como pl16, p53 e pRb séo
investigados para uso no prognostico das NIA e do céncer anal, mas ainda
sdo poucas as pesquisas na area (CALORE et al., 2001; MULLERAT et al.,
2003; BEAN et al., 2007; TORNESELLO et al.,, 2013, KOERBER et al.,

2014).

2.10. Céancer anal e HPV

Os CCEs que envolvem o canal anal representam o principal tipo
histolégico de cancer anal e na maior parte, sdo ocasionados por HPV de
alto risco (92%) (KOERBER et al., 2014). O HPV 16 ja foi detectado em 80%
de 496 canceres anais e o HPV 18 em 4% (ALEMANY et al., 2015).

Atualmente, o Brasil oferece a vacina quadrivalente contra os
gendtipos do HPV 6, 11, 16 e 18, para meninas com idades entre 9 e 14
anos e para mulheres HIV positivas com idades entre 9 e 26 anos, para
prevencao do cancer cervical, anal, vulvar, vaginal, lesdes pré-cancerosas,

verrugas genitais e infec¢cdes causadas pelo HPV (BRASIL, 2015). Embora
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esta seja uma area de intensa pesquisa, mais estudos sdo necessarios para
avaliar o papel profilatico da vacinacdo na prevencao do cancer anal, assim
como ja realizado em outros paises como Estados Unidos e Australia em
gue a vacina € util como terapia adjuvante para o cancer anal (POGGIO,
2011; HILLMAN et al., 2014; MENSAH et al., 2016).

A tabela 1 reuine resultados de 17 estudos selecionados, que fizeram
deteccdo do HPV em canceres anais em diferentes regifes geograficas,
caracterizando a forte associacdo do HPV com o cancer anal. Um total de
1944 casos foram testados para o HPV, com prevaléncias que variaram
entre 60,6% a 100% nos estudos (DALING, et al., 2004; VARNAI et al.,
2006; TACHEZY et al., 2007; WONG, et al., 2010; RAMAMOORTHY, et al.,
2010; ABRAMOWITZ, et al., 2011; YHIM, et al., 2011; KOMLOS, et al., 2011;
SOARES et al., 2011; VALMARY-DEGANO et al., 2013; OUHOUMMANE et
al., 2013; RAVENDA, et al., 2014; HILLMAN, et al., 2014; ; KOERBER, et al.,
2014; SERUP-HANSEN, et al., 2014; AGUIAR et al., 2014; ALEMANY, et al.,
2015).

Em geral a maior parte dos casos de cancer anal estudados foram da
Europa e América do Norte (DALING, et al., 2004; VARNAI et al., 2006;
TACHEZY et al., 2007; WONG, et al., 2010; RAMAMOORTHY, et al., 2010;
ABRAMOWITZ, et al., 2011; KOMLOS, et al., 2011; VALMARY-DEGANO et
al., 2013; OUHOUMMANE et al., 2013; RAVENDA, et al., 2014; HILLMAN, et
al.,, 2014; SERUP-HANSEN, et al., 2014; KOERBER, et al., 2014,
ALEMANY, et al., 2015). Um menor namero de casos de céancer anal
estudados foi observado na Africa, j4 que havia apenas um trabalho com

casos desta regido (ALEMANY, et al., 2015).
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Todos os estudos mostrados na tabela 1 detectaram o HPV no
carcinoma de células escamosas. Enquanto que os adenocarcinomas foram
avaliados em seis estudos (DALING, et al., 2004; TACHEZY et al., 2007,
WONG, et al., 2010; OUHOUMMANE et al., 2013; HILLMAN, et al., 2014;
AGUIAR et al, 2014) e em outros canceres como O carcinoma
neuroenddcrino, carcinoma de pequenas células, melanoma, sarcoma e
carcinoma basocelular que foram avaliados em sete estudos (DALING, et al.,
2004; ABRAMOWITZ, et al.,, 2011; VALMARY-DEGANO et al., 2013;
OUHOUMMANE et al., 2013; SERUP-HANSEN, et al., 2014; AGUIAR et al.,
2014; ALEMANY, et al.,, 2015). O CCE anal foi o tipo histolégico mais
comum e com 0 maior numero de casos positivos para o HPV em todos os
estudos.

Todas as amostras avaliadas eram de material parafinado de cancer
anal. A metodologia empregada nos trabalhos para detec¢cédo e genotipagem
do HPV foi a PCR e hibridizacdo por sondas especificas. Os tipos mais
comuns de primers utilizados nas pesquisas para detec¢cdo do DNA do HPV
foram GP05/06, MY09/11 e SPF10 (VARNAI et al., 2006; TACHEZY et al.,
2007; WONG, et al., 2010; RAMAMOORTHY, et al., 2010; ABRAMOWITZ,
et al., 2011; KOMLOS, et al., 2011; OUHOUMMANE et al., 2013; RAVENDA,
et al., 2014; AGUIAR et al., 2014; KOERBER, et al., 2014; ALEMANY, et al.,
2015). Cinco estudos nao citaram os primers envolvidos na genotipagem do
HPV (DALING, et al.,, 2004; YHIM, et al., 2011; SOARES et al.,, 2011,
HILLMAN, et al., 2014; SERUP-HANSEN, et al., 2014). O uso de ensaio por
PCR de alta sensibilidade permite a amplificacdo de DNA, mesmo em

amostras com quantidades escassas de material, e a genotipagem por
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hibridizacdo reversa com o uso de sondas especificas, permite identificar um
grande espectro de gendtipos do HPV (ALEMANY, et al., 2015).

A distribuicdo genotipica foi realizada em 16 estudos (tabela 1
continuacao) (DALING, et al., 2004; VARNAI et al., 2006; TACHEZY et al.,
2007; WONG, et al., 2010; RAMAMOORTHY, et al., 2010; ABRAMOWITZ,
et al., 2011; YHIM, et al., 2011; KOMLOS, et al., 2011; SOARES et al., 2011,
VALMARY-DEGANO et al., 2013; OUHOUMMANE et al., 2013; RAVENDA,
et al.,, 2014; HILLMAN, et al.,, 2014; SERUP-HANSEN, et al., 2014,
KOERBER, et al., 2014; ALEMANY, et al., 2015). Dos quais, entre os HPV
de alto risco, o HPV 16 foi o gendtipo mais prevalente (variando entre 70% a
100%), seguido pelo HPV 18 e 33. Entre o grupo dos HPV de baixo risco, 0s
genotipos 6 e 11 foram os mais prevalentes. O HPV foi observado como
fator prognostico conferindo melhor sobrevida para pacientes com cancer
anal em trés estudos (YHIM et al.,, 2011; SERUP-HANSEN, et al., 2014,

KOERBER, et al., 2014).
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Tabela 1. Prevaléncia do HPV nos canceres anais no mundo.

Referéncia Pais N casos Histologia HPV% Primer
Bésnia-Herzegovina,
Republica Checa,
Franca, Alemanha,
Polonia, Portugal,
Eslovénia, Espanha
Reino Unido, Estados
Alemany et al., Unidos da América, ) . o
2015 Chile, Colémbia, 496 CCE; Carcinoma 88,3% SPF 10
Equador, Guatemala,
Honduras, México e
Paraguai, Mali, Nigéria e
Senegal, Bangladesh,
India e Coréia do Sul e
Australia
Koerber et al.,2014 Alemanha 90 CCE 83,3% GP5+/6+
Aguiar etal., 2014  Brasil gg ~ CCE Carcinoma; 44, SPF 10
Adenocarcinoma
iler;g—lllansen = Dinamarca 137 CCE; Carcinoma; 87,6% Nao descrito
Hillman et al., 2014 Australia 112 CCE;. 96,4% N&o descrito
Adenocarcinoma
Eg‘i’j”da st el Italia 50 CCE 84.0%  GP5+/GP6+
Ouhoummane et CCE; Carcinoma; o GP5+/6+,
al., 2013 Canada 96 Adenocarcinoma 92,0% PGMY
Valmary-Degano et . . o Tipo especifico
al.. 2013 Franca 73 CCE; Carcinoma 98,6% para E6 e E2
Komlos et al., 2011 Eslovénia 16 CCE 100,0% SPF 10
Soares et al., 2011 Brasil 33 CCE 60,6% Nao descrito
Yhim et al., 2011 Coréia do Sul 47 CCE 74,5% Nao descrito
Ramamoorthy et Esta}d_os Unidos da 20 CCE 90.0% GP5+/6+
al., 2010 América
Estados Unidos da CCE; o MYO09/11,
Wwong et al., 2010 América 48 Adenocarcinoma 75,0% GP5+/6+
Abramowitz et al., . . 0 MY09/11;
2011 Franca 362 CCE; Carcinoma 97,0% GP5+/6+
Tachezy et al., o CCE; o
2007 Republica Checa 31 Adenocarcinoma 67,7% GP5+/6+
. MY09/11;
0 H
Varnai et al., 2006 Alemanha 47 CCE 80,9% GP5+/6+
Daling et al., 2004 Esta}d_os Unidos da 248 CCE, Carc[noma; 87,9% N&o descrito
Ameérica Adenocarcinoma
Total 1906

*CCE: Carcinoma de células escamosas; Carcinoma: basocelular, cloacogénico, melanoma,
sarcoma e neuroenddcrino.
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Tabela 1 (continuacao). Prevaléncia do HPV nos canceres anais ho mundo.

