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RESUMO

A incidéncia do cancer anal apés a epidemia da aids na década de 80, apresentou elevagdo
com caracteristicas epidémicas, passando de 0,8 a até 70 casos em cada 100.000 habitantes
entre homens que fazem sexo com homens (HSH) HIV positivos. O céancer anal, a
semelhanga do cervical, é precedido pela neoplasia intra-epitelial. Os fatores que influenciam
este desfecho sdo multiplos, dentre os principais estdo a infec¢do cronica pelo Papilomavirus
humano, ser HIV positivo e apresentar alteracao das células dendriticas na mucosa anal. No
Brasil, o ndmero de estudos abordando a relacdo entre as células dendriticas da mucosa anal e
a neoplasia intra-epitelial (NIA) sdo exiguos. Foi realizado um estudo observacional analitico
do tipo caso-controle ndo pareado envolvendo 125 pacientes, dentre os quais 70 eram HIV
positivos, o estudo objetivou analisar morfometricamente o volume relativo das células
dentriticas (DC) na mucosa anorretal e a relagdo com a neoplasia intra-epitelial anal e o
cancer nos pacientes atendidos pela Fundacdo de Medicina Tropical do Estado do Amazonas
(FMTAM). Os pacientes foram submetidos a anuscopia com magnificacdo de imagens (AMI)
e biopsias direcionadas da mucosa anorretal para a andlise anatomohistoldgica classica e
imunohistoquimica pelo emprego dos anticorpos anti-CD1a e anti-DC-SIGN (CD209) para a
quantificacdo das DC da mucosa anal. Nos pacientes HIV positivos foi realizada a
quantificagio dos niveis sanguineos dos linfécitos T CD4" e da carga viral para o HIV-1. Para
avaliar a associagc@o entre as varidveis categodricas e o resultado do HIV utilizou-se o odds
ratio e o teste do Qui-quadrado de Pearson ou Fisher. Na comparag¢do de médias utilizou-se a
analise de variancia (ANOVA) ou teste t de Student e o teste de Kruskal-Walis ou Mann-
Whitney quando da distribui¢do ndo normal dos dados. O nivel de significincia considerado
foi de 5% e o software utilizado foi o programa Epi-Info 3.3.2. No estudo, a prevaléncia
global de NIA foi de 52,8%, significativamente maior entre os pacientes HIV positivos
masculinos, adeptos do sexo anal receptivo e com histérico de doencgas sexualmente
transmissiveis. No grupo HIV positivo a prevaléncia de NIA foi de 66,7 %. Neste grupo, com
NIA severa houve correlagio forte entre a mediana das DC DC-SIGN™ e os niveis sanguineos
dos linfécitos T CD4*. Ndo se observou correlacdo entre a carga periférica do HIV-1 e a
mediana das DC, indepentente do uso da HAART. A presenca de condiloma elevou a
mediana das DC CDla" + DC-SIGN" no grupo HIV negativo. Os pacientes HIV positivos
apresentam risco elevado para o desenvolvimento de NIA em seus diversos graus de
severidade.

Palavras chave: células dendriticas, CD1a, DC-SIGN, HIV, HPV, HAART, aids, neoplasia

intra-epitelial anal, imunohistoquimica.
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ABSTRACT

The anal cancer have been presented elevated incidence after the aids epidemy in the 80 age,
with epidemic characteristic changing about 0,8 to 70 cases for 100.000 habitants, principally
among men that make sex with men (MSM) HIV positive. Similar to the cervical cancer, the
anal cancer is preceded by the intraepithelial neoplasia. The factors that influence this
outcome are multiples, being the most important are chronic infection by Papilloma virus
human (HPV), HIV, and present changes in the dendritics cells on the anal mucosa. In Brasil,
have few studies about the relation between dendritics cells (DC) in the anal mucosa and
intraepithelial neoplasia. It has been made an observational study case-control, not pareade,
with analytic 125 patients, where 70 were positive HIV with and without HAART. This
assignment has intended to analyze morfometrically the relative volume of the dendritics cells
in the anal mucosa and the relationship between anal intraepithelial neoplasia and the cancer,
in patients from Fundacido de Medicina Tropical do Estado do Amazonas (FMTAM). These
patients were submitted to anuscopy procedure with improve images and positioned biopsies
of the anorectal mucosa to carry out the classic histopathology and immunohistochemistry
analysis, by the employ of the antibodies against CD1a and DC-SIGN for the quantification
of the anal mucosa DC. In the positive HIV patients were made a measurement of the serum
levels of the CD4 cells and the viral load to the HIV-1. To evaluate the association among
categorical variables and the result of HIV it has used odds ratio and Qui-square de Pearson's
Test or Fisher. In the comparison of average it has used the variance analysis (ANOVA) or
test t of Student and Kruskal-Walis' Test or Mann-Whitney these when of the not normal
distribution of the data. Significance level considered belonged to 5 % and used software was
the program Epi-Info 3.3.2. In the study, NIA global prevalence belonged to 52, 8 %,
significantly larger among patients HIV positive, men's, followers of the receptive anal sex
and with historical of sexually transmissible diseases. In the group HIV positive NIA
prevalence belonged to 66, 7 %. In this group with severe NIA there was strong correlation
between median of DC DC-SIGN+ and the serum levels of the CD4+ cells. Correlation
between HIV-1's peripheric load was not observed and to DC' median, independent of the use
of HAART. The presence of condiloma elevated for median of DC CD1a" + DC-SIGN™ in the
HIV negative group. The HIV positive patients present risk elevated for NIA development in
their severity several degrees, needing accompaniment on specialized ambulatories.

Key words: Dendritics cells, CD1a, DC-SIGN, HIV, HPV, HAART, aids, anal intraepithelial neoplasia,
imunohistochimistry.
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1. INTRODUCAO

O cancer anal é uma patologia rara na populagdo geral, com incidéncia em torno de
0,8/100.000 habitantes. Essa incidéncia tem aumentado nas ultimas décadas, ascendendo
cerca de trinta vezes em pacientes adeptos do sexo anal receptivo (AR); chegando, apds o
inicio da epidemia de aids, a 70/100.000 em homens HIV positivos que fazem sexo com
homens (HSH) (PALEFSKY et al., 1998a). Segundo Loiola (2007) 25 % dos pacientes com

cancer anal sao HIV positivos.

O cancer anal, a semelhanca do cervical, tem como seu estdgio precedente a neoplasia
escamosa intra-epitelial e a associagdo com o papilomavirus humano (HPV) tém sido
demonstradas em torno de 80 % das amostras dos tumores anais, sendo os tipos 16 e 18 os

mais prevalentes (PALEFSKY et al., 1991; MARTINS, 2005).

No Brasil, a incidéncia do cancer anal ndo é bem documentada visto que € publicada
de forma conjunta com os tumores do cdlon e reto, mais prevalentes. No Amazonas, o cancer
do anus teve uma prevaléncia variando de 0,1 a 2,4 % nos tultimos cinco anos, tendo sido mais
prevalente no ano de 2002 (FCECON, 2005). Nao existem dados oficiais nacionais sobre a

incidéncia de cancer anal em pacientes com HIV/aids.

Um dos fatores relevantes para o desfecho do cancer anal, nos pacientes
imunodeficientes é o comprometimento da imunidade celular, principalmente das células
dentriticas (SOBHANI et al., 2004). Essas células estdo estrategicamente dispostas nos sitios
de interagdo entre o individuo e o meio e, por sua caracteristica de capturar e apresentar
antigenos as células T CD4", para desencadear a resposta imune especifica, carreiam as

particulas virais até as estacdes linfaticas, favorecendo a infeccdo das células T CD4" e a

desrregulacdo do sistema imune (PACHIADAKIS et al., 2005).
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Em pacientes imunocompetentes portadores de condilomas anais, as células
dendriticas encontram-se aumentadas na mucosa anal. Porém, nos pacientes
imunocomprometidos e pacientes portadores do cancer anal, as células dendriticas residentes
diminuem, apresentando correlacio direta com os niveis de células T CD4" e inversa com a
carga viral do HIV (SOBHANI et al., 2001). Em um estudo nacional realizado em 2006,
Nadal e colaboradores descreveram a diminui¢do da freqiiéncia das células dendriticas em

pacientes HIV positivos com cancer anal.

Desta forma, o presente estudo buscou avaliar a relac@o entre a frequéncia de células
dendriticas da mucosa anal de pacientes HIV positivos, através da expressao de marcadores
imunohistoquimicos, com a lesdo escamosa intra-epitelial anal e o cancer na principal

instituicao publica de apoio a pacientes HIV positivos de Manaus-AM.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nocoes anatomicas sobre o canal anal

O canal anal, porcdo terminal do aparelho digestivo, tem a fun¢do de controlar a
eliminacdo dos subprodutos do processo digestério. Mede cerca de 2,5 cm e inicia-se a altura
da linha pectinea, do latim pecten, pente ou crista de galo, e termina no orificio anal ou anus,
sendo revestido por pele completa que se abre na regido perineal em forma de fenda
longitudinal (DINIZ, 1999).

O anus é precedido, por um segmento revestido por pele modificada desprovida de
pélos, o anoderma, até a linha pectinea (Figura 1). O epitélio de revestimento do canal anal
varia conforme sua localizacdo anatomica, sendo do tipo estratificado escamoso abaixo da

linha pectinea e colunar simples acima desta ( NETTER, 1999).

Jungia retassigmdidea

Colunas anais [de Margagni]

v Mizeula levantador do Snus
i [ / Seio anal
5.6 d w3 //,‘?' & Linha anorretal [pectinea ou denteada)

Plexo venoszo retal interno

Canal anal
cirirgico .5-3

s W alvula anal
anatomico _ | "
a.5-1 Cripta anal
[ i § -3 Glindulas anaiz
el el

Mlargem anal

=2 LT
Sulco intermuscular [linha branca de Hilkan) Submucosa muscular do Snus

Figura 1 — Reto e canal anal- sec¢do longitudinal
Fonte: Modificado de Netter (1999).
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Variadas afeccdes proctoldégicas acometem a regido suprapectinea, estando
anatomicamente situadas no reto, mas comportando-se como pertencentes ao canal anal, e

estando dentro dos limites musculares deste (DINIZ, 1999).

2.2 A Neoplasia intra-epitelial cervical e anal

O epitélio displdsico ou portador de lesdes intra-epiteliais escamosas € caracterizado
pela presenca de graus progressivos de anomalias de diferenciacdo celular e de maturagao,
ocorridas desde a membrana basal até a superficie celular. Essas alteracdes s@o classificadas
em leve ou neoplasias intra-epitelial escamosa de baixo grau (NIAI), cujas alteracdes ocupam
1/3 da sua espessura do epitélio escamoso, podendo apresentar células atipicas, mas nao
mitoses atipicas; moderado ou neoplasia intra-epitelial escamosa de grau moderado (NIAII),
com alteracdes ocupando 1/2 da espessura do epitélio, onde células atipicas podem ser vistas,
mas nao figuras mitoses; severo ou neoplasia intra-epitelial escamosa de grau severo (NIAIII)
onde h4 extensa destrui¢do da arquitetura de todo epitélio, presenca de atipias citoplasmadticas,
nucleares e mitoses, e por fim podendo evoluir para o carcinoma in situ € 0 invasivo escamoso
que apresenta infiltracio da lamina prépria por aglomerados de células tumorais
(ABRAMOWIT et al., 2007; APGAR; ZOSCHNICK, 2003; BANDEIRA et al., 2001).

Diversos sistemas de classificacdo citoldgica e histologica dos graus de neoplasia
intra-epitelial foram descritos, causando equivocos no emprego dos termos na préatica clinica.

Russomano (2004) organizou um quadro com os principais sistemas visando a melhor

compreensdo dos estagios e equivaléncias do cancer cervical uterino (Quadro 1).
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Quadro 1

Equivaléncia de nomenclaturas citolégicas e histopatoldgicas das lesdes pré-invasivas
escamosas cervicais.

CITOLOGIA HISTOLOGIA | CITOLOGIA
RICHARDT
BETHESDA
CID OMS RICHARDT | BETHESDA | (1990) Y
PAPANICOLAU | (1952.1973) | (1968) (1989) ANALOGA | DeUISAO
A BETHESDA
Classe 1 - Normal
Alteragdes
] benignas
Classe II . - :
Displasia NICT LSIL NIC de baixo LSIL
leve grau
Displasia NIC IT
Classe I1I moderada
Displasia NIC TII HSIL NIC de alto HSIL
acentuada grau
Classe IV Carcmoma in
situ
Classe V Cancer Cancer Cancer Cancer

Legenda: NIC I-Neoplasia intra-epitelial cervical de baixo grau; NIC II-Neoplasia intra-epitelial cervical de grau moderado; NIC III-
Neoplasia intra-epitelial cervical de alto grau; LSIL-Lesao intra-epitelial escamosa de baixo grau (low grade squamous intraepithelial
lesion); HSIL-Lesao intra-epitelial escamosa de alto grau (high grade squamous intraepithelial lesion).

Fonte: Baseado em Russomano (2004).

A neoplasia intra-epitelial ja é bem estabelecida como precursora do cancer cervical e
parece desempenhar papel semelhante na génese do cancer anal. Sendo assim, a transposi¢ao
do conhecimento da oncogénese do cancer cervical para o cancer escamoso anal foi
apresentada por compartilharem caracteristicas bioldgicas, inclusive sob aspectos
histopatolégicos e anatdomicos, como a zona de transi¢do epitelial, o papel do HPV e
similaridades entre a lesdo intra-epitelial escamosa cervical e a anal, consideradas precursoras
dos canceres cervicais e anais, respectivamente (MELBYE; SPROGEL, 1991; PALEFSKY et
al., 1991; ZAKlI et al., 1992).

A importancia clinica em graduar a gravidade das lesdes displdsicas, ou intra-
epiteliais, reside no fato do risco do desenvolvimento do carcinoma escamoso aumentar

conforme a neoplasia intra-epitelial evolui para graus mais severos. Todo carcinoma
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escamoso cervical desenvolve-se de NIA III e, apesar da compreensao da histéria natural da
lesdo intra-epitelial escamosa anal (ASIL) ndo estar concluida, é aceito que a neoplasia intra-
epitelial de grau severo (NIA III) preceda o cancer anal escamoso pelas similaridades com o
cancer cervical (MARTINS, 2005).

Chin-Hong et al. (2005) postulam que a evolu¢do para o desfecho do carcinoma anal
ocorra entre 9 a 10 anos. Apesar da progressdao da NIA de neoplasia intra-epitelial anal leve
(NIA I) a NIA III nem sempre ocorrer, ela € clinicamente importante, conforme demonstrado
por Palefsky et al. (1998b), quando reporta 62 % de NIA I em pacientes portadores do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e, 36 % de homossexuais masculinos, HIV negativos,

com progressao da lesdo para NIA IIl em 2 anos.

2.3 Epidemiologia da neoplasia intra-epitelial e do cancer anal

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

Ap6s a epidemia de AIDS, a prevaléncia do cancer anal entre homens que fazem sexo
com homens (HSH) tornou-se maior que a do cancer cervical, antes do emprego da técnica do
Papanicolau para o seu rastreamento (PALEFSKY; HOLLY, 1995), sendo impulsionada a
35/100.000 em HSH HIV negativos a até 80/100.000 nos HSH HIV positivos com baixos
niveis sanguineos dos linfécitos T CD4" (MARTINS, 2005; VOLBERDING, 2000),
passando, nestes grupos, a ser mais prevalente na terceira e quarta décadas de vida
(FRIEDMAN et al., 1998).

No Brasil, os dados epidemiolégicos do cancer anal sdo publicados em conjunto com
as demais neoplasias do célon e reto, mais prevalentes, dificultando a andlise epidemioldgica

(INCA, 2007).
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Na Fundag¢do Centro de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON), nos tltimos
05 anos, a incidéncia de cancer de anus e canal anal variou de 0,1 a 2,4 %, sendo ligeiramente
mais prevalentes em homens e em sua maioria do tipo escamoso, € ndo houve registro de
casos em pacientes HIV positivos (FCECON, 2005).

A busca da explicacdo sobre os motivos pelos quais a prevaléncia do cancer cervical e
anal ser tao discordante da observada no cancer de vulva, vagina e pénis, visto que todos sao
relacionados ao HPV e a atividade sexual, impulsionaram o pesquisador a questionarem
possiveis fatores em comum, sendo entdo apontado a ocorréncia da zona de transicao epitelial

presente nos dois epitélios (STEENBERGEN et al., 2005).

2.3.1 Os fatores de risco relacionados a neoplasia intra-epitelial e o cincer

Indmeros fatores tém sido imputados no desfecho NIA/cancer, com importincias
dispares entre os estudos, em especial os relacionados aos fatores sdcio-comportamentais,
dentre eles a multiplicidade de parceiros sexuais, o tabagismo, as doencas sexualmente
transmissiveis (DST) e a prética do sexo anal receptivo (AR). Fatores bioldgicos como a
presenca de NIA, a frequéncia das células dendriticas na mucosa e a imunodepressiao
sist€émica sdo também apontados.

De acordo com Daling et al. (1987); Kreuter et al. (2005), o risco relativo (RR) de
cancer anal em tabagistas ¢ de 7,7 em mulheres e de 9,4 em homossexuais masculinos, dados
discordantes dos estudos de Chin-Hong et al. (2005), onde localizacdo geogréfica e tabagismo
ndo foram associados a ASIL.

Entre homossexuais HIV negativos, adeptos da pratica do sexo anal receptivo (AR),
Chin-Hong et al. (2005) encontraram uma elevada prevaléncia de ASIL, sendo 15 % de NIA 1

e 5 % de NIA III e taxas de detec¢do do HPV entre 20 % e 57 % respectivamente. O risco de
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desenvolvimento do cancer quando relacionado com AR tem apresentado conflitos entre os
dados dos autores, ndo se mostrando como fator de risco isolado para Sobhani et al. (2001;
2004), embora os estudos de Daling et al. (1987) tenham relatado NIA III em 37 % dos HSH
homossexuais ou bissexuais e em apenas 1 caso no grupo controle, representando risco de
33,1 para o grupo masculino e de 1,8 para o feminino. No Amazonas, Avi et al. (2005)
encontraram prevaléncia de 17,4 % de ASIL em pacientes portadoras de neoplasia intra-
epitelial cervical adeptas a pratica.

Dentre os pacientes HIV positivos homens que fazem sexo com homens (HSH),
Palefsky et al. (1997) relataram um RR de 3,7 para o NIA III e de 2,6 nos HSH HIV
negativos. A estimativa da progressdao a NIA III foi de 49 % em 04 anos entre os HSH HIV
positivos e, de 17 % nos demais. Segundo Palefsky et al. (2002), a taxa de NIA III, mesmo
com o descontinuar do sexo anal receptivo, tende a se manter.

O papel das doengas sexualmente transmissiveis foi abordado por Daling et al. (1987)
que descreveram um risco de 17,2 % para pacientes com histérico de gonorréia e de 2,3 %
para Chlamydia trachomatis € Herpes simplex tipo 2 em mulheres sem histéria de verrugas
genitais. Nos individuos heterossexuais com verrugas genitais, 0 RR de cancer anal foi de
32,5 (DALING et al., 1987), sendo também recentemente reportado como elevado entre
pacientes HIV positivos heterossexuais (PIKETTY et al., 2003; WILKIN et al., 2004).

Estudos abordando a relagdo do HPV com a NIA e o céncer, independente do perfil
sorologico do HIV, tém recebido énfase nas dltimas décadas, apesar de desde 1976, Pfister ter
imputado ao HPV o fato de ser o principal agente iniciador da lesdo intra-epitelial cervical (NIC) e
do carcinoma escamoso cervical (apud PALEFSKY et al., 1991), sendo mais recentemente

implicado na maioria dos tumores do trato anogenital, com prevaléncias dispares.
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2.4 Estrutura do HPV e patogénese viral

Os HPVs sdo virus essencialmente epiteliotropicos que necessitam romper a barreira
epitelial através de fissuras na pele, dos foliculos pilosos ou da exposi¢dao prolongada a agua,
para invadirem as células da camada basal. Eles ndo sdo liticos e, portanto ndo se liberam da
célula até sua chegada a superficie epitelial (MARCHETTI et al., 2002).

