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1-INTRODUCAO



Os carcinomas da regido anal sd3o pouco freqiientes, sendo 20 a 30 vezes menos comuns
que os carcinomas colorretais'. O carcinoma espinocelular anal é um dos tipos histologicos
mais frequentesz’3 e se dividem, conforme sua localizagdo, em tumores do canal anal e da
borda anal. Os primeiros correspondem a 85% do total e os da borda comportam-se como
neoplasias da pele e somam 15%*.

Do ponto de vista epidemioldgico, ha predominio no sexo feminino, em uma propor¢do
cinco vezes superior a encontrada no sexo masculino, acometendo principalmente a 6* e a 7%
décadas da vida®®. Entretanto, ocorreu mudanga desse perfil desde o surgimento da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS) na década de 80. A incidéncia dessa neoplasia
aumentou entre os homens infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
praticantes do sexo anal receptivo’®. Esse grupo ¢ constituido por homens jovens,
principalmente na 3% e 4* décadas da vida, e o tumor ¢ 25 a 50 vezes mais freqiiente que entre
os ndo infectados pelo HIV.”'® Além disso, esse tipo de carcinoma aparenta estar intimamente

11-2

relacionado a infec¢do causada pelo papilomavirus humano (HPV) ", induzindo displasias na

mucosa anal dos praticantes de sexo anal receptivo e consequentemente o aparecimento da
neoplasia'®™.

A infeccdo causada pelo HPV tem carater epidémico e atinge até 70% da populagdo
adulta em algumas regides'>”’. O HPV possui mais de 100 sorotipos, sendo que cerca de 40
acometem a regido perineal, divididos entre os que t€m potencial oncogénico ou ndo. Entre os
sorotipos responsaveis pela transformagao carcinomatosa, descritos na literatura, o 16 ¢ o 18

18-20 . )|
, ocorrendo em até 70% dos CEC perineais” .

sd0 os mais freqiientes

Essas displasias recebem o nome de neoplasia intraepitelial anal (NIA), podendo ser de
alto grau (NIAA) ou de baixo grau (NIAB) 223, Histologicamente, na NIAB, as células sdo
vistas com inclusdo viral, os coilécitos, ¢ também células superficiais, intermedidrias e
paracetoticas atipicas. A binucleacdo é comum e¢ a membrana nuclear ¢ angulada e irregular.
Na NIAA, observam-se células escamosas anormais do tipo metaplasico imaturo. As
membranas nucleares sdo irregulares e possuem cromatina espessa® .

A eficacia dos atuais esquemas de drogas antirretrovirais combinada aos inibidores de
protease tem melhorado a qualidade e¢ a expectativa de vida dos infectados pelo HIV>™.
Entretanto, acredita-se que o aumento do tempo de sobrevivéncia determinado pelo
tratamento possa predispor ao aparecimento de carcinomas anais””, entre eles os associados
ao HPV.

A terapia antirretroviral associada a inibidores de protease, apesar de melhorar a

imunidade sistémica, parece ndo alterar a imunidade local nos pacientes HIV-positivos



infectados pelo HPV e com NIA*. Entretanto, nos pacientes soropositivos para o HIV com
neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) houve melhora da imunidade local. O mecanismo de
acdo desses medicamentos na imunidade local ¢ incerto e ndo consegue regredir os graus de
NIA. Ainda ndo se conseguiu explicar esse fato.

A imunidade local pode ser avaliada por varios fatores, ¢ um desses s@o as células de
Langerhans (CL). As CL sdo células dendriticas, responséveis pela imunidade local da pele.
Sdo derivadas da medula dssea, e representam as principais apresentadoras dos antigenos.
Elas detectam e fagocitam os antigenos presentes na epiderme, migram para os linfonodos
regionais e os apresentam aos linfocitos T, mediadas pelas interleucinas 2 e 12 (IL-2 e IL-12).
Desta forma, conferem a resposta imune inata cutanea’’. Para tanto, elas precisam ser
ativadas, o que depende do interferon gama (IFNy), do fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
produzidos pelos linfocitos natural killer (NK) e de outros fatores adicionais’>. O

mecanismo da imunidade local estd demonstrado na figura 1.
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FIGURA 1: Representacio do mecanismo de imunidade local

As CL ativadas sao estaveis, resistentes aos fatores supressores relacionados ao tumor e
. . . . 34 , ~
mostram capacidade aumentada de induzir resposta imune”. Também possuem fungdo nos

. . 35
mecanismos de defesa contra novos antigenos nos tumores da pele™. As CL podem ter sua



fungio alterada por dois motivos: a inativagdo devida & imunodeficiéncia®e pela diminuigdo
de sua populagdo. A inativagdo das CL causa aumento das CL imaturas e ndo interrompe a
atividade do HPV®. A populagio dessas células sofre reducio nos idosos e nos pacientes
usuarios de alguns agentes farmacologicos, como a ciclosporina, corticoides, retindides,
radiagdo ultravioleta, radioterapia e a maioria das drogas imunodepressoras.

A diminuicdo da imunidade sistémica, nos pacientes HIV-positivos, aumenta a
prevaléncia das lesdes provocadas pelo HPV. Esse quadro pode ocorrer por varios fatores,
especialmente tratamento ineficaz ou ausente e decorrente da contagem de linfocitos T CD4 +
sérica inferior a 200/uL”’. Essa baixa contagem de linfocitos T CD4 denota imunodepressdo
sistémica®®.

Até que ponto essa imunidade sistémica deficiente proporciona a transformagdo tumoral
das lesdes causadas pelo HPV permanece incerta® apesar da terapéutica com drogas
antirretrovirais e inibidores de protease. A resposta imune local deficiente, decorrente da
AIDS, causa aumento das taxas de displasia e cancer na regido perineal, ja que a infec¢do
causada pelo HPV se torna persistente e provoca alteragdes cromossdmicas irreversiveis’, ndo
responsivas a2 melhora da imunidade sistémica. Também sdo fatores importantes para a
transformagio tumoral: o trauma local, a inflamagio e o tabagismo™.

A importancia da depressdo imunolégica e da infec¢do pelo HIV ficou mais evidente ao
observarmos que a incidéncia do CEC anal aumentou em homens, a partir da 3* década da
vida, e permanece baixa na mesma populagdo ndo infectada pelo HIV. Desta forma, pode-se
pressupor que o HIV seja o co-fator, que o HPV necessita para induzir a displasia, e
consequentemente evoluir para carcinoma®'. Como a infecgio pelo HPV e a imunodepressio™
elevam o risco para o desenvolvimento do carcinoma anal, podemos sugerir dois fatores de
risco envolvendo esta situagio’’. O primeiro é caracterizado pelo HPV, permanecendo na
forma latente na mucosa anal, mesmo apos a erradicagdo dos condilomas®™ e o segundo
aspecto se deve a diminuicdo das CL nos pacientes soropositivos, o que proporciona a
recidiva dos condilomas*'. As infecgdes latentes decorrentes do HPV podem ser
diagnosticadas e acompanhadas por reagdo em cadeia de polimerase“.

