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RESUMO: Objetivo: Identificar os tipos de papilomavirus humano (HPV) nos portadores de carcinoma do canal anal (CCA),
relacionando-os ao grau de diferenciaciio celular e estadiamento da lesdo, em pacientes do Belém, Par4, entre 1998 e 2000. Méto-
dos: Foi realizado um estudo de caso-controle com 75 pacientes, divididos em: Grupo Teste, com 33 portadores de carcinoma do
canal anal, e o Grupo Controle, com 42 portadores de doencas nio-neoplasicas do canal anal. Os tipos virais foram identificados
por PCR e dot blot. O teste exato de Fischer foi utilizado para avaliar a ocorréncia de HPV. Adotou-se a tabela de contingéncia 3x2
para representar a distribuicio dos tipos de HPV. Nos testes de hipoteses, foi prefixado o nivel de significancia =0,05 para a rejei-
¢i0 da hipotese de nulidade. Resultados: A prevaléncia do HPV foi significante entre os Grupos Teste (60,6%) e Controle (26,2%)
(p=0,0027). Os tipos virais mais comuns foram 16 (42,4%) e 18 (15,2%). Observaram-se diferenc¢as entre grupos na prevaléncia do
HPV 16 (p=0,027) e 18 (p=0,043) no Grupo Teste, e o tipos 16 (19,0%,) e 18 em (2,4%) no Grupo Controle. No Grupo Teste, avaliou-
se a distribuicdo dos tipos de HPV em relacio ao estadiamento e ao grau de diferenciaciio celular, nio apresentando diferencas
estatisticamente significativas. Conclusdo: O carcinoma de células escamosas do canal anal esta associado a presenca de HPV, e os
tipos 16 e 18 sdo os mais frequentes.

Palavras-chave: infecgdes por papilomavirus; carcinoma de células escamosas; canal anal; papiloma.

Trabalho realizado no Departamento de Cirurgia Abdominopélvica do Hospital Ophir Loyola da Universidade do Estado do Para e no Instituto Ludwig
de Pesquisa sobre o Cancer.

Recebido em: 23/11/2010
Aprovado em: 14/04/2011



Rev bras Coloproct
Janeiro/Margo, 2011

Identificacdo do papilomavirus humano em doentes com carcinoma de células escamosas Vol. 31
do canal anal e sua relag¢io com ograu de diferenciacdo celular e estadiamento N°1

Paulo Cardoso Soares e Cols.

INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) do ca-
nal anal é um tumor raro, embora desde 2002 tenha
sido referido o aumento de sua incidéncia nos Estados
Unidos, na Suécia e na Dinamarca'.

De fato, tem-se constatado o aumento dos casos
desses tumores, principalmente na populagdo do gé-
nero masculino, constituida por homossexuais e bis-
sexuais, particularmente aqueles infectados pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), e nos pacientes
imunossuprimidos quimicamente. Ha também relatos
da elevada ocorréncia entre homens e mulheres com
atividades sexuais promiscuas®*.

Atualmente, a etiologia parece estar bem eluci-
dada quanto a participagdo do papilomavirus humano
(HPV) na génese desse tumor'>”’. Dados epidemiolo-
gicos, baseados em estudos controlados, tém demons-
trado que, na maioria dos casos, esse tipo de neoplasia
decorre de infecgdes adquiridas na mucosa anal, trans-
mitidas por meio de relagdes sexuais pelos tipos de
HPYV ja bastante conhecidos e delineados nos estudos
sobre cancer do colo uterino®.

O tratamento padrdo consiste na combinagdo de
radioterapia e quimioterapia, sendo a cirurgia amputa-
tiva realizada apenas nos casos de auséncia de respos-
ta, de comprometimento importante dos esfincteres do
canal anorretal, de tumor residual e de recidiva'.

Os CCE do canal anal sdo considerados neopla-
sias de crescimento agressivo, as quais invadem com
muita frequéncia os musculos que compdem o apare-
lho esfincteriano, com capacidade de promover metas-
tases a distancia. Quanto ao tratamento e prognostico,
tumores que se localizam na margem do anus tém tra-
tamento e progndstico semelhantes aos de outras loca-
lizagdes da pele, sugerindo que a margem anal ¢ um
limite essencial de referéncia tanto para a terapéutica
quanto para a sobrevida dos pacientes portadores des-
sas neoplasias'-!!,

Como resultados dos recentes avancos em Biolo-
gia Molecular, mais de 100 tipos de HPV foram iden-
tificados e classificados com base nas diferentes com-
posi¢des de DNA!'>14,

Aproximadamente, 40 tipos, correlacionados
com infec¢des em mucosas genitais, sdo dividi-
dos em: baixo — HPV 6, 11, 42, 43, 44, 54,55, 61,
62, 64, 67,69, 70,71, 72, 81, 83, e 89 — e alto risco

oncologico — HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82'. Intimeros estudos
tém demonstrado a relagdo da infeccdo do HPV com
o epitélio do trato anogenital, em particular com o
colo uterino, e alguns trabalhos ressaltam a presenga
de DNA do HPV de alto e baixo risco em 90% de
CCE ou CE'.