Prevaléncia do HPV no cancer anal

Prevaléncia do HPV por gendtipo

Preval&ncia HPV (% total de casos testados) HPV de alto risco HPV de baixo risco HPV
Referéncia lf;:;’:s HPV % ':ifr:';f:: ';f;fi’;f: 16 18 31 33 35 39 45 51 52 56 58 73 82 B 11 40 42 43 44 54 D*
Alemany et al., 2015 496 88.3 Q27 73 920 40 =50 =50 =50
Koerber et al.,2014 a0 833 100 0.0 807 36 <=5.0 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50
S.Hansen et al., 2014 137 87,6 985 1.6 925 25 58 =50
Hillman et al., 2014 112 96.4 759 232 750 37 =50 =50 =50 =50 =50 <=5.0 13.0 10,1 55 =50 92
Ravenda et al., 2014 50 84.0 928 71 833 119 119 119
Ouhoummane et al., 2013 96 92.0 93.0 7.0 820 20 =50 =50 =50 =50 =50 =50 =50
V.Degano et al., 2013 73 986 94 4 5.5 902 14 <50 <50 <50 <50 <50 <5.0 <50 <50
Komlos et al., 2011 16 100.0 100.0 Q3.7 93.7 6.2
Soares et al., 2011 a3 60.6 - - 70.0 250 5.0
Yhirm et al., 2011 a7 74.5 - - 885 <5.0 85
Ramamoarthy et al., 2010 20 90.0 11.1 88.8 75.7 58 <50 <5.0 <50 <50 <50 <5.0 <50 <5.0 <50 <50 <50 6.0 74 <50 <5.0 <5.0 <5.0
Wong et al., 2010 48 75.0 - - 8ga 722 111 55 111 55
Abramowitz et al., 2011 3e2 a7.0 - - 750 27 25.0
Tachezy et al., 2007 3 67.7 95.0 5.0 100 5.0
Varnai et al., 2006 A7 809 4.8 5.2 897 25 <50 78 <5.0
Daling et al., 2004 248 ar.9 - - 730 69
D* HPV desconhecido ou ndo citado no estudo com a devida identificacdo do gendtipo.
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3. JUSTIFICATIVA

A associacdo entre a infeccdo pelo HPV e o céncer anal j4 é
conhecida. E também notavel, que este cancer € grave e que o nimero de
casos cresce continuamente, principalmente entre os grupos de maior risco.
A precariedade de dados epidemiolégicos no estado de Goias sobre a
prevaléncia e a distribuicdo genotipica do HPV nos cénceres anais €
preocupante, pois esses dados sao necessarios para um estudo mais
aprofundado acerca da acdo do virus no desenvolvimento das lesbes
cancerosas ou pré-cancerosas anais, além de possibilitar seu
monitoramento e prevencao.

Este estudo apresenta a prevaléncia do HPV e de seus genotipos no
cancer anal, bem como uma descricdo dos principais aspectos clinicos e
histopatoldgicos dos canceres anais diagnosticados em uma unidade de
referéncia do tratamento de cancer em Goiania — GO. Estes dados
possibilitam avaliar o impacto dos diferentes genoétipos do HPV no
prognostico e sobrevida dos pacientes com canceres anais, bem como
estimar o impacto da vacina contra o HPV e seu impacto na prevaléncia do

cancer anal na regido do estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Descrever os aspectos séciodemogréficos e clinicopatolégicos dos
pacientes com cancer anal e avaliar suas associacdes com a deteccéo e

distribuicdo genotipica do HPV.

4.2. Objetivos especificos

o Descrever 0s principais aspectos sociodemograficos e
clinicopatologicos dos pacientes com cancer anal diagnosticados em Goias.

o Estimar a prevaléncia e a distribuicdo genotipica do HPV nos
canceres anais.

o Avaliar as possiveis associacdes entre os achados de deteccao
e genotipagem do HPV e os fatores clinicopatologicos e séciodemograficos
dos pacientes com cancer anal.

o Avaliar o impacto dos diferentes genétipos do HPV no
prognostico dos pacientes com cancer anal.

o Estimar a probabilidade de sobrevida em cinco anos dos

pacientes com cancer anal HPV positivo ou negativo.
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5. METODO(S)

5.1. Consideracgbes éticas
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Hospital Araujo Jorge (HAJ), pelo parecer no. 272.288, em abril

de 2013 (Anexo 1).

5.2. Tipo do estudo e contexto

Estudo epidemioldgico, transversal retrospectivo e analitico, com a
utilizacéo dos dados clinicopatologicos e analises moleculares de espécimes
de canceres anais, contidos em blocos de parafina identificados a partir da
selecdo da amostra de 81 prontuarios de pacientes com canceres anais
primarios, diagnosticados em uma Instituicdo de referéncia no tratamento de
cancer na regiao Centro-Oeste, em um periodo de 10 anos de 2000 a 2010.

O Hospital € considerado referéncia no tratamento do céncer no
Centro-Oeste, mas também atende pacientes de outras regides brasileiras,
notadamente Norte e Nordeste (Acre, Para, Ronddnia, Tocantins, Bahia). E
uma unidade de saude privada e filantropica, atendendo em média 80% dos

pacientes pelo Sistema Unico de Saide(SUS).

5.3. Selecdo da amostra
Uma lista com 140 casos de canceres anais diagnosticados no Setor
de Anatomia Patologia (SAP) do Hospital Araudjo Jorge, no periodo de 2000-

2010, foi inicialmente consultada. Foram considerados elegiveis ap0s
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revisdo clinicopatologica 85 casos de cancer anal invasor. Foram excluidos
59 casos, sendo que 55 nao foram considerados carcinoma anal primério e 4
ndo tinham amostras de espécimes tumorais incluidos em parafina
disponiveis ou suficientes para anélise molecular. Assim, a amostra final foi

constituida por 81 casos. A figura 09 apresenta detalhadamente a selecéo

dos casos.
140 Casos de cancer anal selecionados por Excluidos n(55):
lista previa 8 Repetidos na lista;
Sim 28 Canceres de reto;

4 Canceres de célon;

85 Casos estdo de acordo com os critérios | 3 Canceres de prostata,;
de incluséo

3 Céanceres de vulva;

Sim 2 Canceres de colo do utero;

2 Céanceres de vagina;

2 Céanceres de pele;

2 Neoplasias intraepiteliais anais;

Sim 1 Caso sem histopatol4gico
prévio a radioterapia.

85 Casos com diagndstico histopatologico

81 Casos com amostras suficientes para

extracdo de DNA Excluidos n(4)

Sim 3 Anatomopatoldgico indisponiveis;
1 Anatomopatolégico insuficiente.

81 Casos com extracdo de DNA

Sim
81 Casos com andlise quali/quantitativa do
DNA (espectrofotometria: Nanodrop)
Sim
81 Casos com genotipagem (PCR +
hibridizacao reversa)
Sim

81 Casos incluidos ao final da analise

Figura 09. Fluxograma da sele¢éo de amostra
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A sobrevida em 60 meses foi avaliada com base no status do paciente
na ultima consulta e o 6bito registrado, independente da causa. Os casos
selecionados foram aqueles que apresentaram diagndstico histopatolégico
de cancer anal confirmado, dados clinicopatolégicos disponiveis nos
prontuérios e blocos de parafina disponiveis e suficientes para anélise
molecular. Os casos que nao foram confirmados como cancer anal primario

foram excluidos.

5.4. Procedimento de coleta de dados

A coleta de todo material utilizado foi realizada no Hospital Aradjo
Jorge, desde os prontuarios até o levantamento dos espécimes de canceres
anais contidos em blocos de parafina. Os prontuarios do Setor de Arquivo
Médico do HAJ foram revisados e o0s dados clinicopatologicos,
séciodemograficos e prognosticos dos pacientes com cancer anal foram
colhidos. As caracteristicas sociodemograficas coletadas incluiram: sexo do
paciente (feminino ou masculino); idade expressa em anos completos, por
ocasido do diagndéstico do cancer; estado civil do paciente (solteiro ou em
relacdo estavel); habitos como tabagismo e etilismo; presenca de doenca
sexualmente transmissivel (laudos de sorologia); e histérico de neoplasia
prévia ao cancer anal.

As caracteristicas clinicopatologicas coletadas incluiram: localizacao
do céancer (canal anal, borda anal ou ambos); tipo histologico do cancer
(CCE, adenocarcinoma e outros tipos como o carcinoma basaloide,
cloacogénico ou neuroenddcrino); método de diagndstico (se realizado por

bidpsia ou por cirurgia); tratamento dado ao paciente (cirurgia, quimioterapia
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ou radioterapia); estadiamento do tumor ou TNM (avaliacdo do tamanho do
tumor, comprometimento de linfonodos regionais e metéstases a distancia)
conforme recomendacdo da AJCC; estado do paciente na ultima visita,;
sobrevida global (intervalo de tempo entre o diagndstico e a Ultima visita do

paciente ou ultima informacgé&o obtida sobre o0 mesmo).

5.5. Preparacdo das amostras e confirmacéo do diagndstico

Os blocos de parafina contendo os espécimes tumorais foram
selecionados no arquivo do Servico de Anatomia Patoldgica do HAJ/ACCG.
Com o uso de um micrétomo, cada bloco foi seccionado de forma seriada e
os cortes acondicionados em microtubos devidamente identificados. As
navalhas do microtomo foram trocadas a cada novo bloco e o equipamento
higienizado com alcool etilico a cada novo bloco. A partir de cada bloco,
foram preparadas laminas, contendo fragmentos dos tumores, que foram
coradas pela hematoxilina eosina e revisadas por uma patologista. O
diagnostico de carcinoma anal foi confirmado para cada caso, com base nos
critérios de classificacdo dos tumores da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (IARC, 2000).

Somente os blocos que continham tumor foram selecionados para a

extracdo de DNA, deteccéo e genotipagem de HPV.