Da mesma maneira que o CEC do canal anal, o do colo uterino que apresenta
diminui¢do das CL nas lesdes provocadas pelo HPV parece estar ligado a neoplasias
intraepiteliais (NIC ou NIA) mais agressivas'®*'. Além disso, a inibigio da fungdo migratoria
das CL pelos fatores derivados do tumor parece incapacita-las de promover a imunidade

antitumoral®.



Por outro lado, pacientes com carcinomas pulmonares infectados pelo HPV tem maior
quantidade de CL ativadas e, portanto melhor prognostico™®.

Assim, a constatacdo do aumento da incidéncia do CEC do canal anal em pacientes
jovens do sexo masculino e HIV-positivos nos sugere uma série de conjecturas do porque isso
ocorre € como isso se relacionaria com a génese do carcinoma. A imunidade sistémica
alterada poderia induzir, por diminuicdo da imunidade local, este aumento da incidéncia da
neoplasia? A diminui¢do das CL ou sua ndo ativag@o, conforme ja dito, sdo provavelmente os
principais fatores que alteram a imunidade local. Essa alteracdo local seria determinante para
0 aparecimento do carcinoma? Desta forma, nos propomos a analisar se as CL estdo presentes
e ativas*® nestes doentes e qual seu efetivo papel na imunidade local e eventual génese do

carcinoma anal.



2-0OBJETIVO



O objetivo deste trabalho foi avaliar a imunidade local, quantificando as CL ativadas,

nos portadores do carcinoma anal em doentes soropositivos para o HIV.



3 - CASUISTICA E METODO



3.1 - Casuistica

Avaliamos os dados de 20 pacientes portadores do CEC do canal anal, atendidos entre
1999 e 2006 nos ambulatorios da Disciplina de Coloproctologia do Departamento de Cirurgia
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo e da Equipe Técnica de
Proctologia do Instituto de Infectologia Emilio Ribas. Foram 11 pacientes soronegativos e
nove pacientes soropositivos para o HIV.

Constituimos, adicionalmente, um grupo controle composto por sete doentes portadores
de doenca hemorroidaria. Esses pacientes foram atendidos no ambulatério de Coloproctologia

do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo.

3.1.1 — Critérios de inclusio
Optamos por incluir doentes adultos soropositivos e negativos para o HIV, portadores de

CEC do canal anal, estadios II e III da classificagdo TNM, publicada pelo American Joint
Committee on Cancer (AJCC)"" que se encontra no Anexo 1. Os doentes soropositivos
deveriam apresentar contagens séricas de linfocitos T CD4+ superiores a 200/uL, carga viral
sérica indetectdvel e estarem em uso de drogas antirretrovirais associadas a inibidores de

protease, denotando doenga sistémica controlada.

3.1.2 — Critérios de exclusdo
Excluimos do estudo os portadores: do CEC da margem anal, das lesdes estadios I e IV

do CEC do canal anal, do CEC in situ e de doencas perianais associadas.

3.1.3 — Caracterizacio dos grupos

3.1.3.1 — Doentes soronegativos para o HIV
Constituido por 11 doentes, sendo nove mulheres e dois homens, com idades que

variaram entre 37 e 82 anos e média de 57 anos.
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3.1.3.2 — Doentes soropositivos para o HIV.
Constituido por nove doentes, sendo todos do sexo masculino, com idades que variaram

entre 29 e 55 anos e média de 41 anos. Todos os pacientes soropositivos tratavam-se com
drogas antirretrovirais associadas a inibidores de protease, apresentaram contagem de
linfocitos T CD4 superior a 200/puL e carga viral sérica indetectavel, ou seja, apresentavam

doenga sistémica controlada.

3.1.3.3 — Grupo controle
Formado por sete doentes soronegativos, portadores de hemorrdidas de terceiro grau,

submetidos & hemorroidectomia. Foram quatro homens e trés mulheres com idades que

variaram entre 29 e 54 anos e média de 40,3 anos.

3.2 — Método

3.2.1 — Diagnéstico do CEC do canal anal
A confirmacdo da doenca foi feita pela biopsia da lesdo, realizada durante o

procedimento de anuscopia. O exame foi realizado com aparelho rigido at¢é 10 cm da borda
anal. Enviamos o material das pegas ressecadas para os laboratorios de Anatomia Patoldgica
dos respectivos hospitais. Posteriormente, houve confirmacdo do diagnostico pelo mesmo
patologista que reavaliou todos os exames oriundos do material recuperado dos produtos de

biopsia e confirmou o diagndstico do CEC do canal anal.

3.2.2 — Estadio pré-tratamento
Os portadores do CEC do canal anal foram submetidos & avaliacdo para o estddio com

exame proctologico, ultra-sonografia do abdome, radiografia do toérax e tomografia
computadorizada de pelve, ou ressonancia nuclear magnética da pelve. A ressonancia nuclear
magnética de pelve comegou a ser utilizada para o estadio em 2001. Com esses dados,
classificamos os doentes conforme o estadio de acordo com o AJCC que se encontra no

Anexo 1.
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3.2.3 — Tratamento do carcinoma
O tratamento radioquimioterapico foi realizado conforme o protocolo de Nigro

modificado’. A radioterapia foi administrada com acelerador linear de 6Mev em aplicagdes
diarias fracionadas divididas em 2 fases. A primeira fase foi realizada nos campos tumorais e
na drenagem linfatica inguinoiliaca por 17 dias com dose total de 30,6 Gy (17 sessoes de 1,8
Gy cada). A segunda fase ¢ realizada a partir do 18° dia e somente no tumor e na margem de
seguranca peritumoral por 13 dias com dose total de 23,4 Gy (13 sessdes de 1,8 Gy cada).
Esse tratamento apresenta uma dose total de 50,4 Gy. Esse esquema esta descrito no Anexo 2.
O esquema de Nigro classico esta descrito no Anexo 3*.

As drogas quimioterapicas utilizadas foram o 5-fluorouracil (5-FU) na dose de 1g/m’
diluido em solucdo fisiologica a 0,9% infundido em uma hora diariamente durante os cinco
primeiros dias de radioterapia. Esse esquema se repetiu nos cinco ultimos dias de radioterapia.
Essa droga foi associada a mitomicina-C (MTC) somente no primeiro dia do tratamento
radioterapico. A MTC foi administrada na dose de 10mg/m* e foi diluida em solugdo
fisiologica a 0,9% infundida em uma hora. O ondasentron foi administrado na dose de 8mg
previamente a aplicacdo dos quimioterapicos. Todos os pacientes foram acompanhados com
hemograma completo durante esse tratamento para avaliar a presenca de pancitopenia

decorrente da quimioterapia.