Da mesma forma, varios estudos tém demonstra-
do que neoplasias localizadas na regido anal também
estdo infectadas por HPV. A presenca destas particu-
las virais nessa localiza¢ao anatomica € pertinente, se
for considerada a aparéncia histologica semelhante
entre a cérvix e o canal anal. Ambos derivam da mes-
ma membrana cloacal (ectoderma) no embrido, apre-
sentando juncdo escamocolunar e zona de transigdo,
o que leva a crer que os tecidos sdo particularmen-
te suscetiveis a infec¢do por esses virus*>!:1617, Dy-
rante os ultimos 30 anos, extraordinarios progressos
foram obtidos para o entendimento da patogénese do
CCE. Atualmente, pode-se dizer que trata-se, em mui-
tos casos, de uma doenca sexualmente transmitida, a
qual pode ser curada usando-se uma combinagdo de
radioterapia e quimioterapia. Alguns pontos da biolo-
gia desses tumores estdo sendo elucidados, como, por
exemplo, o mecanismo molecular envolvendo a resis-
téncia a quimiorradiagdo. A influéncia das infecgdes
por HIV na progressdo tumoral representa area de
intensa investigagdo. O aumento da sobrevida destes
pacientes, proporcionado por esquemas terapéuticos
mais eficientes, os torna uma populacio de risco para
essa neoplasia!l:1821,

O cancer do canal anal ¢ uma neoplasia rara, e,
no Brasil, sua frequéncia ndo é conhecida com exati-
ddo. As estatisticas nacionais a incluem nas ocorrén-
cias de colon e reto?.

METODOS

Os pacientes tiveram conhecimento do protoco-
lo de estudo e assinaram o termo de consentimen-
to livre e esclarecido, concordando em participar da
pesquisa.

O estudo foi realizado no periodo de janeiro de
1998 a dezembro de 2000, utilizando dois grupos: o
Grupo Teste (GT) e o Grupo Controle (GC), com pa-
cientes provenientes do Hospital Ophir Loyola (HOL),
em Belém, no Para.
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Foi elaborada uma ficha para obtencdo dos da-
dos clinicos e laboratoriais de cada paciente envolvi-
do no estudo.

A amostra foi constituida por 75 pacientes de
ambos os géneros, sendo 27 do sexo masculino e 48
do feminino, na faixa etaria de 18 a 66 anos, dividida
em dois grupos: o GT, formado por 33 bidpsias de pa-
cientes com cancer do canal anal na faixa etaria de 18
a 62 anos (média 48,5), sendo 26 do sexo feminino e
sete do masculino; o GC, constituido por espécimes
cirargicos de 42 pacientes operados por lesdes benig-
nas do canal anal, dos quais 22 eram do sexo femini-
no e 20 do masculino, na faixa etaria de 23 a 66 anos
(média 41,1), portadores de patologias ndo-tumorais
e que nao apresentavam lesdes com caracteristicas de
pré-malignidade.

Procedeu-se a pesquisa do DNA viral, por re-
acdo em cadeia da polimerase (PCR), e a tipagem
do HPV por hibridizagdo em pontos (dot blot) nos
dois grupos.

Do GT, foram excluidos os portadores de CCE
do canal anal associado a outras neoplasias e/ou doen-
¢a inflamatoria intestinal, e do GC, as biopsias em que
coexistiam lesdes malignas ou pré-malignas.

Os dois grupos de pacientes foram pareados no
ingresso ao protocolo de pesquisa, conforme a idade
€ 0 Sexo.

Na analise da amostra do GT, foram considera-
dos para apreciagdo o género e a faixa etaria e, em
relacdo a lesdo neoplasica, foram definidos a locali-
zagdo, o grau de diferenciag@o celular e o tamanho do
tumor, de acordo com a classificagdo TNM. Ja no GC,
foram levantados dados relativos a idade, ao género e
ao tipo de lesao histologica.

O estadiamento histopatoldgico foi realizado cri-
teriosamente por trés patologistas do HOL para excluir
davidas quanto ao diagnostico ou estadiamento. Fo-
ram observadas as seguintes varaveis: grau de diferen-
ciacdo celular segundo a classifica¢do de Broders; es-
tadiamento da doenga conforme a classificacdo TNM,
em estadios I, 11, I1la, I1Ib e IV; pesquisa e tipagem do
HPYV de acordo com o protocolo de extracdo de DNA,
do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre Cancer.

Foram colhidos fragmentos com uma pinga de
haste longa de 20 cm, tipo saca-bocado, utilizada em
bidpsias cervicais, por meio do exame de retossigmoi-
doscopia. Em seguida, o material foi imerso em for-

10

mol a 10% e enviado ao Laboratdrio de Patologia Cli-
nica do HOL. O produto da biopsia foi acompanhado
pela ficha clinica do paciente.

