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RESUMO

O cancer anal é raro, porém certas populacdes apresentam risco aumentado para
este tipo de tumor, sendo o quarto tumor maligno mais comum entre portadores do
HIV. Diferentemente da maioria dos tumores malignos que se desenvolvem nestes
individuos, o cancer anal pode ser prevenido. Amostras anais tém sido usadas
experimentalmente, de forma analoga ao exame citolégico cervical, como método de
triagem para o carcinoma anal. Entretanto, a falta de padronizacdo em relacdo a
coleta e processamento das amostras e falhas na interpretacdo citoldgica tem
colocado em pauta a credibilidade da citologia anal. Este trabalho teve como objetivo
estudar aspectos técnicos e citomorfologicos, visando contribuir para a padronizacéo
do exame citolégico anal. Para isso, testou-se o emprego da citologia anal, pelos
meétodos convencional e em meio liquido, em grupos controle de voluntarios sdos da
Universidade Federal do Parana (n=52) e de pacientes HIV positivos, internados no
Hospital Oswaldo Cruz, Curitiba-PR (n=50), no periodo de marco a julho de 2015. O
grupo controle foi composto por 35 mulheres e 17 homens, com idades entre 18 e 84
anos; e o grupo HIV, por 22 mulheres e 28 homens, com 21 a 72 anos. De acordo
com relatos feitos pelos individuos do grupo controle e pelos pacientes do grupo
HIV, observou-se, respectivamente, que: 46 e 74% néo tinham companheiro fixo; 17
e 56% eram tabagistas; 10 e 32% tinham histéria de alcoolismo; e, 4 e 28% ja
haviam feito uso de alguma droga ilicita, com diferencas significativas para estes
resultados. Individuos do grupo HIV também apresentaram comportamento sexual
de maior risco, em relacdo ao grupo controle, com maior numero de parceiros
sexuais e histérico de doencas sexualmente transmissiveis. A pratica do sexo anal
receptivo foi semelhante entre os grupos, sendo relatada por 13 individuos do grupo
HIV, e 11, do grupo controle. Foram consideradas insatisfatorias 4% das amostras
do grupo HIV e aproximadamente 20% das amostras do grupo controle, sem
diferencas significativas entre as duas metodologias empregadas. Entretanto, em
amostras de citologia convencional foi observado maior obscurecimento por material
fecal e dificuldade na observacdo da estrutura da cromatina. Todas as amostras
satisfatérias do grupo controle foram categorizadas como negativas para leséo
intraepitelial ou malignidade (NILM). No grupo HIV houve positividade para lesbes
intraepiteliais anais em 23% dos casos com a citologia convencional; e, em 20,8%,
com a citologia em meio liquido. A concordéncia entre os dois métodos utilizados
apresentou teste Kappa de 0,81 (quase perfeita), para a classificacdo obtida na
interpretacdo das amostras do grupo HIV. O unico sinal clinico ou sintoma estudado
gue apresentou associagao com a presenca de lesdes anais foi o relato de presenca
de sangue nas fezes. Os resultados obtidos permitem sugerir que a citologia
convencional e a citologia em meio liquido sdo igualmente eficazes na deteccéo de
anormalidades citologicas anais, e que 0 seu uso deve ser considerado no
rastreamento de lesdes precursoras do cancer em populagdes de risco.

Palavras-chave: Citologia anal. Citologia convencional. Citologia em meio liquido.
Neoplasias do anus. HIV.



ABSTRACT

Anal cancer is rare, but certain populations are at increased risk for this type of
tumor, being the fourth most commonly reported malignancy among HIV-positive
individuals. Unlike most malignancies occurring in these population, anal cancer can
be prevented. Analogous to cervical cytology, anal samples have been used,
experimentally, as a screening method for anal carcinoma. However, the lack of
standardization regarding the sample collection and processing and failures in
interpreting cytologic preparations has put in question the reliability of anal cytology.
This study aimed to investigate technical and cytomorphological aspects of anal
cytology to contribute to the standardization of this method. For this, we compared
the use of anal cytology, prepared via conventional method and liquid-based method,
in groups of healthy volunteers from the Federal University of Parana (n=52) and
HIV-positive patients admitted to the Hospital Oswaldo Cruz, Curitiba-PR (n=50),
between march and july 2015. The control group consisted of 35 female and 17
male, aged 18 to 84 years, and the HIV group, 22 female and 28 male, aged 21 to 72
years. Reports from the control subjects and patients of the HIV group, respectively,
showed that: 46 and 74% had no steady partner; 17 and 56% were smokers; 10 and
32% had a history of alcoholism and; 4 and 28% had made use of any illicit drug,
with significant differences in these results. HIV-positive individuals also showed a
high-risk sexual behavior, with a higher number of sexual partners and history of
sexually transmitted diseases, compared to the control group. The practice of
receptive anal intercourse was similar in both groups, reported by 13 individuals from
HIV group, and 11 individuals from control group. Samples were judged to
be unsatisfactory in 4% of the cases in the HIV group and in approximately 20% of
the cases in the control group; without significant differences between both
methodologies used. However, the conventional smears were more obscured by
fecal material and the observation of the chromatin structure was also impaired.
Satisfactory samples from the control group were categorized as negative for
intraepithelial lesion and malignancy (NILM) in all cases. In the HIV group, positive
cases were found in 23% of the conventional smears, and in 20.8% of the liquid-
based samples. The agreement between the two methods showed Kappa test of
0.81 (almost perfect) for the classification obtained in the interpretation of the HIV
group samples. The only clinical sign or symptom associated with the presence of
anal lesions was the reporting of rectal bleed. These results suggest that
conventional and liquid-based cytology are equally effective in detecting anal
cytological abnormalities, and its use should be considered in screening for anal
cancer precursor lesions in high-risk populations.

Keywords: Anal cytology. Conventional cytology. Liquid-based cytology. Anus
neoplasms. HIV.
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1 INTRODUCAO

O cancer anal é raro, porém certas populacdes apresentam risco aumentado
para este tipo de tumor, principalmente entre individuos com Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana (AIDS) e homens que praticam sexo com homens (BEAN
e CHHIENG, 2010; MACHALEK et al., 2013). E o terceiro tumor maligno mais
comum entre portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e o mais
comum dentre os tumores nao definidor de AIDS (DEEKEN et al., 2012; GRULICH,
2013).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) adota o termo cancer colorretal para
aguele que acomete o colon, o reto e/ou o canal anal. Como o cancer de anus nao &
discriminado em relacdo aos céanceres retal e de colon, nem sempre € possivel
avaliar sua magnitude. No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que sera valida
também para o ano de 2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 33 mil
casos de cancer colorretal, sendo este o quarto cancer mais incidente na populacéo
brasileira (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER e MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
Apesar dessa alta incidéncia, as neoplasias do canal anal correspondem a apenas
de 1 a 6% das neoplasias anorretais (LARANGEIRA e ANDRADE, 2004).

As populagbes consideradas com maior risco de desenvolverem carcinoma
anal eram de mulheres e de idosos em geral. Porém, em estudo realizado em
homens homo ou bissexuais, encontrou-se incidéncia de 37 casos/100 mil homens,
taxa muito semelhante a do cancer cervical antes da introducdo da citologia cervical
como método de rastreamento (DALING et al., 1982; CORREA, 2004).

Em varios estudos, avaliou-se modificagdes na incidéncia do cancer anal em
relagdo a epidemia de HIV e foi observado aumento na incidéncia deste tipo cancer
mesmo apos a introducdo da terapia antirretroviral (TARV). Esses dados sugerem
que pacientes infectados pelo HIV estdo vivendo mais tempo e, consequentemente,
apresentam maior periodo de exposicdo ao Papilomavirus Humano (HPV), com
aumento das chances de transformacéo celular e desenvolvimento do carcinoma
(URONIS e BENDELL, 2007; CATANO et al., 2011). Diferentemente da maioria dos
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outros tumores malignos que se desenvolvem em individuos HIV positivos, o cancer
anal pode ser prevenido (SAHASRABUDDHE et al., 2013).

O cancer anal apresenta semelhancas com o cancer cervical, incluindo a
similaridade histolégica, bem como o fato de ambas as lesbes aparecerem
frequentemente na zona de transformacdo, ou seja, apds inicio de processo
metaplasico na juncdo entre os tecidos escamoso e glandular e, ainda, por estarem
fortemente associadas ao HPV (FRIEDLANDER et al., 2004; MORAN et al., 2010).
O prognostico para cada caso depende do estagio da doenca ao ser diagnosticada
(JOHNSON et al., 2004).

Amostras anais tém sido usadas experimentalmente, de forma analoga ao
exame citolégico cervical, como método de triagem para o0 carcinoma anal em
algumas populacdes de alto risco. A partir da citologia anal anormal, pode-se entéo
avaliar a possivel lesdo por anuscopia de alta resolucéo e biopsia dirigida. Acredita-
se que o rastreio de pacientes de alto risco a cada 2 ou 3 anos possa diminuir a
incidéncia de lesbes e melhorar o progndéstico dos pacientes que fazem parte do
grupo de risco (GOLDIE et al.,, 1999; CHIAO et al., 2006; URONIS e BENDELL,
2007).

Entretanto, a sensibilidade da citologia anal varia, de acordo com a literatura,
de 42 a 98% e a especificidade, de 16 a 96% (DE RUITER et al., 1994,
FRIEDLANDER et al., 2004; ARAIN et al., 2005; CHIAO et al., 2006; NADAL et al.,
2007). Tais variagBes podem ser devidas, tanto a falta de padronizacdo em relagcéo
a coleta e processamento das amostras, quanto a falhas na interpretacao citolégica.
De qualquer forma, ha necessidade de padronizacédo e de mais estudos no sentido
de aperfeicoar os métodos empregados para a utilizacdo da citologia no
rastreamento de lesbes anais (NADAL et al., 2007; NADAL et al., 2009; HERACLIO
et al., 2011).

O exame de citologia cérvico-vaginal, tanto pelo método convencional como
em meio liquido é rotineiro e considerado adequado para programas de
rastreamento na prevencdo do cancer cervical. E relevante comparar estes dois
métodos para a citologia anal, com o objetivo de validar a sua utilizacdo para a

prevencao e controle do cancer anal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DA REGIAO ANAL

O canal anal possui aproximadamente 4 cm de comprimento em adultos, e
se estende do apice das colunas anais, na regido conhecida como anel anorretal,
até a regido da juncdo mucocutanea. A delimitacdo inferior do canal anal, ou seja, a
juncdo entre mucosa escamosa e epiderme da margem anal, € muitas vezes
evidente a olho nu pela diferente consisténcia e aparéncia do epitélio de
revestimento (SHIA, 2010).

O canal anal apresenta 8 a 10 colunas anais. A base das colunas anais € a
linha pectinea (ou linha denteada), localizada na porcdo média do canal anal. A zona
de transformacdo, onde o epitélio colunar do reto € substituido pelo epitélio
transicional urothelium-like, estd 6 a 10 mm proximal a linha pectinea e é uma regiao
com cerca de 4 a 5 mm de comprimento (KIERSZENBAUM, 2004; PANDEY, 2012).

Histologicamente, a mucosa pode ser dividida em: i) zona colorretal, formada
pelo epitélio colunar simples da mucosa retal; ii) zona de transicdo anal (ZTA), que
apresenta um epitélio variavel, iii) zona escamosa, com epitélio escamoso
estratificado pouco queratinizado (Figura 1). O anus é revestido por epitélio do tipo
pavimentoso estratificado queratinizado. A ZTA apresenta areas de epitélio colunar e
de epitélio escamoso e nela também pode ser observado um epitélio especializado
com aparéncia variavel, o epitélio escamoso metaplasico. Nessa regido tambéem
podem ser observadas células mucinosas, células endocrinas e melanécitos
(FENGER e KNOTH, 1981; FENGER et al., 2000; KIERSZENBAUM, 2004; SHIA,
2010).
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- Zona Colorretal
Esfincter Anal e Canal Anal
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| (canal anal anatémico)
*_\h Jungio Mucocutanea
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Linha Pectinea

FIGURA 1 - ANATOMIA DO CANAL ANAL

NOTA: Classificagao histologica do canal anal inclui: Zona Colorretal; ZTA — Zona de transigdo anal; e
Zona Escamosa.

Fonte: Adaptado de SHIA (2010)

2.2 TUMORES DO CANAL ANAL

Neoplasias originadas em diferentes regides, como margem anal ou regido
perianal, eram anteriormente classificadas igualmente como les6es do canal anal.
Tal fato estimulou a padronizagdo da nomenclatura entre clinicos e cirurgides devido
a caracteristicas inerentes a histéria natural das diferentes localizacées. A nova
terminologia, proposta em 2007, € baseada em regifes de referéncia que poderiam
ser facilmente observadas pelo examinador. Tais recomendagdes foram largamente
adotadas e aceitas pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) e pela Union
Internationale Contra le Cancer (UICC), em 2010. Dessa forma, o canal anal passou
a ser referido como regido anal e dividido em trés partes sendo estas: canal anal,
regido perianal e pele (PANDEY, 2012).

A Organizag¢do Mundial de Saude (OMS) define como tumores do canal anal

agueles que surgem ou sdo predominantemente localizados no canal anal, podendo
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apresentar-se como adenocarcinomas oOu carcinomas escamosos associados a
infeccéo viral pelo HPV (FENGER et al., 2000).

O carcinoma de células escamosas representa cerca de 80% dos tumores
malignos que acometem a regido anal (GHIGNA et al., 2009). Os tumores que
surgem na porgao distal a linha pectinea sdo mais frequentemente carcinomas de
células escamosas gueratinizados, ao passo que aqueles gque aparecem na mucosa
de transicdo acima da linha pectinea, sdo frequentemente ndo queratinizados
(RYAN et al., 2000; LICITRA et al., 2002).

Estes tumores que surgem acima da linha pectinea mostram padrées mistos
de adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas, e eram definidos como
carcinoma de transicdo, cloacogénico ou basaloide. Do ponto de vista clinico e
prognostico, a distingdo entre estes histotipos € pouco relevante e 0s mesmos sao
agora reconhecidos como variantes do carcinoma de células escamosas. Além
disso, subclassificagfes histoldgicas ndo tém qualquer influéncia adicional sobre o
tratamento do cancer (RYAN et al., 2000; LICITRA et al., 2002; GLYNNE-JONES et
al., 2014).

Uma variante muito agressiva de carcinoma nao queratinizado, o chamado
cancer de pequenas ceélulas, tem sido descrito e € um tumor que se espalha
rapidamente, similar ao cancer de pulméao de pequenas células. O adenocarcinoma
do anus é raro, representando de 5 a 10% dos casos, porém este cancer se
comporta e é tratado como o cancer retal (RYAN et al., 2000; LICITRA et al., 2002).

2.3 SINAIS E SINTOMAS DO CANCER ANAL

O carcinoma de anus é geralmente representado, na sua fase inicial, por um
pequeno nodulo superficialmente ulcerado, que pode ser sentido no &nus ou na
parte posterior da vagina. Tumores do canal inferior podem crescer com padroes
expansivos, e o envolvimento do orificio anal, bem como do reto distal € comum. Ao
contrario, os carcinomas do reto raramente mostram extensdo submucosa até o
anus (ACKERMAN e DEL REGATO, 1962; LICITRA et al., 2002).
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As manifestacgdes clinicas do cancer anal sdo frequentemente tardias e, em
geral, estao relacionadas ao tamanho e extensédo do tumor. Os sintomas do cancer
anal ndo sao especificos, sendo comum sangramento retal, prurido e desconforto
anal. Sangramento retal € o sinal mais comum do cancer anal, ocorrendo em 45%
dos pacientes (RYAN et al., 2000; LICITRA et al., 2002; SHRIDHAR et al., 2015).

Outros sintomas incluem fezes de calibre fino, alteragdes nos movimentos
intestinais, tenesmo nao aliviado pela evacuacado, dor retal e sensacdo de uma
massa no canal anal. Sintomas como dor durante a defecacéo, corrimento anal ou
mudanca de habitos intestinais sugerem les6es maiores; incontinéncia e fistula reto-
vaginal sdo geralmente encontrados em casos mais avancados (LICITRA et al.,
2002; SHRIDHAR et al., 2015).

A associacédo frequente de sintomas de cancer anal com doenca de Paget,
leucoplasia, hemorroidas, fissuras e fistulas, torna o diagnéstico dificil; sendo que 70
a 80% dos casos de cancer anal séo inicialmente diagnosticados como condi¢des
benignas. Cerca de 20% dos pacientes ndo apresenta sintomas ao diagnostico. Por
todas estas razbes, a maioria dos pacientes (60 a 70% dos casos de tumores)
apresenta doenca avancada ao diagnéstico (RYAN et al., 2000; LICITRA et al.,
2002; SHRIDHAR et al., 2015).

2.4 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL ANAL (NIA)

As lesdes intraepiteliais do canal anal sdo geralmente diagnosticadas
utilizando-se uma modificacdo da classificagcdo das Neoplasias Intraepiteliais
Cervicais (NIC) utilizada para diagnéstico das lesGes cervicais (IARC WORKING
GROUP ON THE EVALUATION OF CARCINOGENIC RISKS TO HUMANS, 1995).
O termo neoplasia intraepitelial anal (NIA) foi introduzido em 1986 por Fenger e
Nielsen, quando os autores observaram que o0 carcinoma invasivo anal, a
semelhanca do carcinoma de colo uterino, parece ser precedido por um estagio pré-
canceroso associado ao HPV (FENGER e NIELSEN, 1986; DARRAGH et al., 2012).
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A NIA é definida como a presenca de alteragfes nucleares no epitélio sem o
comprometimento da membrana basal e, embora ndo comprovado, o seu tratamento
poderia prevenir a progressao para cancer (GINGELMAIER et al., 2010). A maioria
das lesbes se situa na linha pectinea, na zona de transi¢cdo entre o epitélio colunar
do reto e o epitélio escamoso do canal anal (DE RUITER et al., 1994).

A NIA pode ser categorizada histologicamente nos graus 1, 2 e 3,
dependendo da avaliacdo qualitativa e quantitativa de varias caracteristicas
morfolégicas como: atipias citologicas, grau de maturacéo e diferenciacao do epitélio
escamoso e atividade mitdtica. A NIA 1 é caracterizada por uma expansdo da
camada de ceélulas parabasais, com alteracdes citoldgicas associadas, como
aumento da relacdo nucleo/citoplasma, hipercromasia e irregularidades na
membrana nuclear. A atividade mitotica € minima e esta confinada ao terco inferior
do epitélio. A maturacdo e a diferenciacdo escamosa sdo preservadas acima das
células parabasais anormais, embora 0s nucleos possam estar aumentados e
minimamente atipicos. Na NIA 2, a expansdo anormal de células parabasais se
estende até a metade do epitélio. E observado um aumento da atividade mitética,
com a presenca de raras figuras de mitose atipicas. A maturacdo e a diferenciacdo
do epitélio superior estdo preservadas. Na NIA 3, a expansado de células parabasais
anormais se estende para o ter¢co superior do epitélio. A atividade mitGtica esta
aumentada e figuras de mitose anormais sao frequentemente observadas. Pouca ou
nenhuma maturacao e diferenciacdo escamosa séo observadas (BEAN e CHHIENG,
2010).

Em meados da década de 1990, o termo lesao intraepitelial escamosa anal
foi introduzido como alternativa a NIA e foi classificado em 2 graus: leséo
intraepitelial anal de baixo grau, que corresponde a alteragbes compativeis com o
efeito citopéatico pelo HPV e NIA [; e lesdo intraepitelial anal de alto grau, que
corresponde as NIA Il e Il (DARRAGH et al., 2012).
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2.5 FATORES DE RISCO

Anteriormente, acreditava-se que o0 cancer anal era resultado de uma
irritacdo cronica ocasionada por condicbes benignas, como hemorroidas e fissuras
(RYAN et al., 2000). Em varios estudos, no entanto, identificaram-se fatores de risco
para o carcinoma anal, dentre eles infeccéo pelo HPV, infec¢do pelo HIV, contagem
baixa de linfécitos CD4, histérico de doencas sexualmente transmissiveis e de
cancer cervical, tabagismo, alcoolismo, uso de drogas injetaveis, sexo anal receptivo
e imunossupressao (PALEFSKY et al., 1997b; NADAL et al., 2007; URONIS e
BENDELL, 2007; TANDON et al., 2010). Uma breve revisdo sobre alguns destes

fatores esta relacionada abaixo.

2.5.1 Préaticas Sexuais

Vérios estudos epidemioldgicos tém ligado praticas sexuais ao risco de
cancer anal. Para os homens, foi observado maior risco para o cancer anal naqueles
qgue: nunca haviam sido casados; tiveram mais de 15 parceiros sexuais ao longo da
vida; ndo eram exclusivamente heterossexuais; e praticavam sexo anal receptivo.
Para as mulheres, o risco para o cancer anal foi maior para aquelas que: tiveram
mais de 15 parceiros ao longo da vida; iniciaram precocemente a atividade sexual; e
praticavam intercurso anal (DALING et al., 1982; PETERS e MACK, 1983; DALING
et al.,, 1987; HOLLY et al.,, 1989; FRISCH et al.,, 1997; DALING et al., 2004;
GUIMARAES et al., 2011; MELO et al., 2014).
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2.5.2 Historia de Doengas Sexualmente Transmissiveis

A infeccdo pelo HPV é o fator de risco mais significativo para o
desenvolvimento do carcinoma escamoso anal. Além disso, é a infeccdo transmitida
sexualmente mais comum, sendo que aproximadamente 75% de adultos
sexualmente ativos vao adquirir um ou mais tipos de HPV genital durante a sua vida.
Este virus é capaz de induzir lesbes de pele ou mucosa, as quais mostram
frequentemente um crescimento limitado e em geral regridem espontaneamente
(FEDERAQAO BRASILEIRA DAS SOCIEDADES DE GINECOLOGIA E
OBSTETRICIA, 2002; PALEFSKY, 2006; DUARTE et al.,, 2010). Porém, assim
como no cancer cervical, a persisténcia do virus € um risco conhecido para o
desenvolvimento de lesdes de alto grau que, caso ndo sejam tratadas, tém alto
potencial de progressao para carcinoma invasivo (DARRAGH e WINKLER, 2011). O
HPV pode ser detectado em 80 a 90% dos pacientes com carcinoma anal de células
escamosas (FRISCH et al., 1999; DALING et al., 2004; ANDERSON et al., 2008; DE
VUYST et al., 2009; TANDON et al., 2010).