Mais de 40 tipos de HPV foram descritos como capazes de infectar o trato anogenital
humano de ambos os sexos. Os tipos sdo classificados em relagdo a sua taxonomia baseados
na homologia entre as seqiiéncias de nucleotideos do gene L1, regido mais conservada do
genoma do HPV (DOORBAR, 2005). A classifica¢do do risco oncogénico é baseada na freqiiéncia

de associag@o dos tipos com as neoplasias epiteliais de alto grau e o carcinoma cervical (Quadro 2).

Quadro 2

Classificac@o dos tipos de HPV de acordo com o potencial oncogenico.

CLASSIFICACAO DE RISCO | TIPOS DE HPV

Alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Provavel alto risco 26, 53, 66

Baixo risco 6,11,40,42,43,44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108

Risco indeterminado 34, 57, 83

Fonte: Munoz et al. (2003).

O desfecho oncogénico ndo ocorre em mais de 80 % dos casos, por evolucdo frusta,
com regressdo as caracteristicas epiteliais normais em torno da décima sexta semana apds a
infeccdo, onde se observa a infiltragdo de linfécitos T citotoxicos (CTL) na mucosa infectada

(PALEFSKY; HOLLY, 2003; STEENBERGER et al., 2005).

Baseado nos conhecimentos atuais, Steenbergen et al. (2005) propuseram um modelo
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para compreensao da carcinogénese mediada pelo HPV (Figura 2).

INFECCAO PERSISTENTE
HPV CLEARENCE

1
! -,
y Y ' INSTABILIDADE GENETICA
180%1 Regressao : -_ 5
[}
- I Escape do sistema imune
CERVICE CANCER
NORMAL FH» NICI NIC 11 NIC I1I > INVASOR
1 Infecgao produtiva Ativacio da telomerase
Infecgdo por HPV de 1 1 1
alto risco Imortalizagio Invasio
Desregulagao da
expressio de E6/E7:
proliferacao celular 1 1
1 Alteracoes Alteracoes
(epi)genéticas:  (epi)genéticas: ganho
Integracio viral perda de 3p, 6, de 3p, 20q, perda de 11
10p (inativacao de TSLC1)
+ 2 -3 anos + 10— 12 anos

Figura 2 - Proposta de mecanismo da carcinogénese cervical mediada pelo HPV.

Legenda: NIC I: Neoplasia intra-epitelial cervical de grau leve, NIC II: Neoplasia intra-epitelial cervical
de grau moderado e NIC I: Neoplasia intra-epitelial cervical de grau severo.
Fonte: Steenbergen et al. ( 2005).

Pacientes homossexuais e bissexuais masculinos HIV negativos t€ém apresentado risco
elevado de NIA, com prevaléncia de 60 a 70 % de HPV (PALEFSKY et al., 1998a). Chin-
Hong et al. (2005) observaram que a taxa de NIA III nos pacientes mais velhos nao se
mostrou mais elevada do que a observada nos jovens, indicando o cardter nao-cumulativo da
infeccao, quando mediado por um sistema imune higido sujeito a freqiientes exposi¢des virais
(CHIN-HONG et al., 2005).

Em recente andlise multivariada sobre os fatores risco associados ao condiloma e a

displasia, em pacientes HIV positivos, apenas a histéria de lesdo anal associada ao HPV

(OR=2,82) e AR (OR=4,29) foram significativas, ndo havendo relacdo com caracteristicas ou
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estdgios do HIV, geografia, tempo de conhecimento do perfil sorolégico, ou uso de HAART
(ABRAMOWIT et al., 2007).

Apesar dos esforcos, os pesquisadores ainda ndo conseguiram demonstrar se o HPV ¢
o fator determinante ou um co-fator na génese do cancer anal (NADAL et al., 2006a).

A interagdo direta HPV-HIV tem sido demonstrada mesmo em pacientes sem
alteracdes nos niveis de linfécitos T CD4", onde partes do genoma do HIV, como a proteina
tat, potencializariam a expressao de E6 e E7 do HPV (VERNON et al., 1993). Mas, segundo
Palefsky (1997), a presenca do HPV, o nimero de tipos detectados e a quantidade de DNA
s30 inversamente proporcionais aos niveis periféricos de células T CD4", tornando os
pacientes mais propensos a desenvolverem NIA III, sugerindo que a imunossupressao

influencie na patogénese.

2.5 Epidemiologia e papel do HIV na neoplasia intra-epitelial anal e no cancer

Em todo o mundo, a infec¢do pelo virus do HIV estendeu-se primariamente como
resultado da exposicdo sexual através das superficies mucosas (JAMESON et al., 2002).

No Brasil, existem mais de 433.000 casos de aids relatados, sendo 75 % ocorridos na
faixa etdria mais produtiva de 25 a 49 anos. Dos casos de aids, 33,1 % foram reportados entre
homossexuais e bissexuais, 28,2 % entre heterossexuais € 20,8 % decorrentes da necessidade
de transfusdo de hemocomponentes. No Amazonas, desde 1980, foram notificados 3.887
casos de aids, com 264 casos novos em 2006 (BRASIL, 2007 b). Desses aproximadamente
3660 pacientes estdo em acompanhamento na Fundag¢do de Medicina Tropical do Estado do
Amazonas (FMTAM).

O cancer é uma significante causa de mortalidade em pessoas com HIV. Segundo



26

Spamo et al. (2002) apud Fernandez (2003), 30 % a 40 % desses pacientes irdo desenvolver
alguma doenca maligna durante a vida. O cancer anal € descrito nesta populagdo como
“malignidade associada a aids” ou “cancer oportunista” (FERNANDEZ, 2003).

A incidéncia de cancer anal foi descrita por Melbye et al. (1994) como vinte vezes
mais freqiiente em individuos HIV positivos. Na analise de 11 Estados americanos, o risco do
cancer anal entre mulheres HIV positivas foi de 6,8, e de 37,9 para homens, elevando-se a 134
e para 162,7 respectivamente, quando se considera apenas individuos com menos de 30 anos
(KLENCKE; PALEFSKY, 2003).

No Brasil, Nadal et al., (2006a), descreveram o cancer anal em pacientes HIV
positivos, como seis vezes mais freqiiente no sexo masculino e, ocorrendo duas décadas mais
cedo do que a média de idade do grupo controle.

No Amazonas, Costa e Silva; Ferreira, (2006), descreveram, através da citologia, a
NIA em 23,81 % de pacientes transplantados renais, revelando a importancia do
acompanhamento das lesdes em outras populacdes de pacientes imunossuprimidos.

Kreuter et al. (2005) e Manzione, et al. (2003) descreveram neoplasia intra-epitelial
anal em 19 % dos pacientes HIV positivos, com prevaléncia de 30 % de NIA III. Nestes
pacientes a média de linfécitos T CD4" foi de 454,4 cél/ul, com carga viral média de 5643
copias/mL. Apenas Sobhani et al., (2004), apontou a carga viral como ferramenta de valor na

selecdo de pacientes com risco elevado para o desenvolvimento da neoplasia intra-epitelial anal.

2.5.1 O papel da HAART na progressao da NIA/cancer

A progressao de NIA III ao cancer ocorre em torno de uma década, tempo que antes

do desenvolvimento da terapia anti-retroviral de alta poténcia (High Active Antiretroviral
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Therapy - HAART) os pacientes HIV positivos ndo dispunham, devido a elevada mortalidade
por infec¢gdes oportunistas, o que limitava a mensurag@o dos riscos relacionados a progressao
da NIA ao cancer. A ampliacio do acesso da populacdo aos esquemas HAART sdo
responsaveis pela queda da mortalidade e morbidade na maioria dos paises, porém a
incompleta restauragdo imune, associada a prolongada exposicdo aos virus oncogénicos e a
instabilidade gendmica, podem resultar em prejudicada vigilancia imune e subseqiiente
elevacao da incidéncia de tumores (FERNANDEZ, 2003).

Na era pré-HAART, os principais fatores de risco para o cancer anal, entre HIV
positivos HSH, eram a infec¢dao pelo HPV e a imunossupressdao (PALEFSKY et al., 1998a,
1998b, 1998c). A imunossupressao entre adultos HIV positivos, exceto em mulheres jovens,
era mensurada pelos niveis de células T CD4" e associada a alta prevaléncia de NIC, NIA e
progressao rapida a NIA III, onde a for¢a desta relacdo parece mais relacionada as células T
CD4" do que a carga viral do HIV, refletindo uma maior importancia da disfuncdo imune para
este desfecho (PALEFSKY; HOLLY, 2003).

A implementacdo da HAART foi acompanhada do aumento das taxas de ASIL e
atribuida a maior sobrevida, facilitacdo da sua progressdo pela imunossupressdo e ineficiente
acdo da HAART sobre o HPV (PALEFSKY et al., 1998a; ABRAMOWITZ et al., 2007).
Estudos anteriores, com tempo de seguimento menor, ja mostravam a elevacio das taxas de
NIA neste grupo, com modificacdo da taxa de NIA IIl em 76 % e regressdao a NIA I em
apenas 22 % dos pacientes (PALEFSKY et al., 1998a). Num estudo recente Palefsky et al.
(2005), documentaram a progressdo da prevaléncia da NIA de 36 %, entre HSH HIV
positivos, para 81 %. A elevacdo dos casos também foi descrita entre pacientes HSH HIV
negativos.

Segundo Doorbar (2005), apesar da imunossupressdo aumentar o risco de

desenvolvimento de NIA III, uma vez estabelecida a neoplasia intra-epitelial, fatores
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genéticos como os induzidos pelas proteinas E6 e E7 do HPV parecem desempenhar um papel
mais direto na progressdao da NIA ao cancer (DOORBAR, 2005), e uma vez instaladas as
mutagdes, a reconstrucao do sistema imune pela HAART ndo se acompanha da reconstrucdo
da resposta imune especifica ao HPV, como ocorre com outros patégenos (PALLEFSKY;
HOLLY, 2003).

O efeito da HAART sobre o cancer anal, as lesdes precursoras e a prevaléncia do HPV
sao complexas e com publicacdes conflitantes (DELMAS et al., 2000; PALEFSKY, 1999 e
LILLO et al., 2001), se por um lado a recuperagdo do sistema imune poderia reduzir a
prevaléncia do HPV, ASIL e evolugdo da displasia, por outro o aumento da atividade sexual e
da longevidade podem paradoxalmente induzir efeitos opostos (PALEFSKY et al., 1998a;
PALEFSKY et al 1998b; PALEFSKY et al 1998c). Abramowitz et al., (2007), concluiram
que a melhora da imunidade associada a era HAART nao foi capaz de prevenir a recorréncia
das lesdes relacionadas ao HPV.

Apesar do possivel aumento da incidéncia da NIA ter uma parcela apoiada no maior
acesso aos testes diagnodsticos, o crescimento da patologia € alarmante e vem encorajando a
implementacdo de programas de rastreamento precoce das lesdes precursoras do cancer anal,
inclusive na FMTAM (PALEFSKY et al., 1998b).

O sistema imune exerce importante controle das infec¢des. Pacientes com deficiéncias
neste sistema sdo particularmente suscetiveis ao desenvolvimento de quadros infecciosos
difusos e refratdrios, conforme observado em transplantados renais, HIV positivos e

portadores de defeitos genéticos deste sistema (DOORBAR, 2005).

2.6 O Sistema imune e caracterizacao das células dendriticas

O sistema imune € composto por células e moléculas que desencadeiam resposta

coletiva e coordenada a introducdo de substancias estranhas no organismo, sendo mediado
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pelos componentes dos sistemas inato e adaptativo. O sistema inato apresenta, como
principais funcdes, o reconhecimento de patdgenos, fagocitose, apresentacdo de antigenos
(Ag), liberacao de mediadores inflamatorios e o recrutamento celular (ABBAS; LICHTMAN,
2005a).

As células apresentadoras de antigenos (APC) sdo representadas por linfécitos B,
células de Langerhan’s( células dendriticas imaturas) (LC), células dendriticas da epiderme,
macréfagos e linfécitos epiteliais disponibilizados nas camadas do epitélio, sendo seu papel
parte fundamental da resposta imune, pois apds capturarem os antigenos, processam-nos e
expressam, em sua superficie, através do complexo principal de histocompatibilidade (Major
Histocompatibility Complex - MHC) de classe II, e apresentam aos linfocitos auxiliares T
CD,*, desencadeando a resposta ao invasor. (ABBAS; LICHTMAN, 2005b).

As formas imaturas das DC sdo levadas pela corrente sangiiinea aos 6rgaos periféricos
como pele e mucosas, onde se instalam. As DC da pele ou células de Langerhan’s (LC)
possuem grande poder migratério através dos plexos subepidérmicos, nos sitios de intera¢do
entre o individuo e o meio, onde formam uma rede extensa unidirecional e ascendente até os
orgdos linféides secunddrios (RANDOLPH et al., 2005), iniciando juntamente com oS
linfécitos intra-epiteliais a resposta imune contra antigenos (Ags) inalados, ingeridos ou
inoculados na fase inicial de infeccio (ABBAS; LICHTMAN, 2005c; PACHIADAKIS et al.,

2005; ABBAS; LICHTMAN, 2005d; JAMESON et al., 2002).

2.6.1 Expressao de receptores e maturacao das células dentriticas

As DC antes de capturarem e fagocitarem o0s antigenos por macropinocitose ou

endocitose, sdo consideradas imaturas por expressarem pouco MHC, moléculas co-
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estimuladoras e apresentarem expressao elevada de CDla e receptores de quimiocinas como
os CCR1, CCR2, CCRS5 e CCR6. Estes receptores associados as quimiocinas recrutam outras
DC para os tecidos inflamados (ZIMMER et al., 2002).

Durante o processo migratdrio, a expressao de MHC I, MHC II, como o HLA-DR,
moléculas co-estimuladoras, CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) e CD4 aumentam nas DC, enquanto
diminui a ligacdo e o processamento de novos Ags exdgenos, sendo entdo consideradas DC
maduras, que expressam ainda CXCR4 e CCR7 que direcionam a migragao até as areas T dos
tecidos linfaticos, auxiliadas pelas quimiocinas linfonodais CCL19 e CCL21 (ZIMMER et al.,
2002; KAWAMURA et al., 2005).

Na zona de células T, as DC maduras apresentam os antigenos capturados e sao
caracterizadas pela expressdo de CD83, altos niveis de MHC II, CD40, CD86 e expressao
reduzida de CD1a ( ZIMMER et al., 2002; KAWAMURA et al., 2005), que em resposta as
citocinas e moléculas co-estimuladoras expressas ativam macréfagos, fundamentais a resposta
infecciosa aguda (ABBAS, LICHTMAN, 2005).

As interagdes adesivas entre DC e linfocitos T sdo relacionadas a expressdo do
leucocyte function associated molecule-1 (LFA-1), o maior ligante da ICAM-3 aos linfdcitos
T (SOILLEUX, 2003). Apés a sinalizagcao, entre DC-Linf6citos T, os linfécitos T sofrem
expansao clonal e entdo migram para a pele para participarem da resposta inflamatdria.

As DC sdo um grupo de APC bastante heterogéneas. O sangue, a pele e os tecidos
linf6éides apresentam vdrias subpopulagdes de DC que diferem quanto a eficicia de ativagdo
dos linfécitos T naive e permissibilidade a infec¢des (TURVILLE et al., 2001). Quanto a
origem, as DC apresentam precursores mieldides e linféides; que, conforme a exposi¢ao e
expressdo de receptores de citocinas, irdo se diferenciar em DC mieldides, LC e DC

plasmocitéides, classificadas de acordo com seu fenétipo e morfologia (Figura 3) (ARDAVIN
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Via comum de diferenciacdo das DC. Apds as setas estdo representados os produtos
finais de cada via de diferenciacdo. As principais citocinas envolvidas estdo indicadas.

Legenda: FLT3: fins-like tyrosine kinase 3 ligant; IL: interleucina; TGF-B: fator 8 de crescimento e transformacio; TNF-a: fator o

de necrose tumoral.
Fonte: Ardavin et al. (2001).

No sangue periférico, sdo encontradas as DC mieldides e plasmocitdides. As DC

mieldides sdao APC cléssicas, pois apresentam os produtos antigénicos degradados aos

linfécitos T CD4" e T CD8", secretam citocinas pré-inflamatérias como a IL-12, essenciais ao

desenvolvimento da resposta imune efetiva, além de interferon I, quando infectadas por virus,

mas em menor quantidade que as DC plamocitéides consideradas produtoras naturais de

interferon (PACHIADAKIS et al., 2005; WU; KEWALRAMANI, 2006).

As DC plasmocitdides desencadeiam resposta adaptativa anti-viral caracterizada pela
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producdo de vdrios tipos de interferon (WU; KEWALRAMANI, 2006) e t€ém, segundo
Pachiadakis et al., (2005), uma capacidade 10 a 50 vezes menor em expandir células T CD4"
e TCDS8".

Ambas DC mieléides e plasmocitéides, secretam IL-10 e IL-12 e a relagdo entre essas
parece definir a resposta imune como predominantemente do tipo 1 ou do tipo 2, e o tipo de
resposta parece relacionada a quantidade de antigenos e ligantes dos receptores do tipo toll

nos patégenos (PACHIADAKIS et al., 2005).

DC mieléides, DC plasmocitéides, DC da derme sdo suscetiveis a infeccao pelo HIV-
1, pois expressam, mesmo que em pequenas quantidades, os receptores CD4 e os co-
receptores necessdrios a ligacdo (TURVILLE et al, 2002). Smed-Sorensen et al. (2005)
observaram maior suscetibilidade das DC mieldide para as infec¢des pelo virus tipo 1 do
HIV que utiliza o receptor CCR5 (R5), provavelmente decorrente da maior expressdo de

CCRS em relacao a CXCR4 nessas células.

No epitélio, as seguintes subpopulagdes de DC foram descritas, in vitro (TURVILLE et

al., 2003):

» LC intra-epiteliais langerina® CD1a"
> DC da derme, submucosas ou subepiteliais CD1a” CD14" DC-SIGN™
> DC da derme, submucosas ou subepiteliais CD1a” CD14" DC-SIGN"

» MD-DC derivadas de monécitos: CD1a” CD14" DC-SIGN*

2.6.2 Caracteristicas fenotipicas e funcionais das LC

Segundo Geijtenbeek et. al. (2000), as LC, como tipicas DC imaturas do epitélio,

fenotipicamente apresentam altos indices de expressdo de CDla e sdo capazes de apresentar
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Ags microbianos lipidicos e possivelmente glicolipidicos para as células T (ZIMMER et al.,
2002), além da expressao positiva de CD4 e CCRS5, e negativa de DC-SIGN (DC-specific,
ICAM-3 grabbing, nonintegrin).

Virias caracteristicas das LC as colocam como as mais provaveis células-alvo do HIV,
como a localizagdo intra-epitelial, a expressdo constitutiva de CD4, suscetibilidade seletiva ao
virus RS do HIV-1, capacidade de migrar para os linfonodos e habilidade de transmitir o HIV
aos linfécitos T CD4" (KAWUAMURA et al., 2005), sendo apontados como os sitios mais
importantes de multiplicacio do HIV, juntamente com as células T (KAWAMURA et al,
2003).

A expressdo exclusiva de langerina pelas LC, uma lecitina tipo-c, recentemente
descrita, que induz a formacao dos granulos de Bierbeck, sugere capacidade tunica de capturar
Ags particulares como a manose, N-acetyl-glucosamine e fucose, e possue acdo compardvel
aos receptores de lecitina do tipo-c (CLR) (KAWAMURA et al., 2005).