Apoés a coleta, as amostras de tecido neoplasi-
co foram imediatamente imersas em solucdo de for-
mol, tamponado a 10%, para evitar a degradacdo do
DNA, e foram encaminhadas a Divisdo de Patologia
do HOL. Os espécimes fixados pelo formol foram in-
cluidos em parafina e processados por técnica histopa-
tologica padrio.

A avaliacdo diagnostica foi realizada por patolo-
gistas da institui¢@o: as amostras de pacientes diagnos-
ticados com CCE foram selecionadas para a pesquisa,
e os blocos de parafina, enviados para o Instituto Lu-
dwig em S@o Paulo para extrag@o e tipagem do DNA
do HPV, contendo apenas o niumero de identifica¢ao
de cada bloco.

A analise estatistica teve o objetivo de identificar
padrdes quantitativos que caracterizassem a presenga
do HPV e seus tipos nos GT e GC. Internamente no
GT, avaliou-se a distribui¢do dos tipos de HPV em re-
lagdo ao estadiamento e grau de diferenciagao celular.
Foram aplicados métodos estatisticos descritivos € in-
ferenciais. Para os testes de hipoteses, foi prefixado o
nivel de significancia a=0,05 para rejei¢ao da hipote-
se de nulidade. O teste exato de Fisher foi utilizado
para testar a ocorréncia de HPV entre os GT e GC. A
distribuig¢@o dos tipos de HPV em fun¢do do estadia-
mento da doenga foi apresentada descritivamente com
todos os niveis de estadiamento (I, I, Ila e IIb). En-
tretanto, para realizar os testes de hipotese com maior
robustez, em virtude da presenga de varias categorias
com valor zerado, optou-se por agrupar os niveis de
estadiamento em tabelas de contingéncia 3x2, que re-
presentassem a distribui¢@o dos tipos de HPV entre as
duas categorias de estadiamento: I e II (doenga menos
grave) e Illa e IlIb (doenga mais grave). Para avaliar
a associacdo entre a ocorréncia dos tipos de HPV e os
graus de diferenciacdo celular, foi apresentada a dis-
tribui¢do dos tipos de HPV em todos os graus (I, 11,
III e IV). Entretanto, para tornar possivel a realizagao
dos testes de hipoteses, visto que varias categorias
ficaram sem ocorréncia, foram montadas tabelas de
contingéncia 3x2 que representassem a distribuicdo
dos tipos de HPV entre as duas categorias de diferen-
ciagdo celular: graus I e II (doenga menos grave) e
graus III e IV (doenga mais grave).
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Logo, nesses casos, foi aplicado um método néo-
paramétrico, o teste do qui-quadrado para comparar e
avaliar a diferenca entre as duas propor¢oes?. Para es-
timar o intervalo de confianga da prevaléncia do HPV e
do HPV tipo 16, aplicou-se uma estimagao de parame-
tros para populacdes binomiais, os calculos do inter-
valo de confianga foram feitos com base na aproxima-
¢éo da binomial para curva normal®. A prevaléncia dos
HPYV tipos 18, 6, 66, 31 ¢ 35 ndo foi estimada, porque
ndo satisfizeram a condi¢do npg>5. O processamento
estatistico foi realizado sob o suporte computacional
do pacote bioestatistico BioEstat, versao 4. Os valores
significantes foram assinalados por asterisco.

RESULTADOS

Dos 33 individuos do GT, houve maior ocorrén-
cia no sexo feminino, 78,8%, contra 21,2% no mascu-
lino. Avaliando-se as diferengas das proporgdes entre
os GT e GC, constata-se associacdo significativa com
tendéncia de maior ocorréncia de cancer no sexo femi-

real nas proporg¢des entre os dois grupos. Portanto, os
individuos infectados pelo HPV tipo 16 se encontram
em significativa maioria no GT. Para o HPV tipo 18,
a interpretacdo ¢ a mesma, havendo maior ocorréncia
significativa no GT (15,2%) contra 2,4%, no GC.

Em relagdo as proporgdes entre os dois grupos
para o HPV, categorizado como “HPV outro tipo”, as
diferengas ndo foram significantes (Tabela 1).

Conforme pode ser observado na Figura 1, no GT,
a estimativa pontual de prevaléncia do HPV=0,6006,
comintervalo de confianga (IC) de 95%=[0,439,0,773],
portanto, existe 95% de confianga de que entre 43,9 ¢
77,3% dos individuos com cancer apresentem HPV.
Ao IC 99%=[0,387, 0,826], aplica-se 0 mesmo racio-
cinio. Neste mesmo grupo, a prevaléncia do HPV tipo
16 ¢ igual a 0,425 com IC 95%=[0,256-0,646]. Dessa
forma, estima-se, com 95% de confianga, que, entre
25,6 e 64,6% dos individuos com céancer, apresentam
HPV tipo 16.