5.6. Analise molecular
5.6.1. Extracao de DNA
Os 81 blocos cortados e acondicionados em microtubos foram

transferidos ao Laboratério de Diversidade Genética da Pontificia
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Universidade Catdlica de Goias (PUC) para realizacdo da extracdo de DNA.
Para remocao da parafina dos blocos, foram usados 750 pl de Xilol, que
foram homogeneizados por um minuto a temperatura ambiente. Em seguida,
os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 12000 rpm. O excesso de
Xilol no sobrenadante foi retirado e o processo de lavagem foi repetido por
duas vezes. Em seguida, as amostras foram adicionadas de 500 ul de etanol
100% para retirar o Xilol, homogeneizadas por 30 segundos e centrifugadas
a 12000 rpm por 15 minutos. Foi realizada entdo, a retirada do sobrenadante
e adicionado 500 pl de etanol 50%, homogeneizadas por 30 segundos e
centrifugadas a 12000 rpm por 15 minutos. Os tubos contendo as amostras
foram invertidos em papel absorvente para secagem a temperatura
ambiente.

Para a lise celular das amostras, foram adicionados 300 ul de
Proteinase K (PK) Invitrogem®a 0,1% e incubadas por 48 horas a 55° C com
leve agitacdo. A purificacdo e desnaturacdo do DNA foi realizada com adicao
de 300 ul de Fenol/Cloroférmio/lsoamilico, que foram homogeneizados por
um minuto e centrifugados a 12000 rpm por 15 minutos. ApOs o processo de
centrifugacdo, houve a separacdo da fase aquosa da amostra que foi
transferida para um novo tubo devidamente identificado e 100 ul de acetato
de amobnio 7,5M e 1000 pul de etanol a 100% foram acrescidos. O DNA das
amostras foi precipitado a 20° C por 24 horas. O DNA precipitado foi
centrifugado a 4° C por 15 minutos a 12000 rpm e lavado duas vezes com
1ml de etanol 70% gelado. Em seguida o DNA foi secado ao ar por 20
minutos. Apdés a secagem, o DNA foi diluido em 50 ul de agua deionizada

autoclavada, incubado a 37° C em banho maria por uma hora, para posterior
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realizacdo da PCR. Antes da PCR, o DNA extraido, foi quantificado por meio
do espectrofotobmetro (Nanodrop), para verificar a qualidade do material e o
grau de pureza do DNA, considerando a razdo das quantificagcdes em

260/240nm.

5.6.2. Detecc¢ao e genotipagem do HPV

ApoOs a extracdo de DNA as amostras foram transferidas para o
Instituto do Céncer do Estado de S&o Paulo Octavio Frias de Oliveira
(ICESP) para realizagdo dos exames moleculares.

A avaliacdo da qualidade e eficiéncia da extracdo de DNA por PCR foi
feita por meio da amplificacdo de um fragmento do gene HLA-DPB1, com
uso do kit comercial INNO LiIPA HPV Genotyping Extra, produzido pela
Innogenetics®.

A amplificacdo por PCR foi efetuada em uma mistura de reagentes
com um excesso de desoxinucleotideos 5’ - trifosfatos (dNTPs), incluindo o
trifosfato deoxiuridina, os iniciadores biotinilados, a DNA polimerase
termostavel e uracil-N-glicosilase (UNG). Uma etapa de incubacéo antes da
amplificacdo remove as bases de uracil de qualquer produto de amplificacao
contaminante existente na mistura de reacdo. A enzima UNG torna-se
inativa quando a temperatura aumenta durante o passo de desnaturacao
acima de 95°C. A mistura da amostra € aquecida para separar as duas
cadeias da hélice de DNA (desnaturacdo) e expor as sequéncias alvo aos
iniciadores. Estes iniciadores sao complementares as regifes que
flanqueiam a sequéncia alvo. Deste modo, sdo produzidas duas coépias

exatas biotiniladas do molde alvo ap6s um ciclo de desnaturacéo,
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anelamento e extensdo. Apos 40 ciclos obtém-se uma multiamplificacdo da
sequéncia alvo biotinilada (quadro 3).

Quadro 3. Programa de ciclagem de PCR para detec¢do do genoma do HPV

Etapas Temperatura Tempo
1. Descontaminag&o 37°C 10 min.
2. Desnaturacdo 94° C 9 min.

3. Desnaturacdo 94° C 30 segs.
4. Emparelhamento dos iniciadores 52°C 45 segs.
5. Extensdo dos iniciadores 72°C 45 segs.
6. Armazenamento 72°C <2 hr.

Fonte: INNO LiPA, 2010.

A genotipagem do DNA do HPV foi realizada com o Kit comercial
INNO LiPA HPV Genotyping Extra (Innogenetics®), que é um ensaio de
hibridizacdo reversa (Figura 10 e 11), projetado para identificacdo de 28
diferentes gendtipos de HPV por meio da deteccdo de sequéncias
especificas da regido L1 do genoma do HPV. O ensaio utiliza
oligonucleotideos iniciadores SPF10, definidos para a amplificacédo
altamente sensivel da maioria dos genotipos clinicamente relevantes do
HPV. Além disso, um conjunto de oligonucleotideos iniciadores utilizados
para a amplificacdo do gene HLA-DPB1 humano foi adicionado a reacao, a
fim de monitorar a qualidade da amostra de DNA extraido. A adicdo de UNG
a mistura de amplificacdo também foi usada como uma medida preventiva

de contaminacéao.
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Figura 10. Metodologia de deteccdo e genotipagem do DNA do HPV. A
hibridizacéo reversa é realizada por sondas contendo oligonucleotideos especificos
de acordo com a metodologia INNO LiPA HPV Genotyping Extra, produzido pela
Innogenetics® (adaptado de INNO LiPA, 2010).
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Figura 11. Posicédo das diferentes sondas oligonucleotidicas do kit comercial INNO
LIPA. A linha azul escuro representa o controle do conjugado. A linha seguinte, o
controle do DNA pela presenca do gene HLA-DBP1. A linha é considerada positiva
para o HPV, quando uma faixa clara, roxa ou marrom aparecer no fim do
procedimento de teste. Cada nlimero representa um tipo de HPV estabelecido no
gréfico de interpretagéo do kit (adaptado de INNO LiPA, 2010).
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O ensaio detecta todos os genétipos conhecidos atualmente como
HPV de alto risco (figura 12) e os provaveis genotipos de alto risco do HPV
(16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82), bem
como genotipos de HPV de baixo risco (6, 11, 40, 43, 44, 54, 70) e alguns

tipos adicionais (69, 71, 74).

Mapa de interpretagéo

Genétipos do HPV

Pmba“61116181326 31 3335|3040 |43 |44 |45 45515253 |53 [54| 56| 56| 58)58)668)59)66|68(69/71 |70| 70|73 (74 |82
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Figura 12. Esquema de interpretacdo para deteccdo e genotipagem do HPV por
meio do Kit comercial INNO LiPA. O numero da sonda (probe) representa o
gendtipo do HPV encontrado que pode ser de alto risco (HR) ou baixo risco (LR)
(adaptado de INNO LiPA, 2010).

Os tipos de HPV foram classificados em baixo e alto risco oncogénico
conforme o Kit INNO LiPA. Foi considerada infeccdo simples a amostra que
apresenta-se infeccdo por um unico genoétipo do HPV e foi considerado
infeccdo multipla a amostra que apresenta-se infeccdo por mais de um
gendtipo do HPV. Em caso de infeccdo multipla por HPV, com pelo menos
um genatipo de alto risco ha amostra, o resultado foi considerado como HPV
de alto risco. Nos casos que continham apenas genétipos de baixo risco, a

amostra foi considerada como HPV de baixo risco.
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5.7. Analise dos resultados

Os dados sociodemograficos e clinicopatoldgicos foram coletados em
fichas apropriadas e transferidas para planilhas, utilizando o programa
estatistico Microsoft Excel, versdo 2013. O banco de dados foi digitado por
duas pesquisadoras independentemente e comparados para verificacdo dos
dados e limpeza do banco. Os dados foram transferidos para programa
estatistico GraphPad Prism versédo 4 e analisados por estatistica descritiva,
a fim de gerar estimativas de prevaléncia com os respectivos intervalos de
confiancga.

Para idade do grupo foi calculada a média e desvio padrdo. Para
avaliar as possiveis associagdes entre as variaveis analisadas, foi realizada
a andlise univariada considerando o nivel de significancia p<0,05. Para
avaliar as associacfes existentes entre os resultados obtidos para deteccéo
do HPV e as demais variaveis analisadas, foi empregada a andlise de
regressdo logistica com o célculo do odds ratio (OR) com intervalo de
confianca (IC) 95% e nivel de significancia de 5%.