3.2.4— Avaliacao apés o tratamento
Realizamos biodpsias para avaliar a eficacia do tratamento 12 a 16 semanas apds o

término do esquema radioquimioterapico. Encaminhamos as pegas cirurgicas para estudo
anatomopatologico nos laboratérios dos respectivos hospitais.

O acompanhamento dos pacientes foi trimestral durante os dois primeiros anos, e
posteriormente semestral, para verificar a recidiva tumoral, ou a presenga de metastases. A
avaliagc@o consistiu do exame proctoldgico, biopsias das lesdes endurecidas, ou sugestivas de
recidiva, radiografia toracica e ultra-sonografia abdominal. Os pacientes apresentaram um

tempo minimo de seguimento de dois anos € maximo de seis anos.

3.2.5 - Cirurgias de resgate
Dois doentes, que apresentaram persisténcia do carcinoma apds o tratamento

radioquimioterapico, foram submetidos a amputacdo abdominoperineal do reto e colostomia

definitiva.
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3.2.6 - Método histopatolégico
O material oriundo da biopsia dos tumores anais foi fixado em formol, incluido em

blocos de parafina e igualmente processado. Os blocos de parafina foram analisados no
Servigo de Anatomia Patologica do Instituto de Infectologia Emilio Ribas, sendo submetidos
a confirmacdo diagndstica pelo método hematoxilina-eosina (HE) antes da técnica
imunoistoquimica. Retiramos fragmento da mucosa ressecada com os mamilos
hemorroidarios do grupo controle e enviamos para o Laboratério de Patologia do Instituto de
Infectologia Emilio Ribas em tubos com formol. Posteriormente, o material foi incluido em

parafina.

3.2.6.1 — Contagem das células dos tecidos sob coloracio HE
As laminas com material confirmado do CEC do canal anal dos pacientes HIV

negativos, coradas com HE, foram analisadas e submetidas a histometria como estudo piloto.
Utilizamos o microscopio optico Olympus BX50, acoplado a monitor de video em cores de 20
polegadas Olympus OEV202. Fizemos leitura de cinco campos na primeira camada de células
da camada basal proximas a neoplasia, com objetiva com aumento de 60 vezes e ocular com
aumento de 10 vezes, para a contagem simples das células epiteliais dessa regido. Esses

campos foram denominados: HE1, HE2, HE3, HE4 e HES.

3.2.6.2 — Técnica imunoistoquimica de colora¢io anti-CD1A
Utilizamos o anticorpo anti-CD1A para identificar, por método imunoistoquimico, as

CL ativadas. Os blocos de parafina de todos os casos foram submetidos a cortes com
espessura de cinco micrometros em laminas silanizadas. O material foi desparafinado,
processado com xilol e alcool com hidratagdes crescentes, na seqiiéncia de alcool absoluto a
99°, 90°, 70° e, por fim, dgua. Apos a inibicdo da peroxidase enddgena com agua oxigenada
10 volumes, o material foi lavado com solug¢ao tampao salino fosfato (PBS) e foi exposto ao
tampdo citrato em alta temperatura. O anticorpo anti-CD1A foi colocado como reagente
primario. A suspensdo foi deixada durante uma noite na geladeira a 4°C (overnight). O
produto foi lavado com PBS e colocado no sistema de revelagdo com o anticorpo secundario
antibiotina, acoplado & peroxidase, para promover a imunomarcagdo. A finalizacdo do

. . . g - .4
processo ocorreu com a diaminobenzidina, que produz a cor acastanhada na reagdo positiva®’.
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3.2.6.3 — Contagem das células de Langerhans
Ap0s o preparo do corte histologico, identificamos e contamos, por histometria, as CL

ativadas, de 20 campos diferentes de cada lamina. O procedimento foi utilizado para os dois
grupos de portadores do CEC do canal anal e para os controles. Todo o procedimento foi
observado na tela do monitor Olympus OEV202 conectado ao microscdpio Olympus BX50.
Usamos a lente com objetiva com aumento de 60 vezes e ocular com aumento de 10 vezes,
somente nos campos a partir da camada basal da lamina propria na periferia peritumoral.
Utilizamos a lente com objetiva com aumento de 60 vezes e ocular com aumento de 10 vezes
para estudar a partir da camada basal da lamina propria no grupo controle, nos locais onde era
evidente a auséncia de alteracdes do epitélio. Esses campos foram denominados em todos os
grupos de CD1A1 a CD1A20. A demonstragdo do campo visualizado no microscopio optico é

feita na figura 2. As CL estdo marcadas em castanho.

FIGURA 2: Visualizacdo do campo do microscépio dptico das CL ativadas marcadas na
periferia do carcinoma pelo anti-CD1A.
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3.2.7 — Comparacgoes realizadas
Comparamos a idade e o sexo entre os pacientes portadores do CEC do canal anal

soropositivos ou ndo para o HIV. Realizamos a comparacdo da contagem simples das células
epiteliais identificadas pela coloragdo HE entre esses pacientes.

Posteriormente, comparamos as contagens simples das CL coradas pelo anticorpo anti-
CDIA entre o grupo controle, pacientes com CEC do canal anal soropositivos ou ndo para o

HIV.

3.2.8 — Analise estatistica

Os resultados encontrados foram submetidos a andlise estatistica com o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis e os testes paramétricos t de Student e exato de Fisher. O
indice de tolerancia menor que 5% foi usado em todos os testes estatisticos. Os diagramas de
caixa (boxplot) foram criados, usando o programa SPSS versao 9.0, para realizar comparagdes

graficas das amostras utilizadas no trabalho.
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Os doentes HIV-positivos foram na sua totalidade compostos por homens e entre os
HIV-negativos predominaram as mulheres. As médias de idade encontradas foram: 41,1 anos
no grupo soropositivo e 57 anos entre os soronegativos para o HIV. Esses resultados sdo

demonstrados na TABELA 1.

TABELA 1. Distribuicio, conforme sexo e idade, dos doentes
portadores do CEC do canal anal soropositivos e

soronegativos para o HIV. 2008

Idade Sexo
Grupo
(anos) Masculino Feminino
HIV + 41,1 9
HIV - 57,0 2

A anélise estatistica, realizada com o teste exato de Ficher, mostrou que o CEC do canal
anal esteve presente entre homens HIV-positivos e nas mulheres HIV-negativas (p=0,03). A
comparagdo entre as idades revelou que a doenca acometeu doentes mais jovens no grupo dos
soropositivos (p=0,002). Nessa analise utilizamos o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Todos os pacientes soropositivos estavam no estadio II, enquanto que, entre os
soronegativos, havia nove no estadio II e dois no estadio IIIB, conforme a classificagio TNM
do AJCC*. Nio houve diferenca estatistica (teste exato de Fisher).

