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Resumo

OBJETIVO: Determinar a prevaléncia da lesdo anal induzida por HPV em mulheres com neoplasia infraepitelial
cervical grau 2/3 (NIC2/3). METODOS: Estudo fransversal, realizado no periodo de dezembro de 2008 a junho de
2009, no Estado de Pernambuco, nordeste do Brasil. Foram incluidas no estudo apenas mulheres com diagnéstico de
NIC2/3 confirmado por biépsia e excluidas aquelas que néo realizaram exame na primeira visita. As amosfras para
identificagdo do DNA de HPV anal por PCR e citologia anal foram colefadas com escovinha endocervical. A bidpsia
anal foi realizada nos casos de citologia anal anormal ou alteragées maiores na anuscopia de alta resolugdo (AAR).
RESULTADOS: Das AARs, 32,1% (n=37/115) foram normais e 63,5% (n=/3/115] exibiram epitélio acetobranco.
Vinte e dois por cento das citologias anais (n=26,/115) foram anormais. Dentre elas, 12,2% (14/26) corresponderam
& lesdo intraepitelial anal de baixo grau e 3,4% (n=4,/206), a lesGo infraepitelial anal de alto grau. Foram realizadas
22 biopsias, das quais 13,7% (n=3/22) tiveram diagnéstico de neoplasia intraepitelial anal (NIA2) e 9% (n=2/22),
NIA 3. Identificouse 72,1% (n=83,/115) de DNA do HPV nas amostras. CONCLUSAQ: Mulheres com NIC2/3

apresentam elevada prevaléncia de infecgdo por HPV e lesGo HPV induzida em canal anal.

Abstract

PURPOSE: To defermine the prevalence of HPV-induced lesions in the anal canal of women with cervical infraepithelial
neoplasia (CIN) grade 2,/3. METHODS: A cross-sectional study was carried out from December 2008 to June 2009,
in Pernambuco, northeastern  Brozil. Only women with grade 2/3 CIN were included, and those who could not
undergo anoscopy during their first visit were excluded. A cyttobrush was used for sample collection in order to identify
HPV DNA through PCR and anal cytology. An anal biopsy was obtained in cases of abnormal anal cytology or major
alterations in high resolution anoscopy [HRA). RESULTS: Thirty-two percent (n=37/115) of HRA were normal and 63.5%
(n=73/115) showed acefowhite epithelium. Twentytwo percent (n=26/115) of anal cytologies were abnormal.
Among the latter, 12.2% (n=14/206) were low-grade anal infraepithelial lesions and 3.4% (n=4/206) were high-grade
anal intraepithelial lesions. Twentytwo anal biopsies were performed, 13.7% of which (n=3/22) were grade 2 anal
intraepithelial neoplasia (AIN2) and 9% (n=2/22) were grade 3 AIN. Th HPY DNA was identified in 72.1% of cases
(n=83/115). CONCLUSION: Women with CIN grade 2/3 showed a high prevalence of anal HPV infection and
HPV-induced lesions.
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Introducao

A infeccdo pelo human papillomavirus HPV) é a
principal causa de cincer de colo uterino e um dos fatores
associados ao aumento na incidéncia de cincer do canal
anal'?. Autores sugerem um aumento significativo do
risco de cAncer em anus, vagina e vulva apds o diagnéstico
de neoplasia cervical®.

Dos virios tipos de HPV, os de alto risco expressam
as proteinas E6/E7 da regido precoce do genoma que
alteram a regulag@o do ciclo celular normal, com conse-
quente instabilidade genética e inibi¢do de apoptose, ou
morte celular programada®’. Ainda, ao infectar a célula,
integram-se ao genoma do hospedeiro, estando associado
a 90% das lesdes intraepiteliais de baixo e alto grau e a
98% dos carcinomas de colo. Aqueles ndo se integram
ao genoma do hospedeiro, ficam na forma epissomal
dentro do ndcleo e utilizam a maquinaria celular para
autoreproducdo.