Para o calculo de sobrevida, foi utilizado o método de Kaplan-Meier e
para comparacdo das médias de sobrevida em funcdo dos fatores
prognosticos para cancer anal, foi usado o teste log-rank. O O&bito foi
considerado independente de sua causa. O esquema da metodologia usada

neste estudo € apresentado na figura 13.
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Figura 13: Fluxograma metodoldgico da pesquisa.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas da amostra

A amostra incluiu 81 casos de cancer anal, que forneceram DNA

satisfatorio e suficiente para amplificacdo por PCR. As caracteristicas dos

pacientes com cancer anal sdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas séciodemograficas e clinicopatolégicas dos pacientes

com céanceres anais (n81)

Sexo n) (%) Tipo Histolégico (n) (%)
Feminino 51 630 CCE* 42 51,9
Masculino 30 370 Adenocarcinoma 32 39,5
Idade ao diagnéstico (anos) Outros** 7 8,6
< 61 anos 38 46,9 Tratamento 0,0
> 61 anos 43 531 Cirurgia 65 80,2
Estado Civil Radioterapia 62 76,5
Solteiro(a) 37 457 Quimioterapia 51 63,0
Casado(a) 40 494 Sem tratamento 4 4,9
Raca/cor Tamanho do tumor

Branca 29 358 Tl 58 71,6
Parda 48 59,3 T -V 22 27,2
Negra 4 4,9 N&o especificado 1 1,2
Tabagismo Metastase linfonodal

Sim 22 21,2 Sim 21 25,9
N&o 54 66,6 N&o 60 74,1
Etilismo Metéstase a distancia

Sim 17 21,0 Sim 7 8,6
N&o 58 716 N&o 74 91,4
Procedéncia Local da metéstase

Grande Goiania 28 34,6 Figado 2 2,5
Demais cidades do GO 45 556 Pulmao 2 2,5
Outros Estados 8 9,6 Bexiga 1 1,2
Localizacdo da lesé&o Utero 1 1,2
Canal anal 59 72,8 Vagina 1 1,2
Borda anal 8 9,9 Registro de Obito

Ambos 14 17,3 Sim 45 55,6
Obtencao da amostra Nao 36 44,4
Biopsia 51 63,0

Peca cirlrgica 30 37,0
*CCE: Carcinoma espinocelular ** Outros: Carcinoma basaldide, cloacogénico e

neuroenddcrino. Numero de pacientes com dados n&o informados: estado civil 4 (4,9%);
tabagismo 5 (6,2%); etilismo 6 (7,4%); tamanho do tumor ndo especificado 1 (1,2%).

Resultados 44



A maior parte dos pacientes foi do sexo feminino (63%). A idade
variou entre 36 e 92 anos e a média global ao diagnéstico foi de 61,57 anos
(x12,73), aidade média para as mulheres foi de 62,47 anos (+ 13,01) e para
os homens 60,03 anos (+ 12,30). O tabagismo e o etilismo foi relatado em
27,2% e 21,0% respectivamente.

Metastases linfonodais foram descritas em 25,9% dos pacientes e 0s
linfonodos inguinais foram os mais comprometidos (dados ndo mostrados).
Metastases a distancia em 8,6%, sendo o figado e o pulmao os 6rgdos mais
acometidos. Ao final de 60 meses apos o diagndstico, 55,6% dos pacientes
tiveram Obitos registrados.

A maior parte da amostra (52%) foi diagnosticada como carcinoma
anal de células escamosas, seguida por adenocarcinomas (39,5%). O
estadiamento clinico dos tumores, avaliando a extensdo do tumor, a
presenca de disseminacdo linfatica e de metastase a distancia é
apresentado na tabela 3. A maior parte dos CCE e adenocarcinomas
encontravam-se em estagios T1-T2. Os outros tipos de canceres anais
encontravam-se em tamanho avancado mas sem disseminacao linfonodal.
Tanto os CCE quanto os adenocarcinomas apresentaram mais de um caso
com metastase a distancia (tabela 3).

Tabela 3. TNM clinico dos canceres anais por tipo histolégico

TNM Adenocarcinoma CCE Outros P
n % n % n %
T1-T2 23 71,9 32 781 3 42,9 0,01
T3-T4 9 28,1 9 21,9 4 57,1
Metéastase linfonodal 9 28,1 12 28,6 0 0,0 0,26
Metastase a distancia 3 9,4 3 7,1 1 14,3 0,80

* CCE: Carcinoma de células escamosas; **Outros: carcinoma basal6ide, neuroenddcrino,
cloacogénico
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6.2. Prevaléncia do DNA do HPV

A prevaléncia do DNA do HPV para o grupo avaliado foi de 69,1%.
Apenas 25 pacientes foram negativos para a deteccdo do DNA do HPV
(30,9%). A tabela 4 apresenta a prevaléncia do HPV e sua associagéo entre
as caracteristicas sociodemogréficas e clinicopatoldgicas investigadas. O
HPV foi mais prevalente em mulheres quando comparadas aos homens OR
3,18 (IC 95% 1,19-8,48). A idade média do grupo ao diagnéstico foi
semelhante nos pacientes HPV negativos (63 anos + 11,6) e HPV positivos
(61 anos = 13,2). O HPV foi significativamente mais associado aos canceres

anais do tipo CCE (88,1%) (OR 9,51 IC 95% 2,96-30,50) (tabela 4).
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Tabela 4. Associacdo do DNA do HPV e os canceres anais, de acordo com
aspectos séciodemogréficos e clinicopatoldgicos.

Variaveis HPV+(n) % HPV-(n) % P OR (IC 95%)
Sexo

Feminino 40 78,4 11 21,6 0,01+  3,18(1,19-8,48)
Masculino 16 53,3 14 46,7

Idade ao diagnéstico

< 61 anos 26 68,4 12 31,6 0,89 0,93 (0,36-2,41)
> 61 anos 30 69,8 13 30,2

Estado civil

Solteiro 24 64,9 13 35,1

Uni&o estavel 29 72,5 11 27,5 0.46 0,70 (0,26-1,84)
Tabagismo

Sim 15 68,2 7 31,8 0,97 0,98 (0,33-2,86)
N&o 37 68,5 17 31,5

Etilismo

Sim 11 64,7 6 35,3 0,63 0,76 (0,24-2,39)
N&o 41 70,7 17 29,3

Local da lesédo

Canal anal 38 64,4 21 35,6 0,55 0,60 (0,11-3,26)
Borda anal 6 75,0 2 25,0

Ambos 12 85,7 2 14,3

Tipo histolégico

CCE** 37 88,1 5 11,9 0,0001* 9,51 (2,96-30,50)
Adenocarcinoma 14 43,8 18 56,2

Outros*** 5 71,4 2 28,6

Tamanho do tumor

TN 41 70,6 17 29,3 0,44 1,50 (0,52-4,25)
T -V 14 63,6 8 36,4

Metastase linfonodal

Sim 14 66,7 7 33,3 0,77 0,85 (0,29-2,48)
N&o 42 70,0 18 30,0

Metastase a distancia

Sim 5 71,4 2 28,6 1,00 1,13 (0,20-6,25)
N&o 51 68,9 23 31,1

Registro de Obito

Sim 30 66,7 15 33,3 0,59 0,76 (0,29-2,00)
N&o 26 72,2 10 27,8

*CCE, carcinoma de células escamosas; Outros, carcinoma basal6ide, neuroenddcrino,
cloacogénico Nimero de pacientes com dados ndo informados que foram positivos para o
HPV: estado civil 3; tabagismo 4; etilismo 4; tamanho do tumor n&o especificado 1.

Resultados 47



6.3. Distribuicdo genotipica do HPV

Dentre todos os pacientes com cancer anal positivo para o DNA do
HPV, 85,7% apresentaram infecgcdo por um unico tipo do HPV, enquanto
14,3% apresentaram infeccdo por multiplos tipos do HPV. A distribuicdo
genotipica do HPV e a presenca de infec¢des simples e multiplas de todas
as amostras genotipadas sédo descritas e apresentadas na figura 14 e tabela
5.

HPV 16 B 1S

HPV 33 :
HPV 18 M

@ HPV 35
2 HPV 74
0 HPV 39
S HPV6
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HPV 52

HPV 56

HPV 58

I I | I I | 1 I I I 1
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Frequéncia absoluta (n)

IS: Infeccdo simples; IM Infeccdo multipla
HPV de baixo risco (LR): 6;11
HPV de alto risco (HR): 16; 18; 33; 35; 39; 52; 56; 58; 74

Figura 14. Frequéncia absoluta dos 11 tipos de HPV detectados em infec¢Bes
simples e mdltiplas nos canceres anais.

Resultados 48



Tabela 5. Associacdo entre as infecgdes simples e mdultiplas pelo HPV e os
canceres anais, de acordo com aspectos séciodemogréficas e clinicopatoldgicas.

Infecgéo Infecgéo

simples multipla
Variavel N % n % P OR (IC 95%)
Sexo
Feminino 34 85,0 6 15,0 0,80 1,24 (0,22-6,88)
Masculino 14 87,5 2 125
Idade ao diagndstico
< 61 anos 20 76,9 6 231 0,08 4,20 (0,76-23,0)
> 61 anos 28 933 2 6,7
Tabagismo
Sim 13 86,7 2 133 0,98 0,98 (0,16-5,74)
N&o 32 865 5 135
Etilismo
Sim 9 81,8 2 182 0,60 1,60 (0,26-9,64)
N&o 36 87,8 5 12;2
Localizacdo da leséo
Canal anal 31 81,6 7 184 0,25 3,10 (0,15-61,3)
Borda anal 6  100,0 0 00
Ambos 11 91,7 1 83
Tipo Histolégico
CCE 32 86,5 5 135 0,94 0,93 (0,16-5,50)
Adenocarcinoma 12 857 2 143
Outros 4 80,0 1 200
Tamanho da lesdo
T I-1 36 85,7 6 14,3 1,00 1,00 (0,17-5,63)
T -1V 12 85,7 2 143
Metéstase linfonodal
Sim 13 92,9 1 71 0,37 0,38 (0,04-3,44)
N&o 35 833 7 16,7
Metéstase a distancia
Sim 4 80,0 1 200 0,70 1,57 (0,15-16,20)
N&o 44 86,3 7 137
Registro de Obito
Sim 28 93,3 2 67 0,08 0,23 (0,43-1,30)
Nao 20 76,9 6 231

*CCE, carcinoma de células escamosas; Outros, carcinoma basaléide, neuroenddcrino,
cloacogénico. Numero de pacientes com dados ndo informados que tiveram infec¢do por
mais de um genotipo do HPV: tabagismo 1 e etilismo 1.

Resultados 49



A distribuicdo genotipica por tipo histolégico é apresentado na figura
15, 16 e 17. Os genotipos mais prevalentes nos carcinomas de células
escamosas anal foram os HPV 16, 18, 33 e 74, sendo que a infecgdosimples
por HPV 16 esteve fortemente associado a esse tipo histolégico de
carcinoma anal (p=0,04). Nos adenocarcinomas 0s genotipos mais
presentes foram os HPV 16, 18 e 33 e nos outros tipos de carcinoma anal 0os

HPV 16 e 33.