Somente dois doentes, ambos do grupo soronegativo, foram submetidos a cirurgia de
resgate por doenga residual. Eles se encontravam no estadio I1IB.

As laminas, com material confirmado do CEC do canal anal dos pacientes HIV-
negativos coradas pela HE, foram analisadas e submetidas a histometria. A quantidade de
células epiteliais, encontradas em cada campo, estd demonstrada na TABELA 2. O total
representa a somatoria final das células identificadas nos cinco campos de cada paciente ¢ a

média foi de 205 células, sendo 51/campo.
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TABELA 2. Contagem numérica das células epiteliais coradas pela HE por
campo microscépico nos pacientes soronegativos para o HIV,

portadores do CEC do canal anal. 2008

Iniciais Sexo HE1 HE2 HE3 HE4 HES5 Total
ZLM F 34 32 33 30 31 160
MIA F 35 45 51 24 36 191
VCCC F 40 41 44 48 46 219
AFS F 58 54 42 43 73 270
TAC F 40 47 37 37 22 183
VG M 63 38 35 52 58 246
MRL F 15 22 18 14 18 87
ITS F 31 33 26 24 30 144
DPS M 53 75 46 45 51 270
LSA F 62 42 55 51 40 250
MLBS F 56 65 23 47 36 227

X contagem de células: 205

X contagem de células/campo: 51

Da mesma forma, analisamos, pela histometria, as laminas coradas pela HE dos
pacientes HIV-positivos, portadores do CEC do canal anal. A quantidade de células epiteliais
encontradas em cada campo esta demonstrada na TABELA 3. O total representa a somatdria
final das células identificadas nos cinco campos de cada paciente. A média foi de 182,67

células por paciente, sendo 36,53 por campo.
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TABELA 3: Contagem numérica das células epiteliais coradas pela HE por
campo microscopico nos pacientes soropositivos para o HIV,

portadores do CEC do canal anal. 2008.

Iniciais Sexo HE1 HE2 HE3 HE4 HES5 Total
AAS M 33 25 38 38 43 177
DMS M 16 23 17 17 25 98
ECS M 22 13 21 12 27 95
JPS M 25 25 20 26 20 116

RJLA M 24 26 25 28 40 143
MLA M 50 48 76 33 27 234
DAR M 20 27 24 24 24 119

CASN M 16 23 17 17 25 98
FSC M 70 70 46 50 54 290

X contagem de células: 182,67

X contagem de células/campo: 36,53

A analise estatistica ndo revelou diferenca (p=0,421) quando comparamos as contagens
das células epiteliais dos pacientes soropositivos e dos soronegativos para o HIV. Utilizamos
o teste t de Student nessa analise.

As contagens das CL ativadas dos controles, ou seja, os pacientes submetidos a
hemorroidectomia coradas pela técnica imunoistoquimica utilizando o anticorpo anti-CD1A,
estdo demonstradas na TABELA 4. O valor da ultima coluna da tabela corresponde ao total
das células identificadas nos 20 campos de cada respectivo paciente. A média por campo foi
de 1,38 células. A TABELA 5 mostra as contagens das CL dos pacientes soronegativos
portadores do CEC do canal anal e a TABELA 6 indica as contagens das CL dos pacientes
soropositivos portadores do CEC do canal anal. As médias por campo foram
respectivamente, 1,52 ¢ 0,24 células. Nas TABELAS 5 e 6 realizamos o mesmo método de

contagem que no grupo controle e 0 mesmo método de soma.



19

TABELA 4. Contagem numérica das células de Langerhans/campo microscopico marcadas pelo anticorpo o anti-CD1A nos pacientes

do grupo controle submetidos a hemorroidectomia. 2008

CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A

Iniciais  Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Tow
ENMS F 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 14
JRAB M 3 0 8 2 2 3 4 2 1 2 0 1 1 1 1 0 0 0 0 2 33
JLLS M 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 2 0 1 0 0 1 7
VMP M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2
IKSR M 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16
MGA F 5 4 3 4 5 4 0 0 0 0 0 5 4 3 5 0 0 0 4 4 50
ELS F 7 5 6 5 6 6 4 4 4 5 3 3 5 1 0 0 2 2 1 72

X contagem de células: 27,71

X contagem de células/campo: 1,38
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TABELA 5. Contagem numérica das células de Langerhans/campo microscopico marcadas pelo anticorpo anti-CD1A, nos doentes

HIV-negativos portadores de CEC de canal anal. 2008.

CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A

Iniciais Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Total
ZLM F 0 1 0 0 1 0 0 1 3 2 5 1 3 3 1 2 1 1 1 1 27
MIA F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
vccce F 5 2 4 1 3 3 4 2 2 4 1 2 1 2 1 2 1 0 0 0 40
AFS F 3 2 3 0 2 0 0 0 3 0 1 0 0 2 2 5 1 2 0 3 29
TAC F 4 1 1 1 1 1 0 1 1 0 4 1 1 1 1 1 0 1 1 0 22
VG M 3 3 2 5 4 5 3 2 2 7 6 3 4 2 5 4 7 5 2 3 77
MRL F 1 1 0 2 2 1 0 1 1 2 1 0 6 1 0 1 4 4 2 0 30
ITS F 1 0 3 1 4 2 2 2 4 2 2 2 2 4 2 3 2 4 6 1 49
DPS M 1 2 8 0 4 2 1 0 1 1 3 3 0 0 0 5 3 0 0 0 34
LSA F 2 0 1 0 0 0 4 0 1 5 6 1 3 1 0 0 1 1 1 0 27
MLBS F 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

X contagem de células: 30,54

X contagem de células/campo: 1,52
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TABELA 6. Contagem numérica das células de Langerhans/campo microscopico marcadas pelo anticorpo anti-CD1A, nos doentes

HIV-positivos portadores de CEC de canal anal. 2008.

CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A CD1A

Iniciais  Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 ot
AAS M 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 2 1 0 1 1 0 0 0 0 0 8
DMS M 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 2 2 3 13
ECS M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
JPS M 0 2 2 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 15
RJLA M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
MLA M 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
DAR M 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
CASN M 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Fsc M 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

X contagem de células: 4,88
X contagem de células/campo: 0,24
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A comparagdo, entre as contagens das CL dos soronegativos e dos controles, pode ser
observada no diagrama de caixa da Figura 3. A dispersao da amostra para os pacientes HIV-
negativos estd muito concentrada entre o 50° e o 75° percentis. Quando comparada aos controles,
constatamos que o seu menor valor foi maior que a mediana desse grupo, ou seja, todos os
valores referentes aos pacientes soronegativos, em comparagdo com os controles, sdo superiores
aos da populacdo sem cancer anal. Além disso, ha dois valores extremos nos pacientes HIV-
negativos, um igual a zero e outro igual a 77. Todavia, a andlise estatistica feita com o teste ndo-

paramétrico de Kruskal-Wallis ndo revelou diferenca entre essas distribui¢des. (p=0,7511).