A infecgdo pelo HPV é limitada pela resposta imu-
nolégica do hospedeiro e apresenta uma taxa de regressdo
de 80% em 16 meses, inclusive nos casos de infec¢do por
tipos oncogénicos do virus®. Todavia, das mulheres infec-
tadas, aproximadamente 3 a 10% desenvolvem infec¢do
persistente ao longo dos anos, constituindo um grupo
de risco para neoplasia epitelial invasiva’. Esse processo
é geralmente precedido por uma longa fase de doenca
pré-invasiva ou precursora, com alteragdes limitadas as
camadas do epitélio®, que, identificadas e tratadas cor-
retamente, possibilitam a cura. Estudos de coorte tém
evidenciado que a presenca e persisténcia do DNA-HPV
sdo necessdrias para o desenvolvimento de neoplasia na
regido anogenital’’.

A infec¢do pelo HPV tem cardter multicéntrico
acometendo em uma mesma pessoa varios sitios simul-
tineos’ e na mulher a presenca do HPV no canal anal
ocorre por contiguidade, mesmo que ndo haja coito anal'’.
A incidéncia de cincer anal é de aproximadamente 1,2
e 1,3 por 100.000 habitantes em homens e mulheres,
respectivamente. Observa-se um aumento na incidéncia
do cincer anal nos tltimos 30 anos em vdrios continentes,
principalmente nos chamados grupos de risco''. A histéria
natural do cincer anal e suas lesdes precursoras, em pes-
soas negativas para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), sugere uma incidéncia maior em mulheres que
em homens, principalmente quando presentes neoplasias
intraepiteliais cervicais, vulvares'? e infeccdo pelo virus
do HPV”.

A neoplasia intraepitelial anal (NIA) é considerada
biologicamente similar a neoplasia intraepitelial cer-
vical (NIC) e pode evoluir para cincer invasivo'’. Nio
existem, porém, evidéncias suficientes na literatura
sobre a evolu¢do da NTA em mulheres HIV negativas.

No Brasil, poucos estudos relatam a prevaléncia de
lesdes precursoras no canal anal em mulheres portadoras
de neoplasia intraepitelial genital. Nesse grupo de
mulheres, observou-se uma prevaléncia que varia de 10
a 19,5% de lesdo anal'*">. Ressalta-se que todas as
lesdes anais de alto grau foram associadas a lesdes
intraepiteliais genitais de alto grau ou ao carcinoma
invasivo de colo".

Este estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia
da lesdo HPV induzida na mucosa anal em mulheres com
NIC de alto grau (NIC2/3) em um centro de referéncia
do Nordeste do Brasil.

Métodos

Realizou-se um estudo observacional, do tipo
corte transversal, no ambulatério de patologia do tra-
to genital inferior (PTGI) do Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), no periodo
de dezembro de 2008 a junho de 2009. O cédlculo do
tamanho da amostra foi realizado empregando-se o
Programa STATCALC do Epi-Info versdo 7.0 para
Windows, prevendo-se uma frequéncia de infec¢do por
HPV de 35% em mulheres com neoplasia intraepitelial
cervical de alto grau'®; para um nivel de confianca de
95% e uma precisdo absoluta de 8%, encontrou-se um
namero de 115 mulheres.

Foram incluidas, exclusivamente, mulheres com
diagnéstico de neoplasia intraepitelial cervical grau 2 e 3
confirmado por exame histopatolégico de biépsia do colo
uterino. Foram excluidas mulheres portadoras de doengas
mentais, carcerdrias, as que tinham realizado quimiote-
rapia ou radioterapia prévias para neoplasias genitais e
ndo realizaram exames na primeira visita. As mulheres
incluidas no estudo concordaram voluntariamente em
participar e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da instituicdo (n°® 1.324).

Foram selecionadas 118 mulheres, por amostragem
consecutiva, e destas, 3 recusaram a participar do estudo,
restando 115 para integrar a pesquisa. Apds a inclusdo
no estudo, procedeu-se ao preenchimento do formulério
para caracteriza¢do da populagdo com perguntas sobre
caracteristicas biolégicas, sociodemogrificas, sexuais,
reprodutivas e de hdbitos. Em seguida, foi realizado
exame ginecoldgico, investiga¢do para infecgdes pelo
HIV (teste Elisa), coleta de material anal para PCR,
citologia anal, anuscopia de alta resolugdo e bi6épsia
quando necessdrio. As mulheres com anormalidades
nos exames foram acompanhadas e tratadas na prépria
instituicdo.