Outras doencas sexualmente transmissiveis podem contribuir para o
desenvolvimento do cancer anal. Foi demonstrado, em estudos anteriores, que
mulheres com cancer anal eram mais propensas a serem soropositivas para
Chlamydia trachomatis e para o virus herpes simples tipo 2, bem como terem
histéria de verrugas anais, verrugas genitais ou gonorréia. Entre os homens,
observou-se um risco significativamente elevado de cancer anal em associa¢cdo com
uma histéria de verrugas anais, sifilis, gonorréia ou hepatite (DALING et al., 1987;
HOLLY et al.,, 1989; FRISCH et al.,, 1997; DALING et al., 2004). Tandon e
colaboradores (2010) encontraram uma associacao significativa entre citologia anal
anormal e a presenca de outras doencas sexualmente transmissiveis além das

infeccdes por HPV e por HIV.
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2.5.3 Tabaco

O estado de fumante ativo € apontado como fator de risco para o cancer
anal em diversos estudos, independentemente da pratica sexual. Também foi
observado que o risco para o cancer diminuiu apds a cessacdo do tabagismo
(DALING et al., 1987; HOLLY et al., 1989; DALING et al., 1992; PALEFSKY et al.,
1994; DALING et al., 2004; MELO et al., 2014). A nicotina ndo € uma substancia
carcinogénica, entretanto muitos dos seus efeitos biolégicos, como alteracdo dos
mecanismos de regulacdo do ciclo celular e a apoptose em diversos tipos de células,
bem como a estimulacdo da proliferacéo, angiogénese e invasdo em varios sistemas
e modelos, poderia promover a progressdo do cancer (WRIGHT et al.,, 1993;
NORDENVALL et al., 2013). Aléem disso, o uso de cigarros tem sido relacionado a
depresséao do sistema imune (POPPE et al., 1995; DALING et al., 2004).

2.5.4 Imunossupressao

Pacientes que recebem terapia imunossupressora cronica apés transplante
de G6rgaos apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de diversos tipos de
carcinomas, incluindo o de canal anal. Este aumento provavelmente se deve a
infeccéo cronica pelo HPV (RYAN et al., 2000). Foi observado um aumento de 100
vezes na incidéncia de tumores anogenitais em receptores de transplante renal em
comparagcdo com a populacdo em geral (BLOHME e BRYNGER, 1985; PENN,
1986).

Em outro estudo, foi avaliada a associacéo entre uso de corticoides e cancer
anal e foi observado maior risco para o desenvolvimento de cancer em pacientes

que fazem uso dessa medicacdo (DALING et al., 2004).
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2.5.5 Virus da Imunodeficiéncia Humana

O HIV é um retrovirus pertencente a familia Lentiviridae, que apresenta
como caracteristica um genoma de RNA que, para multiplicar-se, necessita da
enzima transcriptase reversa, responsavel pela transcricdo do RNA viral para uma
copia DNA, permitindo assim a integracdo ao genoma do hospedeiro. O HIV infecta
células que possuem o marcador de superficie CD4, como macrofagos e,
principalmente, os linfocitos T auxiliares (ou linfocitos T CD4). O efeito predominante
da infeccdo pelo HIV é a deplecdo dos linfocitos T CD4+, mas também leva ao
comprometimento da imunidade conferida pelas células B e macrofagos. O HIV
diferencia-se em tipos 1 e 2, sendo que o HIV-1 € o mais patogénico e o
mais prevalente no mundo e o HIV-2 é endémico na Africa Ocidental,
disseminando-se pela Asia (CHINEN e SHEARER, 2002; LAZZAROTTO et al.,
2010).

E dificil estabelecer a associacdo entre cancer anal e infecgéo pelo HIV, pois
pacientes HIV positivos frequentemente apresentam infeccdo por um ou mais
subtipos de HPV. Se o HIV estivesse diretamente associado ao cancer anal, poderia
se esperar uma diminuicdo na incidéncia deste cancer apés a introducdo da TARV
(URONIS e BENDELL, 2007). Porém, em estudos populacionais, demonstrou-se
que a incidéncia do cancer anal continua aumentando mesmo apoés introducédo da
TARV em 1996 (BOWER et al., 2004; CHIAO et al., 2005; DIAMOND et al., 2005;
CHATURVEDI et al., 2009). Acredita-se que 0 aumento da sobrevida dos pacientes
HIV positivos proporcionado pelo tratamento medicamentoso, aumentou a incidéncia
das neoplasias anais devido a uma maior exposi¢cao dos pacientes ao HPV (CHIAO
et al., 2005; COUTLEE et al., 2012).

O efeito da TARV nas lesdes anogenitais associadas ao HPV ainda € um
tema de intenso debate. Estudos mostram pouco efeito da TARV na prevaléncia de
NIA (PIKETTY et al., 2004; WILKIN et al., 2004; PALEFSKY et al., 2005). E em um
estudo, ndo se observou nenhum efeito regressivo do emprego da TARV sobre
lesGes intraepiteliais de alto grau (PALEFSKY et al., 2001a).
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A importancia da imunodepressdao e da infeccdo pelo HIV pode ser
demonstrada pelos dados epidemiolégicos do cancer anal, antes mais frequente em
mulheres acima da quinta década da vida, porém com aumento de incidéncia em
homens com idades entre 30 e 40 anos (NADAL et al., 2009).

Em estudos com pacientes HIV positivos, detectou-se risco quase 37 vezes
maior para o cancer anal em homens em relacdo a populagdo em geral, bem como
risco cinco vezes maior de cancer cervical, e sete vezes maior de cancer anal, em
mulheres, em relacéo a populacdo em geral (PALEFSKY, 2006).

Em estudos anteriores, a displasia anal foi detectada pelo exame citolégico
anal em 41 a 97% de homens HIV positivos e em 14 a 28% de mulheres HIV
positivas (CHIAO et al., 2006). Outro estudo mostrou ainda a presenca de lesbes
intraepiteliais de alto grau em 72% dos individuos HIV positivos, homo ou
bissexuais, e em 36% dos homens HIV positivos que negaram sexo anal receptivo
(PIKETTY et al., 2003).

O desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL)
na regiao anal parece estar inversamente relacionado a contagem de linfocitos CD4
(URONIS e BENDELL, 2007). Sugere-se que portadores do virus HIV com
contagens de linfécitos T CD4 inferiores a 500/mm?3 deveriam ser submetidos a
rastreamento com citologia anal (NADAL e MANZIONE, 2005).

2.6 HPV E ONCOGENESE

2.6.1 O Virus

O papilomavirus humano € classificado na familia Papilomaviridae, género
Papillomavirus. Sdo virus ndao envelopados, de simetria icosaédrica, com capsideo
composto por 72 capsdmeros e um genoma de &cido desoxirribonucléico (DNA) de
fita dupla circular, constituido de aproximadamente 8.000 pares de base (pb)
(FERRAZ et al., 2012).
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O genoma do HPV possui regides codificadoras de proteinas, conhecidas
como Open Reading Frames (ORF) e uma regidao nao-codificadora, a qual tem sido
referida como Long Control Region (LCR), ou Upper Regulatory Region (URR).
Nessa regido reguladora ndo codificadora, existem sequéncias estimuladoras e
repressoras da transcricdo viral, além da origem da replicacdo. As ORF sdéo
organizadas em regido early (E), composta pelos genes E1, E2, E4, E5, E6, E7, e
regido late (L), composta pelos genes L1 e L2 (Figura 2) (BURD, 2003; MUNOZ et
al., 2006; FERRAZ et al., 2012).

L2

L1

— ..

FIGURA 2 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO GENOMA DO HPV
FONTE: MURNOZ et al. (2006).

No Quadro 1 estdo listadas as funcfes das proteinas codificadas por estes
genes da regido L e E. Os produtos dos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, estédo
envolvidos na replicagdo viral e oncogénese, enquanto a regidao L codifica as
proteinas estruturais do capsideo viral (BURD, 2003; MUNOZ et al., 2006).
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Proteina Funcéo
Viral
El Controle da replicacao viral

Recrutamento de polimerases e proteinas acessorias
Atividade de helicase

E2 Auxilio do processo de replicagéo viral
Regulacéo da transcricdo dos genes precoces
Recrutamento de polimerases e proteinas acessorias

E4 Desestabilizacdo do citoesqueleto de queratina
Maturacao e liberacdo das particulas virais
E5 Prevencéo da acidificacdo endossomal

Ligacéo a receptores de fatores de crescimento
Reducao da expressdo de moléculas de HLA de classe |

E6 Alteracdo da atividade de proteinas que controlam proliferacdo, apoptose,
adeséao e crescimento celular
Inducdo da degradacao de p53 e de outras proteinas

E7 Alteracdo da atividade de proteinas que controlam proliferacdo, apoptose,
adeséao e crescimento celular
Inducdo da degradacado de pRb e de outras proteinas

L1 Principal componente do capsideo viral

L2 Proteina secundaria do capsideo viral

QUADRO 1 - FUNGCAO DAS PROTEINAS DE HPV

FONTE: RABACHINI E SICHERO (2012).

NOTA: As proteinas E6 e E7 apresentam papel oncogénico através da inducdo da degradacdo da
proteina 53 e proteina do retinoblastoma. HLA — Antigeno Leucocitario Humano; pRb = proteina do
retinoblastoma; p53 = proteina 53.

Ha mais de 200 tipos de papilomavirus reconhecidos, classificados em tipos,
subtipos e variantes com base em sua homologia de DNA. Dentre 0os que acometem
o ser humano, mais de 100 tipos ja foram isolados e sequenciados. Destes, mais de
40 tipos acometem a mucosa anogenital (DE VILLIERS et al., 2004; BERNARD,
2005; RABACHINI e SICHERO, 2012).

Os diferentes tipos de HPV tém tropismo por diferentes tecidos e sao
categorizados como cutaneos ou mucosos. Os cutaneos sédo epidermotrdpicos e
infectam principalmente a pele das maos e dos pés e se manifestam formando
verrugas. Os mucosos infectam o revestimento da boca, garganta, trato respiratério
ou epitélio anogenital e manifestam-se através de condilomas planos e acuminados
(GROSS e BARRASSO, 1999; BURD, 2003)

Os tipos genitais de HPV podem ser classificados, segundo o risco que
conferem ao desenvolvimento de lesGes neoplasicas, em HPV de alto e de baixo

risco. Os de baixo risco sdo geralmente encontrados em condilomas vulvogenitais e
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os de alto risco sdo associados a lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau e ao
cancer cervical. Foram classificados como HPV de alto risco os tipos: 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59; sendo que os tipos 26, 53, 66, 68, 73 e 82 poderiam
também ser considerados de provavel alto risco. Os tipos de HPV considerados de
baixo risco sdo: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108 (MUNOZ et al.,
2003; MUNOZ et al., 2006).

Assim como as lesBes cervicais, as lesdes anais geralmente estdo
associadas aos tipos 6, 11, 16 ou 18. O HPV 16 parece estar mais frequentemente
associado ao cancer anal e ja foi detectado em aproximadamente 70% dos casos,
em alguns estudos realizados (DALING et al., 2004; DE VUYST et al., 2009).

2.6.2 Patogénese e Papel Oncogénico do HPV

A carcinogénese é um processo de mudltiplas etapas, que envolve tanto
mudancas genéticas quanto epigenéticas, culminando com a ativacdo de proto-
oncogenes e/ou inativacado de genes supressores de tumor (JACOB et al., 2002). A
passagem da célula pelas diversas fases do ciclo celular é realizada de forma rigida
por genes controladores do ciclo. Uma célula maligna difere de uma célula normal,
principalmente pela sua independéncia desse controle, sendo necessario um
acumulo de mutagBes nos cromossomos para tal transformacdo (KISSELJOV,
2000).

A transmissdo do HPV ocorre na maioria das vezes por via sexual e é
extremamente comum (MOSCICKI et al., 2006). Tanto o colo do utero como o canal
anal apresentam zonas de transformacgéo, regides onde ocorre a substituicdo do
epitélio glandular pelo epitélio metaplasico escamoso. Nessas regides existe maior
facilidade para o HPV acessar as camadas de células basais, inserindo-se nas
mesmas e podendo causar infeccdo (DARRAGH e WINKLER, 2011).

A infeccao inicial por HPV ocorre nas células progenitoras localizadas nas

camadas basais do epitélio escamoso estratificado, e o virus s6 alcancara essas
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células na presenca de microtraumatismos ou solu¢des de continuidade da pele ou
mucosa do hospedeiro (FEHRMANN e LAIMINS, 2003; MOODY e LAIMINS, 2010).

O ciclo de vida produtivo do HPV é dependente da diferenciacdo celular
(THOMAS et al., 1999). Ap6s a entrada do HPV na célula, o genoma viral se
estabiliza na forma de elementos extracromossdmicos no nucleo. Nesta fase, ha
replicacdo e o numero de cOpias virais aumenta para aproximadamente 50 por
célula. Ao se dividirem, essas células infectadas distribuem equitativamente o DNA
viral entre as células filhas. Algumas das células filhas migram da camada basal e
iniciam o programa de diferenciagdo celular. As demais células filhas continuam
dividindo-se na camada basal e servem de reservatério de DNA viral para as
posteriores divisdes celulares (STUBENRAUCH e LAIMINS, 1999).

As células suprabasais infectadas pelo HPV sofrem diferenciacdo, porém,
algumas células vao entrar novamente na fase S nas camadas superiores do epitélio
para replicar os genomas de HPV, em um processo chamado de amplificacédo. Este
processo € seguido pela sintese das proteinas do capsideo, montagem do virion e
libertagdo (MOODY e LAIMINS, 2010).

Em lesGes pré-cancerosas, o DNA do HPV persiste em um estado
epissomal, enquanto na maioria das lesbes de alto grau, 0 genoma se encontra
integrado ao genoma do hospedeiro (Figura 3) (RIVOIRE et al., 2001; MOODY e
LAIMINS, 2010). A diferenca de potencial oncogénico observada entre os HPV de
alto e baixo risco pode ser devida, em parte, pela maior capacidade dos HPV de alto
risco em integrar o DNA no genoma hospedeiro (KESSIS et al., 1996).
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FIGURA 3 - REPLICACAO VIRAL DO HPV EM CELULA HOSPEDEIRA E TUMORIGENESE
FONTE: RIVOIRE et al. (2001).

No caso de tumores malignos, a integracdo do DNA viral ocorre em razéo da
clivagem em regidao especifica dos genes E1/E2 (SOUTO et al., 2005; FERRAZ et
al., 2012).

O gene E2 codifica uma proteina de ligacdo do DNA, a qual atua no controle
da transcricdo e replicacdo, e entre varias outras funcdes, inibe a transcricdo dos
oncogenes E6 e E7, tendo entdo um papel inibitério na carcinogénese induzida pelo
HPV (LEE et al., 2000). A proteina de E2 se une ao DNA na regido nao codificadora
adjacente ao promotor de transcricdo (TATA box) de E6/E7. Com esse impedimento
espacial, os fatores transcricionais ndo se ligam, inibindo-se assim, a expressao dos
genes. Como consequéncia da perda do controle transcricional exercido pelo gene
E2, ha uma superexpressao das oncoproteinas de E6 e E7 do HPV, responsaveis
pelo inicio e manutencéo do processo que leva ao cancer (BECHTOLD et al., 2003;
SOUTO et al., 2005; FERRAZ et al., 2012; RABACHINI e SICHERO, 2012).

A proteina E6 forma complexo com a proteina 53 (p53), a qual esta
envolvida nas vias de reparo ao dano do DNA, levando a uma interrupcdo do ciclo
celular na fase G1 ou induzindo a apoptose. Por esta atividade de supressédo do
crescimento tumoral, a p53 tem sido chamada de “guardid do genoma”. A sua
degradacéo e inativacdo resulta em aumento da instabilidade genética e acumulo
das mutacgdes oncogénicas (GROSS e BARRASSO, 1999; FERRAZ et al., 2012).
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A proteina E7 do HPV de alto risco forma complexos com a proteina do
retinoblastoma (pRB). Em condi¢cdes normais, a pRB interage com o fator de
transcricéo celular E2F na fase G1 do ciclo celular. Tal interacdo inibe a transcricéo
induzida por E2F dos genes celulares envolvidos na duplicacdo do DNA. Para entrar
na fase S, a pRB é fosforilada, o que leva a desintegracdo do complexo pRB/E2F e
progressdo do ciclo celular. A inativacdo da pRB pela proteina viral E7 causa a
liberacdo do fator de transcricdo E2F que passa a ser ativo em todas as fases do
ciclo celular, levando ao crescimento celular desordenado das células tumorais HPV-
positivas (GROSS e BARRASSO, 1999; RABACHINI e SICHERO, 2012).

A acdo combinada das proteinas E6 e E7 resulta na anulacdo de muitos
pontos de checagem do ciclo celular, o que, em células persistentemente infectadas
com HPV, leva ao acumulo de mutacdes celulares ao longo do tempo e consequente
progressao para cancer (MOODY e LAIMINS, 2010).

O periodo de laténcia entre a infeccdo primaria e o desenvolvimento do
cancer é extremamente variavel, sugerindo que fatores adicionais estdo envolvidos
No processo oncogénico, como, por exemplo, comportamento sexual de risco,
estado imunologico, predisposicdo genética, estado nutricional, tabagismo, nivel
socioecondmico e a concomitancia com outras infec¢des sexualmente transmissiveis
(MOUGIN et al., 2001; MOSCICKI et al., 2006; GIRALDO et al., 2008).

2.6.3 Associagao HPV/HIV

Dentre os varios agentes etioldégicos que causam doencas na regido anal em
pacientes HIV positivos, o HPV é o mais comum (WIELAND e PFISTER, 1997,
MANZIONE et al., 2004). Em vérios estudos foi demonstrado que individuos HIV
positivos tém uma maior prevaléncia de infeccbes anogenitais pelo HPV,
independentemente de suas praticas sexuais. Em homens homo e bissexuais o0 HPV
foi detectado na regido anal em 51 — 93% dos individuos HIV positivos e em 17 —
36% dos HIV negativos; e, para as mulheres HIV positivas e negativas, em 56% —
76% e 31% — 42%, respectivamente (CAUSSY et al., 1990; PALEFSKY et al., 1994;
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BREESE et al., 1995; PALEFSKY et al., 1997b; SUN et al., 1997; PALEFSKY et al.,
2001b). Este resultado era esperado, pois um dos fatores de risco para infec¢éo pelo
HPV € o numero de parceiros sexuais, sendo que o mesmo se aplica a infeccao pelo
HIV (PALEFSKY, 2006).

Em estudo realizado em individuos com NIA 2 e 3, foi observada uma
prevaléncia significativamente maior de infeccdo por HPV em individuos HIV
positivos (96,7%) do que em HIV negativos (90,1%). Os tipos de HPV mais
prevalentes foram os tipos 16 e 18. Além disso, infeccbes do tipo mdltipla foram
mais frequentemente detectadas em individuos HIV positivos, e muitos tipos de HPV
foram detectados apenas em individuos HIV positivos (PALEFSKY et al., 1994; DE
VUYST et al., 2009).

Em varios estudos, foi observada clara relacdo entre a diminuicéo
progressiva dos niveis de CD4 e o aumento da detec¢do dos subtipos de HPV no
anus e no colo de utero, e que a imunossupressdo avancada pode estar associada
com aumento da replicacdo do HPV. Estas evidéncias sugerem que uma fracéo
substancial das infec¢des pelo HPV pode estar relacionada a uma reativacdo de um
subtipo previamente adquirido (BREESE et al., 1995; SUN et al., 1997; STRICKLER
et al., 2005; PALEFSKY, 2006; ROSITCH et al., 2012).

A NIA também foi encontrada com maior prevaléncia em homens e mulheres
HIV positivos (CRITCHLOW et al., 1995; PALEFSKY et al., 1998a; PALEFSKY et al.,
1998b; HOLLY et al., 2001; DURANTE et al., 2003). Porém, a prevaléncia do HPV
em lesBes anogenitais de pacientes HIV positivos ndo é suficiente para explicar a
grande proporcao de NIA neste grupo (WIELAND e PFISTER, 1997; MANZIONE et
al., 2004).

Tal como acontece com a infeccdo pelo HPV, niveis mais baixos de CD4
estdo associados a um risco aumentado para desenvolvimento de neoplasias
intraepiteliais anogenitais, 0 que sugere que a supressao imune relacionada ao HIV,
refletida pela contagem de linfocitos T CD4, tem um papel importante na patogénese
da doenca (PALEFSKY et al., 1998b).

A medida que progride a infecgéo pelo HIV, perde-se a imunidade especifica
contra o HPV, aumentando seus niveis e desenvolvendo os diferentes estagios de

NIA. Além disso, as proteinas E6 e E7, expressas pelos sorotipos 16 e 18 do HPV,
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sdo capazes de induzir instabilidade do genoma, ao degradar supressores tumorais
como p53 e pRb. Ao ocorrerem mutagdes genéticas, pode-se estimular a progressao
de NIA independentemente do grau de imunossupressao. Por este motivo, a TARV
tem pouco ou nenhum efeito na progressdo da NIA (CHIN-HONG e PALEFSKY,
2002; PALEFSKY, 2006).

Em contraste, a relagdo entre a imunossupressdo avancada e o cancer
invasivo ndo é tdo aparente. A analise desses dados sugere que as Ultimas fases da
historia natural dos canceres associados ao HPV, ou seja, a progressao para o
cancer, ndo sao muito influenciadas pelo sistema imunolégico (GOEDERT et al.,
1998; FRISCH et al., 2000).

O desenvolvimento da NIA e a progressdo para 0 cancer invasivo sao
claramente processos multifatoriais em individuos HIV positivos. Atualmente, ndo ha
evidéncias de que o HPV se comporte de forma diferente no hospedeiro HIV
positivo. A principal diferenca entre individuos HIV positivos e HIV negativos € que,
entre os primeiros, as lesbes sdo mais propensas a persistir, dada a resposta
imunologica atenuada. Parece provavel que a perda da resposta imune ao HPV é
um fator chave no aumento da prevaléncia e incidéncia da neoplasia intraepitelial
nesses individuos (PALEFSKY, 2006).