. =TESTE

nino (valor de p=0,0338<0,05). 0.8 = CONTROLE
Na variavel idade, obteve-se valorde p de 0,2123, 0 T

nao-significativo, indicando que nao ha diferenca real § < 0.6 —‘7

entre as médias das idades nos GT e GC. 8 g 0.5 l
O HPV positivo obteve um valor de p significante S 0.4-

(0,0027), indicando que h4 real diferenga nas propor- 1% 5 0.3 T

¢Oes entre os grupos. Pode-se afirmar que o HPV po- g ‘3:; ' "I'

sitivo ocorre em maior propor¢ao no GT, com 60,6%, Z 0.21 i

contra 26,2% no GC. A 0.14 l
O HPV tipo 16 ocorre em maior proporgdo no GT 0.0

(42,4%). Neste, ocorre apenas em 19%. Avaliando-se
as proporgdes entre os grupos, o valor de p do HPV tipo
16 ¢ significante (0,0273), o que indica uma diferenga

HPV + HPV tipo 16

Figura 1. Prevaléncia do HPV e do HPV tipo 16 nos Grupos Teste
e Controle.

Tabela 1. Tipos do HPV nos Grupos Teste e Controle de amostras coletadas de pacientes do servigo de cirurgia
abdominopélvica do HOL em Belém — janeiro de 1998 a dezembro de 2000.

Teste Controle
n=33 % n=42 Yo Valor de p
HPV Negativo 13 39,4 31 73,8 0,0027*
HPV Positivo 20 60,6 11 26,2 0,0027*
Tipo 16 14 42.4 8 19,0 0,0273*
Tipo 18 5 15,2 1 2,4 0,0430*
Outro tipo 1 3,0 2 4.8 0,7040

* teste do qui-quadrado. Outro tipo: HPV tipos 6, 11, 31, 33, 35, ocorrendo simultaneamente em diversas combinagoes. H,: ndo
ha diferenca significativa entre as propor¢ées do HPV nos Grupos Teste e Controle, p,=p,. H,: hd diferenga significativa entre as
proporgoes do HPV nos Grupos Teste e Controle, p #p,. Nivel de decisdo. 0.05.
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No GC, a prevaléncia do HPV=0,262 com IC
95%=[0,129, 0,395], portanto, existe 95% de con-
fianca de que entre 12,9 e 39,5% dos individuos
sem cancer apresentam HPV. Neste mesmo grupo,
ocorre a prevaléncia do HPV tipo 16=0,167 com IC
95%=[0,054-0,279]. Assim, estima-se com 95% de
confianga que 5,4 ¢ 27,9% dos individuos sem cancer
apresentam HPV tipo 16.

De acordo com a Tabela 2, a distribui¢ao dos graus
de diferenciagao celular entre os individuos do GT nao
difere entre as categorias HPV positivo (n=20) e HPV
negativo (n=13), ou seja, ndo ha evidéncias suficientes
para se concluir que os graus de diferenciagdo celular
estejam associados significativamente com as catego-
rias do HPV (positivo e negativo), nos individuos com
cancer. O valor de p igual a 0,7924 nio ¢ significante,
indicando que deve-se aceitar a hipotese nula.

Na Tabela 3, os resultados mostram que 40,0%
dos individuos amostrados apresentam diferencia¢ao
celular de grau III, 70,0% dos individuos HPV positi-
vos possuem HPV tipo 16, e 25% dos individuos apre-

Tabela 2. Distribui¢do dos graus de diferenciagcdo
celular conforme a presenca do HPV no Grupo
Teste de amostras coletadas no servigo de cirurgia
abdominopélvica do HOL em Beléem — janeiro de
1998 a dezembro de 2000.

Diferenciacao HPV POS HPV NEG
celular (n=20) (n=13)

1 5 25,0% 4 30,8%
2 6 30,0% 5 38,5%
3 8 40,0% 3 23,1%
4 1 5,0% 1 7,7%

Valor de p: 0,7924 (qui-quadrado=1,037, GL=3). H, os niveis
de diferencia¢do celular independem do HPV ser positivo ou
negativo. H,: os niveis de diferenciagdo celular dependem do HPV
ser positivo ou negativo. Nivel de decisdo: alfa=0,05.

sentam diferenciacdo celular grau Il e HPV tipo 16. A
tabela revela alguns padrdes importantes: o HPV tipo
16 esta presente nos quatro graus de diferenciagdo ce-
lular, o que ndo ocorre com o HPV tipo 18. O valor de
p ndo foi significante nos tipos 16, 18, 31, 33 ¢ 35 de
HPV. Assim, estes tipos de HPV ndo estdo associados
significativamente com os graus de Broders, nos pa-
cientes acometidos por cancer.

A distribuicdo dos niveis de estadiamento entre
os individuos do GT nao difere entre as categorias
HPV positivo (n=20) e negativo (n=13), o valor de p
igual a 0,3136 ndo ¢ significante, indicando que deve-
se aceitar a hipdtese nula.