A obtengdo de material para citologia anal e pesquisa
de DNA do HPV foi realizada por escova endocervical
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umedecida com solugdo fisiolégica. A extra¢do de DNA
procedeu-se a partir de 500 pL de secre¢do vaginal,
utilizando o Wizard Genomic DNA Purification kit
(PROMEGA®). As amostras foram tratadas com RN Ase,
levadas a banho-maria a 50°C para desnaturagdo dessa
proteina e mantidas a temperatura de -20°C. A infec¢do
por HPV foi diagnosticada por meio de dois conjuntos
de primers consensus. Para cada paciente, foram realizadas
duas rea¢des, uma utilizando-se os primers MY09 e MY11
e outra os primers GPO5+ e GP0G+. A confirmagdo da
qualidade do DNA extraido foi realizada pelo par de
primers de globina'’.

O material citolégico anal foi obtido com escova
endocervical, fixado em etanol a 95% e corado posterior-
mente pelo método de Papanicolaou. Os resultados foram
categorizados com o emprego dos critérios morfolégicos
adotados pelo sistema Bethesda'®. Os resultados classifica-
dos como insatisfatérios por artefato de dessecamento ou
escassa celularidade foram excluidos no momento da andlise
dos dados. A anuscopia de alta resolugdo foi realizada em
todas as mulheres, em seguida a coleta de material para
citologia anal. Utilizou-se anuscépio descartével fechado,
o qual foi introduzido no canal anal apés aplicagdao de
lidocaina tépica a 2%. O estudo da mucosa foi realizado
com colposcépio de marca DF Vasconcelos, com objetivas
de aumento de 25 vezes. As imagens colposcépicas foram
analisadas ap6s aplicagdo de dcido acético a 5% e solugdo
de lugol a 2%. Na presenca de dreas anormais sugestivas
de NIA, foi efetuada biépsia, mesmo sem o resultado do
exame citopatoldgico®.

As mulheres com achados na anuscopia de alta
resolugdo (AAR) sugestivos de metaplasia com citolo-
gia anormal foram biopsiadas no retorno da consulta
inicial. As bidpsias foram realizadas no ambulatério
com aplicag@o de anestésico local, utilizando-se pinga
de Gaylor Medina'®. As lesdes que se sobrepunham aos
plexos hemorroidirios e situavam-se abaixo da linha
pectinea foram retiradas no bloco cirtrgico para estudo
histopatolégico. Na categorizac¢do dos resultados histo-
patolégicos, usou-se: epitélio normal ou inflamatério,
epitélio com hiperplasia simples, infec¢io por HPV
e neoplasia intraepitelial anal (NIA) graus 1, 2 e 3.
Diante de discordancia entre o resultado da citologia e
histopatologia, foi considerado para anélise o diagnéstico
de maior gravidade. Na auséncia de histopatolégico,
considerou-se apenas o resultado da citologia. Foram
definidas como portadoras de lesio HPV induzida na
mucosa de canal anal as mulheres com anormalidades
no minimo em dois dos exames realizados: anuscopia,
citologia ou histopatologia.

A andlise dos dados foi realizada utilizando o software
estatistico Epi-Info versdo 7. Inicialmente, foram obtidas
tabelas de distribui¢do de frequéncia para as varidveis

categoricas. Para as varidveis quantitativas, utilizaram-se
medidas de tendéncia central (média e mediana) e dispersdo
(desvio padrio e percentis).