Foi demonstrada a ligacao da langerina ao HIV pela gp120, sugerindo sua participacao
na transmissao sexual do virus (TURVILLE et al., 2002), porém Schwartz (2007), comprovou
que virions do HIV capturados pela langerina sao internalizados nos granulos de Bierbeck e
degradados, estando a langerina envolvida no processamento do antigeno, criando uma
barreira natural ao HIV-1, mantendo as LC refratarias a ele e mediando a eliminacao viral.

Buscando definir o papel das LC na exposi¢do sexual ao virus, Hu et al. (2000),
fizeram inoculacdo de virus da imunodeficiéncia dos simios (SIV) no epitélio vaginal de
simios e descobriram que mais de 90 % das células infectadas eram LC intra-epiteliais, e que
tardiamente foram encontradas nos linfonodos.

Quanto a forma de transmissdo do virus, foi levantada a hip6tese de competi¢do, pela
ligacdo do gp120, entre o CD4 e a langerina, existindo a possibilidade da langerina mediar a

infeccdo das LC, via trans (dependente do CLR) ou cis (infeccdo via trans mediando a
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infeccdo de novo), facilitando a transferéncia do virus as células T (KAWAMURA et al.,

2005) Figura 04.
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Figura 4 - Possiveis vias de interacdo das células de Langerhan’s da mucosa.

(1) via de novo ou classica, (2) via trans ou dependente do CLR; (3) via cis ou de novo
infeccdo mediada inicialmente pela via trans. As vias de novo e cis estdo relacionadas ao
virus RS do HIV-1 e a via trans ao virus X4 HIV-1. Legenda: CLR: Receptor de lecitina tipo-
c; LC: células de Langehan’s; RS HIV-1: virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 que
liga-se ao receptor CCRS; X4 HIV-1: virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 que liga-se
ao receptor CXCR4; CD4: glicoproteina expressa por linfocitos T helper, células T

regulatdrias e mondcitos; CCRS: receptor curto de quimiocina 5.
Fonte: Kawuamura et al. (2005).

Kawamura et al. (2005), apontam a infec¢do de novo mediada pelo CD4/CCRS das LC
como a principal via de transmissdo sexual do virus, tornando plausivel a observacao de que
individuos com dele¢ao homozigética de CCRS sejam protegidos da aquisicao sexual do virus
RS do HIV-1, conforme descrito por Huang et al. (1996); Liu et al. (1996). Desde 2003,
Kawamura e colaboradores descreveram a variacdo dos niveis de infec¢do das LC conforme a
ocorréncia de polimorfismo na CCRS e suscetibilidade genética dessas células ao HIV, em
que individuos que possuem o diplotipo Awt/Awt estdo sujeitos a maior carga de infeccdo
pelo HIV (KAWAMURA et al., 2004).

Um estudo ex vivo encontrou baixa taxa de infeccdo das LC, 2,67 %, a despeito da alta

concentracdo de virus RS do HIV-1, sugerindo a degrada¢do do virus pela langerina e a
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relativamente baixa incidéncia de transmissdao sexual do virus, que apresenta uma taxa de
transmissibidade de 0.0001-0.0040/ por ato sexual in vivo, (KAWAMURA et al., 2005).

Witte et al. (2007), usando células Raji transfectadas expostas ao HIV-1, demostraram
que a infeccdo das células T € significativamente menor na presenca de LC langerina®, porém
ressalva que, sob altas concentragdes do HIV-1, ocorre saturacdo da langerina com consequente
infec¢do das LC, e que a infeccdo ocorreria mais facilmente nas LC maduras, por diminui¢ao da
expressao de langerina e apenas com o virus R5 do HIV-1, sugerindo entdo, que a infeccdo direta
das LC seja necessdria a sua transmissao (WITTE et al., 2007).

Segundo as conclusdes de Witte et al. (2007), os linfécitos T CD4" permanecem como
fonte de replicacdo e disseminacdo do HIV e a presenca de infec¢do severa, ulceragdes
genitais e co-infeccdo por DST poderiam explicar as diferentes suscetibilidade ao HIV-1.

O CCRS5 vem sendo apontado como co-fator critico na transmissao sexual do HIV, devido
a maioria das infec¢des primdrias isoladas serem por virus R5 do HIV-1, pelo fato das LC
expressarem CCRS5 e ndo CXCR4, e serem infectadas, ex vivo, por virus RS do HIV-1 e nao pelo
virus tipo X4 do HIV-1 (R4), que utiliza o receptor CXCR4 (KAWAMURA et al., 2005).

A quimiocina sintética PSC-RANTES (regulated upon activation, normal T-cell
expressed, and secreted), foi capaz de bloquear a infeccdo primdaria das LC imaturas pelo
virus tipo 5 do HIV-1 sem promover a infeccdo pelo HIV X4. Porém nas MD DC a taxa de
infecgdo viral pelo virus X4 quadriplicou, sugerindo a existéncia de competitividade natural
entre os virus RS e X4, gerando preocupacdo quanto ao uso do PSC-RANTES como

microbicida (KAWAMURA et al., 2004; LEDERMAN et al, 2004).

2.6.3 Células dendriticas nao-LC, co-receptores e a infeccao pelo HIV

Hé mais de uma década, € sabido que as DC ligadas ao HIV-1 facilitam a infeccao

viral de co-culturas de células T, e estudos recentes t€m se concentrado em documentar a
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importancia destas células na transmissao, via mucosas, do virus por meio da descri¢ao dos

mecanismos moleculares da transmissdo (WU; KEWALRAMANI, 2006).

Embora as DC sejam permissivas a infec¢do por uma variedade filogenética de virus,
sua capacidade de suportar a replicagdo viral é relativamente pequena, contribuindo pouco

para a producdo de novos virions (PACHIADAKIS et al., 2005).

As DC estdo implicadas em diversas formas de transmissdo do HIV. A interacdo
inicialmente descrita foi a de novo, onde a proteina gpl20 do envelope viral liga-se
primeiramente ao CD4 e, secundariamente, aos receptores de quimiocina, CCRS5 e CXCR4,
causando uma alteracdo na conformacao do gp41. A seguir, ocorre a exposicdo da regiao do
peptideo de fusdo que se ligard a membrana celular do hospedeiro (ABBAS; LICHTMAN,
2005a). Seguem-se as etapas intra-nucleares de transcricdo do RNA viral e a formacdo da
estrutura basica do HIV, e entdo a gpl120 e o gp41 sdo expressos na membrana celular do
hospedeiro, levando a brotagcao do virion maduro e a sua liberac@o para infectar outra célula.
A infec¢do de uma nova célula pode ocorrer também pela forma direta quando o broto do
virion ainda ndo se formou, e uma célula que expresse o receptor e co-receptores requeridos
liga-se a célula do hospedeiro infectada, permitindo a transferéncia do genoma do HIV

(ABBAS; LICHTMAN, 2005a).

A expressao do fator CD4, até recentemente, era apontada como determinante para
ligacdo das células ao HIV associado a co-fatores, sendo os de importancia para a exposi¢ao
em superficies mucosas o CCRS5, CXCR4, DC-SIGN e, recentemente, langerina e DC-SIGN
related (DC-SIGNR) (TURVILLE et al, 2003).

A especificidade do virus para estes co-receptores é baseada no gpl20, em que
mutacdes nesta drea podem alterar o tropismo celular, como ocorre com a CCR5 usada pelo
virus na fase inicial da infeccdo. Nos estdgios tardios a CCRS ¢ substituida pelo CXCR4

revelando alteracdo do tropismo viral que, na fase inicial da infec¢do € macréfago-tropico e
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depois se direciona as células T (ABBAS; LICCHTMAN, 2005a).

Essa diversidade de co-receptores cria duas vias distintas de infec¢@o: a via infecciosa
classica ou de novo, mediada por CD4 e CCR5 (McDONALD et al.,, 2003) e a via
independente do CD4 (BLAUVELT et al.; 2005; GEJTENBEEK et al., 2000; TURVILLE et
al., 2001), a trans, na qual a transmissdao do HIV é mediada por CLR com formagao de
exossomos (WILLEY et al., 2006) em DC consideradas ndo-infectadas (TURVILLE et al.,
2002; HU et al., 2004). Alternativamente, € descrita a via cis, pela interacdo do CLR com o
CD4 e um receptor de quimiocina em células permissivas, como o macréfago, promovendo
uma forma alternativa para a de novo infeccao (KAWAMURA et al., 2003).

Embora cis e trans ndo sejam vias excludentes, a diversidade de ligagdes do CLR
contribui para a complexidade bioldgica, traduzida pela expressdao destes CLRs nas
subpopulagdes de DC, como langerina nas LC, e do receptor de manose, DC-SIGN nas DC
dérmicas (KAWAMURA et al., 2005).

Buscando avaliar os tipos de interagdes entre o HIV e as DC na mucosa, Turville et al.
(2002), utilizando anticorpos (Ac) anti-CD4 e anti-manose, demonstraram o pequeno papel
desempenhado pelo CD4 e que nas mucosas as interacdes sdo dependentes, principalmente,
do receptor de lecitina ¢ do tipo manose (MCLR). No mesmo estudo, observou-se que LC
imaturas ligam-se seis vezes mais ao gpl120 que as DC dérmicas, e que o Ac anti-manose
impede a ligacdo do virus tipo-1 e 2 com o DC-SIGN, DC-SIGNR e langerina, mas ndo com
o CD4, e permanecendo inalterada, a ligagdo do virus tipo 2 ao CXCR4.

O caminho a ser seguido pela infeccdo parece depender do tipo celular encontrado
inicialmente pelo HIV ao invadir o organismo (KAWAMURA et al, 2005), e segundo Hu et
al. (2000) toda a subpopulacdo de DC sdo capazes de transportar o HIV até o linfonodo.

DC, macréfagos e células T expressam também CD4, CXCR4 e/ou CCRS, os quais

sdo suscetiveis a infeccdo pelo HIV, podendo, na fase inicial da infeccdo, serem potenciais
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células-alvo para a disseminacdo do virus (KAWAMURA et al, 2005).

A possibilidade de protecdo do HIV no interior de exossomos de DC, gerando um
estado infeccioso prolongado, foi levantada por Geijtenbeek et al., 2000 quando relataram a
capacidade do HIV em subverter a funcdo habitual das DC DC-SIGN®, ocasionando a

transmissao viral nas células T.

Turville et al. (2004) sugerem a internalizacdo do virus, via DC-SIGN, num
compartimento nao-endolisossomal, para posterior degradagcdo, e Segura et al. (2005),
demonstraram, in vitro, que apenas exossomos produzidos por DC maduras sdo capazes de
iniciar a resposta imune em células T virgens. A transferéncia direta de Ags, ainda é
controversa, mas a transferéncia de um exossomo a outro ja foi comprovada, podendo
inclusive ter impacto no controle da infec¢do, considerando-se a producdo artificial de
exossomas, visando o estimulo da resposta imune contra agentes infecciosos e tumores

(SEGURA et al., 2005).

2.6.3.1 O papel da DC-SIGN nas infec¢oes via DC

A ICAM-3 (intrercellular aadhesion molecule) é uma molécula de adesdo intercelular
que adere a ndo-integrinas, inicialmente designadas como especificas das DC imaturas, e
denominadas DC-SIGN (DC-specific, ICAM-3 grabbing, nonintegrin). Descrita por Curtis et
al. (1992) na placenta como um MCLR capaz de ligar-se ao gp120. As células DC-SIGN™ sdo
dispostas na derme, placenta, mucosas, tecidos linféides e de forma difusa nas fibras de tecido
conjuntivo fibroso, mas ndo em LC (SOILLEUX, 2003). Com o uso de Ac especificos,

Geijtenbeek et al. (2000) demonstraram que as células que expressam DC-SIGN, na

mucosa do reto e vagina, sao distintas das células T, macrofagos, células B ou mondcitos,
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mas compativeis com as DC, e que essas DC DC-SIGNY, em sua grande maioria,

expressam CD4 mas nao CCRb.

Turville et al. (2001), demostraram que CD4 ¢ MCLRs mediam a liga¢do do gp120 a
DC em tecidos periféricos e que o tipo de MCLR varia conforme o fenétipo e maturagcao das
DC, no epitélio, na submucosa ou na derme; salientando que este amplo espectro de
receptores deve ser considerado quando do desenvolvimento de anti-retrovirais capazes de
bloquearem a aquisi¢ao do virus.

Depois de constatada a capacidade de ligacdo das DC-SIGN ao CCR5 e ao CXCR4,
diferentemente da langerina que sio CCR5"e CXCR4 , concluiu-se que a selecdo do virus R5
ocorrente durante a transmissdao sexual do HIV, ndo seja ocasionada pelo DC-SIGN
(KAWAMURA et al., 2005). Porém, a habilidade das DC em ligar-se ao HIV-1 e de
transmiti-lo as células T CD4" parece relacionada ao DC-SIGN (JAMESON et al., 2002), pela
alta afinidade de ligacdo com as proteinas do envelope viral do HIV-1 e HIV-2, podendo
transmiti-lo as células-alvo que expressam CD4 e os co-receptores virais. (SOILLEUX,

2003).

Hu et al. (1999; 2000; 2004) descreveram as DC migratérias como responsaveis por
90 % da disseminacdo do HIV devido a rdpida penetracdo dos virus na mucosa vaginal e
transmissdo as células T CD4". In vitro, as DC derivadas de monécitos (MD-DC) maturam
por acdo de lipopolissacarideos, IFNy, TNF e CD40-L que determinam uma resposta TH1 nas
células T CD4" com alta transmissibilidade (WU; KEWALRAMANI, 2006). Porém, in vivo,
a interagdo DC- T CD4" ocorre apenas nas DC DC-SIGN™ que expressam CD4 (TURVILLE
et al, 2001, 2003). Apesar dos estudos atuais provarem a interacio direta das DC DC-SIGN™
ao HIV, sem a presenca do CD4, via exossomos, quando da transmissdo as células T, a

expressdao do CD4 é mandatéria (KAWAMURA et al., 2005).

2.6.4 Disposicoes das DC no epitélio vaginal e retal
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A eficiéncia da transmissdo do HIV-1, via DC parece associada aos niveis de DC-
SIGN expressos na mucosa, na qual os virus devem atravessar a camada epitelial para acessar
as DC DC-SIGN" na regido subepitelial da 1amina prépria, o que pode ser facilitado por
traumatismos, ferimentos e tratamentos com progesterona (JAMESON et al., 2002), além da
influéncia do ciclo menstrual, ectopia cervical, circuncisdo e predisposi¢do genética

(KAWAMURA et al., 2005).

Na mucosa vaginal, as células DC-SIGN" ndo sdo detectadas dentro do epitélio
escamoso. J4 no reto, as células DC-SIGN* que co-expressam o receptor CD4 do HIV-1
formam uma banda estreita logo abaixo do limem epitelial, separadas apenas pelo ténue
epitélio colunar simples, sendo portanto facilitado o acesso do virus a estas células
(JAMESON et al., 2002). Os artigos sdo unissonos em afirmar o maior risco de transmissao

do HIV-1 através do intercurso retal (JAMESON et al., 2002; VOELER, 1991).

O epitélio da vagina, da ectocérvix, da glande e da parte interna do prepucio sdao do
tipo estratificado escamoso entremeados com LC dispostas sobre a lamina prépria. Em
contraste, a regido endocervical e o reto sao constituidos por epitélio colunar simples sem LC
(KAWAMURA et al., 2005), o que poderia permitir a transcitose viral, sendo portanto a
transmissdo pouco provavel em heterossexuais, pois a ectocérvix e epitélio vaginal é que
geralmente estdo expostos, sendo bastante provavel que o epitélio estratificado intacto da
mucosa genital, cause uma barreira protetora eficaz a transmissao viral, na maioria dos

casos ( KAWAMURA et al., 2005).

Células DC-SIGN" tém sido demonstradas interagindo com a ICAM-I expresso em
células T naive, mediando a ligacdo da DC com a célula T. Questionou-se entdo a
possibilidade de atuagio da DC-SIGN*, além da langerina, como porteiros, sendo capazes de

capturar, processar e apresentar antigenos peptidicos ou o virus intacto as células T CD4"
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(JAMESON et al., 2002).

Liu et al. (2005) descreveram na mucosa retal e vaginal de humanos a presenca de
DC-SIGNR, um homologo préximo do DC-SIGN, distribuido mais abundante na forma

solivel, com possivel impacto na transmissdo sexual.

2.6.5 Variacoes da freqiiéncia das células dendriticas e o risco de cancer

As DC parecem variar conforme a idade. De acordo com Uchimura et al. (2004) ocorre
uma diminuicio dessas células na mucosa cervical a partir dos 30 anos. Os autores determinaram
a média das DC em mulheres sem patologia cervical e observaram diminuicao significativa nas
mulheres com menarca apds os 13 anos e nas com iniciacdo sexual antes dos 17 anos.

A importancia da alteracdo da freqiiéncia das DC/LC no epitélio é controverso
(SOBHANI et al., 2002; NADAL et al., 2006a), com estudos demonstrando diminui¢do em
situagdes de risco, e noutros o aumento por diminui¢do da migra¢do. A diminui¢do das DC
tem sido relacionada a eventos como o agravamento da NIA, neoplasias escamosas, terapia
imunossupressora e presenga de outras neoplasias; nos quais o epitélio glandular metaplasico
parece inibir a migracdo de DC para os tecidos, tornando-os desprotegidos (UCHIMURA et

al., 2004).

Sobhani et al. (2004) encontraram uma média de 15 a 19 cél/mm”> DC CDla* na
camada basal anal da populagdo geral, 24 a 27 cél/mm” em pacientes com condiloma anal e
de 13 a 16 cél/mm’ podendo chegar a zero, nos pacientes com NIA III ou cancer anal. O
acompanhamento dos pacientes mostrou a diminui¢do das DC apds a excisdo de condilomas

anais, com diferencas entre os grupos com e sem NIA severa e o cancer.

De acordo com Sobhani et al. (2002) na infeccio pelo HPV em pacientes HIV

negativos com condiloma anal, as DC aumentam nas camadas basais do epitélio escamoso
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invadido e diminuem nos pacientes HIV positivos, ndo havendo relacdo com sexo, idade,
presenca de infec¢do anal mudltipla ou comportamento sexual, estando, provavelmente,
relacionada a presenca do virus. O achado ajuda a explicar a elevada recidiva dos condilomas
nos pacientes HIV positivos. A presenca de infecc@o pelo HIV, numa andlise multivariada, foi

0 Unico fator de risco para a diminui¢ao das células dendriticas (SOBHANI et al., 2004).

Tay et al. (1987) avaliando subpopulagdes de DC em pacientes com NIA, constataram
a diminuicdo de seus niveis, principalmente das DC S 100 positivas, causando um
enfraquecimento da resposta imune celular contra o HPV e a NIA, facilitando o
desenvolvimento do cancer. J4 Nadal et al. (2006a), estudando pecas cirtrgicas de pacientes
HIV positivos com cancer anal, constatou uma freqiiéncia significativamente menor dessas
células nos pacientes HIV negativos, porém sem associacdo com o progndstico, no qual
segundo os autores, a acao de fatores tumorais parecem impedir a ativagdo e migragdao das DC

e a conseqiiente infiltracdo e controle do tumor pelas células T.

2.6.6 A secrecao de Citocinas em Pacientes Infectados pelo HIV

Nos linfécitos T CD4" sdo classificado duas subpopulagdes celulares denominadas
TH1 e TH2, que desencadeiam resposta imune antagonicas. A resposta TH1 estd relacionada
a secrecao de IL-2, TNF-a, TNF-B, IL-3 e IFN-y , ativacdo de macréfagos, fagocitose e de
mecanismos citotoxicos, levando a destruicdo extensa das zonas infectadas. Sao relacionadas
a defesa contra protozodrios, bactérias intracelulares e virus e inibem a resposta TH2
(MACHADO et al., 2007).