Carcinoma de células escamosas anal
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HPV de alto risco (HR): 16; 18; 33; 35; 52; 56; 58; 74.
Figura 15. Frequéncia absoluta dos 10 tipos de HPV detectados em infeccdes
simples e mdultiplas nos carcinomas de células escamosas anais.
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Figura 16. Frequéncia absoluta dos 5 tipos de HPV detectados em infecgbes
simples e multiplas nos adenocarcinomas anais.
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Outros tipos histologicos de cancer anal
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* Qutros: carcinoma basaléide, neuroendécrino, cloacogénico

Figura 17. Frequéncia absoluta dos 5 tipos de HPV detectados em infecgbes

simples e multiplas nos outros tipos histolégicos de carcinoma anal.

A tabela 6 apresenta a distribuicdo genotipica do HPV nos canceres
anais de acordo com as variaveis sociodemograficas e clinicopatologicas
investigadas.

Possiveis associacdes entre o HPV 16 e as demais variaveis do
estudo também foram investigadas e apenas o fator de risco etilismo
apresentou uma associacdo inversamente significativa em relacdo a

presenca do HPV 16 (p=0,04) (tabela 6).
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Tabela 6. Distribuicdo genotipica do HPV em cénceres anais e analise da
associagdo entre o HPV 16 e os demais gendtipos em relagdo as variaveis
sociodemogréficas e clinicopatologicas.

Genotipo do HPV (n)

variavel N P OR(IC 95%)
6 11 16 18 33 35 39 52 56 58 74
Sexo
Feminino 40 1 33 4 4 2 2 0.33 1.71(0.56-5.17)
Masculino 16 1111 2 1 1 1 1
Idade ao diagndstico
< 61 anos 26 202 3 2 1 1 2  0.60 0.76(0.27-2.12)
> 61 anos 30 1123 3 31 1
Tabagismo
Sim 15 111 1 1 1 1 1 1 0.39 0.61(0.20-1.89)
Nao 37 1 29 3 5 2 2
Etilismo
Sim 11 16 2 1 1 1 1 1 0.04* 0.28 (0.08-0.98)
Nao 41 1 34 2 5 2 2
Localizacdo da leséo
Canal anal 38 1132 2 3 2 1 1 2 0.51 0.71(0.33-8.69)
Borda anal 6 4 1 1 1
Ambos 12 8 2 2 1
Tipo Histolégico
CCE 37 1130 3 2 1 1 1 2 0.93 1.04 (0.30-3.63)
Adenocarcinoma 14 1 2 1 1 1
Outros 5 3 3 1
Tamanho do Tumor
T I-1l 42 1 34 4 3 2 1 1 1 1 0.42 1.59 (0.50-4.97)
T -V 14 1101 3 1 il
Metastase linfonodal
Sim 14 1 1 12 1 0.21 2.37 (0.59-9.50)
N3o 42 32 5 5 3 1 1 1 2
Metastase a distancia
Sim 5 1 3 1 1 0.36 0.46 (0.08-2.51)
Nio 51 1 41 5 5 3 1 1 1 1
Registro de Obito
Sim 30 1122 1 3 1 1 1 0.48 1.44 (0.51-4.07)
N3o 26 22 4 3 2 1 1 1 1

*CCE, carcinoma de células escamosas; Outros, carcinoma basal6ide, neuroendécrino, cloacogénico.
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6.4. Progndéstico: Andlise de sobrevida
A sobrevida global em 60 meses para 0sS pacientes com canceres
anais foi de 44,3% (figura 18). A média de seguimento foi de 31 meses (+

59,4) com minimo de 1 més e maximo de 191 meses.
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Figura 18. Sobrevida global em 60 meses para 0s pacientes com cancer anal
(método de Kaplan-Meier).

A sobrevida em 60 meses para pacientes com cancer anal do sexo
feminino (52,9%) foi superior a dos pacientes do sexo masculino (29,6%)

(p=0,008) (figura 19).
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Figura 19. Sobrevida em 60 meses para 0s pacientes com cancer anal de acordo
com 0 Sexo.
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A sobrevida em 60 meses para os pacientes com cancer anal ndo foi

influenciada pela presenca do HPV (p=0,54) (figura 20).
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Figura 20. Sobrevida em 60 meses para 0s pacientes com cancer anal de acordo

com a deteccéo de HPV.

A sobrevida em 60 meses para 0s pacientes com cancer anal foi

superior para os que apresentavam CCE (54,4%), em relacdo aos que

apresentavam adenocarcinomas (37,5%) e outros tipos histologicos (14,2%)

(p=0,01) (figura 21).
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*Qutros, carcinoma basaléide, neuroenddcrino, cloacogénico.

Figura 21. Sobrevida em 60 meses para 0s pacientes com cancer anal de acordo

com o tipo histoldgico do tumor.
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A avaliacdo progndstica dos pacientes com cancer anal de acordo
com o tamanho do tumor (T) (figura 22), disseminacao linfatica (N) (figura
23) e metastase a distancia (M) (figura 24) foi realizada. Ao final de 38
meses todos os pacientes com tumores de tamanho T4 tinham ido a 6bito
(dados ndo mostrados), entretanto, a diferenca entre os grupos néo foi
significativa. Um pior prognéstico foi observado para os canceres com

metastase a distancia (p=0,01) (figura 22).
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Figura 22. Sobrevida em 60 meses para 0s pacientes com cancer anal de acordo

com a extensédo do tumor.
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Figura 23. Sobrevida em 60 meses para os pacientes com cancer anal de acordo
com o comprometimento metastatico dos linfonodos.
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Figura 24. Sobrevida em 60 meses para os pacientes com cancer anal de acordo
com metastase a distancia.
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7. DISCUSSAO

Este estudo investigou a distribuicdo genotipica do HPV no cancer
anal, em individuos diagnosticados com cancer anal entre 2000 e 2010 em
Goias. Os resultados demonstraram a presenca do HPV em 69% dos
individuos e o HPV 16 foi o gendtipo mais predominante (78,5%), seguido
pelo HPV 33 (10,7%) e HPV 18 (8,9%). Embora a prevaléncia do HPV, nos
canceres anais avaliados, tenha sido mais baixa que a porcentagem global
relatada em diferentes estudos (DALING, et al., 2004; VARNAI et al., 2006;
KAGAWA, YAMAGUCHI e FURUTA, 2006; WONG, et al., 2010;
RAMAMOORTHY, et al., 2010; YHIM, et al.,, 2011; ABRAMOWITZ, et al.,
2011; KOMLOS, et al., 2011; VALMARY-DEGANO et al., 2013; RAVENDA,
et al., 2014; HILLMAN, et al., 2014; AGUIAR et al., 2014; SERUP-HANSEN,
et al., 2014; KOERBER, et al., 2014; ALEMANY, et al., 2015), vale ressaltar,
gque este trabalho incluiu um numero relativamente grande de
adenocarcinomas anais (39,5%) e que sdo escassos 0s estudos que
investigaram a associacdo do HPV com esse tipo histolégico de cancer anal
(DALING et al., 2004; TACHEZY et al., 2007; WONG et al. 2010, HOOTS et
al., 2009; HILLMAN et al., 2014).

O carcinoma anal de células escamosas € o tipo histolégico mais
associado a presenca do HPV. A prevaléncia do virus nos CCEs avaliados
neste estudo foi de 88%, sendo que o HPV 16 esteve presente em 82% das
amostras genotipadas. A elevada propor¢do de CCEs anais positivos para o

HPV sugere que a infeccéo pelo virus seja uma causa necesséria para este
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tipo de cancer anal, assim como no céncer cervical. A alta prevaléncia do
HPV no CCE anal também ja foi observada em 16 estudos, nos quais a
prevaléncia geral do HPV variou entre 60,6% a 100% (DALING, et al., 2004,
VARNAI et al., 2006; KAGAWA, YAMAGUCHI e FURUTA, 2006; TACHEZY,
et al., 2007; WONG, et al, 2010; RAMAMOORTHY, et al., 2010;
ABRAMOWITZ, et al., 2011; SOARES, et al., 2011; KOMLOS, et al., 2011;
YHIM, et al.,, 2011; VALMARY-DEGANO et al.,, 2013; RAVENDA, et al.,
2014; HILLMAN, et al., 2014; SERUP-HANSEN, et al., 2014; KOERBER, et
al., 2014; ALEMANY, et al., 2015).

No desenvolvimento das neoplasias intra epiteliais anais até sua
evolucdo para CCE anal, um papel especifico € desempenhado pela
interacdo entre o epitélio anal da zona de transicdo escamo-colunar e o
estado imunolégico da mucosa (PLESEC e OWENS, 2015). Neste local,
outros fatores também podem influenciar o processo de carcinogénese,
como fatores genéticos, tabagismo, praticas sexuais, concentracdes
hormonais e a microbiota humana (PATEL, et al., 2008; YANG, et al., 2014).
O CCE anal € um dos exemplos mais representativos de canceres humanos
gue enfatizam o quanto o sistema imunolégico e o0 processo de
desenvolvimento das neoplasias anais sdo indissociaveis (RAVENDA, et al.,
2014). Nao é surpresa que as taxas de incidéncia do cancer anal sejam
particularmente elevadas em individuos HIV positivos, principalmente em
homens que se relacionam com homens HIV positivos (PATEL, et al., 2008).