Resultados

No periodo do estudo, 234 mulheres foram ras-
treadas para solorologia para HIV. Destas, 115 foram
diagnosticas com neoplasia intraepitelial de alto grau
(NIC2/3) e concordaram em participar. Todas eram
negativas e aguardavam exérese da zona de transfor-
macdo por cirurgia de alta freqiiéncia. Em relacdo
as caracteristicas biolégicas e sociodemogriéficas, a
idade minima das mulheres foi de 17 e a maxima de
60 anos, com uma mediana de 31 anos. Setenta e oito
por cento desse grupo estava na faixa etdria de 17 a
40 anos. A maioria das mulheres (70,4%) era procedente
de zona urbana; cursaram até o ensino fundamental
(71,3%); afirmaram nio ser da cor branca (63,5%) e
informaram renda familiar de até um saldrio minimo
(88,7%) (Tabela 1).

Em relagio as caracteristicas sexuais e reprodutivas, a
maior parte (88,7%) referiu inicio de atividade sexual até
0s 20 anos e, destas, 41,7% em idade inferior aos 16 anos.
Observou-se que 79,8% tiveram até 5 parceiros e 51,3%
relataram ter tido coito anal (Tabela 2). Quanto ao uso de
contraceptivos, 71,1% das mulheres faziam uso de algum
método; 71,6% referiram o uso de pilula e apenas 23,4%
afirmaram usar preservativos. No que se refere a hdbitos,
56,5% eram etilistas (Tabela 2).

Tabela 1. Distribuicio das varidveis biologicas e sociodemogrdficas das mulheres com
neoplasia intraepitelial cervical graus 2 e 3

Caracteristicas n %
Idade (anos)

17-40 90 78,3

41-60 25 1,7
Cor/Raca

Branca 42 36,5

Ndo branca 73 63,5
Regidio

Urbana 81 70,4

Rural 34 29,6
Estado civil

Casada/Unitio estdvel 58 50,5

Solteira 57 49,2
Escolaridade (anos)

<8 82 73

>8 33 28,7
Renda familiar (saldario minimo)

<1 102 88,7

>1 13 1,3
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Tabela 2. Distribuiciio das varidveis sexuais, reprodutivas e de hdbitos das mulheres com
neoplasia intraepitelial cervical graus 2 e 3

Caracteristicas n %

Inicio da atividade sexual (anos)

<20 102 88,7

>20 13 13
Numero de parceiros

<5 92 79,8

>5 23 20,2
Relacéio sexval anal

Sim 59 51,3

Ndo 56 48,7
Inicio da atividade sexval anal (anos)

<20 21 36,9

>20 38 63,1
Uso métodos contraceptivos

Sim 81 71,1

Niio 34 28,9

Pilula 58 71,6

Preservativo 19 234

Outros 4 5
Tabagista

Sim 47 40,9

Ndo 68 59,1
Etilista

Sim 65 56,5

Nio 50 435
Uso de drogas

Niio 109 94,8

Sim 6 52

Todas as pacientes foram submetidas a coleta da
citologia anal e anuscopia de alta resolugdo no mesmo
dia. Dos esfregacos citolégicos, 7% foram considerados
insatisfatérios para andlise. Das citologias satisfat6-
rias (n=107), 22,6% foram anormais. Destas, 12,2%
corresponderam a lesdo intraepitelial anal de baixo
grau (LIEAbg) e 3,4% lesdo intraepitelial anal de
alto grau (LIEAag). Foram realizadas 115 anuscopias
de alta resolugdo das quais 32% tiveram resultados
normais. Epitélio acetobranco foi a imagem atipica
mais frequente (63,5%) (Tabela 3).

A bibpsia anal foi realizada em 84,6% das mulheres
e 15,4% das mulheres com citologia anormal declinaram
da biépsia. Das pacientes biépsiadas, 31,7% apresentaram
alteragOes, entre as quais 22,7% tiveram diagnéstico de
lesdo intraepitelial anal de alto grau. Em todas as parti-
cipantes do estudo, realizou-se pesquisa para HPV anal
com PCR, sendo que 12,2% amostras foram considera-
das inadequadas. Das amostras adequadas, 72,2% foram
positivas para HPV (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuiciio das varidveis de acordo com os resultados da anuscopia de alta
resolucdio, citologia e histopatolégico anal das mulheres com neoplasia intraepitelial
cervical gravs 2 ¢ 3