Um exame da Tabela 4 revela que 70,0% dos in-
dividuos amostrados ocorrem no nivel II de estadia-
mento e, também, 70,0% dos individuos com HPV
positivo possuem HPV tipo 16, e 55% dos individuos
possuem HPV tipo 16 e estdo no nivel II de estadia-
mento. Além disso, a tabela mostra que o HPV tipo 16
estd presente em quase todos os quatro niveis de esta-
diamento, o que ndo ocorre com o HPV tipo 18.

Tabela 4. Distribuicdo dos niveis de estadiamento
conforme a presenca do HPV no Grupo Teste de
pacientes do servigo de cirurgia abdominopélvica do
HOL em Belém — janeiro de 1998 a dezembro de 2000.

Estadiamento HPV POS HPV NEG
TNM (n=20) (n=13)

I 0 0,0% 1 7,7%
11 14 70,0% 7 53,8%
I1Ia 4 20,0% 1 7,7%
I1Ib 2 10,0% 3 23,1%

Valor de p: 0,3136 (qui-quadrado=3,556, GL=3). Entre os casos
de HPV NEG, houve um em que o estadiamento ndo foi avaliado.
H,: os niveis de estadiamento independem do HPV ser positivo
ou negativo. H,: os niveis de estadiamento dependem do HPV ser
positivo ou negativo. Nivel de decisdo. alfa=0,05.

Tabela 3. Diferenciagdo celular no Grupo Teste, com resultado positivo para o HPV, de amostras coletadas no
servico de cirurgia abdominopélvica do HOL em Belém — janeiro de 1998 a dezembro de 2000.

Diferenciacdo celular — HPV Positivo

Tipo de HPV 1 11 J114 Ji4 Total (%)
n % n % n % n %

HPV tipo 16 5 25,0 3 15,0 5 25,0 1 5,0 70,0

HPV tipo 18 0 0,0 3 15,0 2 10,0 0 0,0 25,0

HPV outro tipo 0 0,0 0 0,0 1 5,0 0 0,0 5,0

Total 5 25,0 6 30,0 8 40,0 1 5,0 100,0

Valor de p: 0,7490; n: numero, Outro tipo: HPV tipos 31, 33, 35 ocorrendo simultaneamente. Percentagens baseadas no total geral (n=20).
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Tabela 5. Distribui¢do dos tipos do HPV conforme
o estadiamento no Grupo Teste com HPV positivo
(n=20), de amostras coletadas no servigo de cirurgia
abdominopélvica do HOL em Belém — janeiro a 1998
a dezembro de 2000.

Estadiamento TNM

Tipode HPY  —F 0140 Illa e I11b (n=6)
HPV tipo 16 11 (78,5%) 3 (50,0%)
HPV tipo 18 3(21,5%) 2 (33,3%)
HPV outro tipo 0 (0%) 1 (16,7%)

Valor de p: 0,2161. Outro tipo: HPV tipo 31, 33, 35 ocorrendo
simultaneamente. H,: os tipos do HPV apresentam as mesmas
proporgoes entre as duas categorias de estadiamento. H,: os tipos
do HPV ndo apresentam as mesmas propor¢ées entre as duas
categorias de estadiamento. Nivel de decisdo: alfa=0,05.

Na Tabela 5, o valor de p ndo foi significante para
atestar a associagdo entre os tipos do HPV e as duas
categorias de estadiamento, ou seja, ndo ha evidéncias
suficientes para se concluir que esses tipos do HPV
estejam associados significativamente com os esta-
diamentos I e II (cancer menos agressivo) ou com 0s
estadiamentos Illa e I1Ib (cancer mais agressivo), em
individuos com cancer.

DISCUSSAO

Apesar das dificuldades encontradas no processo
de amostragem desta investigacdo, optou-se por rea-
lizar um modelo de estudo do tipo analitico, ou seja,
foram criados dois grupos de andlise, o que permitiu
aplicar testes estatisticos adequados e obter conclu-
sdes pertinentes.

Embora o tamanho amostral seja adequado, a
distribui¢ao dos pacientes nos grupos de comparagao
nao foi homogénea, visto que, no GT, verificou-se pre-
senca significantemente maior de pacientes do género
feminino (p=0,03). Isso ndo ocorreu com a variavel
idade, que se mostrou comparavel nos dois grupos.
Essas circunstancias, entretanto, ndo comprometeram
o resultado da pesquisa.

Foi observado ainda que, na literatura, ha pouca
referéncia de trabalhos com GC apresentando trata-
mento estatistico correto quanto a paridade com rela-
¢do ao género, a idade e aos dados epidemiologicos.
Dos estudos analisados, somente um apresentou o GC
bem pareado®.
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Outro fator que limitou as conclusdes deste estu-
do foi a indisponibilidade dos dados clinicos de infec-
¢do por HIV dos pacientes estudados.