2.6.4 Epidemiologia da Infeccao pelo HPV

Alguns subtipos de HPV, nos ultimos anos, tém sido responsabilizados pelo
desenvolvimento de malignidade nas regides que comumente infectam,
compreendendo, na mulher, perineo, vulva, vagina, colo de Utero e regido anal; e
nos homens, pénis, uretra, bolsa escrotal e regidao anal (SOUTO et al., 2005).

A infeccdo genital pelo HPV é considerada a doenca sexualmente
transmissivel mais frequente em todo o mundo (SATTERWHITE et al., 2013). A
prevaléncia mundial estimada da infeccdo pelo HPV é de cerca de 440 milhdes,
sendo 291 milhées em mulheres (MALIK et al., 2014).
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Dados de vigilancia abrangentes ndo estdo disponiveis para a infec¢do pelo
HPV. Estima-se que aproximadamente 6 a 7 milhdes de novas infecgbes por HPV
ocorrem nos Estados Unidos anualmente, representando aproximadamente 72% de
todos o0s novos casos de doencas sexualmente transmissiveis no pais
(WEINSTOCK et al., 2004; SATTERWHITE et al., 2013). No Brasil, estima-se que
haja 9 a 10 milhdes de infectados pelo HPV e que, a cada ano, 700 mil casos novos
surjam (GIRALDO et al., 2008).

O risco de aquisicdo da infeccdo por HPV durante a vida para homens e
mulheres sexualmente ativos € de no minimo 50%. Aos 50 anos, ao menos 80% das
mulheres terdo adquirido a infeccdo genital pelo HPV em alguma fase da vida
(GIRALDO et al., 2008)

Em geral, a prevaléncia da infeccao pelo HPV varia significativamente com a
idade, atingindo o pico em mulheres jovens de 20 — 24 anos de idade (HARIRI et al.,
2011). Em torno de 80% das mulheres jovens que contraem o HPV, as lesbes tém
resolucao espontanea em 12 a 18 meses (HO et al., 1998; FRANCO et al., 1999)

Os homens sdo acometidos mundialmente por mais de 30.000 casos de
carcinomas de pénis, anus, orofaringe e cavidade oral associados ao HPV. Nos
altimos anos, tem-se observado um aumento importante dos casos de cancer anal,
principalmente em homens que mantém relacdes sexuais com homens. Um grupo
considerado de altissimo risco para esta doenca € o dos infectados por HIV
(PARKIN e BRAY, 2006; GIRALDO et al., 2008).

Existem poucas evidéncias sobre a epidemiologia da infec¢do anal pelo HPV
em mulheres. Mulheres HIV positivas ou negativas apresentaram maior prevaléncia
do DNA do HPV na regido anal do que na regido genital (WILLIAMS et al., 1994;
MELBYE et al., 1996; PALEFSKY et al., 2001b).

Com o advento das vacinas profilaticas contra os tipos de HPV 6, 11, 16 e
18, espera-se que ocorra uma protecdo contra tumores do trato anogenital e suas
lesbes precursoras (DE VUYST et al, 2009). De acordo com a meta-andlise
realizada por De Vuyst et al. (2009), aproximadamente 80% dos casos de carcinoma
anal podem vir a ser evitados a partir da vacinagéo contra o HPV. Estudos recentes

tém testado sua eficacia em grupos considerados de risco, onde ja foi observada
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reducdo da infeccdo persistente por esses subtipos de HPV em pacientes nao
expostos previamente (PALEFSKY et al., 2011).

2.7 RASTREIO DO CARCINOMA ANAL E SEUS PRECURSORES

A prevencédo e a deteccdo precoce do cancer anal tém importante papel na
sobrevida dos pacientes (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2014). Um estudo
revelou que pacientes que receberam um diagndstico de doenca local apresentaram
uma taxa de sobrevida em 5 anos de 78%; aqueles que receberam um diagndéstico
de doenca regional apresentaram uma taxa de 56%; e aqueles com metastase
distante, de 18% (JOHNSON et al., 2004).

As trés principais sociedades profissionais envolvidas no tratamento do
cancer na Europa, a Sociedade Européia de Oncologia Médica (ESMO), a
Sociedade Européia de Oncologia Cirdrgica (ESSO) e a Sociedade Européia de
Radioterapia e Oncologia (ESTRO), reuniram-se para elaborar em conjunto as
diretrizes de pratica clinica para o diagnostico, tratamento e acompanhamento de
cancer anal. Porém, de acordo com estas sociedades, nenhum estudo randomizado
controlado demonstrou a vantagem da triagem utilizando a citologia anal e
anuscopia de alta resolucéo nas populacdes de alto risco (GLYNNE-JONES et al.,
2014).

Pelas diretrizes da ESMO-ESSO-ESTRO, o diagndstico do cancer anal deve
ser realizado com base na obtencéo da histéria clinica do paciente, para avaliacédo
da presenca de sintomas e fatores predisponentes, e através do exame clinico, com
a realizacao da proctoscopia, que permite o estadiamento clinico preciso da doenca,
além de facilitar a biopsia. O diagnostico do cancer anal € feito através da
confirmacgdo histologica (GLYNNE-JONES et al., 2010; GLYNNE-JONES et al.,
2014).

A incidéncia de cancer cervical diminuiu consideravelmente nas ultimas
décadas, com grande parte do declinio atribuivel ao rastreamento por citologia
cervical (PALEFSKY et al., 1997a; GIBB e MARTENS, 2011; NATIONAL CANCER
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INSTITUTE, 2015). O sucesso do rastreio do cancer do colo do atero tem conduzido
a sua utilizagdo como um modelo para o rastreio do cancer anal em grupos de alto
risco. O modelo do seguimento das lesdes anais (Figura 4) baseia-se numa triade
compreendendo: citologia anal para deteccdo de lesGes precoces; encaminhamento
dos pacientes para realizacdo da nova subespecialidade da colposcopia para
avaliacao do canal anal e regidao perianal, chamada de anuscopia de alta resolucéo;
e confirmacao histolégica (PARK e PALEFSKY, 2010; DARRAGH e WINKLER,
2011).
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FIGURA 4 - PROTOCOLO PARA O RASTREAMENTO DE LESOES INTRAEPITELIAIS ANAIS
FONTE: ADAPTADO DE PARK & PALEFSKY, 2010.

NOTA: ASC-US - Células atipicas de significado indeterminado; LSIL — Les&o intraepitelial escamosa
de baixo grau; HSIL — Les&o intrepitelial escamosa de alto grau; ASC-H — Células escamosas atipicas
nao se pode excluir lesdo de alto grau; NIA — Neoplasia intraepitelial anal.

Mesmo que ndo seja possivel executar este rastreamento, 0s pacientes de
alto risco devem receber, no minimo, um exame de toque retal anual. Embora néo
existam dados sobre o desempenho do toque retal na deteccédo de cancer anal, é
um exame de facil execucdo e baixo custo, que oferece o beneficio de detectar o
cancer anal em um estagio ainda tratavel (PARK e PALEFSKY, 2010; DARRAGH e
WINKLER, 2011). Acredita-se que o auto-exame de toque retal pode, se realizado
regularmente pelos pacientes, ser tdo eficaz quanto a abordagem baseada na
citologia (FOX, 2009).
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Embora ndo existam estudos randomizados que comprovem a eficacia
dessa estratégia, o rastreamento do cancer anal vem sendo discutido e incentivado
nos grupos considerados de risco ao desenvolvimento das NIA (DARRAGH e
WINKLER, 2011). Diretrizes do Servico de Saude Publica dos EUA para o
tratamento de infecgbes oportunistas em individuos HIV positivos indicam que,
apesar do rastreamento citolégico do carcinoma anal ainda néo ter sido formalmente
indicado, a citologia anal deve ser considerada para homens e mulheres HIV
positivos. Pacientes com qualquer grau de anormalidade citoldégica anal deveriam
ser encaminhados para a anuscopia de alta resolucdo (US PUBLIC HEALTH
SERVICE et al., 2002). Em 2007, o Instituto de AIDS do Departamento de Saude
Publica do Estado de Nova York recomendou a realizacdo anual do exame de toque
retal para todos os pacientes HIV positivos, e exame citolégico anal para os
pacientes que se encaixam em um destes grupos: homens que praticam sexo com
homens, qualquer paciente com uma histéria de condilomas anais e mulheres com
histologia vulvar ou de colo uterino anormal (NEW YORK STATE DEPARTMENT OF
PUBLIC HEALTH AIDS INSTITUTE, 2007).

2.7.1 Anuscopia de Alta Resolucéo e Biopsia Dirigida

A anuscopia de alta resolugdo (HRA) é usada para determinar a presenca,
extensdo ou auséncia de lesGes subclinicas, guiar biopsias e também permite o
tratamento direto das lesbes, com remocéo de lesGes intraepiteliais de alto grau.
Para aumentar a sensibilidade na triagem de lesdes neoplasicas anais, este método
deve ser utilizado em conjunto com a citologia (MAIA et al., 2014).

A HRA utiliza os mesmos principios e procedimentos basicos da colposcopia
cervical, com aplicacdo de acido acético e lugol sobre a superficie do canal anal,
para detectar lesdes acetobrancas suspeitas. O colposcépio fornece ampliacdo e
uma fonte de luz forte para facilitar a identificacdo de lesdes potenciais e orienta-las
para a biépsia (DARRAGH e WINKLER, 2011; PALEFSKY, 2012).
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Apesar de suas limitacdes, o exame histopatoldgico ainda € considerado o
padrdo-ouro para o diagnéstico de lesdes displasicas e invasivas. Porém, este
resultado depende da habilidade do médico em discernir quais lesdes devem ser
amostradas para o diagnostico histolégico (JAY, 2011; MAIA et al., 2014).

Como técnica, a HRA é mais desafiadora do que a colposcopia cérvico-
vaginal tradicional e requer treinamento extensivo e experiéncia para obter melhores
resultados. Isto se deve principalmente a topografia acidentada da regido anal;
obscurecimento de lesdes devido a hemorroidas, dobras, fezes ou muco; bem como
lesbes estarem localizadas na base de dobras e glandulas anais.
Consequentemente, uma longa curva de aprendizado é normalmente necessaria
antes de se tornar plenamente competente nesta técnica (PALEFSKY, 2012).

A anuscopia geralmente apresenta resultados correlacionados com o0s
resultados histopatologicos. Taxas de sensibilidade e especificidade de anuscopia
variam muito na literatura, uma vez que este ainda é um método muito subjetivo.
Taxas de sensibilidade variam de 59 a 100% e de especificidade de 19 a 66%
(MATHEWS et al., 2004; COSTA E SILVA et al., 2008; GIMENEZ et al., 2011). Um
estudo recente mostrou que a adicdo de biopsia aleatéria a HRA aumentou
significativamente o niumero de HSIL identificadas (SILVERA et al., 2014).

As limitacbes do HRA incluem necessidade de equipamento especial,
dependéncia de um operador e divulgacéo limitada na comunidade médica (MAIA et
al., 2014). Sua disponibilidade ainda é limitada devido ao reduzido numero de
clinicos que realizam tal procedimento, o que representa um obstaculo significativo
para iniciar o rastreamento do cancer anal (DARRAGH e WINKLER, 2011).

Devido a alta prevaléncia da NIA em certas populacdes, e também ao fato
de que um Unico resultado negativo para a citologia tem um valor preditivo negativo
pobre em populagbes com alta prevaléncia de doencga, alguns pesquisadores tém
defendido o uso da HRA como um teste de rastreio primario. Em um estudo, o uso
direto de HRA teve o menor custo total e foi a estratégia mais custo-efetiva. No
entanto, dada a disponibilidade insuficiente de HRA, a utilizagcdo da citologia para
fazer a triagem de individuos HRA e bidpsia pode ser a melhor abordagem atual
para identificar a doenga na populacdo em situacdo de risco (CHIN-HONG et al.,
2008; PARK e PALEFSKY, 2010; LAM et al., 2011).
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2.7.2 Citologia Anal

A citologia foi proposta como uma potencial ferramenta de rastreamento de
lesBes anais devido a semelhanca citomorfolégica entre canal anal e o colo do utero.
Devido ao risco do surgimento de tumores anais e a possibilidade de deteccéo das
lesbGes precursoras, os esfregacos citoldégicos anais estdo sendo utilizados para
auxiliar no diagnostico (LYTWYN et al., 2005; NADAL e MANZIONE, 2005). A
citologia é um teste de rastreio e ndo fornece diagnostico definitivo. Portanto, €
usada principalmente para determinar a necessidade de se encaminhar para a HRA
(JAY, 2011).

A citologia oferece duas vantagens sobre a anuscopia: 1) E uma técnica
simples, necessitando apenas de um breve treinamento para obtencdo de amostras
adequadas; 2) Permite a amostragem de uma grande area, com o0 minimo de
desconforto do paciente e sem anestesia (SCHOLEFIELD et al., 1998).

Avaliou-se o uso da citologia anal e encontrou-se valores de sensibilidade e
especificidade que variaram de 42 a 98% e de 16 a 96%, respectivamente (DE
RUITER et al., 1994; FRIEDLANDER et al., 2004; ARAIN et al., 2005; CHIAO et al.,
2006; NADAL et al., 2007). Estas variagcOes podem ser explicadas pela diferenca no
tamanho das amostras, prevaléncia da doenca na populacdo estudada e definicao
de critérios para positividade (BEAN e CHHIENG, 2010). A sensibilidade da citologia
para deteccao de lesdes intraepiteliais anais € maior em pacientes infectados pelo
HIV. Por outro lado, a especificidade é maior naqueles nado infectados pelo HIV
(PALEFSKY et al., 1997a; BERRY et al., 2009).

A citologia € um método sensivel, porém resultados da analise citolégica
anal podem néo se correlacionar bem com a histologia (MATHEWS et al., 2004,
ARAIN et al.,, 2005; BEAN e CHHIENG, 2010). Mathews e colaboradores (2004)
relataram uma concordancia de 74,7% entre os dois métodos, com um indice Kappa
de 0,36. Estes resultados sdo comparaveis aos de estudos comparando a citologia
cervical com a histologia, que mostraram concordancias de 64 a 91% e indices
Kappa de 0,18 a 0,65 (DIBONITO et al.,, 1993; MAYEAUX JUNIOR et al., 1995;
FITTIPALDI et al., 2010).
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Ao interpretar estes resultados, devemos levar em conta também a
subjetividade da histologia, que estd sujeita a erros de amostragem e medicao
(MATHEWS et al., 2004). Em muitos estudos, a histologia apresentou baixa a
moderada reprodutibilidade interobservadores (indices Kappa variando de 0,17 a
0,70) (CARTER et al., 1994; COLQUHOUN et al., 2003; LYTWYN et al., 2005).
Lytwyn et al. (2005), avaliando a concordancia entre 4 patologistas, encontraram
ainda, para a citologia anal, coeficientes Kappa de 0,49 a 0,59. Esta variacdo de
reprodutibilidade interobservadores para exame citoldgico anal é semelhante a
relatada para a citologia cervical (Kappa de 0,44 a 0,70) (COCCHI et al., 1997,
STOLER e SCHIFFMAN, 2001).

Além disso, o sucesso do rastreio do cancer anal deve ser baseado na
repeticdo dos testes ao longo do tempo. Palefsky et al. (1997a) mostraram que a
sensibilidade para a deteccdo de lesdes anais aumentou de 69% para 81% apos 2
anos de triagem subsequentes.

Em dois estudos realizados nos Estados Unidos, foi avaliado o custo-
beneficio da citologia anal no rastreamento de homens homo e bissexuais,
portadores ou nao do HIV, e verificaram que a triagem a cada 2 ou 3 anos pode ser
vantajosa e trazer beneficios a expectativa de vida dos pacientes (GOLDIE et al.,
1999; GOLDIE et al.,, 2000). Em contraste, em outro estudo realizado no Reino
Unido a triagem de homens homo e bissexuais ndo teve uma boa relacdo custo-
beneficio. Esta discrepancia se deve, provavelmente, as menores taxas de
incidéncia do cancer anal no Reino Unido em comparagcao com os EUA (KARNON et
al., 2008). Outros grupos que poderiam ser rastreados incluem todos os individuos
HIV positivos, mulheres com historico de displasia ou cancer cervical e pacientes
transplantados (URONIS e BENDELL, 2007).

2.7.2.1 Coleta

Assim como na citologia cervical, a técnica para coleta do material é ponto

critico para qualidade da amostra para representar a morfologia de todo o epitélio. A
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instrucdo do paciente também se faz etapa importante para boa amostragem. Deve-
se orientar os individuos que serdo submetidos a coleta de material anal a evitar o
uso de duchas diretas na regido, bem como a pratica de sexo anal receptivo nas 24
horas que antecedem o exame. Quanto ao posicionamento, a posi¢cao de litotomia
dorsal é tipicamente usada. O decubito lateral esquerdo tem sido preferido para
mulheres que também estdo sendo submetidas a um exame pélvico (JAY, 2011;
DARRAGH e WINKLER, 2012).

Estudos sugerem que a utilizacdo de swab de poliéster € melhor tolerada
pelos pacientes, em comparacdo com a de escova citolégica, que pode causar
desconforto e sangramentos. O uso da escova citolégica tem representado papel
secundario em relacdo a citologia anal, apesar de poder conferir melhores
resultados de leituras citolégicas. Swabs de algod&o, por sua vez, absorvem as
células, dificultando a liberagéo destas na lamina ou em meio liquido, por isto devem
ser evitados (COSTA E SILVA et al., 2005; JAY, 2011).

Nadal e colaboradores (2009) compararam a coleta de material anal com
escovas citologicas introduzidas a 2 e a 4 cm, e concluiram que a coleta foi mais
eficiente com a escova introduzida mais profundamente.

Para amostragem de células, o instrumento de coleta é inserido no canal
anal e girado lentamente enquanto se mantém pressédo nas paredes do canal. As
células séo rapidamente colocadas em lamina para a citologia convencional ou em
meio liquido (BEAN e CHHIENG, 2010).

Amostras podem ser coletadas com ou sem auxilio de um anuscopio para
observacdo da mucosa, sendo que, em um estudo no qual se comparou estas duas
formas de coleta, encontrou-se maior numero de amostras satisfatérias no segundo
caso. O uso do anuscopio pode prejudicar o acesso ao epitélio escamoso proximo a
zona de transformacdo ou ainda pode causar uma descamacdo do epitélio,
contribuindo para diminuir a quantidade de células encontradas (VAJDIC et al.,
2005).

O canal anal é mais facil de ser amostrado de forma cega do que o colo do
Gtero e tanto o0s pacientes como o0s profissionais sdo capazes de obter boas
amostras para citologia (CHIN-HONG et al., 2008). Ja foi demonstrada, em estudos

anteriores, alta adequabilidade das amostras anais obtidas por autocoleta, embora
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as taxas de amostras insatisfatérias sejam ligeiramente mais altas para amostras
autocoletadas, em relacdo as obtidas por clinicos. Contudo, a sensibilidade para
deteccdo de neoplasia intraepitelial anal é comparavel entre as duas formas de
coleta (CRANSTON et al., 2004; LAMPINEN et al., 2006b). Além disso, Chin-Hong et
al. (2008) mostraram que 80% dos homens com pouca ou nenhuma experiéncia
com rastreamento por citologia anal foram capazes de coletar uma amostra
adequada para interpretacdo na primeira tentativa.

O procedimento de autocoleta do material anal foi considerado, pelos
participantes de um estudo, como sendo privado (93%), seguro (100%), e facil de
realizar (100%). A maioria dos participantes (92%) afirmaram que usariam o método
de autocoleta de amostras anais novamente e que preferem colher o seu proprio
material. Assim sendo, a autocoleta pode aumentar a acessibilidade e aceitabilidade
do rastreamento das lesdes intraepiteliais anais, principalmente em grupos de risco
gue apresentam maior sensibilidade a tal método (SHIRAMIZU et al., 2012).

2.7.2.2 Preparo da amostra

Amostras podem ser preparadas pela citologia convencional (CC) ou pela
citologia em meio liquido (CML). Na CML a amostragem é similar a convencional.
Entretanto, visando diminuir a presenca de artefatos, a amostra € dispersa em uma
solucdo preservante. A amostra é preparada centrifugando-se esta suspensao e
transferindo-se as células para uma lamina. Tanto a CC, como a CML, necessitam
de coloracdo pelo método de Papanicolaou (DUPREE et al., 1998; DARRAGH e
WINKLER, 2012).
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2.7.2.3 Adequabilidade da amostra

Os critérios para definir se um esfregaco é ou nao satisfatorio sdo baseados
no Sistema Bethesda 2001. A celularidade para citologia convencional deve ser de
no minimo 2 a 3 mil células escamosas, ndo queratinizadas, bem preservadas e nao
obscurecidas por artefatos. Para a CML, deve haver ao menos 1 a 2 células
escamosas por campo em maior aumento para amostras de ThinPrep® e 3 a 6, para
amostras de SurePath®. Amostras compostas em sua maioria por escamas sem
ndcleos ou obscurecidas por material fecal € considerada insatisfatéria para
avaliacdo (SOLOMON e NAYAR, 2004; PEREIRA et al., 2010).

Em estudos de amostras anais, nos quais se comparou as duas
metodologias, ambas as preparac¢des produziram diagnésticos semelhantes. Além
disso, a CML reduz a presenca de fatores de obscurecimento, como material fecal,
bactérias e artefatos de secagem, e as amostras podem ainda ser utilizadas para
estudos moleculares (SHERMAN et al., 1995; DARRAGH et al., 1997).

Assim como para as amostras cervicais, se houver a presenca de células
anormais, as amostras devem ser reportadas como satisfatorias para avaliacao.
Além disso, presenca de células metaplasicas ou colunares indica que a zona de
transformacado foi alcancada, e deve ser reportada. Contudo, a auséncia destas
células ndo é necessaria para avaliagdo da amostra (BEAN e CHHIENG, 2010).

Palefsky e colaboradores (1997a) avaliaram o desempenho da citologia anal
com relacdo a presenca ou auséncia de células colunares, e observaram que houve
pouca alteracdo na sensibilidade e especificidade da citologia quando esfregacos
sem células colunares foram excluidos da analise.