Exames n %
Anuscopia
Associaciio de imagens 1 0,9
Epitélio acetobranco 73 635
Normal 37 32,1
Pontilhado 3 2,6
Verruga 1 0,9
Citologia anal
Atipias em células escamosas 8 7,0
Dentro normalidade 81 70,4
Insatisfatoria 8 70
Lesdo intraepitelial anal de alto grav 4 34
Leséio intraepitelial anal de baixo grav 14 12,2

Histopatologia

Normal 9 40,9
Inflamatério 3 13,7
Hiperpalasia simples do epitélio malphigeano 3 13,7
Infecciio pelo HPV 1 45
NIA 1 1 45
NIA 2 3 13,7
NIA 3 2 9,0
DNA-HPV andl
Positivo 83 72,2
Negativo 18 15,6
Indeterminado 14 12,2

NIA: neoplasia intraepitelial anal.

Discussao

A maioria dos estudos sobre a neoplasia intraepitelial
anal tem sido realizada em homens e mulheres HIV posi-
tivos e homossexuais. Estudos de neoplasia intraepitelial
anal sdo escassos em mulheres sem evidente comprometi-
mento do sistema imunoldégico, como as desta pesquisa,
portadoras de NIC2/3. Na amostra, composta de 115
pacientes, verificou-se que 78,3% das mulheres estavam
na faixa etdria de 17 a 40 anos, eram predominantemente
de drea urbana, de escolaridade e poder aquisitivo baixos.
Essas caracteristicas bioldgicas e socioecondmicas refletem
o perfil das usudrias do sistema de sadde ptblica brasileiro.

Em referéncia ao comportamento sexual, observou-se
inicio precoce da coitarca e sexo ndo protegido em mais
de 80% das mulheres, o que confirma os achados da li-
teratura®. Estudos demonstraram que baixa escolaridade
estd associada a inicio precoce da atividade sexual e sexo
desprotegido e que mulheres praticavam sete vezes mais
sexo sem preservativo que homossexuais®. Essas atitudes
tornam esse grupo de mulheres mais vulnerdveis as infec-
¢oes sexualmente transmissiveis (IST)* e os preconceitos
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e tabus culturais limitam a abordagem dessa realidade
pelos servicos de satide®.

A literatura é controversa com relacdo ao risco de desen-
volvimento da NIA em mulheres que praticam coito anal.
Estudo de caso-controle de base populacional para avaliar
fatores que contribufam para o aumento da incidéncia de
cancer anal demonstrou risco aumentado para cancer anal nas
mulheres que referiram essa pratica®’. Por outro lado, dois
estudos de corte transversal para determinar a prevaléncia
de NIA em mulheres com neoplasia genital, realizados no
Brasil, ndo demonstraram haver associacdo significativa en-
tre intercurso anal e NIA'". Confirmando esses achados,
pesquisadores tém identificado DNA de HPV em pessoas
que negaram essa pritica. Logo, a presenga de infec¢io por
HPV no canal anal ndo estd exclusivamente vinculada ao coito
anal®""?. Esses autores sugerem que o virus HPV migraria
por contiguidade de outros sitios genitais, ou poderiam ser
veiculados por dedos ou outros objetos para o canal anal, cau-
sando infeccdo persistente, e promoveriam a lesio pré-cincer.

No que concerne ao estilo de vida, mulheres que
vivem em dreas urbanas estdo inseridas num contexto
cultural que estimula o consumo regular de bebida
alcodlica, tabaco e outras drogas. O alcéol, por sua vez,
consumido de maneira abusiva®, estimula a pritica de
comportamentos sexuais de risco, como, por exemplo, o
sexo desprotegido. Ademais, estudos sugerem associa¢oes
significativas entre cincer de colo uterino e infec¢do por
HPV para usudrias de dlcool, tabaco e outras drogas®*.
Todavia, em mulheres com HPV anal e/ou cancer anal,
essa associagdo permanece incerta.