A resposta TH2 é mais efetiva contra helmintos e bactérias extracelulares, e estd
relacionada a secrecdo de, IL-5, IL-13 e IL-3, e IL-4 que modulam negativamente a resposta

TH1. Caracteriza-se pelo estimulo a producdo de Ac pelos linfécitos B (MACHADO et al.,



43

2007). A IL-10 € atualmente definida como uma IL-regulatoria.

Na fase inicial da infec¢ao viral, o controle é feito pelos IFNa, 8, macréfagos e células
NK. O IFN- y também ativam macréfagos e células natural killer (NK), que produzem
granzima e perforina, causando a lise osmoética das células infectadas. Além disso,
macréfagos e APC, produzem IL-12 que estimulam as células NK a exercerem sua
citotoxicidade e secretarem mais IFN- y o que aumenta o poder microbicida dos macréfagos
(MACHADO et al., 2007).

Durante a infec¢do pelo HIV, os linfécitos T CD4™ por expressarem Ag virais nas suas
membranas, tornam-se alvo de destruicdo pela citotoxicidade dos linfécitos T CD8* e também
aumentam a apoptose, levando a destrui¢io em massa dessa subpopulacdo de linfécitos. A
supressdo imunoldgica estd associada a diminuicdo de IL-2, IFN- y e TNFa, caracterizando o
enfraquecimento da resposta THI, facilitando as infec¢cdes por organismos intracelulares
comuns na aids: M. tuberculosis, P. carinii ( p. ginoveci)) CMYV, criptosporidium

(MACHADO et al., 2007).

A andlise de proteinas regulatdrias e acessérias do HIV e de citocinas em pacientes
infectados, revelaram a complexidade da resposta imune na qual a expressao de Nef (negative
factor) e Tat (transcriptional transactivator) por MD-DC imaturas estimularam a producao de
quimiocinas, citocinas e a ativagao de células T (MESSNER et al., 2002). Shinya et al. (2004)
descreveram a Nef como responsavel pela diminuicdo da expressao de CDla e MHC I nas
MD-DC, prejudicando a apresentacdo de antigenos, objetivando a evasdo do sistema imune.
Outros estudos descreveram o aumento da expressdo de DC-SIGN e formacgao de
aglomerados de DC e células T, pelas Nef, promovendo a trans-infec¢do (SOL-FOULOU et

al., 2002).

A expressdo de Tat por DC imaturas, segundo Izmailova et al., (2003), poderia

induzir a expressdao do IFN para o aumento da producao de células T e atracdo de macrofagos,
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facilitando a disseminagdo da infec¢do, sem induzir a maturagdo celular. Discordante destes
estudos, Fanales-Belasio et al. (2002) e Quaranta et al. (2002) descreveram que essas

proteinas nao alteram a eficiente maturacio das DC.

A avaliacdo das citocinas locais tem despertado o interesse dos pesquisadores, a
infeccdo das DC pelo HIV prejudicam sua capacidade de estimular células T devido a
inibicdo da secrecdo de citocinas, principalmente a IL-12, associada a perda da capacidade de
maturacao por deficiéncia de expressdo de moléculas co-estimuladoras e do MHC, retardando

a resposta imune (PACHIADAKIS et al., 2005, LORE et al., 2002).

Segundo Crowley-Nowick et al. (2000), a IL-10, uma citocina inicialmente denominada como
TH2, foi encontrada aumentada na mucosa de pacientes HIV positivos com infeccio pelo HPV. Ja a
regressio da infec¢@o nestes pacientes foi relacionada ao aumento de citocinas do tipo TH1 (SCOTT

et al., 2001).
Nos pacientes com NIA de alto grau, hd diminui¢@o da resposta TH1 caracterizada
pela diminuicdo de IL-2, IFN- y e TNFa (WU; KEWALRAMANTI, 2006).

A imunomodulagdo das DC pela infeccio do HIV, principalmente quanto a
apresentacdo de antigenos, parece propiciar a evasao do sistema imune. Segundo Macatonia et
al. (1990), DC séricas de pacientes infectados com o HIV-1 s3o menos eficientes em
estimular células T, e DC DC-SIGN" apresentam expressdo diminuida das moléculas co-
estimuladoras CD80 e CD86 ( LORE et al., 2002).

Por fim, estudos de Granelli-Piperno et al (2004, 2006) descreveram as MD-DC e DC
mieldides com maturacdo falha, porém mantendo o estimulo as células T para produzirem
citocinas regulatérias como a IL-10, promovendo resposta imunosupressiva (TH2).

Contrério a estas afirmacdes Sapp et al. (1999), descreveram a eficdcia no estimulo a
resposta imune, via linfécitos T CD8", e Smed-Sorensen et al. (2005) ndo observaram diminui¢io

na produgao de citocinas estimuladas por DC plasmocitéides e miel6ides infectadas com o HIV-1.
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Segundo Granelli-piperno et al. (2005), a eficiéncia da transmissdo do HIV pode ser
aumentada com a maturacdo das DC nos tecidos linféides, e parece ser potencializada com o aumento
da expressao da ICAM I, fortificando a interacdo DC-célula T que expressam LFA-1.

Segundo Turville et al. (2004) DC maduras apresentam grande nimero de virions
intactos em compartimentos perinucleares, ao contrario das imaturas, porém com capacidade
de replicacao viral 10-100 vezes menor, talvez pela dimunicdo da expressdao de DC-SIGN,
ficando a ligacdo ao gpl120 mais dependente de CD4, inclusive com o aumento de sua
expressao (TURVILLE et al., 2002).

Devido a importante deplecio da populacdo dos linfécitos T CD4" no trato
gastrointestinal, observada nas infec¢des agudas e cronicas pelo HIV, torna-se necessério a
caracterizacdo das subpopulacdes de DC intestinais, sua suscetibilidade ao HIV e habilidade

na transmissdo do virus aos linfécitos T CD4" gastrointestinais ( NOBILE et al., 2005).

Ha duas décadas, o cincer anal tem sido pesquisado com énfase, impulsionado pelo
alarmante aumento de sua prevaléncia nos pacientes imunossuprimidos e pelos novos
conhecimentos advindos sobre a imunidade relacionada aos virus e aos tumores, trazendo a
esperanga de cura pela modulagdo, através do controle da migracdo das DC, do bloqueio dos
co-fatores e do desenvolvimento de vacinas terapéuticas. Impulsionado por estes novos dados,
o presente estudo buscou analisar morfometricamente a relacao entre as células dendriticas da

mucosa anal em pacientes HIV positivos com a les@o escamosa intra-epitelial anal e o cancer.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar morfometricamente a relagdo das células dendriticas (DC) com o grau de
lesdo escamosa intra-epitelial e o cancer, na mucosa anal de pacientes HIV positivos

atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas- FMTAM.

3.2 Especificos

3.2.1 Caracterizar a distribui¢do da popula¢do das DC residentes (DC CDla" e DC DC-

SIGN™) no epitélio anorretal de pacientes HIV positivos e HIV negativos;

3.2.2 Avaliar a relagdo da distribui¢do das DC no epitélio anorretal de pacientes em uso de

HAART, com os niveis de células CD4" e carga viral sérica periférica;

3.2.3 Avaliar os fatores sOciocomportamentais com potenciais de risco para o0

desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial escamosa entre os grupos.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo observacional analitico, do tipo caso-controle ndo-pareado, que
buscou avaliar a relacdo das células dendriticas com a lesdo escamosa intra-epitelial e o
cancer na mucosa anal de pacientes HIV positivos atendidos na Fundagdao de Medicina

Tropical do Amazonas (FMTAM).

4.2 Universo de estudo

4.2.1 Populacao de Referéncia

O estudo teve como alvo os pacientes encaminhados ao ambulatério de
coloproctologia da Fundacdo de Medicina Tropical do Estado do Amazonas
(FMTAM), provenientes do ambulatério de DST/aids desta instituicdo e os da rede
publica de assisténcia a saide da cidade de Manaus-AM

A FMTAM € uma instituicdo publica de referéncia em doengas infecto-contagiosas no
estado do Amazonas, que presta assisténcia também aos estados vizinhos de Roraima e do
Pard, sendo responsavel pela implementagdo das medidas de apoio e tratamento dos pacientes

com HIV/aids emanadas do Ministério da Saude (BRASIL, 2007¢).

4.2.1.1 Populacao de Estudo

Foram estudados pacientes HIV positivos e negativos devidamente encaminhados ao

ambulatério de coloproctologia da FMTAM.
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Foram estudados dois grupos: o grupo caso composto por pacientes HIV positivos de
ambos os sexos que fazem acompanhamento especializado na FMTAM e outro grupo
denominado controle, constituido por pacientes HIV negativos encaminhados ao servigo por
apresentarem queixa proctolégica. Para participarem do estudo, os pacientes receberam
informacdes sobre os objetivos do projeto, beneficios e riscos da pesquisa. Os que
concordaram, formalizaram o aceite assinando o termo de consentimento livre e esclarecido

(TCLE) (Apéndice A).

4.2.2 Amostra

Foram coletadas amostras histolégicas da mucosa anal ou da pele perianal de 125

pacientes, destes 70 HIV positivos e 55 HIV negativos.

4.2.2.1 Calculo da amostra

Foi tomado como base o trabalho disponibilizado por Sobhani et al, (2002), que
analisaram as células dendriticas (DC) do canal anal e o risco de cancer anal induzido pelo
HIV em Paris, Franca, jd4 que ndo se dispunha de dados nacionais. Calculou-se o tamanho

amostral através do programa EPIINFO (CDC, 2005) (Anexo 1).

= Estudo caso-controle:

proporcao de casos para controle: 1,0;

OR detectado: 4,50;

propor¢ao (%) de controles expostos: 16,20%;
significancia: 0,05;

poder do teste: 90%;

tamanho da amostra: 54 casos + 54 controles.
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4.3 Analise estatistica

Para avaliar a associacdo entre as varidveis categoricas e o resultado do HIV utilizou-se o
odds ratio (OR) e a estatistica de teste qui-quadrado de Pearson, que também foi utilizado nos
demais cruzamentos das varidveis categéricas. Quando infligida as regras do teste de Pearson
utilizou-se os teste exato de Fisher para tabelas 2x2. Na comparacao de médias utilizou-se o teste
andlise de variancia (ANOVA) ou teste ¢ de Student quando os dados encontravam-se
normalmente distribuidos, e quando ndo aceita a hipétese de normalidade foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney dependendo do nimero de comparaces (VIEIRA, 2004;
BERQUO, 1980).

O software utilizado na andlise foi o programa Epi-Info 3.3.2 for Windows

desenvolvido e distribuido pelo CDC e o nivel de significancia utilizado nos testes foi de 5%.

4.3.1 Critérios de elegibilidade

4.3.1.1 Critérios de inclusao

=  Grupo CASO:
Pacientes HIV positivos de ambos os sexos;

Idade igual ou superior a 18 anos completos.

=  Grupo CONTROLE:

a) Pacientes de ambos os sexos, sem sinais clinicos de infec¢do ou sindrome
consuptiva ou portadores de sorologia positiva para o HIV

b) Idade igual ou superior a 18 anos completos.

4.3.1.2 Critérios de exclusio

Menores de 18 anos;

Uso de 4cido acetil salicilico regular nos dltimos dez dias;
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Plaquetas (< 65000 céls x 10°) para os pacientes com aids.
incapazes mentalmente;

indigenas;

gravidas;

pacientes que preencherem os critérios de inclusdo, mas que por quaisquer
motivos ndo cumpriram todas as etapas do estudo, ndo quiseram participar
do projeto, ou discordaram em assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE A).

4.4 Procedimentos

4.4.1 Fluxograma de execuciao

l NAO I
|

ORIENTACAO, EXAMES E
TRATAMENTO ADEQUADOS

l NAO I
|

ORIENTACAO, EXAMES E
TRATAMENTO ADEQUADOS

Figura 5 - Fluxograma de execugdo dos procedimentos

4.4.2 Coleta

A coleta do material histolégico anal foi realizada por médico especialista da equipe
cientifica em todos os pacientes.

A inclusdo dos pacientes na pesquisa foi feita de forma continua obedecendo aos

critérios de elegibilidade.
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4.4.3 Exame Proctolégico

Os pacientes foram examinados na posicdo de SIMs modificada ou genupeitoral e
submetidos a inspe¢do desarmada e a palpacdo da regido anal, perianal e inguinal. As

alteracdes observadas foram anotadas no prontuério individual.

4.4.3.1 Anuscopia com Magnificacdo de Imagens (AMI)

Todos os pacientes casos e controles foram submetidos a AMI. O procedimento foi
iniciado com o toque retal com dedo enluvado e com pequena quantidade de geléia de
lidocaina a 2% para lubrificacio do canal anal seguido da introducdo do anoscOpio

descartdvel, pléstico e transparente.

Foi realizada a inspecdo mucosa utilizando-se um colposcépio de aumento de 16 a 40
vezes, € em seguida introduzido uma gaze embebida em dcido acético a 3%, através do
anoscopio, visando a coagulagdo tempordria das proteinas dos processos metabdlicos
acelerados tornando o epitélio brancacento. A gaze permaneceu em contato com a mucosa do
canal anal, retal e pele da regido perianal por 2 min, sendo entdo retirada sob manobra de

Valsalva (KLENCKE; PALEFSKY, 2003).

O anoscopio foi reintroduzido para a realizagdo do exame do canal anal e reto sob
magnificacdo de imagem. Os achados a AMI foram classificados em positivos ou negativos
para lesdes brancacentas e localizados anatomicamente quanto a altura a partir do orificio anal
em orificial, anoderma, pectinea e suprapectinea e quanto ao posicionamento hordrio
circunferéncial (1-12h), sendo considerada a comissura anal anterior como marcador da

posicdo 12h (Figura 6).



52

Figura 6 - Mucosa anal.
Legenda: A: mucosa normal com classificacio hordria, B: lesdes brancacentas as 10 e O1h - setas.

As dreas brancacentas predominantes foram biopsiadas sob infiltracdo de lidocaina a
2% quando abaixo da linha pectinea. Uma segunda bidpsia foi realizada em &drea ndo
brancacenta, preferencialmente na linha pectinea. As amostras foram acondicionadas em
frascos com solucdo fixadora de formalina tamponada a 10% de forma a imergir
completamente a amostra, hermeticamente fechadas, identificadas com ndmeros aleatérios e

enviadas para processamento no laboratdrio de anatomia patolégica da FMTAM.

N

Ambas as amostras foram destinadas a quantificagdo das DC pela técnica da
imunohistoquimica e a andlise histopatolégica convencional. Nos pacientes em que nio se
produziram colora¢des brancacentas, foi realizado bidpsia tnica sob anestesia local, na linha
pectinea as 7h, e aplicado o protocolo acima descrito para quantificagdo das DC e estudo

histopatoldgico.

Os achados a AMI foram anotados numa ficha denominada requisicdo de exame

histopatolégico (Anexo 2), sendo o laudo descritivo apontados no verso deste formuldrio.
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4.4.4 Analise histopatologica

No laboratério de anatomia patolégica da FMTAM, as amostras conservadas em
formol tamponado a 10%, por no maximo 24 horas, foram preparadas para a andlise
histolégica e imunohistoquimica, sendo submetidas a processos de desidratagado, fixacdo com
zinco (IHC Zinc fixative, ref 550523, BD Pharmingen®) por 24 h as 48 h visando melhorar a
recuperacgdo antigénica (BD Pharmigen), inclusao em parafina, confec¢ao dos blocos e sec¢ao
do tecido em fatias com espessura de 4u. A secdo histolégica foi montada em lamina
silanizada com extremidade fosca e corada pela técnica da hematoxilina-eosina (BEHMER,

1976).

ApO6s cobertura com laminula, as l1aminas foram observadas a microscopia optica a
procura de alteragdes teciduais inflamatdrias, citopdticas, como as produzidas pelo HPV,

neoplasia intra-epiteliais anais (NIA) e neopldsicas, conforme discriminado (Quadro 3).

Quadro 3

Classificacdo histopatoldgica das amostras anorretais

CLASSIFICACAO DOS ACHADOS HISTOLOGICOS

NEG Negativo para les?lo iptra—epitelial escamosa anal. Inclui alteracdes benignas
inflamatorias, reacionais e metapldsicas

NIA /1T Neoplasia intra-epitelial de baixo ou moderado grau

NIA IIT Neoplasia intra-epitelial de alto grau ou severa

CEPisp Carcinoma epidermdide in situ

CEPinp Carcinoma epidermdide invasivo

ADCisp Adenocarcinoma in situ

ADCinp Adenocarcinoma invasivo

Fonte: Apgar; Zoschnick (2003); Sobhany et al. (2004); Abramowitz et al. (2007).

O exame histopatolégico baseou-se na presenca de hiperpapilomatose associada a
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hiperacantose e a presenga de coildécitos. NIA I/II foi identificada pelo espessamento leve
restrito ao terco inferior (NIA I) ou a metade do epitélio (NIA II), com perda da arquitetura,
sem figuras de mitoses atipicas. NIA III na qual had extensa destruicdo da arquitetura de todo
epitélio, presenca de atipias citoplasmaéticas, nucleares e figuras de mitose, e por fim podendo
evoluir para o carcinoma in sifu € 0 invasivo escamoso que apresentam infiltracio da lamina
propria por aglomerados de células tumorais (ABRAMOWIT et al., 2007, APGAR;

ZOSCHNICK, 2003; BANDEIRA et al., 2001).

Quando fora necessdrio a realizacdo de mais de uma bidpsia em tecido brancacento num

mesmo paciente, 0 exame que apresentou maior grau de lesdo tecidual foi selecionado para andlise.

4.4.5 Analise imunohistoquimica

A coloragdo imunohistoquimica para a detec¢do das DC foi realizada em secgdes

histolégicas retiradas dos espécimes de bidpsias anorretais ndo-brancacentas e brancacentas a AMI.

Ap6s desparafinizacdo com xilol e hidratagcdo, conforme preconizado por Behmer et al.
(1976), as laminas foram dispostas num recipiente porta-laminas de vidro temperado e
submetidas a recuperacdo antigénica: imersdo das laminas em solucdo de citrato (dgua
destilada 1000 ml, 4cido citrico 0,230g, pH 6.0) e colocados em banho-maria em 4gua comum
em microondas por 07 minutos em poténcia média. Aguardou-se 1,5 minutos e completou-se
o recipiente com citrato quando necessdrio, para evitar o ressecamento das laminas, que a
seguir foram recolocadas por mais 07 minutos em microondas. Apds o resfriamento natural
desprezou-se o citrato e imergiram-se as laminas em PBS (10mM de fosfato de sédio a 0,9% e
pH de 7,5), 02 banhos de 5 min cada. Bloqueio da peroxidase enddgena: as laminas foram
submersas em banho de 5 min em 100 ml de metanol com 1,72 ml de dgua oxigenada,

seguido de 02 banhos de PBS de 5 minutos cada. Desprezou-se o PBS e dispuseram-se as
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laminas em solu¢do com 5g de leite bovino desnatado diluido em 100ml de PBS por 5
minutos, seguido por mais 1 banho com 4gua destilada e 3 banhos de PBS de 05 minutos
cada. Aplicac¢do do anticorpo (Ac) primério: Colocamos o Ac primdrio anti-CDla (IgGl, «,
MTBI, ref. 235-L-CE, Novocastra®) que coram as células dendriticas imaturas da epiderme e
algumas subepiteliais, € o anti DC-SIGN (CD-209, rato I1gGa,, «, ref. 551249, BD Pharmingen®)
que coram as DC imaturas subepiteliais que expressam DC-SIGN. Aplicou-se os AC anti-
CDla e anti-DC-SIGN sobre laminas distintas de um mesmo paciente, diluidos em PBS na
propor¢ao de 1:30 e 1:50 respectivamente, dilui¢do validada através dos testes realizados com
controles positivos em pele sauddvel. Os AC foram deixados em contato com o tecido da
amostra, por toda a noite, em cAmera-timida a 4 °C. No dia seguinte a reac¢do foi retomada e as
laminas lavadas em PBS, 03 banhos de 5 minutos cada, incubando-as em seguida com o AC
secundério biotinilado pronto para o uso (Novocastra®, ref. 103) e (biotinilado de cabra anti-
rato, Ig policlonal, ref. 550337, BD Pharmingen®) 1:150 por 60 minutos, seguidos da
aplicacdo de streptavidina (Novocastra®, ref 104) por 30 min. Lavamos as laminas 3 vezes
em solu¢cdo de PBS, por 05 minutos cada. Revelacdo e Montagem: Incubaram-se as 1aminas
em diaminobenzidina (DAB) a 60 mg % a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, por 5 a 10
minutos ou até que se desenvolvesse um precipitado castanho-dourado ténue. Imergiram-se as
laminas em 4gua destilada corrente, e realizou-se a contra-coloracdo com hematoxilina de
Harris, por 1 minuto seguido de novo banho em 4gua destilada. As laminas, em seguida foram
desidratadas em banhos rdpidos progressivos de etanol a 50%, 70% e 80%, secadas

~ ,® ,
naturalmente e montadas com balsamo do canada™ sob laminulas.