O principal fator para o desenvolvimento de
CCE do canal anal em pacientes com HIV ¢é o tempo
de infecgdo por este virus. Embora os dados clinicos
disponiveis nao indicassem infec¢do por HIV nas pes-
soas avaliadas neste estudo, somente o teste laborato-
rial poderia dar essa certeza'.

Apesar de transcorridos nove anos entre a rea-
lizagdo da analise dos dados ¢ a coleta das amostras,
esse fator ndo interferiu no método de extragdo e ti-
pagem do DNA do HPYV, realizadas em 2003, consi-
derando que as amostras biologicas coletadas foram
estocadas de forma adequada e enviadas em formol
parafinado para o Instituto Ludwig, em Sao Paulo, no
qual se confirmou a qualidade do material de estudo.

Para o diagnostico de HPV, empregou-se a PCR
complementada pelo dot blot, por serem técnicas con-
sagradas para identificagdo e tipagem do HPV em
CCE24,25.

Houve associagdo significante entre a presenga
do HPV e o CCE do canal anal, o que esta de acor-
do com a maioria dos dados da literatura, indicando
que, na carcinogénese do cancer de canal anal, o fa-
tor viral, associado possivelmente a imunidade lo-
cal e sistémica, pode ser importante referéncia para
a tomada de decisOes terap€uticas em pacientes por-
tadores de infecgdo clinica e subclinica por HPV,
principalmente pelos tipos virais de HPV que foram
identificados neste estudo. Tais medidas poderiam
impedir o desenvolvimento para o cancer invasivo
dessas lesdes.

Os tipos de HPV encontrados mais frequentemen-
te associados ao CCE do canal anal foram os 16 e 18.

Foram identificados 13 estudos, realizados no
periodo de 1991 a 2007, que usaram metodologia de
identificacdo do DNA por PCR e, entre estes, somen-
te trés sdo analiticos e apresentam similaridade com
a presente investigacdo, enquanto os outros dez sdo
descritivos e analisam apenas a ocorréncia de HPV em
grupo de pacientes com CCE do canal anal.

Dos trés estudos de carater analitico, vale ressal-
tar o primeiro, cujos pesquisadores, ao analisarem uma
amostra constituida de 41 pacientes com cancer anal e
12 no GC, encontraram, respectivamente, 80 ¢ 0% de
HPV?*. Na segunda investigacao, foram identificados
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99 pacientes com CCE, entre os quais 13 faziam parte
do GC, e foi observada a presenga do virus em 81% no
grupo com cancer € 0% no GC*. Com 21 bidpsias de
CCE e 21 no GC, os pesquisadores do terceiro estudo
relataram a presenca do virus em 100% das biopsias
do grupo cancer, ja no GC, da mesma forma que nas
outras pesquisas, o resultado foi negativo. Esses auto-
res também utilizaram outro GC e, dos 21 pacientes
que o constituiram, elegeram 13 do grupo com cancer
para analisar a presenca de HPV em fragmentos de
epitélio normal proximo ao tumor, ndo tendo encon-
trado presenca viral®.

Foi observado nesses estudos que a prevaléncia
de HPV no grupo com céancer variou entre 75 ¢ 100%,
enquanto que neste estudo foi de 60,6% — possivel-
mente em razdo da qualidade da parafina utilizada —,
muito embora os presentes achados estejam de acor-
do com a literatura®®, que demonstrou uma variagdo
de prevaléncia entre 36 a 90% de HPV, em CCE. De
acordo com a literatura, assim como nesta pesquisa, 0
tipo 16 foi o mais prevalente.

Em virtude do tamanho amostral, destaca-se,
dentre as pesquisas realizadas, o estudo do tipo caso-
controle, no qual observou-se a infec¢do por HPV em
88% de 388 pacientes com CCE de anus, sendo o HPV
16 o tipo responsavel por 73% dos casos de CCE inva-
sivo. O GC foi constituido por 20 pacientes portadores
de cancer colorretal e, em todos eles, o resultado foi
negativo para HPV®.

Nao houve correlagdo significante entre os tipos
encontrados de HPV, o grau de diferenciacdo celular e
o estadiamento do CCE do canal anal. E possivel que
o tamanho amostral desta pesquisa ndo tenha poder
estatistico para indicar essa correlagdo. A probabilida-
de de o HPV 16 estar relacionado com um carcinoma
de comportamento biolégico mais agressivo pode ser
viavel. Esse tipo viral estd mais correlacionado com
a ASIL de alto grau, e os outros tipos sdo geralmen-
te mais detectados na ASIL de baixo grau®. Por isso,
nessa pesquisa, da mesma forma que na presente, a
presenga ou a auséncia de HPV ndo pode ser referida
com o prognostico.

Foi estabelecida uma correlagdo entre o HPV e
o grau de diferenciacdo celular, sem distinguir os ti-
pos virais, apresentando-se em amostras de 56 pacien-
tes os seguintes resultados: 9,3% de HPV em tumores
grau I; 44,4%, 1I; e 46,3%, TII'*. Nesta investiga¢do,
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foi apresentada ndo apenas a correlagdo entre o CCE
do canal anal e o agente viral, como também com o
tipo de HPV, tentando demonstrar se havia influéncia
do tipo viral nos graus de diferenciagdo celular e es-
tadiamento.