100

801

60 -

40

204

N= 1I1 7
CD1AHIVN CONTROLE

FIGURA 3 — Diagrama de caixa (boxplot)— Comparacio entre as contagens das células de
Langerhans entre pacientes soronegativos para o HIV portadores do CEC do canal anal e o

grupo controle
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A comparagdo entre as distribuigdes do grupo controle e dos pacientes soropositivos,
portadores de CEC do canal anal, vista no proximo diagrama de caixa (Figura 4), indica que a
amostra para os pacientes HIV-positivo estd muito abaixo do 50° percentil, em relacdo ao grupo
controle e seu limite inferior ¢ igual a zero. O valor maximo da distribuicao dos doentes ¢ inferior
a mediana do grupo controle e sua mediana é proéxima de zero.

O teste de Kruskal-Wallis ratificou a disparidade entre as distribui¢des (p=0,0145).
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FIGURA 4 — Diagrama de caixa (boxplot) — Comparacao entre as contagens das células de
Langerhans entre pacientes soropositivos portadores do CEC do canal anal e o grupo

controle
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Quando os grupos de portadores do CEC do canal anal sdo comparados entre si, na Figura
5, vemos que nao ha areas de interseccao entre as distribui¢des, ou seja, elas sdo muito diferentes,
exceto pelos valores extremos dos pacientes soronegativos. As quantidades de CL ativadas dos
pacientes soronegativos e dos positivos, portadores do CEC do canal anal, foram comparadas

com o mesmo teste nao-paramétrico. O teste mostrou diferenga entre os dois grupos (p=0,0084).
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FIGURA 5 — Diagrama de caixa (boxplot)- Comparacao entre as contagens das células de

Langerhans entre portadores de CEC do canal anal, soropositivos e negativos para o HIV.
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Por fim, realizamos a mesma analise com teste paramétrico do t de Student. Nao houve
diferenca estatistica entre a quantidade das CL ativadas do grupo controle e os pacientes
soronegativos com CEC do canal anal (p=0,795). Entretanto, o mesmo teste revelou diferenga
estatistica entre os controles e os soropositivos. (p=0,013) e entre os portadores do CEC do canal

anal, soropositivos e negativos (p=0,002). O resultado esta demonstrado na TABELA 7.

TABELA 7. Comparacio entre as quantidades das células de Langerhans
ativadas presentes nos pacientes soropositivos e negativos
portadores do CEC do canal anal utilizando o teste t de

Student. 2008

Média Mediana Variadncia

HIV + 4,9 2,0 250,8

HIV - 30,5 29,0 50,7

p-valor 0,002
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A mudanga do perfil epidemiologico do CEC do canal anal ja foi constatada por diferentes
autores'’, ou seja, ha incidéncia superior deste carcinoma nos pacientes do sexo masculino e
portadores do HIV. Nosso estudo evidenciou esse perfil, constatando doentes do sexo masculino
com CEC do canal anal soropositivos. Esse fato ¢ decorrente do surgimento da pandemia causada
pelo HIV. Observamos doentes mais jovens ¢ do sexo masculino entre os contaminados pelo
HIV. Os pacientes infectados pelo HIV apresentam resposta imune inadequada sistémica e
local***2%,

O HPV aparenta estar relacionado com a mudanga do perfil do acometimento do CEC anal
entre os pacientes HIV-positivos™, pois a resposta imune local estd comprometida nesses
pacientes. Esse fato se confirmou quanto notamos que esse tumor ¢ mais freqiiente entre as

51-2

mulheres com CEC do colo de utero” “ e nos portadores de CEC anal que praticam sexo anal

receptivo’. De fato, a incidéncia do CEC anal entre homens homossexuais vem aumentando’ ™,
principalmente entre os soropositivos para o HIV’'° ¢ nas faixas etarias mais jovens'>™">.

Os mecanismos moleculares envolvidos na progressio do CEC anal s3o pouco
elucidados, bem como a fungdo da infec¢do pelo HIV. A perda da heterozigosidade (LOH) ¢ um
dos mecanismos responsaveis pela inativagio dos genes supressores de tumor™. As muta¢des nos
genes supressores tumorais p53, DCC e APC contribuem para a evolucao para CEC anal invasivo
em individuos imunocompetentes conforme ¢ evidente nos dados atuais. Entre os doentes HIV-
positivos, a infec¢io pelo HPV no canal anal ¢ mais persistente”. Nessa populagdo, a
instabilidade dos microssatélites parece ser o fator mais importante de progressdo para o
carcinoma invasivo, ¢ aparenta ser superior a instabilidade cromossomica™. A transformago das
células epiteliais humanas, mediadas pelo HPV, tem sido reconhecida como decorrente da
transcri¢do desregulada dos oncogenes virais E6 e E7 nas células em proliferacdo. A interferéncia
do E6 e do E7, com o ciclo celular, induz a instabilidade genética e produz células com alteracdes
oncogénicas com fendtipo maligno™. Eventos genéticos iniciais, durante a carcinogénese
cervical, incluem a delecdo dos cromossomos 3q, 6q ¢ 10p e sdo associados a imortalizagdo.
Outros eventos podem ocorrer associados a invasdao tumoral como: ganhos no cromossomo 3q,
perda no 11 e alteragdo epigenética, como inativagio do gene supressor de tumor, o TSLC1>.
Além disso, observou-se que os tumores dos doentes HIV-negativos apresentaram mais LOH que

nos dos soropositivos. LOH nos cromossomos 17p, 18q, 5q, ¢ 11q foram notados em doentes

HIV-negativos com CEC anal. Em contraste, as perdas dos alelos em 17p, 5q, ¢ 18q parecem ser
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raras em tumores dos individuos HIV-positivos®. Outros autores observaram ganhos nos
cromossomos 1p, 1q, 3q, 8p e 20q, e perdas nos 2q, 7q, 11p, 11q e 15q, que poderiam ativar
varios oncogenes®. Esses dados sugerem que a imunodepressio pode promover a progressdo para
o CEC, por um padrao alternativo e que a persisténcia da infecgdo pelo HPV no canal anal,
desempenhe a fungdo central nesse processo™".

De qualquer forma, a infec¢ao pelo HPV e a subseqiiente integragdo do DNA do HPV sao
necessarias, mas nio suficientes para causar a progressio para carcinoma’’. Embora o HPV de
alto risco seja causa necessaria para o carcinoma cervical, eventos genéticos adicionais sdo
indispensaveis para a transformagéo maligna da maioria dos carcinomas anais e de outros sitios™.
Além disso, ha trabalhos que relataram HPV's ndo oncogénicos provocando NIAs de alto grau em

doentes HIV-positivos®"®

. Esse fato leva a seguinte reflexdo: ou o grau de oncogenicidade nao
tem tanta importancia, e desta maneira, todos os infectados pelo HPV merecem seguimento igual,
ou os tipos virais oncogénicos nao puderam ser identificados nas amostras analisadas. Mesmo
assim, caso o0 HPV se confirme como agente etioldgico para o CEC anal, essa doenca podera ser
considerada como sexualmente transmissivel®. Ndo pesquisamos os tipos virais dos tumores dos
nossos doentes porque isso ndo mudaria os resultados, nem as conclusdes deste estudo.