Em cada reacdo foi utilizado como controle negativo, laminas do préprio paciente,
utilizando-se solu¢do PBS em substitui¢do ao anticorpo primério. Como controle positivo, foi
utilizado um fragmento de pele humana submetido a0 mesmo processo das amostras dos

pacientes.
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4.4.6 Determinacao da densidade de volume (Vv) das células dendriticas

No presente estudo, a densidade de volume (volume relativo) das células dendriticas encontradas
na regido epitelial e subepitelial da bidpsia anal foi determinada por meio da contagem de pontos que

tocavam a estrutura de interesse em relacdo ao espaco de referéncia (HOWARD; REED, 1998).

As secOes foram visualizadas diretamente na tela plana de um monitor de 15 polegadas e
sobre a mesma foi disposto um sistema teste de pontos impresso em uma transparéncia (Apéndice
B). Um microscépio otico Axioplan HBO 50, Zeiss® foi acoplado a uma camera digital

Sansung®, SCC31 e utilizado o programa ATI multimedia center® para visualizacdo das imagens.

O sistema teste foi composto por 2080 pontos finos e 360 pontos grossos. Os pontos
finos foram usados para a contagem de células DC CDla* e DC DC-SIGN™, enquanto que os
pontos grossos foram contados sobre o espaco de referéncia (regido epitelial e subepitelial da

bidpsia). O volume relativo foi encontrado a partir do cédlculo disponibilizado (Apéndice C).

As células por sua topografia e morfologia foram classificadas e codificadas
numericamente em: células com coloragdo especifica para CDla dispostas no epitélio
estratificado e ocasionalmente na regido subepitelial (1), células do epitélio estratificado (2),
células subepiteliais (3), células do epitélio simples colunar (5), estruturas glandulares (6),
células com coloragdo especifica para o DC-SIGN (7), e ainda as células com coloracdao

acastanhadas localizadas na camada basal passiveis de serem confundidas com melandcitos (4).

Os pontos celulares contados conforme a codificagio numérica, foram quantificados em no maximo de
07 campos consecutivos € no minimo de 04 campos quando se atingiu 200 células de interesse (DC CD1a" e

DC DC-SIGN") (HOWARD; REED, 1998), com aumento de tico de 10 x.

A relacdo entre os pontos celulares mensurados foram utilizadas na andlise entre os
grupos. As amostras dos pacientes submetidas a coloracdo imunohistoquimica foram classificadas

como positivas para a expressio DC, quando do desenvolvimento de coloracdo amarronzada
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intensa especifica predominantemente observada no nicleo e no citoplasma (Figuras 7 a 12).

Figura 7 - DC CDla" .
Coloragdo acastanhada especifica das DC CD1a" e inespecifica na camada basal ( Melandcitos?).

Figura 8 - 503/06: DC CDla-

Coloragdo acastanhada especifica das DC CD1a" no epitélio

Os prolongamentos das células dendriticas sdo facilmente identificaveis.

Dados do paciente: HIV (-), Heterossexual, CSIL(-), DST(-), Histopatoldgico: ASIL 1.
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Figura 9 - 011/06: DC DC-SIGN ™
Coloragdo acastanhada especifica sub-epitelial e ao redor das glandulas retais das DC DC-SIGN".
Os prolongamentos das células dendriticas sdo facilmente identificaveis.

Dados do paciente: HIV(-), Casada, AR (+), CSIL(+), DST (-), Histopatoldgico normal

Figura 10 - 466/07: DC DC-SIGN*

Colora¢do acastanhada especifica das DC DC-SIGN* na regido sub-epitelial e ao redor das
glandulas retais.

Dados do paciente: HIV (+), Homossexual, Solteiro, HAART(-),Histopatolégico: NIA 1.



Figura 11 - 1130/07: DC CDla".

Coloragdo acastanhada especifica das DC CD1a" na regido epitelial e em algumas células da
camada basal.

Dados do paciente: HIV (-), homossexual, CSIL(-), Tabagista, Histopatoldgico: NIA L.

Figura 12 - 033/06: DC-SIGN".

Coloragdo acastanhada especifica das DC-SIGN™ na regido sub-epitelial e ao redor das
glandulas retais

Dados do paciente: HIV(-), Heterossexual, AR(+), DST(-),Histopatolégico normal.

59
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A variacdo normal da freqii€ncia das DC a ser considerada neste estudo foi a calculada
pela média da freqiiéncia de DC de pacientes sem infec¢do pelo HPV, NIA ou HIV sugerida

nos laudos histolégicos e na sorologia dos pacientes.

4.4.7 Diagnéstico sorolégico do HIV

Realizou-se no Laboratério de Andlises Clinicas da FMTAM de acordo com a rotina
estabelecida pelo mesmo, descrita a seguir:

a) Assintomdticos para aids: realizou-se o teste de reacdo de ensaio
imunoenzimatico - ELISA;

b) Sintomdticos para aids: realizaram-se dois testes rdpidos - Determine® e Rapid

Check® sendo os casos discordantes confirmados pelo Unigold®.
Nos dois casos, os resultados positivos foram confirmados pelas técnicas de
imunofluorescéncia indireta (IFI). Nos resultados discordantes realizou-se o teste de Western

Blot.

4.4.8 Contagem de linfécitos T CD," e determinacio da carga viral

Coletou-se do prontudrio ambulatorial dos pacientes com HIV/aids da FMTAM, os
resultados mais recentes referentes a contagem dos linfécitos CD," realizados pela técnica da
citometria de fluxo no aparelho BD FACSCalibur®, e & determinacfo da carga viral do HIV-1
pelo ensaio NASBA Biomérieux®.

As quantificacOes aceitas foram as coletadas no periodo méximo de 06 meses desde
que ndo tenha ocorrido nenhum episoédio de infec¢do oportunista no periodo, nos casos

contrérios, nova determinacdo foi realizada.
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4.5 Consideracoes éticas

De acordo com a resolucdo n. 196 de 10 de outubro de 1996 e emendas, este estudo

somente teve inicio apds a aprovacao do comité de ética em pesquisa (TCLE) da FMTAM.

Os pacientes receberam os esclarecimentos quanto aos objetivos do estudo, riscos e
beneficios da pesquisa. Os que concordaram, assinaram o TCLE (Apéndice A), ficando-lhes
assegurado o cardter confidencial dos dados e o recebimento de uma cépia do TCLE contendo

o telefone de contato e a assinatura do pesquisador responsavel.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foram analisados 125 pacientes, destes 70 eram HIV positivos e
55 HIV negativos. Os pacientes foram encaminhados ao ambulatério de coloproctologia da
Fundagdo de Medicina Tropical do Estado do Amazonas (FMTAM), provenientes de seu
ambulatério de DST/aids ou da rede publica de assisténcia a saide da cidade de Manaus-AM.

Nas anélises buscou-se abordar os principais fatores comportamentais historicamente
implicados na carcinogénese anal. Quanto ao género, 69/125 (55,2 %) pacientes pertenciam
ao sexo masculino e 56 ao sexo feminino, observou-se diferenca significativa ao nivel de 5%.
No grupo de pacientes HIV positivos 73,9 % eram do sexo masculino. O odds ratio (OR) ou
razdo de chances foi de 5,52, demonstrando um fator de protecdo para o gé€nero feminino
(tabela 1). Os dados foram concordantes com os estudos de Nadal et al. (2006a) que descreveram

o cancer anal nos pacientes HIV positivos, como seis vezes mais freqiiente no sexo masculino.

Tabela 1

Distribui¢ao, segundo a presencga de infec¢ao pelo HIV, dos dados sécio-comportamentais dos
pacientes atendidos na FMTAM.

HIV
Variaveis Positivo Negativo Total OR p-valor*
N % N %
Género 5,52 <0,001
Masculino 51 73,9 18 26,1 69
Feminino 19 33,9 37 66,1 56
Idade (anos) 0,148%*
Média + DP 36,4+£9,5 40,0 £13,3
Mediana 36,0 39,5
Amplitude 19-60 14 -78
Estado civil 0,040
Solteiro/Divorciado 55 61,8 34 38,2 89 2,26
Casado 15 41,7 21 58,3 36

Legenda: OR: odds ratio ou Razao de chances.
* Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
p-valor em negrito itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de 5%.



63

Na populagdo de estudo, a média de idade do grupo com neoplasia intra-epitelial anal
(NIA) foi de 36,8 anos e de 39,2 no grupo controle, as diferencas ndo foram significativas
(p=0,25). Considerando-se os graus de NIA, a média no grupo com NIA leve (NIA I) ou
moderada (NIA II) foi de 36,1 anos e no grupo NIA severa (NIA III) foi de 39,3 anos. Os
dados sdao concordantes com os estudos de Manzione, et al. (2004) que relataram 80,1% dos
casos de NIA em pacientes com mais de 31 anos portadores de condiloma anal (Tabela 2).

A média de idade dos pacientes foi de 36,4 £ 9,5 anos para o grupo HIV positivo e de
40,0 + 13,3 anos para o grupo HIV negativo, sem diferencas significativas entre os grupos,
que corroboram com os dados oficiais nacionais do Ministério da saude, que descreveram 75
% dos casos de aids no pais como ocorrentes na faixa etaria comportada entre 25 e 49 anos
(BRASIL, 2006) (tabela 1).

Relacionando-se os dados dos pacientes com HIV/aids com a ocorréncia de NIA, a
mediana de idade encontrada foi de 37 anos para o subgrupo NIA I e de 41 anos para a NIA
ITII. Nao houve diferenca significativa quando se comparou com o grupo HIV negativo com
exame histopatolégico normal ou benigno (retite ou proctite aguda ou cronica inespecifica)

considerado controle, que apresentou mediana coincidente com o grupo NIA I (tabela 2).

Tabela 2
Mediana de idade quanto a presenga de NIA e ao diagndstico do HIV nos pacientes atendidos
no ambulatério da FMTAM.

Diagnéstico do HIV/ Exame histopatolégico Mediana (anos)
HIV(-)/Histopatologia Normal 41,5

HIV(-)/Histopatologia NIA 38,0

HIV(+)/Histopatologia Normal 36,0

HIV(+)/Histopatologia NIA 28,0

HAART/Histopatologia Normal 32,5

HAARTY/ Histopatologia NIA 38,0

e —
Legenda: HIV: Virus da imunodeficiéncia humana, HAART: High Active Antiretroviral Therapy.
P valor: 0,0850.
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Apesar da auséncia de significancia estatistica, observou-se elevacao da mediana entre
os grupos HIV positivos e HIV positivos em uso da terapia anti-retroviral de alta poténcia
(HAART), podendo traduzir a progressao da doenca HIV/NIA com o aumento da longevidade
advindo da HAART (MANZIONE et al., 2003). Estes dados discordam dos descritos por
Klencke, Palefsky, (2003) que encontraram elevagdo acentuada do risco em pacientes HIV
positivos com idade inferior a 30 anos.

Na andalise do estado civil, 77/125 (61,6%) eram solteiros, 28,8% casados, 10
separados e 02 vidvos. Apds agrupar os pacientes entre “casados” e “ndo casados”, com a
finalidade de avaliar se a unido estivel comportava-se como fator de protecdo. Dos 89
pacientes “ndo casados”, 61, 8% eram do grupo HIV positivo, indicando ser a unido estavel um
fator de protecdo para a infec¢ao pelo HIV, OR de 2,26, p: 0,040 para os solteiros (Tabela 1).

Qualitativamente o héabito do tabagismo foi mensurado, 50/125 pacientes relataram o
uso regular da droga, destes 70 % eram provenientes do grupo HIV positivo, havendo
significancia estatitica entre os grupos (OR: 2,77) (Tabela 3).

Daling et al. (1987), que demonstrou risco para o desenvolvimento do cancer anal com
RR de 7,7 em mulheres e 9,4 entre homens tabagistas. No mesmo estudo, ndo se demonstrou
risco no grupo controle composto por pacientes portadores de cancer colonico. Essas
afirmativas sao corroboradas por Kreuter et al. (2005), mas discordantes dos estudos de Chin-
Hong et al. (2005), no qual localiza¢do geografica e tabagismo ndo foram associados a NIA.

No cancer cervical, foi descrito a presenca de um dos carcindgenos do tabaco, o NNK
(4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butadona), que seria metabolizado pelo tecido cervical
humano em produtos genotéxicos e carcinogénicos (CASTELLSAGUE et al., 2002). Efeitos
indiretos do tabaco, como diminuicdo das células de Langerhans e outros marcadores da

resposta imune e diminuicdo dos antioxidantes ingeridos também foram destacados como
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mecanismos pelos quais o fumo poderia afetar a progressdo para a neoplasia maligna do colo
uterino (BOSCH et al., 2002; CASTELLSAGUE et al., 2002).

O uso de drogas ilicitas foi abordado e as mais citadas pelos usudrios foram a maconha
seguida da cocaina e do crack. Dos 125 pacientes analisados, 110 negaram seu uso o que foi
eqiiitativamente distribuido entre os grupos HIV positivo e negativo. Porém, 15 (100%) dos
pacientes que confirmaram o seu uso eram HIV positivos, porém devido a pequena casuistica

nao foi possivel aplicar a estatistica de teste (Tabela 3).

Tabela 3

Distribui¢ao segundo a presenca de infec¢ao pelo HIV em relagao ao uso de drogas nos
pacientes atendidos na FMTAM.

HIV
Variaveis Positivo Negativo Total OR p-valor*
N % N %
Tabagismo 2,77 0,010
Sim 35 70,0 15 30,0 50
Nao 35 46,7 40 533 75
Uso de drogas Hokx
Sim 15 100,0 - - 15
Nao 55 50,0 55 50,0 110

p-valor em negrito itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de 5 %.
* Teste do qui-quadrado de Pearson. *** Nao foi possivel aplicar a estatistica de teste.

Quanto ao inicio da atividade sexual, 82/125 (65,6 %) da populacdo de estudo
referiram inicio da vida sexualmente ativa apdés 15 anos de idade. No grupo HIV negativo,
40/54 (48,8 %) referiram inicio da atividade apds os 15 anos e no grupo HIV positivo 63,2 %
iniciaram a atividade sexual antes dos 15 anos. A diferenca entre os grupos ndo foi

significativa (tabela 4).
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Tabela 4

Distribui¢ao, segundo a presenga de infec¢do pelo HIV, do comportamento sexual dos
pacientes atendidos na FMTAM.

HIV
Variaveis Positivo Negativo Total OR p-valor*
N % N %
Inicio atividade sexual 1,63 0,221
< 15 anos (24) 632 14 36,8 38
> 15 anos (42) 51,2 40 48,8 82
N° parceiros no ultimo ano 0,33 0,010
<1 41) 47,7 45 52,3 86
> 1 25 735 9 26,5 34
::Osarceiros nos ultimos 5 0,002
<1 (20) 42,6 27 574 47
2a9 (18) 514 17 48,6 35
> 10 27) 81,8 6 18,2 33
Opcao sexual 4,56 <0,001
Homossexual/Bissexual 33) 786 9 214 42
Heterossexual 37) 44,6 46 554 83
Adeptos do sexo anal 1,93 0,094
Sim (53) 609 34 39,1 87
Nio 17y 44,7 21 55,3 38

p-valor em negrito itdlico indica associacdo estatistica ao nivel de 5%.
* Teste do qui-quadrado de Pearson.

Ao avaliar-se o niimero de parceiros sexuais no ultimo ano, 86 (71,6 %) de 120 pacientes
informaram terem mantido relagdes sexuais com menos que 01 parceiro no periodo, e 25/34 (73,5
%) dos HIV positivos referiram Ol ou mais parceiros e 45 (52,3%) no grupo HIV negativos
referiram 01 ou nenhum parceiro. Houve diferenca significativa entre os grupos (OR: 0,33, p: 0,010)

(Tabela 4).
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No estudo abordou-se também o niimero de parceiros sexuais nos tltimos 05 anos. No
grupo HIV negativo 27/47 (57,4%) informaram terem tido apenas 01 ou nenhum parceiro no
periodo, contra 42,6% do grupo HIV positivo. 06 pacientes do grupo HIV negativo e 27
(81,8%) do grupo HIV positivo (18 do subgrupo HAART) afirmaram terem tido = 10
parceiros sexuais nos ultimos 5 anos. p: 0,002 (Tabela 4).

Quanto a ocorréncia de NIA e o nimero de parceiros sexuais nos ultimos 05 anos, no
grupo denominado controle, 18/29 (62,1%) dos pacientes referiram 1 ou nenhum parceiro no
periodo. No grupo HIV positivo sem NIA a afirmativa foi feita por 12% dos pacientes, e por
17/40 (42,5 %) dos HIV positivos com NIA. As diferencas niao foram significativas entre os
grupos. Os dados discordam dos estudos de Daling et al. (1987), no qual ter mais que 05
parceiros sexuais constitui risco independente para o cancer anal. Porém Bosch et al., (2002),
Klencke, Palefsky (2003) salientaram que o verdadeiro fator seria a maior exposi¢ao a varios
tipos de HPV, em destaque os oncogénicos, aumentando o risco de lesdes intra-epiteliais e do
cancer cervical e anal.

Na andlise quanto a op¢do sexual, 83/125 pacientes declararam-se heterossexuais
masculinos ou femininos. Destes, 46 (55,4 %) eram HIV negativos. Para andlise do risco,
agrupou-se os pacientes em dois grupos, heterossexuais e homossexuais ou bissexuais. Neste
ultimo grupo composto por 42 pacientes, foram agrupados 27 homens que fazem sexo com
homens (HSH), 13 homens que fazem sexo com homens e mulheres (HSHM), 01 mulher que
faze sexo com mulheres (MSM) e 00 mulheres que fazem sexo com homens e mulheres (MSMH)
(Tabela 4).

Na andlise entre os grupos, 33/42 (78,6 %) dos homossexuais ou bissexuais eram HIV
positivos contra 21,4 % do grupo HIV negativo. (OR: 4,56) (tabela 4), apontando a

heterossexualidade como um fator de protegao.
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Daling et al. (1987), que encontraram entre pacientes com cancer anal escamoso,
47.1% de homossexuais masculinos, 28,6 % de heterossexuais masculinos € 28,3 % de
mulheres heterossexuais com histéria de verrugas genitais. No mesmo estudo a
homossexualidade foi apontada como fator de risco para o cancer anal entre homens, com RR
de 33,1. Palefsky et al. (1997) descreveram resultados semelhantes.

Buscou-se avaliar o impacto da op¢ao sexual na prevaléncia de NIA nos grupos estudados
e observou-se diferenca significativa quanto ao HIV, porém sem que se possa afirmar correlacao
entre a opcao sexual e o desfecho NIA, mas sim que a propor¢do de NIA nos pacientes HIV
positivos e negativos diferiu significativamente quanto a op¢ao sexual (Tabela 5).