As causas mais comuns de amostras insatisfatorias para avaliagéo incluem:
celularidade insuficiente, predominio de escamas anucleadas e contaminacdo com
material fecal. Pobre preservacédo celular em esfregacos de citologia convencional
também pode produzir um resultado negativo. A varidvel mais comumente associada
com esfregacos insatisfatorios € a profundidade na qual o instrumento de
amostragem € introduzido no canal anal. O maior nUmero de casos com material

insatisfatorio foi encontrado em estudos nos quais as amostras foram coletadas a
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uma profundidade de 1,5 a 2 cm (NADAL et al., 2009; HERACLIO et al., 2011;
DARRAGH e WINKLER, 2012).

2.7.2.4 Interpretacéo

Em uma amostra de citologia anal normal sdo observadas células
escamosas superficiais e intermediarias, células metaplasicas e células colunares
retais. Ao contrario das amostras ginecoldgicas, amostras anais frequentemente
apresentam abundantes células escamosas anucleadas, um componente normal
que surge a partir da coleta de amostras da porcdo mais distal e queratinizada do
canal anal (DARRAGH e WINKLER, 2011).

A analise da citologia anal é mais trabalhosa do que a citologia cervical. Isso
ocorre devido ao grande numero de escamas anucleadas, quantidade de bactérias
no fundo da lamina e presenca de matéria fecal, o que dificulta a avaliacdo do
esfregaco, principalmente pelo método convencional (CARDINAL et al., 2014).

Embora organismos também possam ser observados em amostras anais, a
citologia anal ndo deve ser considerada uma ferramenta precisa para o diagnostico
de infeccdo. Alguns microrganismos sédo observados de forma semelhante a
citologia cervical, como a Candida spp. e efeitos citopaticos do Herpes virus, do
citomegalovirus e do HPV. Outros sdo exclusivos do trato gastrointestinal, como
amebas, cistos e ovos de larvas (DARRAGH e WINKLER, 2012).

Em 2001, o Sistema Bethesda para citopatologia cérvico-vaginal incluiu um
apéndice para classificacdo de amostras de citologia anorretal. Assim como para
citologia cervical, as interpretagcdes de citologia anorretal incluem: negativo para
leséo intraepitelial ou malignidade (NILM), células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US), células escamosas atipicas ndo se pode excluir lesédo de
alto grau (ASC-H), lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), lesao
intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e carcinoma de células escamosas
(SOLOMON e NAYAR, 2004).
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Apesar das semelhangas entre lesbes intraepiteliais escamosas anais e
cervicais, o diagndstico de displasia anal deve ser mais concentrado em alteracdes
nucleares (FRIEDLANDER et al., 2004; BEAN e CHHIENG, 2010). Além disso, 0s
coilécitos verdadeiros sdo infrequentes nos esfregacos anais, mesmo quando a
biopsia revela lesdo evidente. Isso pode ser explicado pela queratinizacdo
citoplasmatica dificultando a formacdo das caracteristicas perinucleares que
distinguem o coilocito. Em contraste com o colo uterino, alteracbes degenerativas
sdo mais comuns e alteracdes reativas e reparativas Sd4o menos comuns em
esfregacos anais. Alteracbes como paraqueratose e disqueratose, Ss&0 comumente
observadas em esfregacos normais (SCHOLEFIELD et al., 1998; ROBERTS e
EKMAN, 2012; CARDINAL et al., 2014).

Em amostras classificadas como LSIL as alteracbes morfologicas
encontradas nos esfregacos anais séo alteracfes nucleares em células escamosas
superficiais e intermediarias. Essas altera¢cdes nucleares incluem aumento nuclear,
geralmente maior do que 3 vezes o tamanho normal do nucleo de uma célula
intermediaria normal; hipercromasia, alteracbes na cromatina e membrana nuclear
irregular. Outras alterac6es podem incluir queratinizacdo citoplasmatica e bi e
multinucleacgdo. A presenca de coildcitos é indicativa de LSIL, mas n&do é obrigatoria
para a sua interpretacao (PEREIRA et al., 2010; ROBERTS e EKMAN, 2012).

Em amostras classificadas como ASC-US, as células ndo apresentam os
critérios exigidos para interpretagcdo de LSIL. Neste caso, as células apresentam
nucleo de 2 a 3 vezes o tamanho normal do nucleo de uma célula intermediéria, leve
hipercromasia, leve irregularidade na forma nuclear e na distribuicdo da cromatina
(PEREIRA et al., 2010).

Para classificacdo de HSIL, as células devem apresentar aumento da
relagdo nucleo/citoplasma muito maior que na LSIL. As células anormais séo
metaplasicas imaturas, escamosas intermediarias ou parabasais, isoladas ou em
pequenos grupos. H4 aumento do tamanho nuclear, hipercromasia, cromatina
grosseira e irregularidade da membrana nuclear, os nucléolos estdo geralmente
ausentes. A presenca de células paraqueratéticas atipicas também €& comum.

Quando néo existem critérios suficientes para o diagndstico de HSIL, a utilizacdo da
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classificacdo ASC-H é apropriada (PEREIRA et al., 2010; DARRAGH e WINKLER,
2012).

O carcinoma escamoso anal é similar ao do colo uterino, com variavel
namero de células malignas, frequentemente com células queratinizadas
(ROBERTS e EKMAN, 2012). O carcinoma invasivo é dificil de diagnosticar na
citologia anal porque sinais de diatese estdo frequentemente ausentes ou podem ser
dificeis de distinguir do material fecal (DARRAGH e WINKLER, 2012).

2.8 CONSIDERACOES

O emprego do rastreamento do cancer anal através da citologia teve seu
inicio estimulado pela similaridade etiolégica e patoldgica das lesdes anais com as
lesbes cervicais (DARRAGH e WINKLER, 2011). Entretanto, alguns autores
questionam o real beneficio do rastreamento do cancer anal, devido a falta de
evidéncia da diminuicdo da mortalidade por este cancer e também pela falta de
padronizacdo das ferramentas utilizadas para rastreamento e tratamento deste
cancer (CZOSKI-MURRAY et al., 2010; READ e FAIRLEY, 2011; GRULICH et al.,
2012). Com base nisto, este trabalho visou comparar os métodos citologicos
convencional e em meio liquido no rastreio de lesdes intraepiteliais anais, com o

objetivo de padronizar a sua utilizacéo para a prevencéao e controle do cancer anal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar aspectos técnicos e citomorfoldgicos na comparacdo entre o0s

meétodos convencional e em meio liquido para o exame de citologia anal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Testar o emprego de citologia convencional e de citologia em meio liquido
em amostras de mucosa anal de individuos considerados saudaveis e de portadores
de HIV.

b) Avaliar comparativamente amostras de portadores e ndo portadores do
HIV quanto a presenca de microrganismos, tipos celulares, alteracdes citoldgicas
anais, bem como em relacdo a categorizacéo e classificagdo do exame citolégico
anal.

c) Avaliar o desempenho das metodologias empregadas de acordo com
critérios de adequacdo das amostras e com a presenca de tipos celulares,

microrganismos e alteracdes reativas, degenerativas, pré-neoplasicas e neoplasicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Amostra

As amostras de mucosa anal para este estudo foram obtidas de individuos
adultos subdivididos em: a) Grupo controle - voluntarios do Curso de Farmacia e do
Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
do Parana e funcionarios do Hospital Osvaldo Cruz — Curitiba, PR, que néo
apresentavam diagndstico ou suspeita clinica de infec¢édo pelo HIV (n=50); b) Grupo
HIV — pacientes HIV positivos atendidos no Hospital Osvaldo Cruz - Curitiba, PR.

O grupo controle foi composto por 52 voluntarios, sendo que 35 individuos
pertenciam ao sexo feminino (67,3%) e 17, ao masculino (32,7%), com idades entre
18 e 84 anos, com médias e desvios padrédo de 36,2 + 13,1 para os homens e 42,2 +
15,5 para as mulheres. O grupo HIV foi composto por 50 pacientes HIV positivos,
sendo 22 individuos do sexo feminino (44,0%) e 28, do sexo masculino (56,0%),
com idades entre 21 e 72 anos. As médias e desvios padrao foram de 40,2 + 9,6
anos para os homens e de 41,9 + 11,6 anos para as mulheres.

Os individuos participantes da pesquisa ou seus responsaveis legais foram
conscientizados a respeito da importancia deste estudo e convidados a assinarem o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexos 1 e 2), aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Setor de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Parana, com numero 980.958 e CAAE
38458314.5.0000.0102 (Anexo 3), de forma a manifestarem sua concordancia em

participar.



51

4.1.2 Critérios de Exclusao

Os critérios de exclusdo foram os seguintes para os grupos: a) Grupo
controle: Individuos com diagndéstico ou que apresentem sinais ou sintomas de
infeccdo por HIV, como: perda excessiva de peso, nduseas, infeccdes recorrentes,
fadiga, febre, diarréia e suores noturnos; b) Grupo HIV: Individuos nao portadores do
HIV.

4.2 METODOS

4.2.1 Abordagem dos Individuos Sujeitos da Pesquisa

Grupo controle — a abordagem aos alunos foi feita por meio de cartazes
afixados em diferentes murais do prédio do Curso de Farmacia da UFPR,
convidando-os a participarem da pesquisa, evitando assim possiveis
constrangimentos aos académicos. Os cartazes esclareciam que 0s que desejassem
participar deveriam entrar em contato com o0s pesquisadores. Os voluntérios
receberam explicagbes a respeito da importdncia deste estudo para a
sistematizacdo e aplicacdo de novas metodologias em citologia clinica, que possam
vir a contribuir para o diagnostico do cancer e de outras doencgas que acometam a
regido anal. Em seguida, assinaram o TCLE modelo 1 (Anexo 1) e responderam ao
Instrumento de Avaliagdo na forma de entrevista para sua identificagdo e sobre seus
habitos, situacdo soécio-econdmica, possiveis queixas clinicas e uso de
medicamentos (Anexo 4).

Grupo HIV — os pacientes foram orientados em relacdo aos objetivos da
pesquisa e, apos explicagcdo, assinaram o TCLE modelo 2 (Anexo 2) e responderam

ao Instrumento de Avaliacao.
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4.2.2 Coleta do Material Anal

Existem divergéncias na literatura quanto a coleta do material anal, e se fez
necesséaria uma padronizacdo da mesma, com o objetivo de averiguar um método
eficiente e bem tolerado pelos pacientes. A coleta foi realizada de acordo com o
recomendado no estudo de Vajdic e colaboradores (2005), sem o auxilio de
anuscoépio. O instrumento de coleta padronizado foi o swab de rayon (COSTA E
SILVA et al., 2005), inserido no canal anal a uma profundidade de 4 cm (NADAL et
al., 2009).

4.2.2.5 Coleta do material do grupo HIV

A coleta do material em individuos HIV positivos foi realizada por profissional
treinado. Os participantes da pesquisa, apds explicagcdo sobre a inocuidade da
coleta, foram orientados a deitarem em uma maca em posi¢céo fetal, expondo a
regido anal. Em seguida, para raspagem de mucosa anal, foi introduzido um swab
de rayon (Rayswab®) 4 cm adentro do orificio, girando-o 360° em torno de seu eixo
e retirando-o do canal com movimento em espiral.

O material citologico foi depositado em Iamina de microscopia, rolando-se o
swab em varias faixas longitudinais, de forma a preencher a lamina. A lamina com o
material foi rapidamente acondicionada em um frasco plastico porta-laminas
cilindrico com tampa hermética, contendo &lcool etilico 95% como solucao fixadora,
durante no minimo 30 minutos e no maximo sete dias. O swab contendo o material
restante foi acondicionado em meio liquido Sirius®, durante no minimo 30 minutos e
no maximo sete dias, para realizacdo da citologia em meio liquido. Cada recipiente
foi adequadamente identificado e transportado para estudo citolégico no Laboratério
de Citologia Clinica do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do

Parana.
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4.2.2.6 Coleta do material do grupo controle

Os participantes da pesquisa foram devidamente instruidos a realizarem a
autocoleta, sendo que, além da explanacdo verbal, foi entregue aos mesmos um
folheto contendo instrugBes para autocoleta (ANEXO 5). O préprio participante da
pesquisa, em uma posicdo de sua preferéncia que lhe permita acesso ao anus,
introduziu o swab 4 cm adentro do canal anal, girando-o 360° em torno de seu eixo e
retirando-o do canal com movimento em espiral.

O material citologico foi depositado em Iamina de microscopia, rolando-se o
swab em varias faixas longitudinais, de forma a preencher a lamina. A lamina com o
material foi acondicionada em um frasco plastico porta-laminas cilindrico com tampa
hermética, contendo alcool etilico 95% como solucao fixadora, durante no minimo 30
minutos e no maximo sete dias. O swab contendo o material restante foi
acondicionado em meio liquido Sirius®, durante no minimo 30 minutos e no Maximo
sete dias, para realizacdo da citologia em meio liquido.

Os participantes da pesquisa foram instruidos a entregar o material no
Laboratorio de Citologia Clinica do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Parana, onde foi realizada a conferéncia e identificacdo deste material,

para entdo se proceder ao estudo citologico.

4.2.3 Preparo do Material para Citologia em Meio Liquido

As amostras de citologia em meio liquido foram processadas por
homogeneizagdo em agitador tipo vértex durante 20 segundos. Retirando-se o swab,
o material foi entdo transferido para um tubo com fundo cénico com capacidade para
15 mL e centrifugado a 1500 rpm durante 5 minutos, desprezando-se o
sobrenadante por inversdo. Em seguida, o sedimento foi ressuspenso por
homogenizacdo em vortex, confeccionando-se o esfregaco por espalhamento de

50 ul do material em forma circular, com o auxilio de ponteira descartavel de pipeta
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automatica e secagem ao ar. O material foi fixado em etanol 95% durante
30 minutos (DA SILVA, 2014).

4.2.4 Coloragéo e Montagem das Laminas

Cada lamina previamente fixada foi corada pelo método de Papanicolaou
(Newprov®), de acordo com o QUADRO 2. As laminas coradas foram mantidas
imersas em xilol até o momento do preparo. Apds adicdo de 2 gotas de Entelan®, a

lamina foi coberta com laminula 24x60 mm e submetida a secagem por 24 horas em

capela de exaustéao.

QUADRO 2 - COLORACAO DE PAPANICOLAOU MODIFICADA, SEGUNDO NEWPROV

Cuba | Reativo Tempo

1 Etanol a 80% 2 minutos
2 Etanol a 70% 2 minutos
3 Etanol a 50% 2 minutos
4 Agua destilada 2 minutos
5 Hematoxilina de Harris* | 45 segundos
6 Agua corrente 10 minutos
7 Etanol a 50% 2 minutos
8 Etanol a 70% 2 minutos
9 Etanol a 80% 2 minutos
10 Orange G* 2 minutos
11 Etanol absoluto 2 minutos
12 Etanol absoluto 2 minutos
13 Eosina Amarelada 36* | 2 minutos
14 Etanol absoluto 2 minutos
15 Etanol absoluto 2 minutos
16 Etanol absoluto 2 minutos
17 Xilol 2 minutos
18 Xilol 2 minutos
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4.2.5 Andlise Citolégica

Realizou-se anélises microscopicas para avaliar: adequabilidade e qualidade
das amostras; presenca de ceélulas escamosas superficiais, intermediarias e
parabasais, células metaplasicas, células colunares, leucdcitos polimorfonucleares,
histiocitos e hemacias; intensidade e tonalidade da coloracdo do citoplasma e do
nacleo; distribuicdo e granulosidade da cromatina; relacdo nucleo/citoplasma;
presenca de alteracdes reativas, degenerativas, pré-neoplasicas ou neoplasicas;
presenca de microrganismos normais e patolégicos.

A andlise citologica dos esfregacos foi realizada por dois citologistas, de
forma independente. Em casos de discordancias interobservadores, um terceiro
citologista avaliou o esfregaco e a interpretacéo foi definida por consenso. Utilizou-
se para as analises os critérios citomorfolégicos da literatura (CIBAS e DUCATMAN,
1996; BIBBO, 1997; MEISELS e MORIN, 1997; SOLOMON e NAYAR, 2004; KOSS
e MELAMED, 2005).

4.2.5.7 Adequacdo da amostra

A adequabilidade dos esfregacos analisados foi avaliada de acordo com os
seguintes critérios: aspectos de fixacdo, coloracdo do nudcleo e citoplasma,
celularidade, formato das células, visualizacdo da estrutura da cromatina, presenca
de artefatos de coloracédo, sobreposicao celular e obscurecimento por material fecal
e leucocitos. Para cada um desses itens, foram atribuidas as seguintes
classificacOes: satisfatorio Otimo, satisfatorio regular e insatisfatorio (DA SILVA,
2014).

Amostras insatisfatorias foram relatadas e quantificadas para cada
metodologia utilizada na coleta do material citologico.
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4.2.5.8 Tipos celulares

Relatou-se a presenca de células escamosas superficiais, intermediarias,
parabasais e basais, escamas anucleadas hiperqueratéticas, células colunares,
células metaplasicas, leucdcitos polimorfonucleares, histiocitos e hemacias,
avaliando-se sua quantidade em cruzes (raras, 1+, 2+ ou 3+), para estabelecer
comparacoes entre as metodologias empregadas, em relacdo aos tipos celulares
encontrados. A semi-quantificacdo das células foi realizada da seguinte forma: raras,
guando foram observadas poucas células na lamina; 1+, para poucas células por
campo; 2+, para quantidade moderada de células por campo, e; 3+, para muitas

células por campo.

4.2.5.9 Microrganismos

A anadlise da presenca de microrganismos foi realizada quantificando-se a
presenca de cocos e bacilos em cruzes (+, ++ ou +++) e relatando-se a presenca de
estruturas fungicas, efeitos citopaticos de Herpes virus e de HPV. Comparou-se a
detecgdo dos microrganismos nas diferentes metodologias de coleta e entre o0s

grupos analisados.

4.2.5.10 Alteragdes citoldgicas

Analisou-se a presenca de alteracOes reativas, reparativas, degenerativas,
pré-neoplasicas e neoplasicas como: pseudoeosinofilia, metacromasia,
vacuolizacdo, halo perinuclear, granulos querato-hialinos, apagamento de bordos
citoplasmaticos, coilocitose, hiperqueratose, paraqueratose, homogenizacdo da

cromatina, espessamento de bordos nucleares, cariorréxis, edema nuclear,
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binucleacdo, multinucleacdo, cariopicnose, caridlise, citélise, hipercromasia,
aumento da relacdo nucleo/citoplasma, contorno irregular do nucleo, pleomorfismo
celular, anisonucleose, padrdo anormal de grupamentos celulares, cariomegalia,
distribuicdo irregular da cromatina, espessamento irregular da membrana nuclear,
mitoses anormais, canibalismo, disqueratose e diatese tumoral. Comparou-se a
deteccdo das alteracdes nas diferentes metodologias de coleta e nos dois grupos

analisados.

4.2.5.11 Elaboragéo dos laudos citolégicos

Para categorizacdo das amostras foram avaliados os tipos celulares
presentes, a presenca de microrganismos e de alteracbes reativas, displasicas e
neoplasicas, como pode ser observado no Anexo 6.

Para as amostras satisfatorias para avaliagdo, os achados citolégicos foram
classificados como negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade, células
escamosas atipicas de significado indeterminado, células escamosas atipicas néo
se pode excluir lesdo de alto grau, lesédo intraepitelial escamosa de baixo grau, leséo
intraepitelial escamosa de alto grau, ou carcinoma de células escamosas, a
semelhanca do que € preconizado pelo Sistema Bethesda para citologia cervical
(SOLOMON e NAYAR, 2004). Considerou-se como anormalidade citoldgica,
qualquer achado citologico diferente de NILM. Os resultados obtidos foram
comparados de acordo com a metodologia de coleta empregada e de acordo com 0s

grupos analisados.

4.2.6 Analise Estatistica

Para a realizacdo dos testes estatisticos foram utilizados os programas

Microsoft Excel e BioEstat 5.0. Os grupos de estudo e os resultados da citologia anal
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convencional e em meio liquido foram comparados com as respostas
comportamentais ou entre as proprias lesdes observadas. As diferengas entre duas
proporcdes foram analisadas pelo teste Z para duas propor¢cdes para amostras
independentes. Proporcbes em populacdes com 2 ou mais atributos foram
analisados pelo teste qui-quadrado e teste de Haberman para residuos
padronizados em tabelas de contingéncias (HABERMAN, 1973; PEREIRA, 1999).
Para testar concordancia entre os diagnésticos da CC e CML foi utilizado o
coeficiente Kappa, interpretado da seguinte forma: k < 0, pobre; k=0,01 a 0,20, leve;
k = 0,21 a 0,40, consideravel, k= 0,41 a 0,60, moderada; k = 0,61 a 0,80,
substancial; k = 0,81 a 1, quase perfeita (LANDIS e KOCH, 1977). A significancia

estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados do estudo de células de mucosa anal pelas metodologias de
citologia convencional e em meio liquido estdo divididos em: caracterizacdo dos
sujeitos da pesquisa; descricdo e comparacdo dos achados citolégicos pelos
meétodos convencional e em meio liquido; e analise da relacdo entre caracteristicas

dos sujeitos da pesquisa e alteragdes citologicas.

5.1 CARACTERIZACAO DOS SUJEITOS DA PESQUISA

5.1.1 Caracterizacdo de ldade, Sexo e Condi¢des Socio-comportamentais dos

Participantes

A distribuicdo dos participantes da pesquisa segundo a faixa etaria pode ser

observada no Grafico 1.
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|2 2 2
Mo l l

<20 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 =70
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GRAFICO 1 - DISTRIBUICAO POR FAIXA ETARIA DOS INDIVIDUOS DO GRUPO CONTROLE
(N=52) E DO GRUPO HIV (N=50)
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A distribuicao da frequéncia dos sujeitos da pesquisa segundo seu estado civil
estd demonstrada na Tabela 1. Entre os grupos estudados, aproximadamente 46%
dos individuos do grupo controle ndo tinham companheiros fixos; e, do grupo HIV,
74% nao o tinham; sendo que esta diferenca foi estatisticamente significativa
(p<0,05).

TABELA 1 — CARACTERIZACAO DOS GRUPOS CONTROLE E HIV, DE ACORDO COM O

ESTADO CIVIL.