A proposta radio e quimioterapica proposta por Nigro* esta consagrada para o tratamento
do CEC do canal anal. Esse esquema modificado’ bons resultados e superioridade em relagio a
amputacdo do reto, devido a possibilidade da preservacdo esfincteriana, sem diferengcas em
relagio ao controle local da doenga®'.

Todos os pacientes deste estudo foram submetidos ao mesmo esquema terapéutico, com
radio e quimioterapia, com o objetivo de controlar localmente a doenca®. Os quimioterapicos
utilizados, 5-fluoracil e Mitomicina-C, potencializam o efeito da radioterapia e diminuem o risco
da recidiva local®®. Atualmente, alguns estudos sugerem que os pacientes HIV-positivos
apresentam pior resposta ao esquema de Nigro, em relagdo aos HIV-negativos®’, pois havera
piora da imunodepressdo ¢ das suas consequéncias, na vigéncia dessa terapéutica. Os pacientes
HIV-positivos podem apresentar complicagdes clinicas e alteragdes hematologicas, como a
pancitopenia, em decorréncia desse tratamento. Nossos pacientes ndo apresentaram complicagdes
decorrentes do esquema radio e quimioterapico.

A andlise da literatura mostrou resultados diferentes entre imunodeprimidos e

imunocompetentes. Assim, para os imunodeprimidos e imunocompetentes, a incidéncia de



29

linfonodos comprometidos foi, respectivamente, de 60% e 17%. As recidivas foram,
respectivamente de 75% e 6%. As respostas ao tratamento radioquimioterapico foram
respectivamente, de 62% e 85%. A toxicidade do esquema adjuvante, de 80% e 30%. E a

106869 Entretanto, ha melhora do prognéstico'® e redugdo do

sobrevivéncia, de, 1,4 ¢ 5,3 anos
namero de displasias™ com o uso de coquetel de drogas antirretrovirais, pois h4 melhora do
tempo de sobrevida do paciente. Nao observamos diferencas na evolucdo de ambos os grupos dos
portadores do CEC anal. De fato, todos os que eram HIV-positivos concluiram o mesmo esquema
radioquimioterapico realizado pelos HIV-negativos. Os soropositivos faziam uso do esquema
antirretroviral e inibidores de protease, além de apresentarem contagem sérica de linfécitos T CD
4+ superior a 200/uL, o que pode ter propiciado a evolucao encontrada melhor que a esperada.

Dois dos nossos doentes, foram submetidos a amputagdo abdominoperineal do reto, por
apresentarem doenca residual apos a radio e quimioterapia. Ambos eram soronegativos no estadio
IIIB. Este fato foi descrito na literatura e deve ser realizado quando ha doenga residual apos o
tratamento radio e quimioterapico’ . A incidéncia da operagdo de resgate na literatura variou de
16 a 30%*" nos diversos artigos revisados. Na nossa casuistica, esse procedimento foi
necessario em 20% dos soronegativos € em nenhum dos soropositivos para o HIV. Entretanto, o
pequeno numero de doentes e os critérios de inclusdo no estudo, que incluiram apenas doentes
nos estadios II e III, impedem maiores comentarios.

Incluimos o grupo controle, porque precisavamos de um padrdo proximo a normalidade,
para comparar com os resultados encontrados. Desta forma, utilizamos parte da peca oriunda de
hemorroidectomias, de doentes soronegativos, para nossa analise. Acreditamos que esse material
a contagem de CL seja mais proxima do epitélio normal em relacdo as outras doengas perianais.
A retirada desse material evitou a realizagdo de biopsias em voluntarios sem doencas perianais. A
média do nimero de CL dos nossos controles foi de 1,38 por campo, equivalente as encontradas
na literatura*""*.

Optamos pelos critérios de inclusdo como: o CEC do canal anal em estadios II e III e
pacientes soropositivos com contagem de linfocitos T CD4 superior a 200/uL. Os critérios de
exclusao utilizados foram: o CEC in situ, estadios I ¢ IV e os tumores de borda anal. Isso foi
realizado para tentar deixar os dois grupos de doentes soropositivos e negativos os mais

semelhantes possiveis, uma vez que teriamos as diferencas de sexo e idade, ja esperadas e

encontradas na literatura®® .
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Nao estudamos o CEC da borda anal porque esse tumor apresenta um comportamento
muito semelhante ao de pele, além de apresentar evolucdo e tratamento distintos, portanto deve
ser considerado uma outra entidade” .

Realizamos a analise inicial com material corado pelo método hematoxilina-eosina porque
confirmariamos o diagndstico do CEC do canal anal para o nosso estudo. Nao esperdvamos
encontrar diferenga nas contagens de células epiteliais desses dois grupos. O método de
contagem, histometria, serviu como estudo piloto para a contagem das CL para as laminas
coradas pelo anticorpo anti-CD1A.

As CL ativadas sdo as principais apresentadoras de antigeno da pele, e tém a fungdo de
defesa contra esses tumores. Resolvemos estuda-las para avaliar a imunidade local. Utilizamos
em nosso trabalho a coloragdo anti-CD1A, porque essa coloragdo propicia a visualiza¢do das CL
ativadas® , que tém potencial para migragdo até os linfonodos regionais. Poderiamos também

3675 gendo

aplicar a coloragdo anti-CD68. Todavia, ela identifica todas as CL, ativas ou ndo,
método menos especifico. Utilizamos a técnica imunoistoquimica descrita por Hsu®, que
possibilitou a marcac¢ao do anticorpo anti-CD1A e identifica¢do das CL ativadas.

Nao houve diferenca estatistica entre a quantidade de CL nos portadores do CEC do canal
anal soronegativos e no grupo controle. Na figura 3, observamos que a amostra dos soronegativos
com CEC anal apresentou mediana superior ao grupo controle, mas ndo houve diferenga
estatistica entre as distribui¢des. Esse fato ndo era esperado porque acreditdvamos que a presenca
da neoplasia estimularia a produ¢do de CL ativadas para realizar a resposta imune. Uma
possibilidade para justificar esse fato poderia ser que os pacientes portadores do CEC do canal
anal HIV-negativos eram idosos e talvez apresentassem algum grau de imunodeficiéncia, mas
ndo conseguimos confirmar isso.