Ao contrario do CCE anal, o adenocarcinoma do anus ndo esta,
intrinsecamente relacionado a infeccdo pelo HPV (JIN, et al., 2011). As

proporcdes entre o CCE e o adenocarcinoma tém variado em paises
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industrializados, como nos Estados Unidos (US), que apresenta 14% de
adenocarcinomas anais, (JOSEPH et al.,, 2008) para 21% na Escocia
(BREWSTER, BHATTI, 2006) e 27% na Austrélia. (JIN, et al., 2011). Em
alguns estudos, este tipo histolégico ndo é analisado, por ser considerado
uma extensdo do cancer retal (WELTON e BOSMAN, 2010; JIN, et al.,
2011). Neste trabalho, os adenocarcinomas corresponderam a 39,5% dos
canceres anais e foram incluidos nas andlises, ja que foram classificados
histologicamente e clinicamente como canceres anais primarios.

Por serem canceres de baixa incidéncia, os adenocarcinomas anais
sdo frequentemente associados a presenca de metastases (MYERSON,
KARNELL, MENCK, 1997). Apenas nove (28,1%) dos 32 adenocarcinomas,
encontravam-se em tamanho avancado e com disseminacao linfatica, sendo
gue trés pacientes desenvolveram metastases a distancia ao longo do
seguimento.

Estudos sobre a prevaléncia do HPV nos adenocarcinomas anais
ainda sdo muito limitados. Uma metanalise que avaliou a prevaléncia do
HPV nos canceres anais, mostrou que cerca de 42,9% dos
adenocarcinomas eram HPV positivos (HOOTS et al., 2009). Nossos
resultados apresentaram uma prevaléncia para o HPV de 43,8%,
principalmente pelos gendtipos HPV 16 e 18, sugerindo um importante papel
etiolégico do HPV também neste tipo de cancer anal. Estes achados séo
condizentes com a literatura que mostra uma prevaléncia do HPV nos
adenocarcinomas variando entre 20% e 42,9% (DALING et al., 2004;

TACHEZY et al., 2007; HOOTS et al., 2009; WONG et al.; 2010).
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Em relagédo a analise por sexo, a prevaléncia do HPV nos canceres
anais foi maior em mulheres (78,4%), assim como observado em outros
estudos (DALING et al., 2004; VARNAI et al., 20055 KAGAWA,
YAMAGUCHI, FURUTA, 2006; TACHEZY et al., 2007; KOMLOS, et al.,
2011; ABRAMOWITZ et al., 2011). Entende-se que as mulheres sejam mais
susceptiveis a infeccdo pelo HPV, por exposi¢cdes continuas ao virus
associadas aos outros fatores de risco, como a presenca de infeccdes do
trato genital inferior (TACHEZY et al., 2007; KOMLOS, et al.,, 2011,
ABRAMOWITZ et al., 2011). Um estudo de analise univariada avaliou 517
individuos com cancer anal diagnosticados durante 13 anos em mulheres e
mostrou que a histéria de neoplasia intraepitelial cervical grau 3 (NIC3), o
tabagismo, o uso de contraceptivo oral, a nuliparidade, a laqueadura tubaria
e o fato de ndo morar com o parceiro foram fatores de risco para o cancer
anal em mulheres (COFFEY, et al., 2015).

Outra possibilidade é que a mucosa anal seja sensivel a acao
estrogénica, ja que a diminuicdo de estrogénio e progesterona apos a
menopausa, predispde o desenvolvimento mais frequente de abscessos,
fistulas anais e incontinéncia anal, em mulheres p6s menopausicas do que
em mulheres que ainda menstruam (MENSAH-BROWN, et al., 2004; RIZK,
et al., 2005; RIZK, et al., 2007; RIZK, et al., 2008; ELBANNA et al., 2010).
Lesbes na mucosa anal facilitam a entrada do HPV, que penetra o epitélio
por micro traumas (DOORBAR, 2012).

Embora a incidéncia brasileira de cancer anal seja maior em mulheres
do que em homens (INCA, 2015), a orientacdo sexual pode refletir nos

resultados que atualmente demonstram que grupos de homens que fazem
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sexo com homens (HSH) apresentam maior risco de desenvolver cancer
anal associado ao HPV, do que homens heterossexuais (NELSON, et al.,
2013; HILLMAN, et al., 2014). Informacdes sobre a orientacdo sexual nao
constavam nos prontuarios analisados neste estudo e com isso, nao foi
possivel avaliar a orientacdo sexual dos pacientes incluidos.

A incidéncia do cancer anal aumenta com a idade (LICITRA, et al.,
2002). O pico de incidéncia ocorre entre 50 - 70 anos e a idade média ao
diagnéstico é de 62 anos (KAGAWA, et al., 2006; TACHEZY, et al., 2007;
ABRAMOWITZ, et al.,, 2011). Neste estudo, a idade variou entre 36 e 92
anos e a idade média ao diagnostico foi de 61 anos. Idades semelhantes,
foram relatadas em diferentes estudos (VARNAI, et al., 2006; WONG, et al.,
2010; ABRAMOWITZ, et al., 2011; ALEMANY, et al., 2015).

A infeccdo pelo HPV antes dos 30 anos € considerada transitoria e
regride naturalmente (DALING et al., 2004). Porém, estudos sugerem que
individuos acometidos pelo virus apos os 30 anos sejam mais suscetiveis a
infeccdo persistente pelo HPV, particularmente pelos gendtipos de alto risco
(LICITRA et al., 2002).

Apesar do tabagismo ser um cofator de risco para a infeccao por HPV
(X1, et al., 2009), nossos resultados ndo foram conclusivos para essa
afirmacdo. De fato, entre os fatores de risco associados ao HPV, o
tabagismo é bastante descrito para o cancer anal (DALING, et al., 2004). Um
estudo recente, no qual, células cervicais infectadas por genétipos de alto
risco do HPV foram expostas ao tabaco, demonstrou que células com
formas epissomais do virus apresentaram aumento da expressao de E6,

diminuicdo da atividade de p53 e uma frequéncia maior de mutacdes no
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DNA, do que as células cujo DNA viral de alto risco j& se encontra integrado
no genoma celular. Esses achados sugerem, que o tabaco exerce um papel
fundamental nos estagios iniciais dos canceres relacionados ao HPV (WElI,
et al., 2014).

Com relacdo a genotipagem do HPV, apenas as amostras de dois
individuos foram classificadas como HPV de baixo risco, com os gendtipos 6
e 11. E complicado definir a associacdo do cancer com um gendtipo
especifico do HPV, pois os métodos moleculares empregados na
genotipagem, de maneira geral, ndo conservam a arquitetura tecidual,
impossibilitando concluir, qual ou quais genotipos, realmente estiveram
envolvidos na carcinogénese. Os estudos de prevaléncia indicam que
infeccbes por gendtipos de baixo risco nos canceres anogenitais, como 0
canceres anais, séo raras e nao levam ao cancer, podendo causar apenas
lesdes benignas, representando uma infec¢cdo mista com algum gendétipo de
alto risco nestes canceres. Ja os gendtipos de alto risco sdo potencialmente
carcinogénicos e sua infeccado € mais frequente e persistente nos canceres
anogenitais (DALING, et al., 2004; VUYST, et al.,, 2009; NELSON, et al.,
2013).

A presenca de infecgcdes multiplas, foi observada em 14,3% dos
pacientes e foi mais alta quando comparada a outros estudos com variacées
entre 1,6% a 7,3% (VARNAI et al., 2006; TACHEZY, et al., 2007; VALMARY -
DEGANO et al., 2013; OUHOUMMANE et al., 2013; RAVENDA et al., 2014;
SERUP-HANSEN, et al., 2014; ALEMANY, et al., 2015).

Uma associacao limitrofe foi observada entre a maior idade e o 6bito

em relacdo as infec¢des simples (p= 0,08). Os achados podem ser resultado
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de uma alta exposicdo a infeccdo pelo HPV, levando & infecgbes
persistentes, ou, ao uso de ensaio por PCR de alta sensibilidade, que
permite a amplificacdo de DNA, mesmo em amostras com quantidades
escassas de material genético.

A genotipagem empregada na pesquisa é baseada na técnica de
hibridizacdo reversa, que neste estudo identificou um numero maior de
genotipos do HPV e a presenca de miltiplas infecgcbes. Essa técnica
utilizada primers SPF10 que sdo capazes de amplificar um amplo espectro
de gendtipos do HPV, pois amplificam um fragmento pequeno de DNA com
de até 65 pares de bases. Amostras extraidas de material parafinado sofrem
uma deterioracdo por conta do procedimento de retirada da parafina e
posterior deteccdo do genoma viral (INNO Lipa, 2015). Entretanto os primers
SPF10, utilizados neste estudo, minimizam este problema. Por ter uma alta
sensibilidade, muitos trabalhos utilizaram a técnica de hibridizac&o reversa
para deteccdo do HPV no céncer anal (TACHEZY, et al., 2007,
RAMAMOORTHY, et al., 2010; ABRAMOWITZ, et al., 2011; KOMLOS, et al.,
2011; VALMARY-DEGANO et al., 2013; STEINAU, et al., 2013; HILLMAN et
al., 2014; ALEMANY, et al., 2015).

Como esperado, o HPV 16 foi o gendtipo mais prevalente e esteve
presente em 100% das infeccBes multiplas. O gendtipo 16 € considerado de
alto risco e tende a persistir por mais tempo no tecido (TACHEZY, et al.,
2007; ABRAMOWITZ et al., 2011). Seu potencial oncogénico esta
relacionado com a super expressdo das proteinas virais, E6 e E7, que
inativam os principais supressores de tumores, p53 e pRb, e com sua alta

capacidade de integracio ao DNA do hospedeiro, levando,
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consequentemente, ao, desenvolvimento do cancer (ZAMPIROLO, MERLIN
e MENEZES, 2007). A alta prevaléncia do HPV 16 encontrada neste estudo,
também foi observada em uma metanalise que detectou o HPV 16 em
65,6% dos canceres anais invasivos (HOOTS, et al., 2009).