Grupo controle Grupo HIV
Estado civil

N % N %
Solteiro 18 34,6 32 64,0
Casado 23 44,2 6 12,0
Divorciado 3 5,8 4 8,0
Unido estavel 5 9,6 7 14,0
Vidvo 3 5,8 1 2,0
TOTAL 52 100 50 100

No Grafico 2, pode-se observar a distribuicdo dos participantes da pesquisa
segundo o grau de escolaridade. A grande maioria dos pacientes HIV positivos
estudados concluiu apenas o ensino fundamental, enquanto no grupo controle, 48%
dos individuos iniciaram ou completaram o ensino superior. A diferenca entre os dois

grupos foi estatisticamente significativa (p<0,05).
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GRAFICO 2 - GRAU DE ESCOLARIDADE RELATADO PELOS INDIVIDUOS AVALIADOS
NO GRUPO CONTROLE (N=52) E NO GRUPO HIV (N=50)
NOTA: * Diferenca significativa na frequéncia dos grupos (p < 0,05).

A distribuicao das frequéncias de faixas salariais nos grupos estudados esta
demonstrada no Grafico 3. Houve diferencas significativas nas frequéncias de faixas

salariais entre os grupos (p<0,05).
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GRAFICO 3 — CARACTERIZACAO DOS GRUPOS CONTROLE (N=52) E HIV (N=50) DE ACORDO
COM AS FAIXAS SALARIAIS RELATADAS EM NUMERO DE SALARIOS MINIMOS
NOTA: * Diferencas significativas nas frequéncias dos grupos (p < 0,05).
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5.1.2 Relatos Sobre Habitos de Risco, Condi¢bes Clinicas e Cuidados com a Saude

Entre os pacientes do grupo HIV, 56% afirmaram ser tabagistas; 32% tinham
histéria de alcoolismo; e, 28% relataram ja ter feito uso de alguma droga ilicita. No
grupo controle, 17% eram tabagistas; 10% tinham historia de alcoolismo; e, 4%
tinham usado algum tipo de droga ilicita. A diferenca entre os grupos foi
estatisticamente significativa (p < 0,05) para todos os resultados.

Os pacientes HIV positivos foram questionados também sobre o uso da
terapia antirretroviral antes do periodo do internamento, sendo que 33 (64%)
afirmaram tomar os medicamentos e 17 (34%), ter abandonado o tratamento ou
nunca té-lo iniciado.

Com relacdo as préticas sexuais (Grafico 4), foi relatado um comportamento
de maior risco no grupo HIV, em comparagdo ao grupo controle, em relagcdo ao
namero de parceiros desde o inicio da atividade sexual (p<0,05). Porém, a pratica do
sexo anal receptivo foi semelhante entre os grupos (p=0,564), sendo relatada por 13
(26%) individuos HIV positivos e 11 (21%), do grupo controle. Destes, 54,5% e
69,2%, respectivamente, eram homens que praticam sexo com outros homens.

Quando questionados se tiveram anteriormente alguma doenca
sexualmente transmissivel (DST), apenas 3 pessoas do grupo controle responderam
positivamente, enquanto 18 pessoas do grupo HIV relataram uma ou mais DST
anteriores (Tabela 2). Essa diferenca entre os grupos foi estatisticamente

significativa (p<0,05).
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GRAFICO 4 - DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS DO NUMERO DE PARCEIROS
SEXUAIS DURANTE A VIDA, RELATADOS NOS GRUPOS CONTROLE (N=52) E
HIV (N=50)

NOTA: NR — Nao responderam. * Diferenca significativa na frequéncia dos grupos (p < 0,05).

TABELA 2 - RELATOS DE DOENCAS SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS DOS INDIVIDUOS
DOS GRUPOS CONTROLE (N=52) E HIV (N=50)

Grupo controle Grupo HIV

N % n %
N&o tiveram DST 49 94 30 60
HPV 3 6 6 12
Sifilis - - 6 12
Gonorreia - - 3 6
Herpes genital - - 1 2
Hepatite C - - 1 2
Hepatite B - - 1 2
N&o sabem informar qual DST - - 4 8
Nao responderam a questao - - 2 4

NOTA: Alguns pacientes do grupo HIV relataram mais de uma DST.
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5.1.3 Relatos Sobre Funcionamento do Trato Gastrointestinal

Para avaliacdo do transito intestinal e da consisténcia das fezes levou-se em
consideracdo o que cada participante considerava o seu normal, visto que muitos
pacientes portadores de HIV relataram mudangas do comportamento intestinal
quando internados. O resultado da frequéncia da distribuicdo dos participantes
quanto a avaliacdo do transito intestinal estd demonstrada na Tabela 3. Houve
diferenca estatistica entre os grupos avaliados (p<0,05), sendo que mais individuos
do grupo controle relataram evacuar mais de uma vez ao dia, enquanto mais

individuos do grupo HIV relataram evacuar menos de 3 vezes por semana.

TABELA 3 - AVALIACAO DO TRANSITO INTESTINAL DOS INDIVIDUOS DOS GRUPOS
CONTROLE (N=52) E HIV (N=50), DE ACORDO COM SEUS RELATOS

o ) Grupo controle Grupo HIV
Tréansito intestinal
n % n %
Mais de uma evacuacao ao dia 9* 17,3 2% 4,0
Uma evacuagéo ao dia 19 36,5 22 44,0
Evacuagbes em dias alternados 18 34,6 12 24,0
Menos de 3 evacuagbes por semana 6* 11,6 14* 28,0

NOTA: * Diferenca significativa na frequéncia dos grupos (p < 0,05).

Quando questionados sobre o uso frequente de laxantes, 3 (5,8%) dos
individuos do grupo controle informaram que faziam uso dos mesmos. Desses, 2
relataram evacuar menos de trés vezes na semana e 1, evacuar em dias alternados.
Do grupo HIV, 5 (10%) admitiram fazer uso de laxantes, sendo que 3 haviam
relatado constipacédo, 1 disse evacuar em dias alternados e 1, evacuar todos os dias.
A distribuicdo da frequéncia dos participantes, segundo relatos sobre a consisténcia
das fezes, é demonstrada no Gréfico 5; sendo que n&o houve diferenca significativa

entre os grupos (p=0,125).
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GRAFICO 5 - CONSISTENCIA HABITUAL DAS FEZES RELATADA PELOS PARTICIPANTES
DOS GRUPOS CONTROLE (N=52) E HIV (N=50)

Em cada grupo avaliado, 5 participantes relataram uma intolerancia parcial
ou total a lactose e 1 participante do grupo controle relatou intolerancia ao gluten.

Os participantes foram questionados sobre a presenca de alguns sinais e
sintomas de doencas que poderiam estar afetando o trato gastrointestinal. N&o
houve diferenca estatisticamente significativa de acordo com o relato de sintomas
entre os grupos (p=0,994), sendo que, 51,9% dos individuos do grupo controle e
52,0%, do grupo HIV, relataram a presenca de algum dos
sintomas citados (Tabela 4). O sintoma mais relatado pelos pacientes foi a presenca
de hemorroidas.

TABELA 4 - FREQUENCIAS DE RELATOS DE SINTOMAS DE POSSIVEIS DOENGAS QUE
PUDESSEM ACOMETER O TRATO GASTROINTESTINAL

Grupo controle Grupo HIV
Sinais ou sintomas

n % n %
Dor associada a defecacao 4 7,7 6 12
Alteracdo na forma das fezes 5 9,6 0 0
Alteracdo na frequéncia das evacuacdes 8 15,4 12 24
Alteracd@o na consisténcia das fezes 9 17,3 7 14
Sangue visivel nas fezes 4 7,7 6 12
Sensacdo de evacuacgdo incompleta 10 19,2 5 10
Hemorroidas 18 34,6 13 26

NOTA: Alguns participantes relataram a presenca de mais de um sintoma. Grupo
controle n=52 e grupo HIV n=50.
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5.2 DESCRICAO E COMPARACAO DOS ACHADOS CITOLOGICOS PELOS
METODOS CONVENCIONAL E EM MEIO LIQUIDO

5.2.1 Avaliagao da Adequacao da Amostra

No grupo HIV, foram consideradas insatisfatérias 2 (4%) amostras, pelas
duas metodologias empregadas, ambas devido a baixa celularidade; enquanto no
grupo controle foram 10 (19,2%) das amostras analisadas pela citologia
convencional e 11 das amostras analisadas por citologia em meio liquido (21,2%).
AplOs novo contato com participantes do grupo controle cujas amostras foram
consideradas insatisfatérias, 5 deles aceitaram realizar nova coleta, para a qual
foram novamente instruidos. Nesta repeticdo, todas as amostras foram classificadas
como satisfatorias.

O Grafico 6 apresenta a avaliacdo da adequabilidade e da qualidade de
amostras citolégicas de mucosa anal dos grupos controle e HIV, pelos métodos de
citologia convencional e em meio liquido. Ndo houve diferenca significativa entre os
critérios de adequacdo quando se comparou grupo controle e grupo HIV (p>0,05).
Quando as metodologias utilizadas foram comparadas, observou-se maior nimero
de amostras satisfatdrias regulares para 0s quesitos obscurecimento por material

fecal e estrutura da cromatina, utilizando-se a citologia convencional (p<0,05).
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GRAFICO 6 - AVALIACAO DA ADEQUABILIDADE DE AMOSTRAS QITOLOGICAS DE MUCOSA
ANAL POR CITOLOGIA CONVENCIONAL E EM MEIO LIQUIDO

NOTA: Frequéncia M satisfatorio 6timo satisfatorio regular I insatisfatorio nao avaliado
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A Figura 5 apresenta fotomicrografias do material citolégico anal de um
mesmo individuo, processado pelos métodos convencional e em meio liquido. No
aumento de 100X, é possivel observar o fundo sujo na citologia convencional (Figura
5A) e o fundo mais limpo na citologia liquida (Figura 5B). As células na citologia
convencional se mostraram mais degeneradas, e com maior dificuldade na
observacdo da estrutura da cromatina, como pode ser observado no aumento de
400X (Figura 5C e 5E). Em contrapartida, nas células processadas em meio liquido,
a estrutura da cromatina foi melhor observada, porém as células se apresentaram

mais deformadas, com mais pleomorfismo celular (Figura 5D e 5F).



CONVENCIONAL MEIO LiQUIDO

FIGURA 5 - FOTOMICROGRAFIAS DE MATERIAL CITOLOGICO ANAL PELA METODOLOGIA
CONVENCIONAL E EM MEIO LIQUIDO

NOTA: 5A e 5B — Aumento de 100x; 5C a 5F — Aumento de 400x.

FONTE: A autora.
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5.2.2 Distribuicdo dos Achados Citologicos Segundo a Metodologia Empregada

O Grafico 7 apresenta os resultados da presenca de células escamosas,
células metaplasicas, células colunares, leucdcitos polimorfonucleares, histidcitos e
hemacias, observados na leitura citolégica de amostras de mucosa anal pelos
métodos de citologia convencional e em meio liquido. Devido aos achados de
presenca significativa de escamas anucleadas hiperqueratéticas nas amostras de
mucosa anal, indicou-se sua presenca separadamente das células superficiais.

Comparando-se a presenca dos tipos celulares pelas metodologias
convencional e em meio liquido, apenas houve diferenca estatistica para as
hemacias (p < 0,05), que foram observadas em amostras do grupo HIV pela citologia
convencional, mas ndo pela citologia em meio liquido. Comparando-se a presenca
dos tipos celulares entre os grupos controle e HIV, n&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre estes grupos com relacdo as células escamosas
superficiais, intermediarias, parabasais, colunares, e polimorfonucleares; porém as
células metaplasicas foram mais observadas no grupo HIV pela citologia em meio
liguido, em comparag¢do com o grupo controle (p<0,05) e os histidcitos foram mais
observados no grupo HIV, em comparagcdo com o0 grupo controle, pela citologia

convencional (p<0,05).
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GRAFICO 7 - PRESENCA DE TIPOS CELULARES EM AMOSTRAS DE MATERIAL ANAL NOS
GRUPOS CONTROLE (N=52) E HIV (N=50)

NOTA: ESC - Escamas anucleadas hiperqueratoticas; CES — Células escamosas superficiais; CEl —
Células escamosas intermediarias; CEP — Células escamosas parabasais; CM - Células
metaplasicas; COL — Células colunares; PMN — Leucécitos Polimorfonucleares; HIST — Histiocitos;
HEM - Hemacias. * Diferenca significativa do numero de observacdes pelas metodologias
convencional e em meio liquido (p < 0,05). T Diferenca significativa do nimero de observacdes entre
0s grupos (p<0,05).

A distribuicdo das amostras segundo a semiquantificacao dos tipos celulares

observados nas amostras de mucosa anal estd demonstrada nos Graficos 8 e 9.
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GRAFICO 8 — SEMIQUANTIFICACAO DOS TIPOS CELULARES EM AMOSTRAS DE MUCOSA
ANAL AVALIADAS PELO METODO CONVENCIONAL E LIQUIDO NOS GRUPOS
CONTROLE (N=50) E HIV (N=50)

NOTA: CES - Células escamosas superficiais; CEl — Células escamosas intermediarias; CEP —

Células escamosas parabasais; CM — Células metaplasicas. Raras - poucas células na lamina; 1+ -

poucas células por campo; 2+ - quantidade moderada de células por campo; 3+ - muitas células por

campo. * Diferenca significativa do niumero de observagdes pelas metodologias (p < 0,05).

As células escamosas superficiais, intermediarias e escamas anucleadas
foram observadas em menor quantidade na citologia em meio liquido, em relacdo a
citologia convencional, enquanto as células metaplasicas foram observadas em
quantidade maior na CML. Porém, essa diferenca so6 foi significativa (p<0,05), no
grupo HIV, para células escamosas intermediarias, escamas e polimorfonucleares.
Enquanto no grupo controle, a diferenca foi significativa apenas para a quantidade
de escamas anucleadas observadas. Para as demais células ndo houve diferenca

estatistica nas quantidades observadas pelas diferentes metodologias.
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GRAFICO 9 — SEMIQUANTIFICACAO DAS CELULAS COLUNARES, LEUCOCITOS E HEMACIAS
EM AMOSTRAS DE MUCOSA ANAL AVALIADAS PELOS METODOS CONVENCIONAL
E EM MEIO LIQUIDO NOS GRUPOS CONTROLE (N=52) E HIV (N=50)

NOTA: COL — Células colunares; PMN — Leucécitos Polimorfonucleares; HIST — Histidcitos; HEM —

Hemacias. Raras - poucas células na lamina; 1+ - poucas células por campo; 2+ - quantidade

moderada de células por campo; 3+ - muitas células por campo. *Diferenca significativa do nimero de

observacgfes pelas metodologias (p < 0,05).

As Figuras 6 e 7 apresentam fotomicrografias de alguns dos tipos celulares
encontrados em amostras do mesmo individuo pelos métodos convencional e em

meio liquido.



CONVENCIONAL MEIO LIQUIDO

FIGURA 6 - FOTOMICROGRAFIAS DE TIPOS CELULARES OBSERVADOS EM MATERIAL
CITOLOGICO ANAL PELA METODOLOGIA CONVENCIONAL E EM MEIO LIQUIDO
NOTA: CES - Células escamosas superficiais; CEl — Células escamosas intermediarias; CEP —
Células escamosas parabasais; CM — Células metaplasicas; COL — Células colunares; PMN —
Leucdcitos Polimorfonucleares.

FONTE: A autora.
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FIGURA 7 - FOTOMICROGRAFIAS DE TIPOS CELULARES OBSERVADOS EM MATERIAL
CITOLOGICO ANAL PELA METODOLOGIA CONVENCIONAL E EM MEIO LIQUIDO

NOTA: ESC — Escamas anucleadas hiperqueratéticas; COL — Células colunares; PMN — Leucdcitos

polimorfonucleares; HEM — Hemacias; HIST — Histidcitos.

FONTE: A autora.
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A Tabela 5 representa comparacgdes entre coleta pelo método convencional
e em meio liquido em relacdo a presenca de alteracdes reativas, reparativas e
degenerativas em células de material anal. E possivel observar que quase todas as
amostras apresentaram alteracdes, em especial pseudoeosinofilia, metacromasia,

apagamentos de bordos citoplasmaticos, hiperqueratose e edema nuclear.

TABELA 5 - PRESENCA DE ALTERACOES REATIVAS, REPARATIVAS E DEGENERATIVAS
EM CELULAS DE MATERIAL ANAL PELOS METODOS CONVENCIONAL E EM MEIO
LIQUIDO NOS GRUPOS CONTROLE (N=52) E HIV (N=50)

AlteracBes Grupo HIV Grupo Controle
cC CML CC CML
Pseudoeosinofilia 48 46 47 45
Metacromasia 48 46 48 43
Vacuolizagéo citoplasmatica 19 7 19 10' 11
Halo perinuclear 12 19 11 14
Granulos querato-hialinos 25 7 18" 11" 8'
Apagamento de bordos citoplasmaticos 32* 19* 32 21
Coilocitose 1 2 0 0
Hiperqueratose 48 40 46 42
Paraqueratose 18" 12 9' 6
Homogeneiza¢do de cromatina 4 1 0
Espessamento de bordos nucleares 4* 15 " 2 3
Cariorréxis 5 8 4 11
Edema nuclear 43" 42" 36" 28"
Binucleacéo 10" 18" 3 4!
Multinucleacéo 0 3 0 0
Cariopicnose 25* 43* 33 45
Multinucleacdo com amoldamento 1 2 0 0
Caridlise 25+ 47+ 38’ 48
Citolise 7 4 5 4

NOTA: CC - Citologia convencional; CML — Citologia em meio liquido. * Diferenca
significativa na frequéncia entre as metodologias analisadas (p < 0,05). ' Diferenca
significativa na frequéncia entre os grupos avaliados (p < 0,05).

Comparando-se a presenca de alteragBes citoldgicas de acordo com a
metodologia empregada, observa-se que, no grupo HIV, altera¢cdes nucleares como
espessamento de bordos nucleares, cariopicnose e caridlise, foram mais observadas

em amostras de citologia em meio liquido; enquanto o apagamento de bordos
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citoplasmaticos foi mais observado em amostras convencionais. Estes resultados
foram estatisticamente significativos (p < 0,05). No grupo controle esta diferenca
entre as metodologias foi observada em menor grau e ndo teve significancia
estatistica.

Comparando-se a presenca de alteragOes reativas e degenerativas entre os
grupos HIV e controle (Tabela 5), observou-se, no grupo HIV, maior nimero de
amostras com presenca de granulos querato-hialinos, edema nuclear e binucleacéo
com ambas as metodologias, bem como de vacuolizacdo citoplasmatica e
paraqueratose pela CC e de espessamento de bordos nucleares, pela CML. No
grupo controle, foram observados mais casos com presenca de caridlise pela CC.
Com relacao as outras alteracfes, ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos
avaliados.

Na Tabela 6, € possivel comparar a presenca de alteragbes pré-neoplasicas
e neoplasicas em amostras de mucosa anal nas metodologias utilizadas e nos
grupos avaliados. Destaca-se a presenca de alteracdes como hipercromasia,
cariomegalia e pleomorfismo celular.

Quando se comparou as metodologias, o pleomorfismo celular foi mais
observado na CML, porém essa diferenca néo foi significativa (p>0,05) em nenhum
dos grupos de estudo (Tabela 6).

Comparando-se 0s grupos, hipercromasia e cariomegalia foram observados
em maior niamero de casos do grupo HIV (p<0,05). Também o pleomorfismo celular
foi mais observado no grupo HIV, mas essa diferenca soé foi significativa quando se
comparou os resultados da CML (Tabela 6).

Todas as outras alteracdes foram observadas apenas no grupo HIV, com
excecao do aparecimento de distribuicdo irregular da cromatina em um Gnico caso

do grupo controle.
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TABELA 6 - PRESENCA DE ALTERACOES PRE-NEOPLASICAS E NEOPLASICAS EM
C'ELULAS DE MATERIAL ANAL PELOS METODOS CONVENCIONAL E EM MEIO
LIQUIDO NOS GRUPOS CONTROLE (N=52) E HIV (N=50)

Alteracdes Grupo HIV Grupo Controle
CC CML CC CML
Hipercromasia 23" 32" 12' 12'
Cariomegalia 20" 21" 4" 4
Aumento da relagao nucleo/citoplasma 6 8 - -
Distribuicdo irregular da cromatina 4 8 - 1
Contorno irregular do nicleo 3 2 - -
Espessamento irregular da membrana nuclear 1 1 - -
Nucléolos aberrantes 1 1 - -
Mitoses anormais 1 1 - -
Pleomorfismo celular 22 35" 19 25"
Canibalismo 1 - - -
Anisonucleose 2 3 - -
Disqueratose 5 3 - -
Padrao anormal de grupamentos celulares 1 - - -
Diatese tumoral 1 - - -

NOTA: CC - Citologia convencional; CL — Citologia em
significativa na frequéncia entre os grupos avaliados (p < 0,05).

5.2.3 Avaliacdo dos Microrganismos

meio liquido. ' Diferenca

A distribuicdo das amostras segundo a presenca e semiquantificacdo dos

microrganismos observados nas amostras de mucosa anal esta demonstrada no

Gréfico 10. Nao houve diferencas entre as metodologias e os grupos avaliados.

Observou-se a presenca de 1+ a 2+ de cocos e bacilos na maioria das

amostras dos dois grupos e pelas duas metodologias.
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GRAFICO 10 - SEMIQUANTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS EM AMOSTRAS DE MUCOSA
ANAL AVALIADAS PELO METODO CONVENCIONAL E LIQUIDO NOS GRUPOS CONTROLE
(N=50) E HIV (N=50)
NOTA: Ausentes — ndo foram observadas bactérias na lamina. Raras - poucas bactérias na lamina;
1+ - poucas bactérias por campo; 2+ - quantidade moderada de bactérias por campo; 3+ - muitas
bactérias por campo.

A Figura 8 apresenta fotomicrografias dos microrganismos e efeitos

citopaticos de virus que foram observados em amostras citolégicas anais.



FIGURA 8 - FOTOMICROGRAFIAS DE MICRORGANISMOS E EFEITOS CITOPATICOS
OBSERVADOS EM MATERIAL CITOLOGICO ANAL

NOTA: Figura 8A - possivel protozodario intestinal; 8B - pseudo-hifas e células leveduriformes; 8C -
efeito citopatico do virus Herpes simples; 8D - efeito citopatico do HPV.

FONTE: A autora.