Os achados desta pesquisa mostraram que o CCE
estd associado a presenga do HPV e que os tipos 16 ¢
18 sdo os mais frequentes.

Ainda que sejam reconhecidas as limitagdes
amostrais proprias de uma pesquisa dessa natureza,
acredita-se que as conclusdes desta investigacdo po-
dem constituir importante contribui¢do cientifica para
o melhor conhecimento dos fatores de risco relaciona-
dos com essa afec¢do. Como trata-se de uma doenca
de origem multifatorial, certamente é necessario in-
vestigar, com profundidade, outros fatores envolvidos,
o que podera levar a um melhor entendimento tanto do
processo de carcinogénese, quanto dos aspectos epi-
demiolégicos dessa doenga.

O verdadeiro papel desempenhado pelo HPV na
génese do CCE do canal anal ainda merece estudos
mais aprofundados, mas ja existem sinais do possivel
valor do emprego de vacinas ¢ medidas profilaticas
apropriadas.

O conjunto de informagdes gerado pelas novas
investigacdes sobre o assunto em questdo pode servir
de base para a implementagao de politicas adequadas
a essa area da saude, tendo em vista a prevengao e o
tratamento de afecgdo tdo prevalente no Brasil.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta investi-
gacdo, ¢ possivel concluir que o CCE do canal anal
esta associado a presenga do HPV, e os tipos 16 e 18
sd0 os mais frequentemente encontrados no CCE do
canal anal.
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ABSTRACT: Objective: To identify the most predominant types of human papillomavirus (HPV) in carriers of the anal canal carci-
noma (ACC), relating them to the cell differentiation and lesion staging degree, in patients from Belém, Para, Brazil, between 1998
and 2000. Methods: A case-control study was conducted with 75 patients, divided into Test Group, with 33 carriers of the anal canal
carcinoma, and Control Group, with 42 carriers of non-neoplastic diseases of the anal canal. The methods employed to identify the
viral types were the polymerase chain reaction and the dot blot. The Fisher’s exact test was used to assess the HPV occurrence. The
distribution of HPV types was analyzed by 3x2 contingency tables, representing the distribution of HPV types. For hypothesis testing,
the significance level 0=0.05 was previously established for rejection of the null hypothesis. Results: HPV was significantly prevalent
(p=0.0027) in the Test (60.6%) and Control Groups (26.2%) (p=0.0027). The most prevalent viral types were HPV 16 (42.4%) and 18
(15.2%). Significant differences related to the prevalence of HPV 16 and 18 were verified between both groups (p=0.027 and p=0.043,
respectively). In the Control Group, HPV 16 was found in 19.0%, whereas HPV 18 was observed in 2.4%. In the Test Group, we
evaluated the distribution of HPV types according to the staging and degree of cell differentiation, and found no significant differences
between the results of the different groups. Conclusion: Squamous cell carcinoma of the anal canal is associated with the HPV pres-
ence, and the 16 and 18 types are the most frequently found.

Keywords: papillomavirus infections; carcinoma, squamous cells; anal canal; papilloma.

REFERENCIAS human papillomavirus and development of cervical cancer in
women in Brasil. Mutat Res 2003;544(2-3):375-83.
1. Fenger C. Prognostic factors in anal carcinoma. Pathology 13. Cavalcanti SMB, Zardo LG, Passos MRL, Oliveira LHS.

2002;34(6):573-8. Epidemiological Aspects of Human Papillomavirus infection

2. Daling JR, Weiss NS, Hislop TG, Maden C, Coates RJ, and Cervical Cancer in Brasil. J Infect 2000;40(1):80-7.
Sherman KJ, et al. Sexual practices, sexually transmitted 14. Noffsinger AE, Hui YZ, Suzuk L, Yochman Lk, Miller MA,
diseases, and the incidence of anal cancer. N Engl J Med Hurtubise P, et al. The relationchip of human papillomavirus
1987;317(16):973-7. to proliferation and ploidy in carcinoma of the anus. Cancer

3. Goldie SJ, Kuntz KM, Weinstein MC, Freedberg KA, Welton 1995:75(4):958-67.

ML, Palefsky JM. The clinical effectiveness and cost- 15. Hiller T, Poppelreuther S, Stubenrauch F, Iftner T.
effectiveness of screening for anal squamous intraepithelial Comparative analysis of 19 genital human papillomavirus
lesions in homosexual and bisexual HIV-positive men. J] Am types with regard to p53 degradation, immortalization,
Med Assoc 1999;281(19):1822-9. phylogeny, and epidemiologic risk classification. Cancer

4. Licitra L, Spinazzé S, Doci R, Jeffry ETR, Tanum G, Ducreux Epidemiol Biomarkers Prev 2006;15(7):1262-7.

M. Cancer of the anal region. Crit Rev Oncol Hematol 16. Tilston P. Anal human papillomavirus and anal cancer. J Clin
2002;43(1):77-92. Pathol 1997;50(8):625-34.