Mesmo buscando outras associacdes entre o HPV 16 e as variaveis
analisadas no estudo, apenas o fator de risco etilismo esteve associado ao
genotipo 16 (p=0,04), sugerindo que individuos que ndo fazem uso de alcool
tem menos infecgdes por HPV 16. Nao encontramos resultados semelhantes
na literatura, vale ressaltar que o tamanho amostral possa ter influenciado ou
resultado em um viéz de informacéo, ja que nos prontuarios havia apenas
descrito “sim” ou “nao” para o etilismo e n&o explicava se o individuo havia
parado de beber a pouco tempo ou ndo. Um estudo de coorte recente
avaliou a infeccdo anal pelo HPV em mulheres heterossexuais da
Universidade da California e concluiu que o uso de alcool, a relacdo sexual
anal, o toque anal e a falta do uso do preservativo durante o sexo anal foram
associados a persisténcia do HPV 16 (MOSCICKI, et al., 2014).

Outros genotipos de alto risco também estiveram presentes nas
amostras genotipadas neste estudo, sendo o HPV 33 o segundo genotipo
mais prevalente (10,7%), seguido pelo HPV 18 (8,92%).

Infelizmente estudos com genotipagem de HPV em céanceres anais
sdo escassos e por isso € dificil comparar a distribuicdo genotipica
encontrada. No Brasil estudos desenvolvidos com lesdes pré-malignas e
canceres cervicais indicam que os genoétipos mais prevalentes sdo os HPV
16, 18, 33, 31, 51, 52, 6 e 11 (AYRES; SILVA, 2010; ALVES et al., 2013).

Em Goids um trabalho com amostras cervicais de mulheres sexualmente
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ativas detectou 28% de prevaléncia do HPV, sendo que 0s genotipos mais
prevalentes foram os HPV 16, 51, 31, 52 e 18 (ALVES et al., 2013).

A presenca do HPV 16 e 18 ja € bem documentada nos cénceres
anais (RAMAMOORTHY, et al., 2010; RAVENDA, et al., 2014; KOERBER, et
al., 2014; ALEMANY, et al., 2015), e ambos séo alvo das vacinas profilaticas
contra o HPV, podendo, porém, apresentar variacdo de prevaléncia
conforme a regido geografica (HOOTS, et al., 2009; ALEMANY, et al., 2015).
Contudo, a alta prevaléncia do gendétipo 33 ja foi observada em outros
estudos que variaram de 2 a 11,9% (TACHEZY, et al., 2007; VARNAI, et al.,
2006; AYRES e SILVA, 2010; RAMAMMORTHY, et al., 2010; STEINAU, et
al., 2013; RAVENDA, et al., 2014; SERUP-HANSEN, et al., 2014) e nos faz
guestionar se a vacina nao teria uma cobertura maior ainda, se esse
genotipo fosse incluido no programa de vacinagdo, como por exemplo com a
introducéo da vacina nonavalente que cobre contra os genotipos do HPV 16,
18, 31, 33, 45, 52, 58, 6 e 11 (HILLMAN et al., 2014).

Sao escassos os estudos que avaliam o progndéstico dos canceres
anais relacionados ao HPV (YHIM, et al., 2011; SERUP-HANSEN, et al.,
2014; RAVENDA, et al., 2014; KOERBER, et al., 2014) ja que os fatores que
inferem no prognéstico do céancer anal sdo aqueles envolvidos no
estadiamento do tumor (ARANI, et al., 2002). Por ser um cancer pouco
incidente € uma patologia predominantemente loco-regional e os fatores
clinicos que mais influenciam na sobrevida dos pacientes sdo o tamanho do
tumor (T) e a disseminacdo linfatica (N) (ARANI, et al.,, 2002; SERUP-

HANSEN, et al., 2014).
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Nossos dados apontam uma prevaléncia do HPV em 63,6% dos
canceres com tamanho T3 - T4 e 66,7%, naqueles com metastases
linfonodais. Outros trabalhos apresentaram resultados que variaram entre
34% a 40% nos canceres com tamanho T3 - T4 e 38% a 39% nas
disseminacdo linfatica (YHIM, et al., 2011; SERUP-HANSEN, et al., 2014).

As disseminac®es linfaticas influenciam negativamente o progndéstico
do paciente (JOHN et al, 2002) e ocorrem principalmente nos linfonodos
inguinais (10% a 15% dos casos), pélvicos, perirretais ou as cadeias iliacas
internas (RYAN, COMPTON, MAYER, et al.,, 2000). Neste estudo, 25,9%
dos pacientes apresentaram metastase linfonodal, acometendo
principalmente os linfonodos inguinais. Apesar das metastases a distancia
serem menos frequentes (5% a 10% dos casos), elas ocorrem quase
sempre no figado e pulméo (RYAN, COMPTON, MAYER, et al., 2000; JOHN
et al, 2002). Estes orgaos também foram os mais acometidos no nosso
trabalho.

A sobrevida global em cinco anos para os pacientes com cancer anal
foi de 44,3%, e as variaveis que influenciaram o prognéstico dos pacientes
neste estudo, foram o sexo (p = 0,008), o tipo histolégico do cancer (p =
0,01) e a presenca de metastase a distancia (p = 0,01). Nos Estados Unidos,
a sobrevida em cinco anos para o cancer anal € maior, em torno de 65%
(USA, 2015). Como o Brasil ainda € um pais com muitos problemas
socioeconémicos, em gue 0 acesso aos servicos de saude sdo por demais
demorados e a populacdo nem sempre tem acesso a informacdes
importantes para a prevencdo de doencas como o cancer anal, 0s canceres

anais acabam sendo estigmatizados, rodeados por preconceitos, além de
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gue, seus sintomas sdo muito parecidos com as doengas comuns do anus,
fazendo com que seu diagndstico ocorra em estagios mais avangados e nem
sempre de facil tratamento (COUTINHO, 2006).

O estadiamento da doenca, considerando o tamanho do tumor e o
comprometimento das margens cirlrgicas, jA é utilizado como fator
prognéstico para o cancer anal, cuja sobrevida em 60 meses pode chegar a
60% (FERRIGNO et al., 2005; LEFEVRE et al., 2012). Neste trabalho, os
individuos com cancer avancado apresentam pior sobrevida em relagcao aos
demais, uma vez que aqueles canceres com tamanho T4 ndo conseguiram
sobreviver ao final de 60 meses, destacando a importancia de se
diagnosticar estes canceres precocemente.

Apesar da elucidacdo das varias associagbes etiologicas entre a
infeccdo pelo HPV e o cancer anal, pouco se sabe sobre a importancia
prognostica do HPV nestes canceres, sendo ainda pequena, a quantidade
de estudos que tratam da relacdo de sobrevida e a infeccdo pelo HPV no
cancer anal (YHIM, et al., 2011; SERUP-HANSEN, et al., 2014; RAVENDA,
et al.,, 2014; KOERBER, et al., 2014). A presenca do virus, como fator
prognostico, foi investigada neste estudo, entretanto, os resultados obtidos
ndo permitiram uma conclusdo significativa sobre essas variaveis. Trés
estudos consideraram tais fatores como importantes no prognostico do
cancer anal (YHIM et al., 2011; SERUP-HANSEN, et al., 2014; KOERBER,
et al., 2014).

Neste estudo, as mulheres com cancer anal apresentaram um pior
prognostico quando comparadas aos homens (p = 0,008). Esse dado traduz

a necessidade de acompanhamento das mulheres, ndo s6 com o exame de
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Papanicolaou, que é destinado a deteccdo do cancer cervical, lesées pré
cancerosas e outras doencas genitais, mas também, da introducdo da
anuscopia e colonoscopia como método de rastreio para deteccao do cancer
anal em mulheres.

O presente estudo analisou apenas os casos confirmados de cancer
anal, com localizacdo anatbmica especificada e com um método de PCR
validado por protocolos usados em diferentes estudos (ABRAMOWITZ et al.,
2011; KOMLOS et al., 2011; HILLMAN et al., 2014; ALEMANY et al., 2015).
Todas as amostras incluidas se mostraram viaveis para analise molecular,
podendo refletir a técnica de hibridizag&o reversa.

N&o esta claro, se a pequena proporcdo de amostras com cancer anal
HPV negativas € resultante de artefato de amostragem, deficiéncia na
metodologia de deteccdo do HPV, qualidade do material parafinado, ou se,
estes casos foram realmente desencadeados por agentes cancerigenos
alternativos. Ao exame molecular, apenas cinco, dos 42 canceres anais de
células escamosas foram negativos para o HPV. O restante dos canceres
anais negativos eram adenocarcinomas ou carcinomas cloacogénicos,
basaldides e neuroenddcrinos.

A falta de algumas informacdes relevantes nos prontuérios limitaram a
capacidade de investigar as diferencas estatisticas significativas para
algumas variaveis, tais como o comportamento sexual, que é conhecido por
aumentar o risco de infec¢do pelo HPV (DALING, et al., 2004). E por fim, os
nossos dados nao representam toda a populacdo de Goiania. Mesmo assim,

podem representar adequadamente a realidade dos individuos com cancer

Discusséo 68



anal da regido Centro-Oeste, devido ao alcance da assisténcia do Hospital
Araujo Jorge.