A quantidade de CL entre os doentes soropositivos com CEC do canal anal foi inferior a
encontrada na amostra representativa da populagdo do nosso trabalho. Esse fato foi confirmado
na figura 4 porque a amostra composta pelos soropositivos com CEC anal apresentou sua
mediana e sua distribuicdo proximas do zero. Enquanto que o grupo controle apresentou sua
distribui¢do ao redor do 50° percentil e esse dado foi comprovado pela analise estatistica
realizada. Isso ja era aguardado porque os pacientes soropositivos apresentam diminui¢do das CL

ativadas e reposta imune local comprometida.
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Observamos quantidades diferentes de CL ativadas nos infectados pelo HIV, quando
comparamos aos soronegativos, nos portadores do CEC do canal anal. Esse fato foi demonstrado
na figura 5 que evidenciou a diferenca das distribui¢cdes e auséncia de areas de interseccao entre
elas. Os soropositivos apresentaram quantias inferiores, possivelmente, pela imunidade local
comprometida. Esse dado era esperado, pois a neoplasia anal seria um estimulo a producao
dessas células e elas deveriam aparecer em maior nimero para proteger a mucosa anal da
transformacdo carcinomatosa®® .

Acreditamos que os pacientes HIV-positivos possam apresentar menor quantidade de CL
ativas, porque sua ativacdo e migracdo para os linfonodos regionais estdo inibidas pelo
comprometimento da resposta imune local. Essas células ndo migrardo, portanto nao apresentarao
os antigenos, diminuindo a quantidade de linfocitos T que infiltrariam o tumor e evitariam sua
progressdao. Ha outro fator relacionado, o complexo de histocompatibilidade, que ¢ usado para
mediar as moléculas de CD1A, CD1B, CD1C e CD1D para os linfocitos T*.

A literatura mostrou que o mecanismo de funcionamento das CL ¢ incerto. Todavia, sua
regulacdo estd diretamente relacionada com a imunidade. A progressdo tumoral inibiria a agdo
das CL, com mediadores, ainda ndo descritos, mas que predisporiam a formacgdo da displasia.
Novos mediadores imunoldgicos, que estimulem a ativagdo e a migragdo das CL, e que causem
melhora da resposta imune inata, poderdao ser efetivos, no futuro, para prevengao e tratamento
desse tipo de carcinoma.

Os doentes HIV-positivos sob terapéutica apresentam melhora da imunidade sistémica.
Apesar disso ndo ha evidéncias de melhora da imunidade local. Nossos dados mostram
diminui¢do da quantidade de CL nesses pacientes em relagdo aos soronegativos € aos controles.
Mas ainda aguardamos estudos futuros para justificar esse fato.

Pretendemos prosseguir esse estudo, avaliando a presenca e a eficdcia das citocinas
responsaveis pela ativagdo das CL. Além disso, estudaremos a presenca dessas células em
portadores cronicos de condilomas acuminados anais, para saber se podem servir como
marcadores para recidivas, NIAs de alto grau e cancer anal. Talvez, a pesquisa do CD1A, ou
outro método que revele as CL, possa servir para definir aqueles que merecerdo maiores
cuidados. Acreditamos ainda, que com métodos de seguimento e rastreamento das lesdes HPV
induzidas, que incluem a citologia oncética anal e o uso do colposcopio e acido acético’®,

poderemos detectar e tratar as lesdes precursoras do CEC anal, evitando-o.
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Concluimos que os pacientes infectados pelo HIV portadores do CEC do canal anal
apresentam menor quantidade de CL ativadas peritumorais quando comparados aos
soronegativos e ao epitélio normal. Isso permite inferir que ha algum processo de diminuicao de

imunidade local pericarcinoma nos pacientes HIV-positivos.
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Anexo 1 - Classificacio dos carcinomas do canal anal conforme o estadio pelo AJCC em

2001

Tumor

TX tumor primario ndo é encontrado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tls Carcinoma in situ

Tl tumor inferior a 2 cm

T2 tumor maior que 2 cm e menor que 5 cm

T3 tumor maior que 5 cm

T4 tumor de qualquer tamanho que invade érgdos e/ou estruturas adjacentes

Linfonodos

NX linfonodos regionais ndo podem ser avaliados ou acessados

NO auséncia de metastase em linfonodos

N1 metastase em linfonodo perirretal

N2 metastase em linfonodo em iliaco interno unilateral e/ou linfonodo inguinal unlateral

N3 metastase em linfonodo inguinal e perirretal e/ou linfonodo iliaco interno bilateral e/ou linfonodo inguinal bilateral

Metastase

MX metastase presente

MO auséncia de metastase

Ml metastase presente

Estadio 0 T1s NO MO

Estadio I T1 NO MO

Estadio I1 T2 NO MO

T3NOMO T3 NO MO

Estadio IIIA T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO

Estadio IIB T4 N1 MO
Qualquer T N2 MO
Qualquer T N3 MO

Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: AJCCY.
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Anexo 2 — Protocolo de tratamento radioquimioterapico de Nigro’ modificado

RADIOTERAPIA

Dividida em 2 fases:

1° fase:

Aplicada nos campos tumorais e na drenagem linfatica inguinoilica com dose total de 30,6 Gy

durante 17 dias.

2? fase:

Aplicada no campo tumoral e margem de seguranga com dose total de 23,4 Gy durante 13 dias.

Esse tratamento apresenta dose total de 50,4 Gy. A dose total de radioterapia aplicada nas duas

. - 24
fases deve variar entre 45 e 59 Gy conforme os estudos analisados™.

QUIMIOTERAPIA

Drogas utilizadas sdo:

5-Fluoracil (SFU): administrado na dose de 1g/m? diluido em solugdo fisiologica a 0,9%
durante os cinco primeiros dias de radioterapia em bomba de infusdo continua. Esse
esquema se repete nos cinco ultimos dias de radioterapia.

Mitomicina-C (MTC): administrada na dose de 10mg/m?” diluida em solugio fisiolégica a 0,9%
durante o primeiro dia de radioterapia.

Avaliar toxicidade do esquema quimioterapico no decorrer do tratamento. A principal € a

pancitopenia.
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Anexo 3 — Protocolo de tratamento radioquimioterapico de Nigro48 classico

RADIOTERAPIA
3000 rads aplicados em toda a pelve, cada aplicagdo de 200 rads.
Sdo divididas em 15 sessdes em um periodo de trés semanas. A radioterapia ¢ aplicada de

segunda a sexta-feira.

QUIMIOTERAPIA

Drogas utilizadas sao:

5-Fluoracil (SFU): administrado na dose de 25mg/kg de peso diluido em solugdo glicosada a

5% durante os cinco primeiros dias de radioterapia em bomba de infusdo continua.

Mitomicina-C (MTC): administrada na dose de 0,5mg/kg diluida em solugdo fisiologica a 0,9%

durante o primeiro dia de radioterapia.
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Fatores imunologicos locais do carcinoma de canal anal em doentes HIV-positivos.