Chin-Hong et al. (2005) descreveram elevada prevaléncia de NIA entre homossexuais
HIV negativos AR, sendo 15% de NIA I e 5% de NIA III, ja para Sobhani et al. (2001);

(2004), a AR nao se mostrou como fator de risco isolado para o desenvolvimento da NIA.

Tabela 5

Distribui¢do segundo a op¢ao sexual e ocorréncia de NIA nos grupos de pacientes atendidos
na FMTAM.

Opcao sexual

Diagnéstico do HIV/ NIA Homo/bissexual Heterossexual  Total
N % N %

HIV (-)/ Normal 3) 9,1 30 90,9 33
HIV (-)/ NIA (6) 27,3 16 72,7 22
HIV positivo/ Normal (5) 50,0 5 50,0 10
HIV positivo/ NIA (11) 57,9 8 42,1 19
HAART/Normal (7 43,8 9 56,3 16
HAART/ NIA (10) 40,0 15 60,0 25
Total (42) 33,6 83 66,4 125

Legenda: HAART: High activity antiretroviral therapy (terapia anti-retroviral de alta poténcia), NIA: neoplasia
intra-epitelial anal. Teste Qui-quadrado de Pearson. p-valor = 0,005.
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Quanto a préatica do sexo anal receptivo (AR), 87/125 (69,6 %) pacientes
declararam-se adeptos. Destes, 34 eram HIV negativos e 53 (60,9 %) HIV positivos.

Nao apresentando diferencga significativa entre os grupos (tabela 6).

N

Na andlise quanto a prevaléncia de NIA entre pacientes AR, no grupo com
laudo histolégico normal/benigno, dos 59 pacientes 35 (59,3 %) eram AR. Nos
portadores de NIA I, 41/51 (80,4 %) era AR e dentre os NIA III 11/15 (73,3 %). As
diferencas foram significativas ao nivel de 5 % (p:0,054) (tabela 6). Daling et al.
(1987), descreveram o histérico de intercurso anal receptivo como fortemente
associado a ocorréncia de cancer anal, com RR de 33,1 no género masculino e de 1,8
no feminino. No Amazonas, Avi et al., (2006) encontraram significancia entre as taxas
de NIA III em pacientes portadoras de neoplasia intra-epitelial cervical adeptas a

pratica.

Tabela 6

Distribui¢ao dos achados a histopatologia em relacdo ao comportamento sexual dos pacientes

atendidos na FMTAM.
Histopatologico
Varidveis Normal NIA I NIAIII Total  p-valor*
N % N % N %
Adeptos do sexo anal 0,054
Sim (35) 593 41 804 11 73,3 87
Nio (24) 40,7 10 19,6 4 26,7 38
Total (59) 51 15 125

Legenda: HAART: High activity antiretroviral therapy (terapia anti-retroviral de alta poténcia). NIA: neoplasia
intra-epitelial anal.

teste Qui-quadrado de Pearson

p-valor em negrito itdlico indica associagdo estatistica ao nivel de 5%.
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Quanto ao histérico de doencas sexualmente transmissiveis (DST), 63/125
pacientes relataram ter se infectado com ao menos um tipo de DST, sendo 14 do grupo
HIV negativo e 49 (74,5%) do grupo HIV positivo. As diferencas apresentadas foram
significantes ao nivel de 1% (tabela 7). A DST mais prevalente foi o HPV/condiloma,
seguido da gonorréia (22/63), herpes (20/63) e sifilis (17/63). Daling et al. (1987)
relacionaram o risco maior de cancer anal ao histérico de gonorréia em homens
heterossexuais com risco relativo (RR) de 17,2, herpes simples (RR: 4,1) e clamidia
em mulheres (RR de 2,3). Neste estudo a prevaléncia de DST entre pacientes HIV

positivos e negativos demonstrou um OR de 6,83 entre os grupos (tabela 7).

Tabela 7

Distribui¢do, segundo a presenca de infec¢do pelo HIV, do histérico de DST nos pacientes atendidos

na FMTAM.
HIV
Variaveis Positivo Negativo Total OR p-valor*
N % N %
DST prévia 6,83 <0,001
Sim 49 778 14 222 63
Nio 21) 339 41 66,1 62

Legenda: DST: Doengas sexualmente transmissiveis.
p-valor em negrito itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de 5 %.

* Teste do qui-quadrado de Pearson.

As freqiiéncias de NIA entre os grupos quanto a ocorréncia de DST prévias sdo
demonstradas na tabela 8. Dentre os pacientes HIV negativos com histopatolégico
normal ou benigno, denominado grupo controle, 66,7 % (22/33) ndo referiram

histérico de DST, mesmo nos pacientes com NIA (19/22). Nos subgrupos HIV positivo
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e HAART a maioria dos pacientes (49/70) apresentaram DST. Na andlise entre os

grupos HIV positivos e negativos houve diferenca ao nivel de significancia de 1 %.

Tabela 8

Distribui¢ao dos achados a histopatologia segundo o histérico de DST entre grupos e
subgrupos de pacientes atendidos na FMTAM.

- DSTprévia
Grupos 2 histopatologia Sim Nio Total

N % N %
HIV negativo/ Normal (11) 33,3 22 66,7 33
HIV negativo/NIA 3) 13,6 19 86,4 22
HIV positivo/ Normal (7) 70,0 3 30,0 10
HIV positivo /NIA (12) 632 7 368 19
HAART/ Normal (13) 81,3 3 18,8 16
HAART/ NIA (17) 68,0 8 32,0 25
Total (63) 50,4 62 49,6 125

Legenda: DST: Doencas sexualmente transmissiveis, HAART: High activity antiretroviral therapy (terapia anti-
retroviral de alta poténcia), NIA: neoplasia intra-epitelial anal.
p-valor < 0,001 (Qui-quadrado de Pearson).

Quanto ao histérico ou a ocorréncia atual de HPV/condiloma, 32/121 pacientes a
referiram, sendo 21 (65,6%) HIV positivos, sem diferenca significativa entre os grupos.
Quando acrescentamos a avaliagdo histérica e clinica do HPV o exame histopatoldgico
sugestivo de HPV pela caracterizacio do efeito citopdtico viral (bi-nucleacdo,
hiperpapilomatose associada a hiperacantose, desarranjo da arquitetura celular e coildcitos)
observado em 51 exames, e a deteccdo através da reacao de cadeia de polimerase (PCR) para
o HPV, realizado em 16 pacientes, descreveu-se entdo uma nova variavel que foi denominada

HPV geral, que alcangou positividade para o HPV em 74/125 (59,2 %) pacientes, sendo 43/7

(61,4 %) no grupo HIV positivo, (p: 0,474) (tabela 9).



Tabela 9

Distribuicdo, segundo a presenca de infec¢do pelo HIV, do histérico de DST e diagndstico do
HPV dos pacientes atendidos na FMTAM.

Grupos
Variaveis HIV positivo HIV negativo HAART Total  p-valor*
N % N % N %
HPYV geral 0,474
Sim (20) 27,0 31 419 23 31,1 74
Nao ) 17,6 24 47,1 18 353 51
DST prévia <0,001
Sim (19) 30,2 14 22,2 30 476 63
Nio (10) 16,1 41 66,1 11 17,7 62

Legenda: HPV: Papiloma virus humano, DST: Doencas sexualmente transmissiveis, HAART: High activity
antiretroviral therapy (terapia anti-retroviral de alta poténcia).

p-valor em negrito itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de 5%. * Teste do qui-quadrado de Pearson.
Legenda: HPV: papilomavirus humano, DST: doenca sexualmente transmissivel.

Os resultados constantes na Tabela 9, contrariam os estudos de Palefsky et al., (1998)
que referiram uma chance seis vezes maior de deteccao do HPV em pacientes HIV positivos
com sete vezes mais chance de permanecerem infectados. Abramowitz et al. (2007), destacam
que as taxas de HPV ndo sdo relacionadas a HAART , mas que niveis de linfécitos T CD4"
inferiores a 200 x 10° cél/I estariam associado a ocorréncia de condiloma.

Na andlise do HPV geral no subgrupo HIV positivo, 41/70 (58,57 %) usavam HAART
destes 23 (56,1, %) foram positivos para o HPV geral. Nao houve diferenca significativa entre

os subgrupos (tabela 10).

Tabela 10

Distribui¢ao, segundo os subgrupos dos pacientes HIV positivos, do diagnéstico do HPV nos
pacientes atendidos na FMTAM.

Variaveis HIV positivo HAART Total p-valor*
HPYV geral N % N %

Sim (20) 69,0 23 56,1 43 0,276
Nao 9) 31,0 18 43,9 27

Total (29) 100,0 41 100,0 70

Legenda: HPV: papilomavirus humano, DST: doenca sexualmente transmissivel, HAART: High activity antiretroviral therapy (terapia anti-
retroviral de alta poténcia). * Teste do qui-quadrado de Pearson.
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Avaliou-se o HPV geral em relagdo a presenca de anormalidades benignas
identificadas: presenca de hemorrdidas, fissuras, fistulas, plicomas e papilas hipertréficas
durante o exame proctoldgico (patologia anorretal) e ao histérico de DST entre os grupos, (p:

0,352) (tabela 11).

Tabela 11

Distribui¢do, segundo resultado do HPV geral, da ocorréncia de patologia anorretal e de DST
dos pacientes atendidos na FMTAM.

HPYV geral
Variaveis Positivo Negativo Total p-valor*
N % N %
Patologia anorretal 0352
Sim (40) 54,8 33 452 73
Nio (31) 63,3 18 36,7 49
DST prévia 0,178
Sim “n 65,1 22 349 63
Nio (33) 532 29 46,8 62

Legenda: DST: Doengas sexualmente transmissiveis, HPV: Papilomavirus humano

* Teste do qui-quadrado de Pearson.

O diagnéstico molecular do HPV foi realizado segundo técnicas consagradas
(BAUER; MANO; 1998; HAWS et al., 2004; REMMERBACH, et al., 2004) em 16/125
pacientes. Em decorréncia da pequena amostra que envolveu apenas 01 paciente do grupo
HIV positivo, limitou-se a descricdo das distribuicdes das freqiiéncias encontradas. Dos 16
pacientes, 09 eram adeptos a AR destes, 88,8% (8) das amostras foram positivas no PCR de
HPV, e dentre os pacientes com PCR positivo, 62,5% iniciaram atividade sexual apds os 15

anos de idade (tabela 12).



Tabela 12
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Distribui¢do dos dados epidemioldgicos e da mediana de células dendriticas segundo o
diagnodstico molecular do HPV nos pacientes atendidos na FMTAM.

PCR
Grupos Positivo Negativo Total  p-valor*
N % N %

AR 0,077
Sim (8) 88,9 1 11,1 9
Nio 3) 42,9 57,1 7

Inicio da atividade sexual 0,214
< 15 anos (D) 33,3 2 66,7 3
> 15 anos (10) 769 3 23,1 13

N° de parceiros no altimo ano 0,635
<1 (8) 66,7 33,3 12
2a9 3) 750 1 25,0 4

N° de parceiros nos ultimos 5 anos ok
<1 (5) 556 4 44,4 9
2a9 4) 80,0 1 20,0 5
>10 (1) 100,0 - 1

Idade 0,872%*
Média + DP 36,91 +9,91 37,8 £10,56
Mediana 39,00 41,00

DC CD1a"* 0,843
Média + DP 4,99 + 4,33 4,90 + 1,70
Mediana 4,30 4,90

DC DC-SING* 0,835%*
Média + DP 6,92 +4,39 5,04 £1,97
Mediana 7,43 5,42

DC CD1a"/ DC-SING* 0,697
Média + DP 1,07 £ 1,00 1,23 +£0,99
Mediana 0,98 0,86

DC CD1a*+ DC-SING* 0,139*
Média + DP 11,91 £5,48 7,7+1,15
Mediana 10,29 8,21

Legenda: PCR: Reacdo de cadeia da polimerase, DC CDla": Célula dendritica da familia do grupo I das proteinas CD1, DC DC-

SING":Célula dendritica ICAM-3 grabbing, nonintegrin.

* Teste Exato de Fisher ** Teste de Mann-Whitney *** Nao foi possivel aplicar a estatistica de teste.

As amostras foram seqiienciadas para identificagdo do tipo viral mais prevalente do

HPV, segundo técnica descrita por Altschul et al. (1997). O tipo mais prevalente foi o 6

concordante com os estudos de Palefsky et al. (1998a) que descreveram a associag¢do dos tipos

6 e 11 com as verrugas genitais; e Palefsky et al.(1991); Martins (2001) afirmaram a maior

prevaléncia dos tipos 16 e 18 no cancer anal e NIA (NADAL et al., 2006b).
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Quanto a prevaléncia do HPV nos grupos estudados, acreditamos que os dados do
presente estudo poderiam ser maximizados caso o PCR para o HPV, realizado em apenas
16/125, pudesse ter sido estendido ao universo amostral, pois a partir da fusao do DNA viral
ao humano, as alteragdes citoldgicas ou a histopatologia ndo sdo mais observadas,
necessitando-se de técnicas moleculares para a deteccao (DOORBAR et al., 2005).

Sobhani et al. (2004) apontaram o HIV e a co-infeccdo HIV-HPV com risco
independente para o desenvolvimento de NIA severa e cancer anal, com OR de 9,4 e 3,67
respectivamente. Nosso estudo revelou elevadas taxas de NIA entre os pacientes HIV
positivos, com 62,85 % de prevaléncia e a co-infeccdo em 61,42 % dos pacientes, porém sem
que tenha havido diferenca significativa (tabela 9).

Em recente andlise multivariada abordando fatores de risco associados ao condiloma e
displasia em pacientes HIV positivos, o histérico de les@o anal associada ao HPV (OR=2,82)
e AR (OR=4,29) foram significativas, ndo havendo relacdo com caracteristicas ou estagios do
HIV, geografia, tempo de conhecimento do perfil sorolégico ou uso de HAART

(ABRAMOWIT et al., 2007).

Quanto a presenca de patologia anorretal benigna diagnosticada durante o exame
proctoldgico, 73/122 pacientes apresentaram, destes 32 pertenciam ao grupo HIV negativo e
41 (56,2 %) ao HIV positivo (tabela 13). A elevada prevaléncia da patologia anorretal pode
ser explicada pela elevada freqiiéncia de AR entre os grupos (69,6 %) por ser o trauma
reconhecido como fator causal de patologias anorretais, e devido a elevada prevaléncia de
constipacao intestinal cronica na regido e por a populacdo HIV negativa ter sido encaminhada

ao servigo por apresentar queixa proctoldgica.
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Tabela 13

Distribui¢do da ocorréncia da Patologia anorretal e dos laudos histopatoldgicos segundo a
infecc¢do pelo HIV nos pacientes atendidos na FMTAM.

HIV
Variaveis Positivo Negativo Total OR p-valor*
N % N %
Patologia anorretal 0,96 0,915
Sim (41) 56,2 32 43,8 73
Nao (28) 57,1 21 429 49
Histopatolégico anal 0,040
Normal (26) 44,1 33 55,9 59 -
NIA I (leve a moderada) (34) 66,7 17 33,3 51
NIA III (severa) (10) 66,7 5 33,3 15

Legenda: NIA: Neoplasia intra-epitelial anal. p-valor em negrito itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de 5%. * Teste do qui-quadrado
de Pearson.

Quanto a andlise histopatoldgica, dos 125 pacientes, 59 (47,2 %) apresentaram exames
normais ou de benignidade (retite ou proctite aguda/cronica inespecifica, e em 01 paciente
tuberculose anal). Dos 66 pacientes com NIA, 77,27 % (51/66) apresentaram NIA I e 22,72 %
(14/125) apresentaram NIA III ou carcinoma escamoso (01/125), totalizando uma prevaléncia
de NIA de 52,8 %, (p: 0,040) (tabela 13).

Dentro do grupo HIV negativo estavam 33/59 (55,9 %) dos exames histopatoldgicos
normais ou inflamatdrios benignos. No presente estudo, a prevaléncia de NIA nos grupos foi de
52,8% e de 33,3% no grupo HIV negativo e 44/70 (66,7 %) entre os HIV positivos. As diferencas

foram significativas ao nivel de 1 % (OR de 2,54) (tabela 14).

Tabela 14

Distribui¢ao segundo os laudos histopatolégicos quanto a ocorréncia de infeccdo pelo HIV
nos grupos de pacientes atendidos na FMTAM.

HISTOPATOLOGICO
Variaveis NIA NORMAL TOTAL OR  p-valor*
N Y% N Y%
HIV
POSITIVO 44) 66,7 26 441 70 2,54 0,011
NEGATIVO (22) 33,3 33 55,9 55
TOTAL (66) 59 125

Legenda: NIA: Neoplasia intra-epitelial anal. p-valor em negrito itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de
1%. * Teste do qui-quadrado de Pearson.
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Este estudo apresentou prevaléncia de NIA superior ao estudo de Gimenez et al.
(2005) que descreveram prevaléncia de 42% em HIV positivos, e inferiores aos 81 % entre
HSH HIV positivos descritos por Palefsky et al. (2005), e corroborados por Manzione el al
(2003). A estimativa da progressdao a NIA III, segundo Palefsky et al. (1997) € de 49 % em 04
anos neste grupo e de 17 % nos demais.

Palefsky et al. (1998), Sobhany et al. (2002, 2004), Abramowitz et al. (2007) foram
estudos sdo unissonos em afirmarem a importancia da presenca da infec¢do pelo HIV no
desfecho NIA. O efeito deletério sobre a imunidade celular e ac¢do sinérgica da co-infeccdo
HIV-HPV, em que partes do HIV como a proteina fat, potencializaria a expressdao de E6 e E7
do HPV foi apontado (VERNON et al., 1993).

Neste estudo a taxa de NIA I foi de 77,3 % (51/66) destes 66,6% eram HIV positivos,
semelhante ao descrito por Manzione et al., (2003). A prevaléncia de NIA III foi de 22,7 %
(15/66), destes apenas 05 pacientes eram HIV negativos, inclusive o carcinoma escamoso e
10/15 (66,7 %) eram do grupo HIV positivo. As diferencas entre os grupos foram
significativas ao nivel de 5 % (tabela 13). Neste estudo a prevaléncia de NIA III foi
semelhante a descrita por Manzione et al., (2003) e bastante superior aos estudos de Palefsky
et al., (2002); Sobhani et al. (2004) e Gimenez et al.(2005). Este ultimo trabalho realizado na
mesma instituicao revelou 7,1 %, de NIA III e 35,7 % de NIA I, concordando com os estudos
de Palefsky et al, (2005) que revelou o aumento da prevaléncia de NIA no seguimento dos
pacientes HIV positivos, particularmente os HSH.

Apesar da crescente preocupagcdo da comunidade cientifica internacional no tocante a
elevacdo das taxas de NIA, Nadal et al. (2007) descreveram, em andlise prospectiva de 03 a
06 anos em pacientes 30 HIV positivos com NIA III, que nenhum dos pacientes evoluiu com
cancer anal, porém a recidiva de NIA III p6s tratamento foi de 16,7%.

Nos pacientes em uso da HAART observou-se 25/44 (56,8 %) das NIAs, mas também

39 % dos exames histopatolégicos benignos ocorreram neste subgrupo. Alguns autores
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descreveram, neste subgrupo, a progressao a NIA III em 76 % e a regressdo a NIA I em
apenas 22 %, coincidente com o aumento da longevidade da populacdo (PALEFSKY et al.,
1998; PALEFSKY et al., 2005; KLENCKE; PALEFSKY, 2003).

Os niveis sanguineos dos linfécitos T CD4" foram determinados nos 70 (100%)
pacientes HIV positivos. A média foi de 398,13 x 10° células/litro (1) (29/70) e de 362,13 x
10° células/l no grupo HAART (41/70) inferior a média dos pacientes estudados por
Manzione et al. (2003) e Abramowitz et al.(2007). Dispostas as concentracdes (x 10° células/l)
em faixas de 0-200, 201 a 500 e maior que 500, as diferencas observadas entre 0s grupos

foram discretas, ndo havendo significancia na andlise de variancia (ANOVA) (Grifico 1).