5.2.4 Avaliacdo do Resultado da Analise Citolégica

As 102 amostras de citologia anal foram avaliadas por dois métodos
citologicos, a citologia convencional e a citologia em meio liquido. Para cada método
utilizado, foram realizadas as analises morfoldgicas e a categorizacdo e
classificacao do laudo.

Em relacdo aos achados na citologia anal, quadros interpretados como
negativo para leséo intraepitelial ou malignidade (NILM) foram observados em todos

os esfregacos do grupo controle com amostras satisfatérias para avaliacdo, tanto
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pela metodologia convencional, como pela citologia em meio liquido. Foi observada
positividade em 22% dos casos do grupo HIV, empregando-se como metodologia a
citologia convencional, e 20% quando a citologia em meio liquido foi empregada. A
classificacdo das amostras categorizadas como positivas estd demonstrada na
Tabela 7. N&o houve diferenca significativa quanto a positividade entre as
metodologias utilizadas. Porém, quando se comparou o0s grupos HIV e controle, foi

observada positividade significativamente maior no grupo HIV (p=0,002).

TABELA 7 - CATEGORIZAGAO DAS AMOSTRAS SATISFATORIAS, SEGUNDO OS GRUPOS
DE ESTUDO DEFINIDOS E A METODOLOGIA EMPREGADA

Grupo HIV Grupo controle

Categorizagéo CcC CML CcC CML

n % n % n % N %
NILM 37 74 38 76 47 90 46 88
ASC-US 7 14 5 10 - - - -
ASC-H 1 2 - - - - - -
LSIL 2 4 3 6 - - - -
HSIL 1 2 2 4 - - - -
Insatisfatdrias 2 4 2 4 5 10 6 12

NOTA: Grupo HIV n=50; Grupo controle n=52. NILM — Negativo para lesdo intraepitelial ou
malignidade; ASC-US — Células escamosas atipicas de significado indeterminado; ASC-H —
Células escamosas atipicas de significado indeterminado ndo se pode excluir HSIL; LSIL —
Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau; HSIL — Les&o intraepitelial escamosa de alto
grau. CC - Citologia convencional; CML — Citologia em meio liquido.

No grupo controle, apenas uma amostra diferiu na interpretacdo entre as
duas metodologias, sendo esta classificada como NILM na CC e insatisfatoria na
CML (Tabela 7). A concordancia entre os dois métodos utilizados, neste grupo,
apresentou significancia estatistica (p <0,001) com teste Kappa de 0,90 (quase
perfeita) e intervalo de confianca de 95% (0,628 a 1,000).

No grupo HIV, foi observada concordancia entre as duas metodologias
empregadas em 92% das amostras, como mostra a Tabela 8. A concordancia entre
os dois métodos utilizados apresentou significancia estatistica (p < 0,001) com teste
Kappa de 0,81 (quase perfeita) e intervalo de confianca de 95% (0,626 a 0,990).
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TABELA 8 - CONCORDANCIA ENTRE AS INTERPRETACOES CITOLOGICAS DO GRUPO HIV
PELA CITOLOGIA CONVENCIONAL E EM MEIO LIQUIDO

CML
NILM ASC-US ASC-H LSIL HSIL Insat. Total
NILM 37 0 0 0 0 0 37
ASC-US 1 5 0 1 0 0 8
ASC-H O 0 0 1 0 0 1
Clist o o 0 1 1 0 2
HSIL 0 0 0 0 1 0 1
Insat. 0 0 0 0 0 2 2
Total 38 5 0 3 2 2 50
NOTA: CC - Citologia convencional; CML - Citologia em meio liquido; Insat. — Amostras

insatisfatorias.

Em 4 amostras ndo houve concordancia entre as interpretagdes citologicas

em amostras de citologia convencional e em meio liquido (Tabela 9).

TABELA 9 - CLASSIFICACOES DOS CASOS DE DISCORDANCIA NO GRUPO HIV, DE
ACORDO COM A METODOLOGIA EMPREGADA

Amostra n ° Citologia convencional C'tomﬂ,'c‘?uiggn meio
13 ASC-H LSIL
14 ASC-US NILM
37 ASC-US LSIL
49 LSIL HSIL

NOTA: NILM — Negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade; ASC-US —
Células escamosas atipicas de significado indeterminado; ASC-H — Células
escamosas atipicas de significado indeterminado néo se pode excluir HSIL; LSIL —
Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau; HSIL — Les&o intraepitelial escamosa
de alto grau.

A Figura 9 apresenta fotomicrografias das alteracfes citoldgicas encontradas
no grupo HIV, no mesmo individuo, pelas metodologias convencional e em meio
liguido. As Figuras 9A e 9B mostram alteragBes caracteristicas de ASC-US; 9C e
9D, alteragdes caracteristias de LSIL; 9E e 9F coildcitos; 9G e 9H alteracdes

correspondentes a HSIL.



CONVENCIONAL MEIO LiQuIDO

FIGURA 9 - FOTOMICROGRAFIAS DAS ALTERACOES CITOLOGICAS ENCONTRADAS EM
PACIENTES HIV POSITIVOS PELAS METODOLOGIAS CONVENCIONAL E EM MEIO
LIQUIDO

NOTA: Figuras 9A e 9B mostram alteracdes caracteristicas de ASC-US; 9C e 9D, alteracdes

caracteristias de LSIL; 9E e 9F coilécitos; 9G e 9H alteracdes correspondentes a HSIL.

FONTE: A autora
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5.3 ANALISE DA RELACAO ENTRE CARACTERISTICAS SOCIO-
COMPORTAMENTAIS E ATIPIAS CITOLOGICAS

Na Tabela 10 € estabelecida comparacdo entre os dados obtidos nas
entrevistas, tanto dos individuos que apresentaram resultado citolégico negativo
(NILM) do grupo controle (n=47) e do grupo HIV (n=37), quanto de individuos HIV
positivos que apresentaram anormalidades citologicas (n=11).

Comparando-se individuos HIV positivos e do grupo controle com
categorizacdo NILM observou-se, no grupo HIV, niumero significativamente maior
daqueles que se declararam tabagistas, alcoolistas, com maior nimero de parceiros
sexuais ao longo da vida, com histérico de DST anteriores; bem como ndamero
significativamente menor dos que relataram ter companheiro(a) fixo(a). Além disso,
houve diferenga significativa em relatos sobre o transito intestinal, sendo mais
frequente os de mais de uma evacuacéao ao dia no grupo controle e os de menos de
3 vezes na semana no grupo HIV (Tabela 10).

Foram observadas as mesmas diferencas em relagdo ao numero de
tabagistas, bem como de relatos de alcoolismo, companheiros fixos, parceiros ao
longo da vida e DST anteriores, quando se comparou resultados de NILM do grupo
controle com anormalidades citoldgicas do grupo HIV. Além disso, houve numero
significativamente maior de individuos HIV positivos com anormalidades citologicas
que relataram a presenca de sangue nas fezes.

Quando se comparou individuos do grupo HIV com NILM e com
anormalidades citoldégicas em relacdo a possiveis fatores de risco ou indicacoes
clinicas, houve diferenca estatistica apenas no nos casos em que havia relato de
sangue nas fezes. O mesmo aconteceu quando se comparou individuos com
anormalidades citol6gicas do grupo HIV com aqueles que tiveram resultados NILM

de ambos os grupos.
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TABELA 10 — ASSOCIACAO ENTRE CARACTERISTICAS SOCIO-COMPORTAMENTAIS E A PRESENCA DE ANORMALIDADES CITOLOGICAS EM
INDIVIDUOS DOS GRUPOS CONTROLE E HIV

Valor de p
NILM Controle NILM HIV ANC HIV NILM Controle NILM Controle NILM HIV NILM (Controle
(n=47) (n=37) (n=11) vs. NILM HIV vs. ANC HIV vs. ANC HIV e HIV) vs. ANC
Idade (Média/DP) 41,3+15,0 41,5+11,0 38,9+9.3
Sexo (n)
- Masculino 13 (27,7) 22 (59,5) 4 (36,4) 0,003* 0,568 0,177 0,737
- Feminino 34 (72,3) 15 (40,5) 7 (63,6) 0,003* 0,568 0,177 0,737
Tem compa nheiro fixo [n(%)] 25 (53,2) 11 (29,7) 2(18,2) 0,031* 0,036* 0,449 0,116
Tabagismo [n(%)] 8 (17,0) 21 (56,8) 6 (54,5) 0,000* 0,009* 0,897 0,196
Alcoolismo [n(%)] 4 (8,5) 11 (29,7) 4 (36,3) 0,012* 0,016* 0,677 0,149
Sexo anal [n(%)] 10 (21,3) 11 (29,7) 3(27,3) 0,374 0,668 0,875 0,870
N° parceiros [n(%)]
-laib 42 (89,4) 23 (62,2) 6 (54,5) 0,003* 0,006* 0,650 0,101
- Mais de 15 5 (10,6) 13 (35,1) 5 (45,5) 0,007* 0,006* 0,535 0,080
- Nao respondeu - 1(2,7) -
DST [n(%)] 24,3 17 (45,9) 4 (36,3) 0,000* 0,002* 0,574 0,317
- HPV 2(4,3) 4 (10,8) 2 (18,2) 0,247 0,101 0,516 0,215
Tréansito intestinal [n(%)]
Mais de uma evacuacéo ao dia 9(19,1) 1(2,7) - 0,021*
Uma evacuacao ao dia 15 (21,9) 16 (43,3) 5 (45,5) 0,285 0,395 0,897 0,583
Evacuacdes em dias alternados 17 (36,2) 8 (21,6) 4 (36,3) 0,148 0,990 0,322 0,655
Menos de 3 evacuag¢Bes na semana 6 (12,8) 12 (32,4) 2(18,2) 0,029* 0,639 0,361 0,804
Consisténcia das fezes [n(%)]
Normal 32 (68,1) 21 (56,8) 5 (45,5) 0,285 0,160 0,509 0,259
Diarréica 7 (14,9) 9 (24,3) 2(18,2) 0,275 0,786 0,670 0,945
Endurecida 8 (17,0) 7 (18,9) 4 (36,3) 0,822 0,154 0,227 0,149
Sintomas [n(%)] 26 (55,3) 16 (43,3) 8 (72,7) 0,272 0,291 0,086 0,156
- Dor associada a defecacéo 4 (8,5) 5 (13,5) 1(9,1) 0,462 0,951 0,697 0,869
- Alteracdo na forma das fezes 4 (8,5) - - - - - -
- Alteracao na frequéncia das evacuacdes 7 (14,9) 8 (21,6) 3(27,3) 0,424 0,328 0,695 0,454
- Alteracao na consisténcia das fezes 9(19,1) 5 (13,5) 1(9,1) 0,491 0,427 0,697 0,517
- Sangue nas fezes 3(6,4) 2 (5,4) 4 (36,3) 0,851 0,006* 0,006* 0,001*
- Hemorroidas 18 (38,3) 7 (18,9) 5 (45,5) 0,054 0,662 0,074 0,292
- Sensacdo de evacuacdo incompleta 9(19,1) 3(8,1) 2(18,2) 0,151 0,941 0,337 0,732

NOTA: NILM — Negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade; ANC — Anormalidades citolégicas. Anormalidades citolégicas incluem todas as
classificacdes diferentes de NILM.* Diferenca significativa (p< 0,05).



86

6 DISCUSSAO

O diagnéstico precoce de doencas, principalmente o cancer, oferece
possibilidades de resultados concretos na vida dos pacientes, tanto no aumento das
possibilidades de cura, quanto na qualidade de vida. Assim, estudos visando o
desenvolvimento e o aprimoramento de metodologias para rastreamento de doencas
sao bastante interessantes para os sistemas publicos de saude (DA SILVA, 2014).

A eleicdo do tema “rastreamento das lesdes precursoras do cancer do canal
anal” ocorreu por se observar aumento consideravel desse cancer em um
determinado grupo populacional considerado de risco (DARRAGH e WINKLER,
2011). Para tanto, julgou-se adequada a escolha de individuos internados
portadores de HIV/AIDS. Entretanto, a literatura € controversa quanto ao
seguimento, rastreamento e tratamento das lesGes anais (CHIAO et al., 2005;
GLYNNE-JONES et al., 2014). A semelhanca existente entre o cancer anal e o de
colo de utero, tanto histologicamente como anatomicamente, vem incentivando
tentativas de rastreamento precoce das neoplasias anais utilizando-se a citologia
(FRIEDLANDER et al., 2004).

Em diversos estudos, tem-se descrito a técnica de citologia em meio liquido
como um aperfeicoamento da citologia convencional, no que diz respeito a qualidade
de amostras cervicais. Relata-se que, com a citologia em meio liquido, pode-se
diminuir o nimero de amostras insatisfatorias e de resultados equivocados e, ainda,
com o material coletado € possivel realizar-se testes adicionais, como os de biologia
molecular, para detec¢cdo do HPV (HUTCHINSON et al., 1999; DOYLE et al., 2006;
ZHU et al., 2007).

Desta forma, considerou-se na presente pesquisa comparar 0 exame
citolégico convencional e em meio liquido, para a deteccdo de lesdes anais,
procurando-se estabelecer a sua eficacia para auxiliar no rastreamento de lesGes

anais, bem como avaliar a melhor forma de aplicagdo desses exames.
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6.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

No presente estudo, a amostra do grupo controle apresentou maior
prevaléncia de individuos do sexo feminino (67,3%). A baixa adesdo de homens no
grupo controle pode ser justificada pela resisténcia e constrangimento ao exame
que, assim como o0 exame de toque retal, ainda é considerado por muitos como uma
violagdo a masculinidade. E importante levantar esse aspecto preconceituoso
guanto a masculinidade na saude do homem, pois a resisténcia ao exame citolégico
pode levar ao comprometimento dos beneficios do rastreamento do cancer anal, a
semelhanca do que ocorre com o cancer de préstata (GOMES, 2003; GOMES et al.,
2008).

O grupo HIV apresentou uma prevaléncia ligeiramente maior do sexo
masculino (56,0%), comparado ao sexo feminino. E possivel que isto ocorra porque
existe maior procura pelo rastreamento do cancer anal em homens que apresentam
fatores de risco para este tipo de cancer, como a infeccéo pelo HIV (D’'SOUZA et al.,
2008; REED et al., 2010). Em estudos anteriores sobre citologia anal, também se
observou prevaléncias maiores de individuos do sexo masculino entre pacientes HIV
positivos (CONLEY et al., 2010; PATARAPADUNGKIT et al., 2012).

As idades médias foram semelhantes as encontradas por outros autores em
estudos de citologia anal. Conley e colaboradores (2010) encontraram uma faixa
etaria média de 41 anos; Patarapadungkit e colaboradores (2012), de 39 anos; e

Phanuphak e colaboradores (2013), de 34 anos.

6.2 HABITOS E FATORES DE RISCO

Com relacdo a presenca de fatores de risco, 56% dos pacientes do grupo
HIV e 17% do grupo controle afirmaram ser tabagistas;, 32% e 10%,
respectivamente, relataram historia de alcoolismo; e 28% e 4%, respectivamente,

haviam feito uso de algum tipo de droga ilicita. No estudo de Guimardes et al.
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(2011), 36% dos pacientes HIV positivos relataram ser tabagistas; 60%, etilistas; e,
54%, fizeram uso prévio de drogas ilicitas. No estudo de Melo et al. (2014), 66%
eram tabagistas; 58% etilistas; e 53% fizeram uso prévio de drogas ilicitas.

No presente estudo, 40% do grupo HIV relatou historia prévia de DST, como
mostra a Tabela 2. Em estudos anteriores, aproximadamente 70% dos individuos
HIV positivos relataram histéria prévia de DST (GUIMARAES et al., 2011; MELO et
al., 2014).

Neste estudo, apesar de ter sido encontrado numero significativamente
maior de individuos tabagistas e com histéria de alcoolismo e DST no grupo HIV,
nao foi observada relacdo entre estes fatores e a presenca de lesbes anais
(Tabela 10). A associacdo significativa destes fatores ao se comparar resultados
NILM do grupo controle e anormalidades citolégicas no grupo HIV se deve,
possivelmente, as diferencas nos comportamentos de risco encontradas entre 0s
grupos, em geral. Individuos HIV positivos frequentemente apresentam estilos de
vida que envolvem maior exposi¢cdo a outros cofatores potenciais na carcinogénese
induzida pelo HPV (GRULICH et al.,, 2007). No entanto, ndo se pode excluir a
possibilidade da influéncia do tabagismo, alcoolismo e uso de drogas ilicitas sobre o
desenvolvimento de lesdes intraepiteliais anais.

Dados da literatura sdo contraditérios quanto a relacdo entre o uso do
tabaco e o cancer anal. Gimenez et al. (2011) e Chin-Hong et al. (2005) nao
encontraram qualquer associagdo entre tabagismo e a presenca de lesdes
intraepiteliais anais. Contrariamente, Tseng et al. (2003) e Daling et al. (2004)
relataram associacao entre tabagismo e cancer anal.

O papel do uso de drogas alucinégenas na patogénese das lesdes
intraepiteliais anais também néao é claro. Gimenez et al. (2011) ndo encontraram
significancia estatistica entre a presenca de lesbes e dependéncia de drogas
alucinégenas; enquanto Chin-Hong et al. (2005) encontraram evidéncias para a
associacao independente do uso de drogas com o risco de lesdes anais. Acredita-se
que o uso de tais substancias pode ser indicativo da sele¢do de parceiros ou para
comportamentos que aumentam o risco para o desenvolvimento das lesdes anais
(CHIN-HONG et al., 2005).
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Em relacdo a pratica de coito anal receptivo, nossos dados mostraram que
21,2% dos participantes do grupo controle e 26%, do grupo HIV, relataram que
realizavam essa pratica. Comparada com estudos anteriores, a frequéncia de
participantes que praticam sexo anal receptiva foi baixa. Conley et al. (2010)
mostraram que 67% do total de participantes da sua pesquisa praticavam sexo anal
receptivo e, entre os homens, a frequéncia era de aproximadamente 80%.
Guimarées et al. (2011) revelaram que 77,1% dos homens praticavam sexo com
outros homens, e 54,8% haviam praticado intercurso anal receptivo nos 12 meses
anteriores a pesquisa. Enquanto isto, no estudo de Frisch et al. (1997) a maioria dos
homens e mulheres com cancer anal também néo praticavam sexo anal.

A prética do sexo anal receptivo foi correlacionada, em estudos anteriores,
tanto com a presenca de lesdes intraepiteliais anais, bem como com a presenca de
infeccdo pelo HPV (FRISCH et al., 1997; CONLEY et al., 2010; GUIMARAES et al.,
2011). A historia de intercurso anal receptivo é considerada um dos principais
fatores de risco associados a infeccdo pelo HPV (MACHALEK et al., 2012). Porém,
em alguns estudos tem sido mostrado que o intercurso anal ndo é fator necessario
para infeccdo anal pelo HPV e, consequentemente, para o desenvolvimento de
lesdes anais (COUTLEE et al., 2012). A incidéncia de HPV de alto risco na regi&o
anal de mulheres e homens heterossexuais varia de 5 a 20%. A presenca do HPV
em pessoas que nunca praticaram sexo anal receptivo pode ser justificada pela
utilizacdo do estimulo anal digital, com transferéncia do HPV da regido genital para
regido anal da prépria pessoa ou de seu parceiro (GRULICH et al., 2012).

Em estudo anterior, foram encontradas fortes associacdes entre o cancer
anal e a promiscuidade heterossexual. Grande numero de parceiros sexuais ao
longo da vida, inicio precoce da atividade sexual, intercurso anal receptivo, estado
civil de solteiro ou divorciado, uma variedade de doencas sexualmente
transmissiveis e a promiscuidade sexual do parceiro sdo todos associados
significativamente a um maior risco de cancer anal (FRISCH et al., 1997). O
comportamento sexual de maior risco dos individuos do grupo HIV no presente
estudo, observado pelo maior nimero de parceiros ao longo da vida (Gréfico 4) e
menor numero de individuos com parceiro fixo (Tabela 1), poderia entdo estar

contribuindo para a ocorréncia de anormalidades citolégicas neste grupo. Ja foi
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demonstrado também que a exposi¢do a varios tipos de HPV é um fator de risco real
para o0 aumento da incidéncia de lesGes anais observadas nesses pacientes
(GIMENEZ et al., 2011).

6.3 DADOS CLINICOS RELEVANTES E USO DA TARV

A terapia antirretroviral é bem difundida em todo o mundo e a maioria dos
pacientes com AIDS tem boa adesao a esse tratamento. Em nosso estudo, 64% dos
pacientes fazia uso dessas medicagcbes. Guimaraes et al. (2011), e Conley et al.
(2010), também observaram que 90% e 78% dos pacientes que estudaram,
respectivamente, faziam uso da terapia antirretroviral.

Em dois estudos anteriores, ndo foi observada nenhuma correlagéo entre o
uso de TARV e a ocorréncia de lesdes intraepiteliais anais (ABRAMOWITZ et al.,
2007; GIMENEZ et al., 2011). Por outro lado, Piketty et al. (2004) e Palefsky et al.
(2001a) relataram elevada prevaléncia de lesbes intraepiteliais anais em pacientes
em terapia, 0 que sugere que a restauracdo da imunidade pela TARV ndo esta
associada com a diminuicao da prevaléncia da infeccao por HPV, e os pacientes HIV
positivos permanecem em risco para desenvolvimento de carcinoma anal. No
presente estudo, observou-se maior uso de terapia antirretroviral entre individuos
com resultado citolégico positivo, em comparag¢do a individuos HIV positivos com
resultado NILM (p=0,048). Entretanto, deve-se considerar a limitacédo
da casuistica de casos positivos.

Ainda, no estudo de Gimenez et al. (2011), ndo foi observada associacao
significativa entre leséo intraepitelial escamosa anal e a presenca de doencas anais
benignas (como as hemorroidas). Porém, em estudos anteriores houve relacao
significativa entre cancer anal e a presenca de hemorrdidas (FRISCH et al., 1994,
TSENG et al., 2003). Frisch et al. (1994), apesar de terem notado essa associacao,
nao apoiam a visdo de que lesdes anais benignas causem cancer anal. Enquanto
isso, Tseng et al. (2003) acreditam que hemorroidas de longa duracdo podem agir

como doencas inflamatérias crénicas, que podem ter a capacidade de evoluir para
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carcinomas de células escamosas. Em outro estudo, analisando-se 0 risco relativo
para HSIL, foi encontrado menor risco associado a presenca de hemorroidas,
embora os autores nao tenham reconhecido nenhum mecanismo para este efeito
protetor das hemorroidas (PALEFSKY et al., 1998b). No presente estudo, nao
observamos associacao entre relatos de presenca de hemorroidas e resultados
citologicos alterados (Tabela 10). De fato, o uUnico sinal ou sintoma relatado
associado a resultado citolégico anormal foi a presenca de sangue nas fezes, um
sinal comumente associado ao cancer anal.