A vacina quadrivalente contra HPV confere imunidade aos genotipos
6, 11, 16 e 18 e, no Brasil, é indicada para meninas entre 9 e 14 anos de
idade e mulheres positivas para o HIV, com idades entre 9 e 26 anos
(BRASIL, 2015). Se assumirmos 100% de eficacia da vacina bivalente,
guadrivalente e nonavalente contra o HPV, sem considerarmos a protecao
cruzada que pode ocorrer para alguns gendtipos e analisarmos de acordo
com os dados do estudo, as vacinas bivalentes, quadrivalentes e
nonavalentes poderiam evitar 83,9%, 87,5% e 96,4% dos casos de céncer
anal, respectivamente (tabela 7). Um estudo na Australia propés a mesma
situacdo e observou que a vacina bivalente poderia evitar 79% dos seus
casos de cancer anal estudados e a vacina quadrivalente 90% deles
(HILLMAN et al., 2014).

Tabela 7. Eficacia esperada das vacinas contra o HPV nos canceres anais, na
presenca de infec¢Bes simples e multiplas.

Casos com infec¢éo Casos com infec¢fes
simples pelo HPV simples e multiplas pelo
contendo gendtipos HPV contendo gendtipos
alvo da vacina alvo da vacina
Vacina para o HPV N % N %
Bivalente 39 69,6 47 83,9
Quadrivalente 41 73,2 49 87,5
Nonavalente 46 82,1 54 96,4

Embora alguns estudos tenham verificado uma protecdo cruzada
parcial contra outros genotipos relacionados aos HPV 16 (31, 33, 35, 52 e
58) e 18 (39, 45, 59 e 68 (HARPER et al., 2006; BROWN et al., 2009;
WHEELER et al., 2012). Nao resta duvida, de que as vacinas atualmente

disponiveis séo eficazes contra os HPV aos quais se destinam. Sabe-se que
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a protecao cruzada pode acontecer, mas que deve ser vista como um
beneficio provavel que possa acontecer com alguns individuos. Como o0s
estudos das vacinas contra o HPV ndo foram realizados especificamente
para analisar a protecdo contra outros genétipos, todos os dados de
protecdo cruzada devem ser avaliados com cuidado e como possivel ganho
adicional (WHEELER et al., 2012).

As vacinas HPV quadrivalente no Brasil, vem como forma de
prevencao primaria, evitando o desenvolvimento das lesdes precursoras dos
canceres induzidas pelo HPV além de ser altamente eficaz contra os
genotipos especificos (HPV 6, 11, 16 e 18) (NUNES et al.,, 2015). Em
decorréncia da idade média de inicio da vacinacdo e de sua aplicacéo
apenas em meninas (BRASIL, 2015), € provavel que a vacinagdo contra o
HPV tenha um impacto menos significativo na reducdo dos canceres
associados ao HPV por ora, mantendo tais canceres como importantes

problemas de saude publica em nossa populagéo por um longo tempo.
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8. CONCLUSOES

1. A maior parte dos casos de canceres anais analisados neste
estudo foram de carcinomas de células escamosas, que se encontrava em
estagios T-1 e T-2. Uma grande propor¢cdo de individuos apresentou
metastase linfonodal (25,9%) e a distancia (8,6%) e o 6bito foi registrado em

45 pacientes (55,6%).

2. A prevaléncia do HPV nos canceres anais foi de 69%. O HPV 16 foi
0 mais prevalente, seguido pelo HPV 33 e o HPV 18. Nos CCE os gendtipos
mais prevalentes foram os HPV 16, 18, 33 e 74; nos adenocarcinomas anais
os HPV 16, 18 e 33 e nos outros tipos histologicos de carcinomas anais 0s
HPV 16 e 33. Dos casos HPV positivos, 14,3% tinham infeccdo mdltipla e
apenas dois individuos apresentaram HPV de baixo risco. O HPV 16 esteve

presente em todos os individuos com infeccdo mdaltipla.

3. A prevaléncia do HPV foi associada ao carcinoma anal de células
escamosas e ao sexo feminino. Ndo foram observadas associacdes
significativas entre o HPV e local do tumor, o estadiamento, a idade e entre o

etilismo e tabagismo.

4. A sobrevida dos pacientes com cancer anal em 60 meses foi de
42,3% e nao foi influenciada pela presenca do HPV, mas sim pelo sexo
feminino, o carcinoma de células escamosas e a presenca de metastase a

distancia.
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8.1. Considerac¢des Finais

O céancer anal vem apresentando incidéncias crescentes e a infeccao
persistente pelo HPV tém se mostrado como um dos principais fatores
envolvidos na carcinogénese anal. Conhecer a distribuicdo genotipica do
HPV nestes canceres € crucial para avaliar o impacto da vacina contra o
HPV na epidemiologia do cancer anal por regido. De acordo com os dados
do estudo, se assumirmos 100% de eficacia da vacina quadrivalente contra
o HPV sem o efeito de protecéo cruzada, tal vacina poderia evitar 87,5% dos

casos de cancer anal.

Mais pesquisas sobre o papel do HPV e de seus gendtipos na
carcinogénese anal precisam ser planejados. Como 0s grupos de risco para
0 cancer anal sdo compostos em sua maior parte, por individuos HIV
positivos e por homens que fazem sexo com homens, novas politicas
publicas devem ser dirigidas para esses grupos e a vacinacdao na rede

publica deve ser ampliada para os homens.
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE MARCADORES MOLECULARES E DISTRIBUIGAQ GENOTIPICA DO
HPV EM TUMORES ASSOCIADOS AO VIRUS

Pesquisador: VERA APARECIDA SADDI

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 13580613.5.0000.0031

Instituigdo Proponente: ASSOCIACAO DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE GOIAS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 272.288
Data da Relatoria: 04/04/2013

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de pesquisa academica, fomentada pela FAPEG, visando analisar (retrospectivamente) dados de
cerca de 500 prontuarios de pacientes portadores de CEC de vulva, cabeca e pescoco e anus. Tambem
visa analise de blocos de parafina para identificacac de presence e tipo de HPV.

O estudo proposto é retrospectivo, analitico e visa determinar a prevaléncia do genoma do HPV e a
distribuicdo genctipica do virus em grupos de pacientes com carcinomas cervicais (200 casos), de vulva e
vagina (100 casos), carcinomas anais (100 casos) e carcinomas de cavidade oral e orofaringe (100 casos).
Os casos incluidos deverdo ser aqueles diagnosticados no Hospital Aradjo Jorge, a partir de 2005, que
apresentem dados clinicos e histopatolégicos satisfatérios, blocos de parafina disponiveis no Servigo de
Anatomia Patolégica do Hospital Aradjo Jorge e seguimento minimo de cinco anos. A selegio sera feita a
partir de uma busca ativa nos livros de registros dos exames realizados no Setor de Anatomia Patologica do
Hospital Aradjo Jorge, com os diagndsticos histopatolégicos ja especificados. O periodo de inclusdo deve se
iniciar a partir de 2005, até atingir o nimero de casos estabelecidos para cada um dos grupos. As |[Aminas
coradas pela hematoxilina-eosina de cada exame anatomo- patologico serdo revisadas e os casos
selecionados de acordo com o diagnostico histologico confirmado. Os blocos de parafina, correspondentes

as laminas revisadas, serdo selecionados para as analises moleculares. A detecgo e a genotipagem
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do HPV serdo realizadas no Laboratério de Transplante de Medula Ossea/Laboratério de Radiobiologia e
Oncogenética da Associagdo de Combate ao Cancer em Goias e Laboratdrio de Genética e Biodiversidade
da PUC-Goias. Os tipos de HPV serdo classificados em baixo e alto risco oncogénico com base no padrao
filogenético, conforme a classificagio proposta pela The International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV). As analises imuno-histoquimicas serdo realizadas no Laboratorio de Anatomia Patolégica do
Hospital Aradjo Jorge.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Determinar a distribuigdo genotipica do HPV e as possiveis associagbes entre
caracteristicas clinico-patologicas, prognésticas e moleculares dos tumores associados ao virus (carcinomas
cervicais, de vulva, vagina, anus, cavidade oral e orofaringe).

Objetivo Secundario: - Identificar os tipos especificos de HPV detectados nos diferentes tumores associados
ao virus (carcinomas cervicais, de vulva, vagina, anus, cavidade oral e orofaringe). - Descrever os principais
aspectos clinico-patologicos e progndsticos nos tumores associados ao HPY. - Avaliar a expressdo imuno-
histoquimica de Ki-67 e p16 nos tumores associados ao HPV. - Avaliar as possiveis associagbes entre os
achados de deteccdo e genotipagem do HPV com os fatores clinico-epidemioldgicos e moleculares dos
tumores avaliados. - Avaliar o impacto dos diferentes gendtipos do HPV no prognéstico dos pacientes com
dos tumores associados ao virus. - Produzir dados de prevaléncia e distribuigio genotipica do HPV capazes
de prever o impacto das vacinas na epidemioclogia dos cinceres associados ao virus.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Sem riscos relevantes.

Beneficios atraves do conhecimento de dados de prevalencia de HPV entre portadores de CEC de vulva,
anus, cabeca e pescoco, podendo implementar ou mudar o uso de vacinas contra HPV

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um importante projeto com potencial de elucidar lacunas cientificas relevantes sobre o papel do
HPY em CEC de anus, vulva e cabeca e pescoco.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Adeguados "as exigencias do CEP

Aparentemente, nada faltando

Pedem dispensa do TCLE (e estou de acordo)
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Recomendagdes:
Sem recomendacoes
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sugiro aprovacao do projeto

Situagao do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Parecer do relator acatado.

Estudo aprovado.

GOIANIA, 14 de Maio de 2013

Qe ™

Assinador por:
Adriano Augusto Peclat de Paula
(Coordenador)
Endersgo: 230
Bairre: SETOR LESTE UNIVERSITARIO CEP: 74805070
UF: GO Municipio: GOLANIA
Telefone: (62)3243-7050 Fax: (62)3243-7050 E-mail: cepaccg@accy.ong.br

Pagna 03 de 03

Anexos 97