60
50 - 48,3(14)
39,0(16)
40
34,1(14)
® 30 27,6(8) 26,8(11)
24,1(7
20
10 -
0 |
<200 200 | 500 > 500
CD4
m HIV 11 HAART

Grifico 1 - Distribui¢do segundo os niveis sanguineos dos linfécitos T CD4" nos pacientes
HIV/HAART atendidos na FMTAM.

Legenda: HIV: virus da imunodeficiéncia humana, HAART: High activity antiretroviral therapy (terapia anti-retroviral de alta
poténcia). Valores entre parénteses correspondem ao nimero de pacientes.

As taxas de NIA em relagdo aos niveis sanguineos dos linfécitos T CD4* no
grupo HIV positivo foram avaliadas. 44/70 (62,85%) tinham NIA e destes, 31/44

(70,45%) apresentavam niveis dessas células superiores a 200 x 10° células/l, o que
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diferia pouco do grupo sem NIA com 18/26 (69,23%) das médias celulares na
mesma faixa (tabela 16). Nao houve, portanto correlagéo entre os niveis sanguineos
dos linfécitos T CD4" e a ocorréncia de NIA nos pacientes independente do uso da

HAART (tabelas 15 e 16).

Tabela 15

Ocorréncia de NIA segundo os niveis sanguineos dos linfécitos T CD4" dos pacientes HIV
positivos atendidos na FMTAM.

Histopatolégico
Linfécitos T CD4" (x 10° células/l) NIA NORMAL TOTAL P valor
N % N %
<201 (13) 619 8 38,1 21 0,914
> 200 (31) 63,3 18 36,7 49
Total (44) 26 70

Legenda: NIA: neoplasia intra-epitelial anal, HIV: virus da imunodeficiéncia humana, HAART: terapia anti-retroviral de alta poténcia.

Tabela 16

Distribuicdo segundo os niveis sanguineos dos linfécitos T CD4", quanto 2 ocorréncia de
NIA, nos grupos de pacientes HIV positivos atendidos na FMTAM.

g
Linfécitos T CD4" (x 10° células/l)

Grupos <200 >200 Total  p-valor*
N % N %
HIV (+)/ Histopatolégico anal NIA 4) 21,1 15 789 19 0,459

HIV (+)/ Histopatologico anal normal (3) 30,0 7 70,0 10

Total 7 241 22 759 29

0,980%*%*
HAART/ Histopatolégico anal NIA 9) 36,0 16 64,0 25

HAART/ Histopatol6gico anal Normal (5) 31,3 11 68,7 16
Total (14) 34,1 27 659 41

Legenda: NIA: Neoplasia intra-epitelial anal, HAART: High activity antiretroviral therapy (terapia anti-retroviral de alta poténcia).
* teste exato de Fisher; ** Qui-quadrado com correcdo de Yates.
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Palefsky et al. (1998a) descreveram numa coorte que niveis de linfécitos T CD4"
inferiores a 200 x 10° céll/I foram significativos para o desfecho NIA III. Apesar do estudo ter
sido conduzido na era pré-HAART, seu resultados foram recentemente reafirmados
(PALEFSKY; HOLLY, 2003). Abramowitz et al. (2007) encontraram niveis de linfécitos T
CD4" inferiores a 200 x 10° céll/l associados a condilomas, ndo a NIA, e Ching-Hong et al.
(2005) também discordam da influéncia dessas células.

Analisou-se também a ocorréncia do HPV geral nos pacientes HIV positivos, quanto
aos niveis sanguineos dos linfécitos T CD4*. Dos 70 constituintes do grupo, 43 (61,4%)
apresentaram deteccio do HPV por um dos métodos descritos, destes 32,6% apresentaram
niveis dessas células inferiores a 200 (x 10° células/l), 41,9% entre 201 e 500 e 25,6% >500 x
10° células/l. As diferencas ndo foram significativas em relagdo ao grupo que ndo apresentou

HPV (p= 0, 832) (tabela 17).

Tabela 17

Ocorréncia de HPV geral segundo os niveis sanguineos dos linfécitos T CD4 " nos pacientes
HIV positivos atendidos na FMTAM.

HPYV geral
Linfécitos T CD4" (x 10° células/l) Positivo Negativo TOTAL p-valor
N % N %
<200 (14) 32,6 7 259 21 0,832
201-500 (18) 41,9 12 444 30
> 500 (11) 256 8 296 19
Total (43) 100 27 100 70

Legenda: HPV: Papilomavirus humano.
* teste Qui-quadrado de Pearson.

Os resultados encontram respaldo nos estudos de Ching-Hong et al. (2005), que

discordam da influencia na era p6s-HAART, dos niveis sanguineos dos linfécitos T CD4" sobre
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a ocorréncia de NIA e HPV nestes pacientes, sendo apenas a infec¢do anal simples ou
multipla pelo HPV significativa para o desfecho NIA no grupo.

Quanto a carga viral do HIV-1, a média apresentada pelo subgrupo sem HAART
(29/70) foi de 56.585,7 cépias virais/mm e de 51.738,8 no HAART (41/70). Nao houve
diferenga significativa na andlise de variancia. Essas taxas sdo muito superiores a média de
5.000 cépias dos pacientes HIV positivos com condilomas anal descritas por Manzione et al.
(2003). Transformada a carga viral em log, os resultados foram agrupados em: zero, 1-30.000
copias/mm e > 30.000 cépias/mm e entdo refez-se a andlise de porcentagens nos subgrupos

HIV e HAART, ndo havendo ainda assim diferencas ao nivel de significancia de 5% (Gréfico 2).
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Griafico 2 - Distribuicdo da carga viral do HIV-1 (cépias/mm3) nos subgrupos de pacientes
HIV/HAART atendidos na FMTAM.

Legenda: HIV: virus da imunodeficiéncia humana
HAART: High activity antiretroviral therapy (terapia anti-retroviral de alta poténcia).
Os valores entre parénteses correspondem ao nimero de pacientes.

Na andlise da ocorréncia de NIA quanto a carga viral do HIV, dos 44/70 (62,9 %)

pacientes HIV positivos com NIA, 15/44 (34,1 %) apresentaram carga viral superior a 30.000,
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jé dentre os HIV positivos com exames histopatologicos normais, 18/26 (69,2 %) tinham
carga viral inferior a 30.000 cépias. A diferenca apresentada nao foi significativa (tabela 18).

Os achados sdo discordantes de Sobhany et al (2004) que demonstraram elevacao
significativa de NIA III nos pacientes com carga viral elevada, sem relagdo com o uso da
HAART.

Palefsky et al. (1998a, 1998b, 1998c) na era pré-HAART, ao estudarem o risco de
cancer anal em HIV positivos HSH e determinarem os niveis de linfécitos T CD4™,
apontaram a imunossupressao e a presenga do HPV como principais fatores de risco para o
cancer. Em 2003, os autores reafirmaram que a forca da relacdo descrita estaria mais
relacionada aos niveis sanguineos dos linfécitos T CD4" do que a carga viral do HIV, refletindo

uma maior importancia da disfun¢do imune no desfecho (PALEFSKY; HOLLY, 2003).

Tabela 18

Distribuicfo, segundo a carga viral (cépias/mm’) do HIV-1, dos laudos histopatolégicos nos
subgrupos de pacientes HIV positivos atendidos na FMTAM.

Total

Carga viral
Grupos 0 0 ---| 30.000 > 30.000 Total
N % N % N Y%
HIV (+)/ Histopatoldgico anal normal  (2) 20,0 6 60,0 2 20,0 10
HIV (+)/ Histopatolégico anal Ca (4) 21,1 9 474 6 31,6 19
HAART/ Histopatolégico anal Normal (8) 50,0 2 125 6 375 16
HAART/ Histopatoldgico anal Ca (7) 28,0 9 36,0 9 36,0 25
(21

21) 30,0 26 37,1 23 32,9 70

Legenda: HAART: High activity antiretroviral therapy (terapia anti-retroviral de alta poténcia).

Nao foi possivel aplicar a estatistica de teste do qui-quadrado.

Na andlise de correlacdo entre as DC CD1a* e o log da carga viral do HIV-1 (Gréfico
3), ndo houve correlagdo significativa. Os dados vao de encontro com os estudos de Sobhany
et al. (2002) que descreveram OR de 4,9 quando o nimero de cOpias virais era superior a
30.000/mm. Os mesmos achados se repetiram com as demais subpopulacdes avaliadas de DC:

DC-SIGN*, CD1a’/ DC-SIGN" e CD1a" + DC-SIGN™.
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Grifico 3 - Distribui¢do da carga viral (Log) em relagdo a mediana de DC CDla" nos pacientes
atendidos na FMTAM.

Para andlise da imunidade celular na mucosa anorretal, quantificou-se os volumes
relativos das DC CD1a* e das DC DC-SIGN*, bem como a razio DC CD1a*/DC DC-SIGN* e
o somatério dessas DC CD1a" + DC DC-SIGN®, buscando possiveis alteracdes nas relacdes

entre estas subpopulacdes celulares nos grupos estudados (Gréfico 4).
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Griéfico 4 — Mediana do volume relativo das DC CD1a*, DC DC-SIGN*, DC CD1a*/DC-SIGN* e DC
CDla" +DC-SIGN" dos pacientes atendidos na FMTAM.
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A andlise das DC CDla* foi possivel em 110/125 pacientes. As DC CDla"
apresentaram mediana de 2,87 no grupo HIV negativo considerado controle, 2,38 no subgrupo
HIV positivo e 2,87 no HAART (tabela 19). Ocorreu diminui¢do discreta da mediana no
grupo HIV negativo e manutencdo no subgrupo HAART sem diferenca significativa a analise
estatistica ao nivel de 5%. Os achados, embora nao significantes, foram coincidentes com os
estudos de Sobhani et al. (2002) que descreveram OR de 6 para a presenca do HIV como
fator de diminui¢do das LC CDIla*. Nadal et al. (2006a) também encontraram diminui¢do

significativa das LC neste grupo de pacientes.

Tabela 19

Distribui¢do das subpopulacdes de DC segundo os grupos e subgrupos de pacientes atendidos na

FMTAM
Grupos
Variaveis HIV positivo HIV negativo HAART Total  p-valor*
CD1a* 0,183%%
Mediana 2,34 2,87 2,87
N (25) (45) (40)
DC-SIGN* 0,084**
Mediana 4,04 6,25 7,53
N (25) (51) (40)
CD1a*/DC-SIGN* 0,349%*
Mediana 0,38 0,49 0,49
N (26) (43) (40)
CDl1a" + DC-SIGN* 0,077**
Mediana 7,35 9,15 10,98
N (25) (44) (40)

Legenda: DC CDla*: Célula dendritica da familia do grupo I das proteinas CDI. Glicoproteina expressa na superficie de células
apresentadoras de antigenos, DC DC-SIGN*: Célula dendritica [CAM-3 grabbing, nonintegrin.
p-valor em negrito itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de 5%.

* Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Nio houve, diferenca significativa entre as médias de idade (anos) e mediana das DC CDla"

(Grfico 5) e DC DC-SIGN™ nos dois grupos estudados, o que discorda dos estudos de Uchimura et al.
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(2004) que descreveram a diminuicdo das DC CDla’", células de Langerhans, na mucosa cervical a

partir dos 30 anos de idade.
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Grifico 5. Distribui¢io etdria em relacdo a mediana das DC CD1a"* dentre os grupos de
pacientes atendidos na FMTAM.

Buscou-se avaliar o volume relativo dessas subpopulacdes de DC também em relagdo
aos exames histopatoldgicos. Obteve-se uma mediana de 2,46 para o grupo com laudo normal
ou inflamatdrio benigno denominado controle. No grupo NIA I a mediana das DC CD1a" foi
de 3,58 e de 2,54 para NIA III e cancer (tabela 20). A presente andlise, apesar de sem
significancia estatistica nao compartilhou dos achados de Uchimura et al. (2004) que
descreveram a diminui¢do dessas células por alteracdo na migracdo das DC para os tecidos
como relacionadas ao agravamento da NIA e concorda com os resultados demonstrados por
Sobhany et al. (2002; 2004) em que os autores descrevem a diminui¢do das DC CD1la", com

tendéncia a chegar a zero, nos pacientes com NIA III e cancer.
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Distribui¢do, segundo exame histopatolégico, da mediana das DC CD1a* e DC-SIGN™ dos pacientes
atendidos na FMTAM.

Variaveis
DC CD1a*
Média + DP
Mediana
N
DC DC-SIGN*
Média + DP
Mediana
N
DC CD1a’/ DC-SIGN*
Média + DP
Mediana
N
DC CD1a" + DC-SIGN*
Média + DP
Mediana

N

Histopatolégico anal

Normal (controle) NIA I

3,38 2,66
2,46
(40)

6,86 + 4,48
6,20
(46)

0,58 £0,52
0,40
(41)

10,12 + 5,64
8,64
(40)

4,80 +3,97
3,58
(44)

6,56 £2,93
6,28
(45)

0,87 +0,78
0,63
(42)

11,18 +5,82
10,37
(42)

NIA III

2,98 1,55
2,54
(13)

6,56 + 3,63
5,87
(13)

0,75 +0,77
0,49
(13)

9,54 +3,36
9,15
(13)

p-valor*

0,137%*

0,925%*

0,220%*

0,560%*

Legenda: DC CDla": Célula dendritica da familia do grupo I das proteinas CD1. Glicoproteina expressa na
superficie de células apresentadoras de antigenos, DC DC-SIGN™: Célula dendritica ICAM-3 grabbing,
nonintegrin, NIA I: Neoplasia intra-epitelial anal leve a moderada, NIA III: Neoplasia intra-epitelial anal severa.

* Teste do qui-quadrado de Pearson; * Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Nadal et al. (2006a) encontraram diferenca significativa de DC CDla" (25 a 50%

inferior ao grupo controle) nos pacientes HIV positivos com céancer anal sem relagcdo com o

prognéstico, ja que os pacientes com pior progndstico apresentaram 25-75% mais DC CD1a"

em relagdo a grupo com melhor prognodstico, apoiando os autores que defendem déficit de

ativacdo e ndo numérico nestas células, pela producdo de TGF-beta-1 pelos tumores (WEBER

et al., 2005).

Avaliou-se por fim a mediana das subpopulacdes de DC nos grupos HIV positivos e
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negativos, quanto ao exame histopatologico. Nao se observou significancia entre os grupos,
porém cabe a ressaltar que em todas as subpopulagdes de DC, exceto nas CD1a’/DC-SIGN™,
houve aumento da mediana no grupo sob HAART, podendo sinalizar possivel restruturagao

da imunidade celular na mucosa anal neste grupo de pacientes (tabela 21).

Tabela 21

Distribui¢do da mediana das subpopula¢des de DC CD1a" e DC DC-SIGN™ nos grupos de
pacientes HIV positivos e negativos quanto a ocorréncia de NIA.

Variaveis N Média DP Mediana
DC CD1a"/ p-valor 0,191%
HIV (-)/ Histopatolégico anal normal 27 3,80 2,87 2,87
HIV (+)/ Histopatolégico anal de NIA (15 311 1,89 239 |
HAARTY/ Histopatolégico anal de NIA (25) 443 421 331 1
DC DC-SIGN*/ p-valor 0,382
HIV (-)/ Histopatolégico anal normal G 661 3,00 6,25
HIV (+)/ Histopatolégico anal de NIA (14) 565 3,65 448 |
HAARTY/ Histopatolégico anal de NIA 24) 717 3,04 7,83 1
DC CD1a*/ DC-SIGN'// p-valor 0,274*
HIV (-)/ Histopatolégico anal normal G 0,69 0,61 0,49
HIV (+)/ Histopatolégico anal de NIA ~ (15) 0,85 0,85 0,57 -
HAART/ Histopatolégico anal de NIA (24 0,70 0,66 0,49 -
DC CD1a* + DC-SIGN*// p-valor 0,267*
HIV (-)/ Histopatolégico anal normal G 10,27 4,17 9,15
HIV (+)/ Histopatolégico analde NIA (15 839 3,79 8,51 4
HAART/ Histopatolégico anal de NIA (24) 11,59 6,16 11,75 1

Legenda: DC CDla*: Célula dendritica da familia do grupo I das proteinas CD1. Glicoproteina expressa na superficie de células
apresentadoras de antigenos, DC DC-SIGN™: Célula dendritica ICAM-3 grabbing, nonintegrin, HIV: virus da imunodeficiéncia humana,
HAART: High activity antiretroviral therapy (terapia anti-retroviral de alta poténcia). |: diminuicdo da mediana em relacdo ao grupo
controle, 1: elevacdo da mediana em relagdo ao grupo controle (HIV(-)/ histopatolégico anal normal), DP: desvio-padrao.

* Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

A anilise das DC DC-SIGN™ foi feita em 115/125 pacientes. A mediana encontrada
foi de 6,25 para o grupo HIV negativo (controle), 4,04 para os HIV positivos sem HAART e
de 7,53 para o grupo em uso de HAART (tabela 20). Turville et al. (2002) encontraram, na

derme saudavel, uma média de DC DC-SIGN* de 239 + 113 mm?. Nio foi encontrado na
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base de dados Pubmed nenhum outro trabalho que tenha utilizado a quantificagdo das DC
DC-SIGN™no trato anogenital, visto que 0s mesmos em sua maioria sdo de caracterizacdo
celular e ndo de quantificagcdo, impossibilitando a extensdo da comparacao.

No grupo com NIA I, a mediana de DC-DC-SIGN" foi de 6,28 e de 5,87 nos
pacientes com NIA III e cancer, p: 0,925 (tabela 21)

Foi possivel a determinacdo da razio DC CD1a’/DC-SIGN™ em 105/125 pacientes.
Em relagiio aos exames histopatoldgicos, a razdo CD1a"/DC-SIGN™ foi de 0,40 para o grupo
controle, de 0,63 para o grupo com NIA I e de 0,49 nos pacientes com NIA III e cancer, sem
diferenca significativa entre os grupos.

Quanto a presenca da infeccdo pelo HIV, a mediana de CD1a"/DC-SIGN™ foi de 0,69
entre os pacientes HIV negativos controle, 0,43 para todos os pacientes HIV positivos, 0,38
para o grupo HIV positivo e 0,49 para o HAART (p: 0,220).

No somatério das subpopulagdes de DC estudadas, DC CDla" + DC-SIGN®,
encontrou-se um mediana de 8,64 no grupo controle e de 10,37 e 9,15 para os subgrupos NIA
I e NIA III respectivamente. Quanto a presenca de infeccdo pelo HIV, encontramos as
seguintes medianas entre os grupos HIV negativos, HIV positivos e HAART: 8,64; 7,35 e
10,98. As diferencas ndo foram significativas (tabela 20).

Sobhani et al. (2002) descreveram como significativas o nimero de LC CDla"/mm
dos pacientes HIV positivos em relacao aos HIV negativos com condiloma (mediana de 30
cél/mm) e de 15cél/mm no grupo HIV positivo e 17 cél/mm no grupo controle. Em nosso
estudo apesar das diferencas encontradas na distribui¢do das DC, as DC CDla", na anilise
isolada ndo foi significativa. Porém nosso grupo controle foi composto por pacientes HIV
negativos com exame histopatologico normal ou inflamatério benigno sem indicios de

infeccdo pelo HPV diferente do estudo de Sobhani et al. (2002) a comparacao e a diferenca
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significativa fez-se em rela¢do ao grupo de HIV negativos com condiloma, o que hoje sabe-se
elevar o nimero de DC em pacientes com sistema imune competente.

Com a finalidade de comparar os presentes dados com os estudo de Sobhani et al.
(2002) buscou-se analisar a variagdo do volume relativo das subpopulacdes de DC, nos

grupos, quanto a presenga do condiloma anal ou perianal (tabela 22).