N&o houve associacdo entre relatos de intolerancia a lactose e ao glaten e
alteracOes na avaliagao do trato gastrointestinal e com presenca de anormalidades
citolégicas (resultado omitido).

Com relacdo a avaliacdo do transito intestinal, maior numero de individuos
HIV positivos relatou problemas de constipacdo (Tabela 3), porém, ndo houve
associacao entre este dado e a presenca de anormalidades citologicas (Tabela 10).
Esta alteracdo do transito intestinal possivelmente esta relacionada aos tratamentos
e periodos de internacdo aos quais 0s pacientes sdo submetidos. Relatos sobre a
consisténcia das fezes foi semelhante entre os grupos e também néo foi associado a

presenca de anormalidades citologicas.

6.4 CONCORDANCIA ENTRE OS METODOS CITOLOGICOS E DE COLETA

Pelo fato da citologia cervical ter sido padronizada e empregada com muita
precedéncia em relacdo a citologia anal, h4 uma tendéncia natural de se supor que
as observacdes feitas e conclusdes retiradas para citologia cervical, também serdo
validas para citologia anal. No entanto, como tem sido sugerido por outros autores
(FRIEDLANDER et al., 2004; WALTS et al., 2005), n6s também notamos algumas

diferencas entre as apresentacdes citoldégicas de materiais anais e cervicais.
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6.4.1 Adequacado das Amostras Segundo as Metodologias Empregadas

A presenca excessiva de material fecal, inflamacéo e bactérias, além da ma
preservacdo e da presenca de artefatos de secagem, podem contribuir para
problemas de observagcdo de células anormais em amostras anais. Estes fatores
tendem a ser mais prevalentes em esfregacos convencionais e, assim, a utilizacéo
da técnica em meio liquido poderia contribuir para diminuir a quantidade de
resultados falso-negativos (SHERMAN et al., 1995; DARRAGH et al., 1997).

No presente estudo, comparando-se a adequabilidade das laminas
preparadas por CML e CC (Grafico 6), observamos melhora da observacdo da
estrutura da cromatina e diminuicdo do nimero de laminas obscurecidas por fezes
nas laminas preparadas por CML. Sugere-se que a presenca do material fecal nas
amostras convencionais possa ter prejudicado a visualizacdo da estrutura da
cromatina, justificando assim a vantagem da citologia em meio liquido com relacéo a
este fator de adequacdo. Nos quesitos coloracao, fixacdo, presenca de artefatos,
celularidade, formato e sobreposicao celular, ndo foram notadas diferencas de
interpretagdo entre as duas metodologias avaliadas.

Apesar de nao ter havido diferencas especificas no formato celular e na
adequacao das amostras, na CML foi observado maior niumero de amostras com
pleomorfismo celular comparando-se com a CC (Tabela 6). Esta diferenca entre as
duas metodologias pode ter sido causada pelo preparo das amostras em meio
liquido, ou seja, pela manipulacéo das células, em especial durante a centrifugacao.

Em estudos anteriores, demonstrou-se indices de insatisfatoriedade de
citologia anal de 17 a 24% das amostras para a técnica convencional e de 7 a 17%
para citologia em meio liquido (SHERMAN et al., 1995; DARRAGH et al., 1997,
ARAIN et al., 2005). Neste estudo encontramos indices de 4% para o grupo HIV
para as duas metodologias empregadas e, no grupo controle, de 19,2% para
citologia convencional e de 21,2% para citologia em meio liquido.

As diferencas entre os grupos, no que se refere a insatisfatoriedade do
material, poderia ser explicada pelo fato de que, no grupo controle, as amostras

foram obtidas por autocoleta e, no grupo HIV, por profissional treinado. No entanto,
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isso ndo deve afetar a eficacia do exame citolégico obtido através da autocoleta,
porque os pacientes podem ser adequadamente treinados para a coleta e, em casos
de amostras inadequadas, informados da necessidade de repetir o teste. E
importante salientar que o0 sucesso da autocoleta esta diretamente relacionado ao
conhecimento do participante de como esta coleta deve ser realizada. Amostras
coletadas em um segundo momento, apés nova explanacéo aos participantes, foram
todas satisfatorias para avaliacao.

Em estudos anteriores, também foram observadas diferencas em relacao ao
namero de amostras insatisfatorias coletadas por profissional (8% e 1%,
respectivamente) e por autocoleta (17% e 9%, respectivamente) (CRANSTON et al.,
2004; LAMPINEN et al., 2006a).

6.4.2 Achados Citolégicos Segundo as Metodologias Empregadas

Com relacdo a presenca dos tipos celulares (Gréafico 7), comparando-se a
CC e CML apenas foi observada diferenca significativa para as hemacias que, no
grupo HIV, foram vistas em 5 amostras convencionais e em nenhuma amostra em
meio liquido. Essa auséncia de hemacias em amostras de CML, também foi relatada
na citologia cervical e foi considerada uma vantagem do método em meio liquido
(PEREIRA et al., 2003). Porém, na citologia anal, a ndo observacdo das hemacias
pode prejudicar a avaliacdo da lesdo anal, podendo representar uma desvantagem
para a CML em relacédo a CC.

Friedlander et al. (2004) encontraram ceélulas colunares em 92% das
amostras de CML e em 33% dos esfregacos convencionais. Porém, o niumero de
amostras preparadas pela citologia convencional era limitado. Sherman et al. (1995)
também encontraram duas vezes mais células glandulares em amostras de CML do
gue em amostras convencionais.

No presente estudo, células colunares foram observadas em 32,7% das
amostras do grupo controle pela citologia convencional e em 28,8% pela CML. Para

o grupo HIV foram observadas em 48% e 36%, respectivamente. Nado houve
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diferenca estatisticamente significativa entre a CML e a CC, e também ndo houve
diferenca entre os grupos controle e HIV com relacdo as células colunares,
demonstrando que tanto a coleta realizada por profissional treinado, como a
autocoleta, preparadas por CC e CML, foram igualmente eficientes na amostragem
da zona de transig&o anal.

As células metaplasicas e os histiocitos foram mais observados no grupo
HIV, como demonstrado no Grafico 7. A presenca de maior nimero de células
metaplasicas em amostras do grupo HIV pode ser resultado da coleta realizada por
profissional, ou ainda devido a tendéncia de processo inflamatdrio nestes pacientes,
que também justificaria a presenca de mais amostras com histiécitos neste grupo.
Com relacdo a presenca de outros tipos celulares, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as metodologias de coleta empregadas.

Patarapadungkit et al. (2012) encontraram células escamosas
metaplasicas/colunares em 67,9% dos esfregacos, sendo que estas células estavam
presentes em 60,5% dos esfregacos classificados como NILM; 100%, dos
classificados como ASC-US; e, 71,42% daqueles com lesbes intraepiteliais. A
presenca destas ceélulas foi correlacionada estatisticamente com a chance de
detectar lesdes anais. Darragh et al. (1997) mostraram a importancia da presenca
destas células, demonstrando que amostras contendo componentes da zona de
transicdo detectam NIA cinco vezes mais do que aquelas que nao o tém.

Assim como no estudo de Patarapadungkit et al. (2012), também neste
trabalho se observou a presenca de células escamosas anucleadas em quase todas
as amostras, o que poderia obscurecer e dificultar a observacdo de células
anormais.

Na semi-quantificagcdo das células (Gréficos 8 e 9), verificou-se menor
guantidade de células escamosas superficiais, intermediarias, escamas anucleadas
e polimorfonucleares em amostras de CML, quando comparadas com as de CC.
Esta diferenca na quantidade de células foi possivelmente causada pela utilizacéo
do mesmo swab usado na confeccdo do esfregaco convencional, contendo as
células remanescentes, para a realiza¢do da citologia em meio liquido.

Com relacdo a presenca de alteracdes celulares (Tabelas 5 e 6), houve

diferenca significativa entre os grupos controle e HIV quanto a presenca de
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hipercromasia, cariomegalia, granulos querato-hialinos, edema nuclear e
binucleacdo. Outras alteracées n&o apresentaram diferencgas significativas em suas
frequéncias para os dois grupos, ou entdo, apresentaram diferenca apenas para
uma das metodologias utilizadas.

Patarapadungkit et al. (2012) observaram a presenca de células
paraqueratéticas, halos perinucleares e células bi e multinucleadas com frequéncia 3
vezes maior em amostras com anormalidades celulares do que em amostras
classificadas como NILM, e concluiram que estas alteracbes podem ser indicadores
Uteis da presenca de células anormais. No estudo de Friedlander et al. (2004),
células paraqueratéticas, embora frequentemente observadas, ndao foram Uteis para
a confirmacdo de lesbes anais. Células queratinizadas atipicas sédo geralmente
associadas com suspeita para lesdo intraepitelial ou carcinoma em amostras
cérvico-vaginais. No entanto, em amostras anais, tais células devem ser
interpretadas com cuidado.

Ainda segundo Patarapadungkit et al. (2012), coilécitos foram observados
em 76,19% de amostras com LSIL e 50% naquelas com HSIL. Friedlander et al.
(2004) encontraram coilocitos em 21% das amostras positivas e Darragh e
colaboradores (1997) ndo observaram coil6citos, nem mesmo nas amostras com
NIA. No presente estudo observamos o efeito citopatico do HPV em 2 amostras do
grupo HIV, no universo de 11 amostras com anormalidades celulares.

Neste trabalho, os critérios morfolégicos adotados sé&o concordantes com o0s
de Sherman et al. (1995) e Friedlander et al. (2004), de que a interpretacdo de
lesGes anais, ou seja, de positividade para anormalidades celulares deve se basear
na presenca de células ndo queratinizadas, com relacdes N/C alteradas e
anormalidades nucleares, como hipercromasia, cromatina grosseira e contornos

nucleares irregulares.
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6.4.3 Microrganismos

Na avaliacdo citoldégica de amostras anais, pode-se observar a presenca de
microrganismos como bactérias, fungos, alteragbes citopaticas dos virus Herpes
simples e HPV e ainda indicar a presenca de protozoérios (Grafico 10).

Diversos tipos de microrganismos estdo presentes no trato intestinal, sendo
as bactérias predominantes, principalmente bactérias anaerébias. Entretanto, fungos
também podem estar normalmente habitando o trato gastrointestinal de mamiferos,
sendo os dos géneros Candida, Saccharomyces e Cladosporium particularmente
comuns. Alguns protozoarios como Trichomonas hominis, Entamoeba hartmanni,
Endolimax nana e lodamoeba butschlii, podem ocorrer como comensais (SAXENA e
AWASTHI, 2003; BARBOSA et al., 2010; UNDERHILL e ILIEV, 2014).

As duas metodologias empregadas para analise citoldégica foram igualmente
eficazes em demonstrar a presenca dos mesmos. Além disso, ndo foram observadas
diferencas entre 0s grupos estudados quanto a presenca de
microrganismos (Gréfico 10).

Assim como Darragh e Winkler (2012), concluiu-se no presente estudo que,
apesar da citologia anal indicar a presenca de cocos, bacilos, protozoarios,
parasitas, hifas e estruturas leveduriformes, ndo deve ser considerada uma

ferramenta especifica de diagndstico de infecgbes que acometem a regido anal.

6.4.4 Resultados da Analise Citoldgica

O desempenho da técnica de citologia em meio liquido (CML) tem sido
avaliado em varios estudos. Para citologia cervical, foi demonstrado, em varios
estudos, que a CML proporciona maior ou, a0 menos equivalente precisdo em
comparacao com a citologia convencional. A concordancia entre os dois métodos

encontrada na literatura é de aproximadamente 90%. Também foi demonstrado
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menor numero de casos insatisfatérios pela CML quando comparada a CC
(HUTCHINSON et al., 1999; ABULAFIA et al., 2003; SCHLEDERMANN et al., 2006;
BEERMAN et al.,, 2009; COSTA et al., 2015). Entretanto, poucos estudos foram
adequadamente projetados para comparar esses testes de forma valida e um estudo
de revisdo sistematica revelou que ndo ha evidéncias de que a CML reduza o
namero de laminas insatisfatérias ou detecte mais lesdes de alto grau do que a
citologia convencional (DAVEY et al., 2006).

Estudos de comparacdo da utilizacdo de técnicas de citologia em meio
liquido e citologia convencional no rastreamento de les6es anais sdo mais limitados.
Phanuphak et al. (2013) revelaram semelhanca entre os achados citologicos na CC
e CML, mostrando concordancia em 62,4% dos casos. Darragh et al. (1997) também
demonstraram concordancia no diagndéstico entre os métodos citologicos em 83,1%
dos casos; e Maia et al. (2014), em 84,8%. De acordo com alguns autores, a CML,
além de mostrar resultados semelhantes em comparacdo com esfregacos
convencionais para citologia anal, proporcionou beneficios adicionais na reducéo da
contaminagao bacteriana e fecal (DARRAGH et al., 1997; PHANUPHAK et al., 2013;
MAIA et al., 2014). Enquanto isso, para Sherman et al. (1995) e Friedlander et al.
(2004), a deteccdo de anormalidades € mais eficaz utilizando-se citologia em meio
liguido do que citologia convencional. Neste estudo obtivemos uma concordancia
entre os resultados da CML e CC de 100% dos casos do grupo controle e em 91,7%
dos casos do grupo HIV (Tabela 8).

Dentre as 4 amostras do grupo HIV em que houve diferenca na classificagéo
entre a CC e CML, embora se tenha observado algumas variagcdes em relacado ao
grau de positividade, ndo foi observada qualquer tendéncia a maior ou menor
positividade para qualquer um dos dois tipos de metodologia empregados
(Tabela 9).

Comparando-se a sensibilidade da citologia de acordo com o método
utiizado para obtencdo das amostras, Cranston et al. (2004) encontraram
sensibilidades semelhantes entre os dois métodos de coleta, e os resultados
citolégicos nao diferiram entre as amostras, indicando que amostras de citologia anal
autocoletadas, quando adequadas para a interpretacdo, tém sensibilidade

semelhante a dos espécimes coletados por profissionais experientes. Enquanto isso,
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no estudo de Lampinen et al. (2006b), apesar da presenca de anormalidades
citolégicas ter sido semelhante entre as amostras obtidas pelas duas metodologias,
as interpretacdes diferiam em muitos casos. No presente estudo, ndo foi possivel
fazer esta andlise, visto que sO realizamos um tipo de coleta para cada grupo.

Com relacdo a frequéncia da presenca de alteracbes citologicas,
encontramos positividade em aproximadamente 20% das amostras do grupo HIV e
em nenhuma amostra do grupo controle (Tabela 7). Resultados semelhantes foram
obtidos em um estudo realizado em homens homossexuais, no qual a citologia anal
apresentou-se alterada em 29% dos pacientes HIV positivos e em nenhum paciente
do grupo HIV negativo (LOWHAGEN et al., 1999). Patarapadungkit et al. (2012)
encontraram resultados alterados em 26% dos seus pacientes HIV positivos,
utilizando CML. Em outros estudos realizados em pacientes HIV positivos, a citologia
anal resultou anormal em 39 a 67% da populagdo avaliada. Porém, em alguns
estudos foram selecionados pacientes que ja apresentavam alguma suspeita clinica,
elevando o numero de NIA nestes estudos (PALEFSKY et al., 1997b; ANDERSON
et al., 2008; CALORE et al., 2010).

Acredita-se que a maior positividade em amostras de pacientes HIV
positivos reflete a maior prevaléncia de NIA observada nesses individuos, que estao
mais propensos a desenvolver lesbes mais graves de NIA, o que potencialmente,
pode aumentar a sensibilidade da citologia anal nos mesmos em comparacdo com
individuos HIV negativos. Além disso, em estudos anteriores, também foi observada
essa diferenca de positividade em amostras de individuos HIV positivos e HIV
negativos, tanto para amostras coletadas por profissionais, como para amostras
autocoletadas (CRANSTON et al., 2004; CHIN-HONG et al., 2008).

Apesar da concordancia entre os métodos de citologia convencional e em
meio liquido ter sido quase perfeita, € necessério reconhecer que houve limitagdes
em relacdo ao tamanho da amostra, com apenas 11 casos com interpretacdo de
anormalidades celulares. Além disso, este estudo ndo permite tirar conclusdes
definitivas sobre a sensibilidade e a especificidade da citologia anal para a deteccéo
de les@es intraepiteliais, uma vez que ndo se contou com resultados confirmatorios

das lesbes, como os obtidos por biopsia.



99

6.5 RASTREAMENTO E CONTROLE DE CANCER ANAL E PERSPECTIVAS

Existem varios obstaculos a implementacdo de um programa de
rastreamento por citologia anal em populagbes de risco. Em primeiro lugar, faltam
estudos documentando que o tratamento da NIA reduz a incidéncia de cancer anal.
A realizacdo de tais estudos é dificultada pelo grande numero de voluntarios
necessarios, dificuldades na montagem de um grupo controle adequado e o longo
periodo de acompanhamento necessario para avaliar o impacto sobre a incidéncia
do cancer (CRANSTON et al., 2004; CHIAO et al., 2006).

Em segundo lugar, poucos estudos avaliando estratégias de tratamento para
displasia anal de alto grau foram realizados e demonstram que os tratamentos atuais
tém, na melhor das hipéteses, uma eficacia moderada (CHIAO et al., 2006).

Em terceiro lugar, poucos estudos foram realizados para avaliar a histéria
natural da progressao de neoplasia intraepitelial anal para cancer anal (PALEFSKY
et al., 1998b; CHIAO et al., 2006; DE POKOMANDY et al., 2011; TONG et al., 2013).
Apesar de ter sido demonstrado por Palefsky et al. (1998b) que lesGes de baixo grau
evoluem para lesdes de alto grau em 52% dos homens homo ou bissexuais
infectados pelo HIV no prazo de 4 anos ap0s o diagnostico inicial, Tong e
colaboradores (2013) demonstraram que 23,8% das lesdes de alto grau regridem
espontaneamente, e apenas 1,2% das lesGes de alto grau progridem para cancer
anal.

Outros obstaculos incluem a escassez de médicos treinados na coleta de
amostras de citologia anal, relutancia de alguns clinicos para abordar a questao da
NIA com seus pacientes, bem como os sentimentos dos pacientes de vergonha e
medo de um possivel desconforto associado com a coleta de espécimes anais
(CRANSTON et al., 2004; CHIN-HONG et al., 2008).

Existe também uma caréncia de dados solidos relacionados a custo-
efetividade do rastreamento do céancer anal, o que leva a necessidade de estudos
longitudinais direcionados ao tema e necessidade de padronizacdo de métodos
efetivos para este tipo de rastreamento. Assim sendo, diminuir os custos de

realizacdo do exame pode ser fator determinante para a disseminacédo deste método
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diagnostico em paises como o Brasil, em que a priorizacdo de campanhas de
combate ao cancer tenha que ser consolidada considerando principalmente fatores
econdmicos (COSTA E SILVA et al., 2005). A utilizagdo da citologia convencional €
mais acessivel economicamente em relagéo a citologia em meio liquido, em especial
para programas de rastreamento populacional, sendo o custo da CML quase duas
vezes maior que da CC (CAETANO et al., 2006; DA FONSECA et al., 2013). Esta
realidade pode ser fator essencial para que a citologia anal seja adotada de forma
rotineira na prevencao do cancer anal em populacdes de risco em nosso pais.

No entanto, ha que se considerar que a incidéncia relativamente baixa do
cancer anal na populacdo em geral pode néo justificar uma possivel implantacdo do
exame citologico anal em rastreamentos populacionais, mas que justifica sim o seu
rastreamento em populacées com risco aumentado, como aquelas de portadores do
HIV. Os resultados obtidos neste e em outros trabalhos citados acima apontam para
a maior incidéncia de lesdes intraepiteliais em pacientes HIV positivos.

Ha necessidade de mais estudos a respeito da prevaléncia de cancer anal
na populacao, custo-beneficio da implementacéo de tais exames no rastreamento de
cancer anal em populacdes de risco do Brasil, efetividade do exame citolégico para
0 seu diagnéstico e escolha da metodologia mais adequada a ser empregada em

estudos populacionais.
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7 CONCLUSAO

A partir da anélise comparativa entre o exame citolégico anal realizado pelas
metodologias convencional e em meio liquido, em individuos portadores e nao
portadores do HIV, pode-se concluir que:

a) Individuos do sexo masculino aceitaram a realizacdo do exame
citolégico anal com maior facilidade quando apresentavam algum
fator de risco para o desenvolvimento do cancer anal, como, por
exemplo, a infecg&o pelo HIV.

b) Individuos HIV positivos apresentaram com maior frequéncia outros
fatores de risco que auxiliam no desenvolvimento de carcinomas,
como tabagismo, histéria de alcoolismo, uso de drogas ilicitas, maior
namero de parceiros sexuais ao longo da vida e histdria de doencgas
sexualmente transmissiveis.

c) Dentre as alteragdes gastrintestinais estudadas, apenas a presenca
de sangue nas fezes teve associacdo com a ocorréncia de
anormalidades celulares.

d) Amostras autocoletadas apresentaram maior taxa de
insatisfatoriedade, ocasionadas principalmente pela baixa
celularidade. Entretanto, quando satisfatérias, apresentaram
qualidade semelhante as amostras coletadas por profissional
treinado.

e) Nao houve diferenca significativa no numero de amostras
insatisfatorias ao se comparar citologia em meio liquido e citologia
convencional. Porém, amostras de CML apresentaram melhor
gualidade quanto a observagcdo da estrutura da cromatina e menos
obscurecimento por material fecal.

f) A presenca dos diferentes tipos celulares foi semelhante entre as
amostras obtidas pelas duas metodologias utilizadas, com excecao

das hemacias, que ndo foram observadas na CML.
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g) A positividade foi semelhante para amostras preparadas por citologia
convencional e em meio liquido. Houve concordancia quase perfeita

(Kappa) entre os dois métodos, com relacéo aos achados citologicos.