5. Frisch M, Glimelius B, Wohlfahrt J, Adami HO, Melbye 17. Ramanujam PS, Venkatesh KS, Barnett TC, Fietz MJ. Study
M. Tobacco smoking as a risk factor in anal carcinoma: of human papillomavirus infection in patients with anal
an antiestrogenic mechanism. J Natl Cancer Inst squamous carcinoma. Dis Colon Rectum 1996;39(1):37-9.
1999;91(8):708-15. 18. Palefsky JM. Cutaneous and genital HPV-associated lesions

6. Youk EG, Ku JL, Park JG. Detection and typing of human in HIV-infected patients. Clin Dermatol 1997;15(3):439-47.
papillomavirus in anal epidermoid carcinomas: sequence 19. Palefsky JM, Holly EA, Ralston ML, Jay N. Prevalence
variation in the E7 gene of human papillomavirus type 16. and risk factors for human papillomavirus infection of
Dis Colon Rectum 2001;44(2):236-42. the anal canal in human immunodeficiency virus (HIV)-

7. Doorbar J. The papillomavirus life cycle. J Clin Virol 2005;32 positive and HIV-negative homosexual men. J Infect Dis
Suppl 1:S7-15. 1998;177:361-7.

8. Villa LL. Human papillomaviruses and cervical cancer. 20. Johnson LG, Madeleine MM, Newcomer LM, Schwartz
Cancer Res 1997;71:321-41. SM, Daling JR. Anal cancer incidence and survival: the

9. Fenger C. Anal canal. In: Sternberg SS, editor. Histology for surveillance, epidemiology, and end results experience,
Pathologists. 2nd ed. Philadelphia: Lippincott-Raven; 1997. 1973-2000. Cancer 2004;101(2):281-8.

p. 551-69. 21. Coutinho JRH. Rastreamento de lesdes pré-neoplasicas do

10. Wendell-Smith CP. Anorectal nomenclature. Fundamental anus. Citologia anal e anuscopia de alta resolu¢do novas
terminology. Dis Colon Rectum 2000;43(10):1349-58. armas para prevencdo. Rev Col Bras Cir 2006;33(5):311-7.

11. Gervaz P, Allal AS, Villiger P, Bubller L, Morel P. Squamous 22. Instituto Nacional de Cancer (INCA). Estatistica do cancer:
cell carcinoma of the anus: another sexually transmitted incidéncia: 2005. [Acesso em 12 mar 2006]. Disponivel
disease. Swiss Med Wkly 2003;133:353-9. em: http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/estimativa_

12. Souza PSA, Villa LL. Genetic susceptibility to infection with versaofinal.pdf.

15



Rev bras Coloproct
Janeiro/Marco, 2011

23.

24.

25.

26.

Identificacdo do papilomavirus humano em doentes com carcinoma de células escamosas
do canal anal e sua relag¢io com ograu de diferenciacdo celular e estadiamento

Vol. 31
N°1

Paulo Cardoso Soares e Cols.

Ayres M, Ayres M Jr, Ayres DL, Santos AAS. Bioestat Versao
4.0. Belém: Sociedade Civil Mamiraua, CNPq; 2005.

Mant C, Kell B, Best JM, Cason J. Polymerase chain reaction
protocols for the detection of DNA from mucosal human
papillomavirus types -6, -11, -16, -18, -31 and -33. J Virol
Methods 1997;66:169-78.

Husnjak K, Gree M, Magdié L, Pavelic K. Comparison of five
different polymerase chain reaction methods for detection
of human papillomavirus in cervical cell specimens. J Virol
Methods 2000;88(2):125-34.

Crook T, Wrede D, Tidy J, Scholefield J, Crawford L,
Vousden KH. Status of c-myc, p53 and retinoblastoma
genes in human papillomavirus positive and negative
squamous cell carcinomas of the anus. Oncogene
1991;6(7):1251-7.

16

27.

28.

29.

Holm R, Tanum G, Karlsen F, Nesland JM. Prevalence
and physical state of human papillomavirus DNA in anal
carcinomas. Mod Pathol 1994,7(4):449-53.

Frisch M. On the etiology of anal squamous carcinoma. Dan
Med Bull 2002;49(3):194-209.

Frisch M, Glimelius B, van den Brule AJ, Wohlfahrt J, Meijer
CJ, Walboomers JM, et al. Sexually transmitted infection as a
cause of anal cancer. N Engl J Med 1997;337(19):1350-8.

Endereco para correspondéncia:
PAULO CARDOSO SOARES
Hospital Ophir Loyola

Avenida Magalhaes Barata, 992
CEP: 66060-281

E-mail: pcsoares@amazon.com.br