Autora: Sylvia Heloisa Arantes Cruz

Dissertagao de Mestrado, 2008

Estudamos as células de Langerhans (CL) ativadas, para avaliar a resposta imunoldgica local, nos
pacientes portadores de CEC do canal anal, soropositivos e negativos para o HIV. O CEC anal
era mais freqliente em pacientes no sexo feminino na 6* e 7* décadas de vida até a década de 80.
Com o advento da infec¢do pelo HIV observou-se também a freqliente em homens jovens na 3*
década de vida. As CL sdo apresentadoras de antigeno na pele e conferem a resposta imune
cutanea. O objetivo do nosso trabalho foi estudar a quantidade de CL ativadas, em pacientes
portadores de CEC do canal anal HIV-positivos. Avaliamos 20 doentes, sendo 11 soronegativos e
9 soropositivos. Todos os doentes apresentavam CEC do canal anal, estadios II e IlIb e foram
submetidos ao esquema a radioquimioterapico. Realizamos estudo com a coloracdo
imunoistoquimica anti-CD1A para avaliar as CL ativadas. Utilizamos as laminas coradas para o
método de histometria e contamos em 20 campos diferentes na camada basal da lamina propria,
onde era evidente a disseminagdo tumoral. Fizemos um grupo controle composto por sete
pacientes e¢ contamos as CL ativadas marcadas pelo anti-CDI1A pelo mesmo método de
histometria ja descrito. O CEC do canal anal foi mais frequente, em nosso trabalho, em mulheres
soronegativas € em homens soropositivos e sendo que estes ultimos foram mais jovens. A
quantidade de CL ativadas foi superior nos pacientes portadores de CEC do canal anal
soronegativos, em relagdo aos soropositivos. Essa quantidade foi superior no grupo controle em
relagdo ao grupo composto por pacientes soropositivos portadores de CEC do canal anal. Nao
houve diferenca estatistica entre o grupo controle e os pacientes soronegativos com CEC do canal
anal. Concluimos que o CEC do canal anal nos pacientes HIV-positivos apresenta uma
quantidade de CL ativadas inferior aos HIV-negativos e ao epitélio normal, desta forma ha algum
processo de diminuicdo da imunidade local peritumoral pericarcinoma nos pacientes HIV-
positivos.

UNITERMOS: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, Carcinoma de células escamosas,

canal anal, HIV, células de Langerhans
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Local immune factors in squamous-cell carcinoma in HIV-positive patients

Author: Sylvia Heloisa Arantes Cruz

Master of Science degree dissertation, 2008

Langerhans cells (LC) evaluating the local immune response in patients with anal squamous-cell
carcinoma (ASCC) HIV-positive and negative were studied. The ASSC was very common in
among sixty and seventy year-old women until 1980, when the HIV infection showed an
increasing frequency of ASCC in young men. LC are the major antigen-presenting cells in skin,
thus representing an integral part of the cutaneous immune response. The aim of this research
was to explain the differences between LC counts comparing HIV- positive and negative patients
with ASCC. 20 patients were evaluated, 9 HIV-positive and 11 HIV-negative. The treatment for
carcinoma was similar in both groups and all the patients were in stages Il and IlIb. Biopsies of
ASCC, before the Nigro treatment, in paraffin blocks cross sections were stained by the anti-
CDIA antibody. LC counts was performed histometrically in 20 different sites, at baseline where
the tumor was present, and then compared to the biopsy materials of HIV-negative patients
without ASCC (control group). This group was also stained by anti-CD1A and counted
histometrically for activated LC. ASCC was found in HIV-negative older women and in HIV-
positive younger men. LC were increased in ASCC HIV-negative in comparison to ASCC HIV-
positive patients. LC were more numerous in the control group than ASCC HIV-positive patients.
There was no statistical difference between the control group and ASCC HIV-negative patients.
In conclusion, it was found a lower amount of activated LC in ASCC HIV-positive patients,
suggesting a worsening local immune response.

KEY WORDS: Acquired Immunodeficiency Syndrome, anal canal, Carcinoma, Squamous cell,

HIV, Langerhans cells
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IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO
cOMITE DF ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Dr. Cesario Mota Janior, 112 Santa Cecilia CEP 01277900 Sio Paulo -SP
PABX (11) 21767000 Ramais:57102/5502 — Fax- 2176.7041 E-mail: elicamed@santacasasp.org.br

Sao Paulo, 22 de-novembro de 2006. )

Projeto n® 371/06
Informe este nimero para
limo.(a).Sr.(a). identificor seu projete no CEP J

Dr. (a) Sylvia Heloisa Arantes Cruz
Departamento de Cirurgia

O Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP, em reunido ordinaria, dia
27109/2006 e no cumprimento de suas atribuicdes, apos revisao do seu projeto

de pesquisa: “Avaliagao dos fatores imunolégicos locais do carcinoma anal
comparando doentes HIV-Positivo e negativo”, emitiu parecer inicial em

pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

E Aprovado (inclusive o TCLE);

~ Com pendéncias ( ha modificagGes ou informagdes relevantes a serem
| | atendidas em 60 dias. Enviar as alteragées em duas copias);

I::I Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);

\__‘) N&o aprovado: e

D Aprovado (inclusive TCLE -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido),
e encaminhado para apreciagdo da Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa —
MS -CONEP, a qual deveré emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos,
outrossim, que, segundo os termos da Resolugdo 196/96 do Ministério da
Saude a pesquisa s6 podera ser iniciada apés o recebimento do parecer de
aprovagado da CONEP.

I'd
Prof. Dr.‘a-;ﬁ’igrﬁ. Muiioz

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
ISCMSP
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

COORDENADORIA DE SERVICOS DE SAUDE
INSTITUTO DE INFECTOLOGIA EMILIO RIBAS

DIRETORIA DE DIVISAO CIENTIFICA
SERVIGO DE ENSINO E PESQUISA

DIVISAO CEENTIFICA

PROTOCOLO DE PESQUISA N° 49/05

TITULO: “AVALIAGAO DOS FATORES IMUNOLOGICOS LOCAIS DO CARCINOMA ANAL
COMPARANDO DOENTES HIV-POSITIVOS E NEGATIVOS”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: SIDNEY ROBERTO NADAL

COLABORADORES: EDENILSON EDUARDO CALORE

 AUTORIZAGAO PARAINIC)

Devidamente aprovado pela Comissdo Cientifica, Comité de
Etica em Pesquisa e Diretoria Técnica de Departamento deste Instituto, 0 protocolo
de pesquisa acima estd AUTORIZADO para ter inicio.

Registre-se. Comunique-se.

Sdo Paulo, 07 de dezembro de 2005.

Profa. Dra.Luiza Helena F.’R. Carvalho
Chefe da Secdo de Pesquisas-€ Trabalhos Cientificos
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