Em resumo, embora 0 numero de casos no presente estudo seja
relativamente limitado, observou-se que a citologia anal, tanto convencional quanto
em meio liquido, podem ser utilizadas no rastreamento das lesdes precursoras do
cancer anal. E importante ressaltar a necessidade do estimulo no treinamento dos
citologistas e patologistas na avaliacdo das alteracdes citologicas anais, fazendo
com que o protocolo para rastreamento das lesdes precursoras do cancer anal deixe
de ser apenas empregado em pesquisas e se torne rotina difundida entre os

diversos centros de referéncia do pais.
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ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O
GRUPO CONTROLE

Nés, Bruna Fischer Duarte, Profa. Maria Suely Soares Leonart e Prof. Sandro Germano,
pesquisadores da Universidade Federal do Parana, estamos convidando vocé, aluno(a) ou
servidor(a) da Universidade Federal do Parana, maior de idade, que ndo apresenta infec¢do
pelo HIV e sinais ou sintomas de alteracfes intestinais, a participar de um estudo intitulado
“ESTUDOS SOBRE A VALIDACAO DO EXAME DE CITOLOGIA ANAL”, sobre a
implantacdo de exames de células da regido do anus para auxiliar na prevengdo e no
diagnostico de varias doencas, especialmente o cancer. E através de pesquisas como esta
gque ocorrem 0s avanc¢os na medicina e sua participacao € de fundamental importancia.

a) O objetivo desta pesquisa é estudar o exame de citologia anal em portadores e nédo
portadores de HIV.

b) Caso vocé concorde em participar da pesquisa, seus dados pessoais, COMO Sexo,
idade, estado de saude e uso de medicamentos serdo coletados. Além disso, sera
necessario coletar uma amostra de material anal.

c) A coleta seréd realizada no Laboratério Escola de Andlises Clinicas da Universidade
Federal do Parana.

d) E possivel que vocé experimente algum desconforto relacionado com a coleta anal,
que ndo envolve risco de provocar qualquer lesao.

e) O beneficio esperado com essa pesquisa € a padronizacdo da utilizacdo da citologia
como método de triagem de lesdes anais. No entanto, nem sempre vocé sera
diretamente beneficiado com os resultados desta pesquisa, mas podera contribuir para
0 avanco cientifico.

f) As pesquisadoras responsaveis por este estudo: Bruna Fischer Duarte
(bruna.duarte@ufpr.br) e Prof. Dra. Maria Suely Soares Leonart (msue@ufpr.br)
farmacéuticas, poderdo ser contatadas de segunda a sexta-feira, das 08 as 17h, no
Laboratério de Citologia Clinica da Universidade Federal do Parana, situado na Rua
Lothéario Meissner, 632 — Jardim Botanico, Curitiba — PR, ou pelos telefones (41) 3360-
4088, para esclarecer eventuais duvidas que vocé possa ter e fornecer-lhe as
informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Rubricas:

Participante da Pesquisa
Pesquisador Responsavel
Orientador Orientado

Comité de ética em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da FUFPR
Rua Pe. Camargo, 280 —2° andar—Alto da Gloéria— Curitiba-PR —CEP:80060-240
Tel (41)3360-7259 - e-mail: cometica.saude @ufpr.br




A sua participacdo neste estudo € voluntéria e se vocé ndo quiser mais fazer parte da
pesquisa podera desistir a qualquer momento, sem nenhum tipo de penalizacdo, e solicitar
gque lhe devolvam o termo de consentimento livre e esclarecido assinado.

O frasco no qual seu material coletado for armazenado serd identificado com um cédigo,
com a garantia de que seu nome nao venha a ser divulgado.

Todos os dados coletados serdo mantidos de forma confidencial. Os dados coletados serdo
usados para a avaliacdo do estudo. Membros das Autoridades de Saude ou do Comité de
Etica podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em
publicacBes cientificas sobre o assunto pesquisado. Porém, sua identidade ndo sera
revelada sob nenhuma circunstancia. Se qualquer informacéo for divulgada em relatério ou
publicacéo, isto sera feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa (exames laboratoriais) ndo séo de
sua responsabilidade e pela sua participacdo no estudo vocé ndo recebera qualquer valor
em dinheiro. Vocé ter4d a garantia de que qualquer desconforto relacionado a coleta
decorrentes do estudo serdo assistidos no proprio Laboratério Escola de Andlises Clinicas
da Universidade Federal do Parana.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um cédigo.

Eu, li esse termo de
consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em
participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre
para interromper minha participacdo a qualquer momento sem justificar minha decisdo e
sem qualquer prejuizo para mim. Eu fui informado que serei atendido sem custos para mim
se eu apresentar algum desconforto relacionado a coleta.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

(Assinatura do participante da pesquisa)

Local e data

Assinatura do Pesquisador

Comité de ética em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da FUFPR
Rua Pe. Camargo, 280 —2° andar—Alto da Gloéria— Curitiba-PR —CEP:80060-240
Tel (41)3360-7259 - e-mail: cometica.saude@ufpr.br




ANEXO 2 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O
GRUPO HIV

NGs, Bruna Fischer Duarte, Profa. Maria Suely Soares Leonart e Prof. Sandro Germano,
pesquisadores da Universidade Federal do Parana, estamos convidando vocé, paciente
portador do HIV atendido(a) no Hospital Oswaldo Cruz, maior de idade, a participar de um
estudo intitulado “ESTUDOS SOBRE A VALIDACAO DO EXAME DE CITOLOGIA ANAL”,
sobre a implantacdo de exames de células da regido do anus para auxiliar na prevencao e
no diagnostico de varias doencas, especialmente o cancer. E através de pesquisas como
esta que ocorrem 0s avangos na medicina e sua participacao é de fundamental importancia.

a)

b)

f)

O objetivo desta pesquisa € estudar o0 exame de citologia anal em portadores e ndo
portadores de HIV.

Caso vocé concorde em participar da pesquisa, seus dados pessoais, como Sexo,
idade, estado de salde e uso de medicamentos, e resultados de exames laboratoriais
serdo coletados. Além disso, sera necessario coletar uma amostra de material anal.

A coleta seré realizada no Hospital Oswaldo Cruz, durante seu internamento.

E possivel que vocé experimente algum desconforto relacionado com a coleta anal,
que ndo envolve risco de provocar qualquer lesao.

O beneficio esperado com essa pesquisa é a padronizacdo da utilizagdo da citologia
como método de triagem de lesBes anais. No entanto, nem sempre vocé sera
diretamente beneficiado com os resultados desta pesquisa, mas podera contribuir para
0 avanco cientifico.

As pesquisadoras responsaveis por este estudo: Bruna Fischer Duarte
(bruna.duarte@ufpr.br) e Prof. Dra. Maria Suely Soares Leonart (msue@ufpr.br)
farmacéuticas, poderdo ser contatadas de segunda a sexta-feira, das 08 as 17h, no
Laboratério de Citologia Clinica da Universidade Federal do Parana, situado na Rua
Lothéario Meissner, 632 — Jardim Botanico, Curitiba — PR, ou pelos telefones (41) 3360-
4088, para esclarecer eventuais duvidas que vocé possa ter e fornecer-lhe as
informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Rubricas:

Participante da Pesquisa
Pesquisador Responsavel
Orientador Orientado

Comité de ética em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da FUFPR
Rua Pe. Camargo, 280 —2° andar—Alto da Gloria— Curitiba-PR —CEP:80060-240
Tel (41)3360-7259 - e-mail: cometica.saude @ufpr.br




A sua participacdo neste estudo € voluntéria e se vocé ndo quiser mais fazer parte da
pesquisa podera desistir a qualquer momento, sem nenhum tipo de penalizacdo, e solicitar
gque lhe devolvam o termo de consentimento livre e esclarecido assinado.

O frasco no qual seu material coletado for armazenado serd identificado com um cédigo,
com a garantia de que seu nome nao venha a ser divulgado.

Todos os dados coletados serdo mantidos de forma confidencial. Os dados coletados serdo
usados para a avaliacdo do estudo. Membros das Autoridades de Saude ou do Comité de
Etica podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em
publicacBes cientificas sobre o assunto pesquisado. Porém, sua identidade ndo sera
revelada sob nenhuma circunstancia. Se qualquer informacéo for divulgada em relatério ou
publicacéo, isto sera feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa (exames laboratoriais) ndo séo de
sua responsabilidade e pela sua participacdo no estudo vocé ndo recebera qualquer valor
em dinheiro. Vocé ter4d a garantia de que qualquer desconforto relacionado a coleta
decorrentes do estudo serdo assistidos no préprio Hospital Oswaldo Cruz. Caso o0s
pesquisadores observarem qualquer alteracao significativa em seu exame, seu médico tera
conhecimento a respeito do resultado e podera tomar as providéncias necessarias.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu home, e sim um cédigo.

Eu, li esse termo de
consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em
participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre
para interromper minha participacdo a qualquer momento sem justificar minha decisdo e
sem qualquer prejuizo para mim. Eu fui informado que serei atendido sem custos para mim
se eu apresentar algum desconforto relacionado a coleta.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

(Assinatura do participante da pesquisa)

Local e data

Assinatura do Pesquisador

Comité de ética em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da FUFPR
Rua Pe. Camargo, 280 —2° andar—Alto da Gloéria— Curitiba-PR —CEP:80060-240
Tel (41)3360-7259 - e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDOS SOBRE A VALIDAGCAO DO EXAME DE CITOLOGIA ANAL
Pesquisador: Bruna Fischer Duarte

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 38458314.5.0000.0102

Instituicdo Proponente: Programa de Pds Graduacgdo em Ciéncias Farmacéuticas
Patrocinador Principal:  Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 980.958
Data da Relatoria: 11/03/2015

Apresentacédo do Projeto:

Orientadora: Maria Suely Soares Leonart

O cancer anal é raro, porém certas populagdes apresentam risco aumentado para este tipo de tumor,
principalmente entre imunodeficientes e homens que praticam sexo com homens.

Amostras anais tém sido usadas, de forma analoga ao exame citologico cervical, como método de triagem
para o carcinoma anal. Entretanto, a sensibilidade da citologia anal varia devido, tanto a falta de
padronizacdo em relacdo a coleta e processamento das amostras, quanto a falhas na interpretacéo
citolégica. De qualquer forma, ha necessidade de padronizacdo e de mais estudos no sentido de aperfeicoar
0s métodos empregados para a utilizacdo da citologia no rastreamento de lesdes anais.

Este trabalho serd desenvolvido no Laboratério de Citologia Clinica do Departamento de Andlises Clinicas
da Universidade Federal do Parana em parceria com o Hospital Osvaldo Cruz, a partir da data de aprovacao
no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Parana até janeiro de 2016, sob a orientagéo

da Profa. Dra. Maria Suely Soares Leonart.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL
- Estudar aspectos técnicos e citomorfolégicos para a validacdo do exame de citologia anal para auxilio ao

diagnostico.

Endere¢o: Rua Padre Camargo, 280

Bairro: 2° andar CEP: 80.060-240

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3360-7259 Email: cometica.saude@ufpr.br
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Testar o emprego de citologia convencional e de citologia em meio liquido em amostras de mucosa anal de
individuos saos e de portadores de HIV.

- Avaliar o desempenho das metodologias empregadas de acordo com critérios de adequacédo das amostras
e com a presenca de tipos celulares, microrganismos e alteracdes reativas, degenerativas, pré-neoplasicas
e neoplasicas.

- Avaliar alteragdes citol6gicas anais encontradas em pacientes portadores e ndo portadores do virus HIV.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Este projeto de pesquisa prevé para os individuos participantes desconforto minimo ocasionado pela coleta
de material anal ou certo constrangimento devido a natureza pessoal das perguntas do questionario. Os
participantes serdo orientados quanto a coleta, recebendo instrugdes detalhadas. Para os pesquisadores, o0s
riscos serdo minimizados pelo emprego de normas e procedimentos de seguranca aplicados aos
laboratdrios do Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas da UFPR. Este projeto também
nao causard impacto ao meio ambiente. Os materiais utilizados no projeto serdo lavados e/ou descartados
seguindo as normas vigentes de biosseguranga e prote¢cdo ao meio ambiente.

Como beneficio, tem-se a padronizacao da utilizacdo da citologia como uma ferramenta para triagem e
deteccao de lesbes anais, importante para o auxilio ao diagndstico de cancer e de suas lesdes precursoras,
bem como de outras doencas.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Amostra: As amostras de mucosa anal para este estudo serdo obtidas de individuos adultos subdivididos em
dois grupos: a) Grupo controle - estudantes do Curso de Farméacia e do Programa de Pds-Graduagcédo em
Ciéncias Farmacéuticas da UFPR considerados normais (n=50); b) Grupo HIV — pacientes HIV positivos,
com ou sem desenvolvimento da sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS), atendidos no Ambulatério
de Infectologia do Hospital de Clinicas da UFPR Hospital Osvaldo Cruz-Curitiba,PR.

Ambos disponibilizam éarea fisica para a realizacdo de todo o processamento e desenvolvimento dos
experimentos.

Abordagem dos Individuos Sujeitos da Pesquisa:Grupo controle — os estudantes serdo abordados nos
intervalos de suas atividades, com explicacdes a respeito da importancia deste estudo para a sistematizacao
e aplicacdo de novas metodologias em citologia clinica, que possam vir a contribuir para o diagnéstico do
cancer e de outras doengas. Em seguida, seréo convidados a participarem da pesquisa, assinando o

TCLE e respondendo ao Instrumento de
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Avaliacdo na forma de entrevista para sua identificacdo e sobre seus habitos, situacdo sécio-econdmica,
possiveis queixas clinicas e uso de medicamentos.

Grupo HIV — sera solicitado aos médicos que atendem o0s pacientes do Hospital Osvaldo Cruz, para que
informem seus pacientes a respeito deste trabalho, explicando que estdo sendo convidados a participarem,
com argumentos sobre a importancia do mesmo para melhorar as possibilidades de prevencéo, diagnostico
e acompanhamento de doencas que envolvem a regido anal, inclusive o cancer. Logo apds a consulta, os
participantes assinardo o TCLE e ao Instrumento de Avaliacdo. Coleta do Material anal, Preparo do Material
para Citologia Liquida, Coloracdo e Montagem das Laminas e

Analise Citolégica: Os participantes da pesquisa, apds explicacdo sobre a inocuidade da coleta, serao
orientados a deitarem em uma maca em posicao fetal para coleta do material. A amostra coletada seréa
adequadamente preparada, identificada e enviada para estudo citolégico no Laboratério de Citologia Clinica
do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parand.

A andlise citologica dos esfregacos serd realizada por trés citologistas, de forma independente, sendo a
interpretacao definida por consenso em casos de discordancias interobservadores. A adequabilidade dos
esfregagos sera avaliada de acordo com celularidade, presenca de células colunares ou da zona de
transformacéo, fixacdo e artefatos de coloracdo, contaminacdo com material fecal e microrganismos.
Os achados citoldgicos seréo classificados como negativo para malignidade, células escamosas atipicas de
significado indeterminado (ASCUS), células escamosas atipicas, lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau
(LSIL), leséo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL), ou carcinoma de células escamosas, a semelhanga
do que é preconizado pelo Sistema Bethesda para citologia cervical.

ConsideragGes sobre os Termos de apresentagdo obrig  atoria:

O projeto traz os documentos exigidos pelo CEP/SD.

Recomendacdes:

Sugere-se que a abordagem aos alunos seja feita por meio de cartazes afixados em diferentes murais do
prédio da Farmacia convidando-os a participarem da pesquisa a fim de minimizar possiveis
constrangimentos aos académicos. Os que desejarem devem entrar em contato com os
pesquisadores.

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatdrios semestrais e final, sobre o andamento da
pesquisa, bem como informacdes relativas as modificacdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo:
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NOTIFICACAO. Demais alteragbes e prorrogacdo de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA.
Lembrando que o cronograma de execucdo da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil
antes de enviar solicitacdo de prorrogacéo de prazo.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

E obrigatério retirar na secretaria do CEP/SD uma coépia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido com carimbo onde constar4 data de aprovacdo por este CEP/SD, sendo este modelo
reproduzido para aplicar junto ao participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma coépia ficara com o participante da
pesquisa (Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS).

Situacdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

CURITIBA, 11 de Marc¢o de 2015

Assinado por:

IDA CRISTINA GUBERT

(Coordenador)
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ANEXO 4 - INSTRUMENTO DE AVALIACAO

A — Caracterizacdo do participante da pesquisa:

Nome:
Prontuério: Idade: Sexo: ()M ()F
Estado civil: () Solteiro () Casado () Divorciado () Unido estavel () Viavo
Grau de escolaridade: () nenhum () Fundamental () Médio

() Superior incompleto () Superior completo
Renda mensal: () <1 salario ()1 a2 salarios () 2 a 4 salarios

() 4 a 8 salérios () > 8 salarios

Historia de tabagismo: () Sim () Néo Histdria de alcoolismo: () Sim () Nao

Uso de drogas: () Sim () Nao
Uso continuo de medicacao:

Pratica sexo anal receptivo: () Sim () Nao
Numero de parceiros (as) desde inicio da atividade sexual:
()1 ()2a5 ()6ails () Mais de 15 () Mais de 30 () Mais de 100

Tem ou teve alguma DST? () Sim () Nao Qual?

B — Questionario sobre infeccdo pelo HIV

Status do diagnostico: () Negativo () Infeccao pelo HIV () AIDS

C — Questionario sobre habitos intestinais

Avaliacdo do transito intestinal: () Evacua todos os dias () Mais de uma vez ao dia
() Em dias alternados () Menos de 3X/semana

Padréo alimentar habitual predomina: () Fibras () Carnes () Vegetais () Massas

Intolerancia a lactose: () Total () Parcial () Tolerante
Intolerancia ao gluten: () Total () Parcial () Tolerante
Consisténcia habitual das fezes: ()Pastosa () Normal () Endurecida

Uso frequiente de laxantes para evacuar:( ) Nao () Sim Qual?

D — Questionério sobre presenca de sinais e sintoma s gastrointestinais

() dor associada a defecagéo () alteragédo na forma das fezes

() alteracéo na freqiiéncia das evacua¢cbes () muco nas fezes

() sangue nas fezes () alteracdo na consisténcia das fezes
() sensacéo de evacuagédo incompleta () tem sintomas de hemorroidas



ANEXO 5 — INSTRUCOES PARA AUTOCOLETA DO EXAME CITOL OGICO ANAL

T? Segure o m; a
uma distancia de
4 cm da ponta

R

Insira o swab no canal
anal, até que seus
dedos encostem na

parte externa do anus

Retire lentamente o

swab do Anus em um

maovimento em
espiral

identifique os frascos
& coloque-0s no saco
plastico

Remova a tampa
dos frascos

Assuma uma posigao
que lhe permita
BCESSO 30 ANUS

Com o swab dentro
do canal anal,
segure no meio do
swab

n
Role o swab iu a Guar

lamina ¢ deposite &
ponta do swab no

frasco de tampa verde

Lave bem as
maos

Retire o swah do
invdlucro pelo
lado do cabo

Afaste uma das
nadegas

Gire o swab 3
por S veres,
pressionando o
swab na parede
do canal anal

e rapidamente
a lémina no frasco
detampa branca e

tampe os frascos

-

Entregue o material
no laboratorio de
Citologia

FONTE: Adaptado de LAMPINEN et al. (2006a).



ANEXO 6 — LAUDO DE CITOLOGIA ANAL

Adequacdo da amostra
Satisfatoria para avaliagdo ( )
Critérios de adequacao:
Coloracgéo ( )
Sobreposicéo ( )

Fixacdo ( )
Artefatos ()

Tipos celulares presentes

Células escamosas superficiais..............cccvvveeeen.
Células escamosas parabasais...........cccccceeeereennn.
Leucécitos polimorfonucleares............ccccvvvveeeenn.n.

[ 210 1= (o1 = TN

Presenca de microrganismos
BacCilOS.....ccoooeiieiiie

Alterac@es reativas em células:
Pseudoeosinofilia ( )

Metacromasia ( )

Vacuolizacao citoplasmatica ( )

Halo perinuclear ( )

Granulos querato-hialinos ( )

Apagamento de bordos citoplasmaticos ( )
Coilocitose ()

Orangiofilia: hiperqueratose ( ) paraqueratose ( )
Homogeneizacg&o de cromatina ( )

Celularidade ( )
Estrutura de cromatina ( )

Formato das células ( )
Obscurecimento ( )

Células escamosas intermediarias...........c.cceev.....
Células colunares........cccvveeeiieiieeieieieeeeeeeeeeeeee
HISHIOCITOS. ....vvvveeiiiiiiciciii e,
1122 T = TS (o= LU

Espessamento de bordos nucleares ( )
Cariorréxis ()

Edema nuclear ( )

Binucleacdo ( )

Multinucleacéo ( )

Cariopicnose ()

Multinucleacdo com amoldamento ( )
Cariolise ()

Citélise ()

(O 01 = =1L (=T = Lot o LT PP TTPPR
Alterac@es displasicas e/ou neoplasicas: (cruzes)

HIPErcromasia.........cccvvvveereeiee e eeee e Cariomegalia........cceeeeeiiiiciiieee e
Aumento da relacdo nucleo/citoplasma............... Distribuicdo irregular da cromatina..........ccccceeeeeeeenes
Contorno irregular do nlcleo.........ccccccceeeevnnnnne. Espessamento irregular da membrana nuclear.........
Nucléolos aberrantes..........ccccceeivviieneiiinneenn, MItOSES @NOIMAS........eeiieiiiiiiee it
Pleomorfismo celular..........ccocceviiiniinniinnnnn, CanibaliSMO........cooiiiiiiiie
ANISONUCIEOSE. ....cceiiiiiiiiiiiiiiieeieee e Orangiofilia: disqueratose.........cccccceveiiiiiiiiieiienennnen.
Padrdo anormal de grupamentos celulares......... DIAteSE tUMOTal......coiiviiieeiiiiiie e

Interpretagcdo/Diagndstico

Negativa para leséo intraepitelial ou malignidade ( )
Células escamosas atipicas de significado indeterminado ( )
Células escamosas atipicas de significado indeterminado ndo se pode excluir HSIL ( )

Lesdao intraepitelial escamosa de baixo grau ( )
Lesdo intraepitelial escamosa de alto grau ( )
Carcinoma escamoso invasor ( )