Tabela 22

Distribuicdo, segundo a presenca de condiloma, da mediana das DC CD1a* e DC DC-SIGN™
dos pacientes HIV positivos e negativos atendidos na FMTAM.

Condiloma
Grupos Sim Nao p
Média DP Mediana Média DP Mediana
HIV (+)
DC CDla* (6/64) 440 1,89 4,84 347 3,28 242 0,503
DC DC-SIGN*(5/64) 8,38 3,64 951 6,70 4,52 6,00 0,422
DC CDl1a%/ DC-SIGN*(1/60) 0,55 0,22 0,55 0,66 066 0,38 0,608*
9§/§D1a++DC—SIGN+ (5/64) 12,71 531 12,05 10,00 6,13 9,15 0,342
HIV (-)
DC CD1a*(7/43) 6,67 493 543 391 261 3,24 0,148%
DC DC-SIGN™(7/49) 7,98 4,75 743 6,31 241 6,16 0,549%
DC CDl1a%/ DC-SIGN*(7/42) 1,01 0,62 0,99 0,78 0,74 0,50 0,433
DC CD1a*+DC-SIGN*(7/42) 14,65 5,74 14,77 10,02 3,67 8,63 0,009

Legenda: DC CDla*: Célula dendritica da familia do grupo I das proteinas CD1. Glicoproteina expressa na superficie de células
apresentadoras de antigenos, DC DC-SIGN*: Célula dendritica ICAM-3 grabbing, nonintegrin.

Os valores entre parénteses correspondem ao nimero de amostras de pacientes com condiloma sob o nimero total de pacientes do grupo.
p-valor em negrito itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de 5%.

* Teste t de Student; ** Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

A andlise revelou aumento da mediana em todas as varidveis de DC estudadas, porém o
aumento foi significativo, p: 0,009, apenas na varidvel denominada “soma” (DC CDla" + DC DC-
SIGN") que apresentou mediana de 14,77 nos pacientes com condiloma e de 8,63 nos sem histérico

de condilomas. O presente estudo concorda parcialmente com os trabalhos de Sobhani et al., (2002)
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que analisaram isoladamente a populagcio de DC CD1a". Os dados demonstram a adequada resposta

imune celular frente a invasio viral nos pacientes higidos (tabela 22).

Na andlise da variacdo das subpopulagdes de DC em relacdo ao resultado do PCR para
o HPV, ndo observamos diferenga significativa, devido ao pequeno nimero de amostras
submetidas a analise (16/125) (tabela 12).

Na andlise de correlagdo entre as subpopulagdes de DC quanto aos niveis de linfécitos T CD4*

nos 70 pacientes estudados, observamos diferenca significativa na mediana dos valores relativos nas

DC CDla" + DC-SIGN" nos pacientes com NIA I com correlagdo negativa fraca (r= - 0,40) (Gréfico

6), DC CDla* com correlagio negativa moderada (r= - 0,66) (Graficos 6) e ainda nas DC DC-SIGN*

com correlacdo positiva forte (= 0,75; p=0,01) nos pacientes com NIA III (Gréfico 7).
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Grifico 6 - Distribuicdo segundo os niveis sanguineos dos linfécitos T CD4" em relacdo a
mediana das DC CDla" dos pacientes HIV positivos portadores de NIA I atendidos na
FMTAM.
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Grafico 7 - Distribui¢do segundo os niveis sanguineos dos linfécitos T CD4" em relagdo a
mediana das DC DC-SIGN™ dos pacientes HIV positivos NIA III atendidos na FMTAM

Na avaliacdo das medianas das DC nas subpopulagdes estudadas observou-se em todas
as andlises, exceto na varidvel razio (DC CDla* / DC-SIGN") uma diminui¢do ndo
significativa na mediana da populacdo celular dos pacientes HIV positivos com NIA,
concordante com os estudos de Sobhany et al. (2002; 2004) e aumento nas medianas do grupo
HAART com NIA.

Vislumbrou-se que o fato acima poderia refletir um possivel efeito da HAART sobre
a recuperagdo destas subpopulacdes constituintes da imunidade inata, o que explicaria a
correlacdo positiva forte com os niveis de linfécitos T CD4" nos pacientes com NIA severa, e
pelo fato de ndo ter-se encontrado, no subgrupo HAART, o agravamento significativo
esperado na prevaléncia e gravidade de NIA ( 25/44 ou 56,8 %) em comparacdo com 0O grupo
niao submetido a terapia especifica (19/44 ou 43,2 %) (tabela 23). Esta hipdtese encontra

respaldo nos estudos de Miyagi et al., (2001) que descreveram o aumento de infiltracao de
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LC no tecido pulmonar neoplésico infectado pelo HPV como relacionado a um melhor
progndstico desses pacientes.

Apesar de nos pacientes sob HAART a prevaléncia de NIA leve ter sido um pouco
superior a dos pacientes HIV positivos sem HAART, 22/41 (53,7 %) e 12/29 (41,4 %)
respectivamente, a NIA severa ocorreu em 7/29 (24,1 %) dos HIV positivos e em apenas 7,3
% do grupo HAART (tabela 23), contrariando a literatura que ap6ia a nao reestruturacdo da
resposta imune celular em pacientes sob HAART (PALLEFSKY; HOLLY, 2003),
sinalizando a HAART como fator de risco para o desfecho da NIA IIl/cancer

(ABRAMOWITZ et al., 2007).

Tabela 23

Ocorréncia de NIA nos laudos histopatolégicos segundo os subgrupos de pacientes HIV
positivos atendidos na FMTAM.

Histopatolégico HIV positivo HAART p-valor*
N % N % 0,0248

Normal (10) 34,5 16 39,0

NIA I (12) 41,4 22 53,7

NIA III (7) 24,1 3 7,3

TOTAL (29) 100,0 41 100,0

Legenda: NIA I: neoplasia intra-epitelial leve a moderada, NIA IIII: neoplasia intra-epitelial severa).
Nivel de significancia de 5%. Teste Qui-quadrado de Pearson.

A carcinogénese anal envolve fatores ambientais, virais e genéticos. Dentre os fatores
envolvidos, este estudo encontrou evidéncias de associacdo entre o género, o estado civil, a op¢ao
sexual, o nimero de parceiros no dltimo ano e nos tltimos 05 anos, o tabagismo, o histérico de DST,
a presenca de NIA, a soma dos valores relativos das DC CD1a" + DC DC-SIGN" no grupo HIV

negativo em pacientes com condiloma, e na relacdo quanto os niveis sanguineos dos linfécitos T
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CD4"nos pacientes HIV positivos com NIA I, e em relagio as DC CDla" e DC DC-SIGN" nos
pacientes com NIA III.
As varidveis significativas observadas em ambos os grupos, foram dispostas num modelo de

regressdo logistica incondicional. Nesta andlise, confirmaram-se como fatores de risco independentes

o histérico de DST (DST prévia) e a ocorréncia de NIA (tabela 24).

Tabela 24

Distribui¢do, segundo a regressao logistica, dos fatores de riscos analisados nos pacientes

atendidos na FMTAM.
Fatores de risco OR 1C95 % Coeficignte p-valor
regressio

Adeptos do sexo anal receptivo (AR) 1,13 0,14 -9,24 0,12 0,912
Estado civil 1,20 0,27 - 5,34 0,18 0,812
DST prévia (historico) 8,66 2,05 — 36,62 2,16 0,003
HPV geral 0,23 0,05 -1,18 -1,46 0,079
Idade 0,95 0,88 — 1,02 -0,05 0,142
Inicio da atividade sexual 0,91 0,19 -4,41 -0,09 0,909
N° de parceiros nos ultimos 5 anos 2,94 0,54 - 16,00 1,08 0,212
N° de parceiros no dltimo ano 0,74 0,13 -4,16 -0,30 0,732
Opcdo sexual 1,43 0,25 - 8,27 0,36 0,689
Patologia anorretal 0,59 0,15-2,31 -0,52 0,452
Ocorréncia de NIA 7,31 1,39 — 38,75 1,99 0,020
Género 4,25 0,69 — 26,04 1,45 0,118
Tabagismo 1,68 0,42 -6,75 0,52 0,459
DC CDla* 0,48 0,06 — 3,41 -0,74 0,462
DC DC-SING* 1,33 0,20 — 8,55 0,28 0,766
DC CDla"/ DC DC-SING* 0,55 0,11 -2,84 -0,59 0,476
DC CDla*+ DC DC-SING* 0,86 0,10-7,39 -0,14 0,895

Modelo de regressao logistica incondicional.

Legenda: DST: doencas sexualmente transmissiveis, HPV: Papiloma virus humano, NIA: neoplasia intra-epitelial anal, DC CD1a": células
dendriticas CD1a*, DC DC-SING™: células dendriticas DC-SIGN*. p-valor em negrito itélico indica associag@o estatisticamente significante
ao nivel de 5%.
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Sao necessarios novos estudos envolvendo o seguimento clinico da populacio
identificada sob risco, buscando observar a histéria natural da NIA para que os fatores de

riscos aqui ressaltados possam se solidificar.

N

O desafio relativo a populacdo de DC persiste em estabelecer seu valor como um
possivel marcador de risco para a NIA e o cancer por desempenharem importante papel na
carcinogénese e pelo facil acesso anatdmico para o monitoramento dos grupos sob maior risco
do seu desenvolvimento. Ainda € inexpressivo o nimero de estudos nacionais abordando o
papel das DC e o risco de cancer anal nos pacientes HIV positivos, e os dados da comunidade
cientifica internacional sdo dispares para embasar decisdes sobre o valor progndstico dessas

células na carcinogénese anal.
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6. CONCLUSOES

A prevaléncia de neoplasia intra-epitelial anal (NIA) nos dois grupos foi de 52,8% com
77,3% de NIA leve a moderada e 22,7% de NIA severa.

A prevaléncia de NIA diferiu significativamente entre os grupos HIV negativo (33,3%) e
HIV positivos (66,7%)

Pacientes HIV positivos e HAART com DST prévia apresentam prevaléncia de NIA
significativamente superior ao grupo HIV negativo, com taxas de 63,2%, 68,0% e 13,6%
respectivamente.

A prevaléncia de NIA I e NIA III foi significativa superior entre os adeptos do sexo anal
receptivo com taxas de 80,4% e 73,3% respectivamente.

Nao houve correlacdo entre a carga viral periférica do HIV-1, a ocorréncia de NIA e a
mediana das DC CD1a" e DC DC-SIGN", independente do uso da HAART.

Houve elevacdo da mediana das subpopula¢des de DC CD1a" e DC-SIGN™ nos pacientes
em uso de HAART em relacdo ao grupo HIV positivo, refletindo uma possivel
recuperacdo da imunidade celular visto a discreta prevaléncia de NIA III neste grupo
(7,3%).

Em pacientes HIV negativos higidos, a presenca do condiloma eleva a mediana das
células dendriticas CD1a* e DC-SIGN™ do canal anal.

Os niveis séricos dos linfécitos T CD4" apresentaram correlagio negativa fraca com o
volume relativo das células dentriticas (CDla* + DC-SIGN™ do canal anal de pacientes
HIV positivos portadores de NIA 1.

Os niveis séricos dos linfécitos T CD4" apresentaram correlagio negativa em grau

moderado com o volume relativo das células dentriticas CD1a" do canal anal de pacientes
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com neoplasia intra-epitelial anal I

6.10 Os niveis séricos dos linfécitos T CD4" apresentaram correlacdo forte positiva com o
volume relativo das células dentriticas DC-SIGN* do canal anal de pacientes HIV
positivos portadores de NIA III.

6.11 Pacientes HIV positivos apresentam risco elevado para o desenvolvimento de neoplasia

intra-epitelial anal, em seus diversos niveis de severidade.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
MESTRADO MULTIDISCIPLINAR EM PATOLOGIA TROPICAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ANALISE DAS CELULAS DENDRITICAS NA MUCOSA ANAL DE PACIENTES HIV POSITIVOS
E RELACAO COM A LESAO ESCAMOSA INTRA-EPITELIAL E O CANCER

DESCRICAO E OBJETIVO DO ESTUDO

O cancer anal, é uma doenca grave que acontece mais as pessoas que fazem sexo anal
sem camisinha, as mulheres que ja tiveram inflamacdo grave ou cancer de utero, os
transplantados, os fumantes, os que t€ém ou tiveram “doengas do sexo” e verrugas préximas ao
anus (via), os que fazem sexo anal (via) e os portadores de HIV/AIDS.

Estamos lhe convidando para participar da pesquisa Relagcdo das células dendriticas com
a les@o escamosa intra-epitelial e o cancer na mucosa anal de pacientes HIV positivos. Vocé
foi escolhido por ter interesse em saber se t€ém doengas no anus (via) ou por ter virus do
HIV/AIDS. Na consulta veremos se as células dendriticas (da defesa do seu corpo) que estao
no anus (via) de todas as pessoas estdo normais em voc€, as coletaremos durante o exame no
anus (via) com um aparelho descartavel (que se joga fora apds o uso) para olhar por dentro,
colocaremos um 4cido fraco com algodao e faremos bidpsia( retirada de um pequenino
pedaco) no local suspeito de doenga e no normal para controle, isso geralmente ndo causa dor
J4 que € muito pequena, mas se necessario faremos uma pequena anestesia no local, que pode
arder levemente, acelerar o coracdo e dar mal estar, caso aconteca vocé ficard em observacao
conosco até que a sensacdo ruim passe, um pequeno sangramento também poderd ocorrer
quando vocé for fazer o primeiro cocd, ndo € preciso se preocupar. Uma amostra de seu
sangue também serd necessdria para testar o HIV/AIDS, sua quantidade e o numero de células
de defesa que vocé tem no sangue.

Gostariamos, com o trabalho, de conhecer quantas pessoas tem a inflamagao grave no
anus (via) que pode virar cincer, e se as células de defesa do anus (via) e do sangue estdo
diminuidas facilitando a doenga, com isso podemos criar um programa para descobrir a
doenca no inicio, antes que ela vire cancer. Vocé precisard responder perguntas intimas sobre
a sua doenca, sexo anal, doengas do sexo e o quanto estudou. Nao existem outros exames
melhores ou com menos riscos. O material serd examinado no laboratério do Hospital
Tropical, e vocé receberd os resultados na préxima consulta. Caso vocé passe mal, ou tenha
algum problema devido aos exames ou duvidas quanto a pesquisa, procure a Dra. Adriana
Daumas pelo telefone (92)3238-1711 ou no enderego Av. Pedro Teixeira, 25 Dom Pedro.

Vocé tem a liberdade e o direito de negar sua participagdo ou retirar seu
consentimento (autorizacdo) em qualquer momento, podendo mesmo assim continuar a ser
atendido. Em caso de ocorrer algum dano eventual a sua saide durante o periodo de estudo,
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provocado pelos exames necessarios para realiza-lo, a responsabilidade recaird inteiramente
sobre o pesquisador e a Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM), conforme
prevé a Resolug@o 196/96 — CNS.

Sua identidade (nome e rosto) serd mantida em segredo pelo pesquisador e pela
Fundagdo Tropical. Os resultados da pesquisa serdo analisados e colocado em tabelas, figuras,
fotos ou graficos e mostrados em palestras, conferéncias, periddico cientifico ou outra forma
que leve o conhecimento para a sociedade e autoridades da 4rea da saide nacionais ou
internacionais, de acordo com as normas (leis) de protecao nacional ou internacional.

Os custos dos exames, das consultas e do tratamento serdo de responsabilidade da
Universidade e da Fundacao Tropical, vocé sé precisard se deslocar, por meios proprios, até o
local da consulta ou para o tratamento conforme a orientacao que receberd durante a pesquisa.
Vocé receberd uma cépia deste termo, e devera assind-lo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO:

B oottt e ettt s e e ettt a i ———— , participante
do estudo, recebi a explicacdo de que serei um(a) dos(as) participantes dessa pesquisa. Se eu
ndo souber ler ou escrever, uma pessoa de minha confianca lerd este documento para mim e
depois escrevera nesta pagina o meu nome.

E por estar devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre o contetido deste termo,
livremente, sem qualquer pressdo por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento
para minha inclusdo nesta pesquisa.

ASSINATURA DO PACIENTE OU REPRESENTANTE LEGAL

IMPRESSAO DO POLEGAR DIREITO DO PACIENTE,
CASO ESTE NAO SAIBA ESCREVER SEU NOME.

LOCAL E DATA

PESQUISADOR RESPONSAVEL PELO ACOMPANHAMENTO E
INFORMACOES AO PACIENTE:

NOME LEGIVEL: ADRIANA DAUMAS PINHEIRO GUIMARAES
FONE: (92)3621-6590

ASSINATURA
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APENDICE B - Grid para contagem de células sobre projecio de campo microscépico
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APENDICE C - Cilculo do Volume Relativo

O volume relativo de um componente dentro do espago de referéncia € dado por:
D pi
— =l

Vv =—
ZPr ef
i=1

n
Onde Vv € o volume relativo de um componente, z Pi é o somatdrio dos pontos sobre
i=1

n
a estrutura ou componente de interesse e ZPr ef € o somatdrio de pontos sobre o espaco de
i=1

referéncia (HOWARD; REED, 1998).



ANEXO 1 - Férmula utilizada para o calculo amostral

CALCULO DA AMOSTRA

Trabalho base: SOBHANTI et al., 2002

Programa EPTIINFO®, 2001.

Sample size, Case-control study

Ratio of controls per cases
Odds ratio worth detecting

% of exposure among controls (%)
Power

Confidence level

Number of Cases

Number of Controls

Total #
- Desciibe Compare Study Sample Probability Setup

sarrple sze calculation in a case-control study

Sarnple size cal olations 7

The forrrola for calonlating the required murber of caszes for a case-cordrol

shudsis

1= [T T+ 2o+ LW cp 2 p L

=[O0+ Dpg + Z(1-By'eplg I+p2o2 |¥o(pl-pl ¥

with

p2=pl * ORI+ pl(CE. - 1]
p=(pZ+ o)l +c)
g=1-p
OF.: Odds ratio worth detecing
© ; ratin of controls/cases
20 alpha risk

ZI1-By : power

pl : proportion exposare among control populati on

Fonte: Fleiss (1981).
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ANEXO 2 - Requisi¢io de Exame Histopatolégico

REQUISICAO DE EXAME HISTOPATOLOGICO — ANOSCOPIA COM MAGNIFICACAO

UF Cartiio SUS

Unidade de Satide

Cédigo da Unjdade de Saide

112

Municipio

Nome Completo

Prontuario

INFORMACOES PESSOATS

Nome Completo da Mie

Identidade

(')|rgﬁo emissor

Data de nascimento

| |7 L1 ]

Dados Residenciais — Logradouro

|
|
|
|
Cor
|
|
|

Municipio

|
Idade

|

|

|

|

Escolaridade: ]:l Analfabeto D 1°G

Fez o Pap-a alguma vez?

DADOS DA ANAMNESE

DAR DAD+ DAD- DAD? DCA DCG DCSIL

Qual(is)?

D Doenga associada

CD4:

‘:l Soiling I:l Pus

Carga viral:

I:l Sangue l:l Ferida anal

ANOSCOPIA MAG Neg D

Posiciio Margem anal (c) Anoderma (d) Pectinea () Suprapectinea ()

Vertical

Posigho 1h h 3h h h h h h h Oh 1h 2h
Horizontal

-

Data da Coleta
I T

Qunarany [ [ [ ] [
D DST Qual? I:I Gon D Sif I:I Her |:| Clam I:I Qutra;

l:| Nio sabe

DTAB ETRA I:IDR

INSPECAOQ PROCTOLOGICA

Qual?

Linfonodomegalia inguinal l:l

‘:l Medicamento anal

+ elevada (a) D + plana (b) D

3% lesfio: I:' Obs:

Coletor(a): assinatura e carimbo

Instituigdo onde foi realizada a coleta

Fonte: Costa e Silva (2005).
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