Devido as similararidades existentes entre epitélio do
colo do ttero e canal anal®®, adotou-se a triade cldssica para
diagnéstico da les@o precursora do cincer do colo uterino
também para o rastreio do cincer de canal anal: citologia,
anuscopia de alta resolugdo e bigpsia. No presente estudo,
a citologia anal foi alterada em 22,6% dos esfregacos. Esse
percentual foi maior que o relatado em uma amostra de
mulheres portadoras de neoplasia vulvar e cervical®’, em
que anormalidades citolégicas foram identificadas em 9%
dos casos. Podemos atribuir essa diferenca a padronizagdo
da técnica de colheita da citologia anal®®. Outra hipdéte-
se seria a presenca de um viés de sele¢do, considerando
que grande parte das neoplasias intraepiteliais vulvares
apresenta uma outra via carcinogénica associada ao liquen
escleroso. Estudos tém demonstrado que a citologia anal
tem uma alta sensibilidade (98%) para detec¢do de neo-
plasia intraepitelial anal, porém uma baixa especificidade
(50%) para predizer a severidade da lesdo””°. Também foi
observado que a concordéncia entre citologia e histologia
anal em geral € fraca, porém é moderada quando se trata
de lesdes de alto grau®®*°. Destacamos que a valida¢do
dos testes diagndsticos ndo foi objetivo deste estudo;
sugerimos que novas pesquisas sejam realizadas com esse

proposito. Optou-se apenas por uma avaliagdo descritiva
dos resultados.

Autores sugerem que a AAR pode ser um método su-
perior a citologia para o rastreio do cincer anal*®. Contudo,
esse posicionamento ainda é controverso quando conside-
ramos que a bidpsia do canal anal, etapa constituinte do
procedimento da anuscopia, apresenta algumas dificuldades,
com relacdo tanto a execuc¢do quanto a interpretagdo dos
achados histopatolégicos'®. Quando os exames da triade
cldssica concordam entre si, hd maior seguranga diagndstica.
Contudo, existe possibilidade de erros na categorizagio da
neoplasia anal, e estudos recentes tém sugerido ferramentas
adicionais a serem utilizadas na avalia¢do das lesdes precur-
soras com a finalidade de aumentar a precisdo do diagnéstico
das lesdes de alto grau. Entre essas ferramentas, temos,
por exemplo, os testes de DNA para HPV, testes para os
oncogenes mRNA E6/E7°' e os marcadores para proteina
Ki67, proteina p16, ou as minicromossdmicas 3,4, 6 e 7.

O presente estudo encontrou elevado percentual
(72,1%) de HPV anal em mulheres com neoplasia cer-
vical, soronegativas para HIV. Estudo realizado em um
grupo de 40 mulheres com neoplasia cervical grau 3, para
identificar a prevaléncia anal de HPV por meio de captura
hibrida, identificou 35% das amostras positivas'®. Em ou-
tro estudo que incluiu um grupo de mulheres portadoras
de neoplasias genitais, utilizando PCR para pesquisa de
DNA de HPV, observou-se 51% das amostras positivas®’.
Atribuimos o percentual elevado de detecgio de DNA
HPV em nosso estudo ao fato de termos incluido apenas
mulheres com neoplasia cervical e a colheita do material
para PCR ter sido realizada imediatamente ap6s o diag-
néstico histopatoldgico de NIC2/3, no periodo, portanto,
de maior prevaléncia do virus nessa regido.

Nosso estudo encontrou, entre as mulheres com
neoplasia intrepitelial cervical de alto grau, 15,6% de
lesdo intraepitelial anal, o que estd de acordo com a lite-
ratura"’?*?’. Podemos depreender que os mesmos fatores
que contribuem para o desenvolvimento da neoplasia
cervical contribuam também para o desenvolvimento da
neoplasia anal, em fung¢do das similaridades embrioldgicas,
anatdmicas e epidemioldgicas existentes entre as regides”.

Encontramos elevada prevaléncia de infec¢gdao por HPV
e lesio HPV induzida em canal anal de mulheres com
neoplasia cervical grau 2/3. A identificacgio de NIA 2 e 3
demonstra a importdncia do rastreio das lesdes precursoras
de cAncer de canal anal nesse grupo.
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