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RESUMO

A semelhanca do que ocorre no colo do utero, o cancer anal possui estreita relagdo com
a infec¢ao por HPV alto risco e, nos ultimos trinta anos, vem apresentando um aumento
na incidéncia. Embora existam similaridades entre as lesdes induzidas por HPV no colo
uterino e canal anal, a historia natural das lesdes precursoras de cancer anal ainda
apresenta lacunas importantes quanto a precisdo diagnostica e comportamento
bioldgico. A proteina inibidora de quinase p16INK4a tem sido alvo de vérios estudos em
lesdes cervicais, os quais sugerem que sua sobre-expressdao pode ser utilizado como
indicador de comportamento bioldgico de progressao nas lesdes induzidas por HPV. O
presente estudo teve por objetivo determinar a expressao da proteina p16 nas neoplasias
intraepiteliais anais de grau 2 (NIA2). Realizou-se estudo observacional do tipo série de
casos durante o periodo de junho de 2017 a julho de 2018, no Instituto de Medicina
Integral Professor Fernando Figueira (IMIP). Foram incluidas mulheres com diagndstico
de NIA2 e imunocompetente. A pesquisa foi aprovada no Comité de Etica em Pesquisa
do IMIP sob ntimero 80169417.3.0000.5201. Na andlise imuno-histoquimica, sete
amostras (54%) foram negativas. Destas, seis estavam associadas com HPV do tipo alto
risco oncogénico, e das seis (46%) amostras positivas, trés foram associadas ao HPV6
de baixo risco oncogénico. No presente estudo, verificou-se que a reagcdo imuno-
histoquimica para pl6 nas neoplasias intraepiteliais anais grau 2 foi controverso,

apresentando uma frequéncia elevada de casos discordantes.

Palavras-chave: Neoplasias do anus; genes P16; HPV; Carcinoma in situ;
Imunohistoquimica.



ABSTRACT

Similar to what happens in the cervix, anal cancer is closely related to high-risk HPV
infection and, in the last 30 years, it has been increasing in incidence. Although there are
similarities between HPV-induced lesions in the uterine cervix and anal canal, the
natural history of anal cancer precursor lesions still presents gaps related to diagnostic
accuracy and biological behavior. The pl16INK4a kinase inhibitor protein has been the
target of several studies in cervical lesions, which suggest that its overexpression can be
used as an indicator of biological behavior of progression in HPV-induced lesions. The
present study aimed to determine the expression of p16 protein in grade 2 intraepithelial
neoplasia (NIA2). During June 2017 to July 2018, this case series was conducted at the
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP), Recife-PE, Brazil.
The present study included women diagnosed with NIA2 that were immunocompetent
and it was approved by the Research Ethics Committee of IMIP under the number of
80169417.3.0000.5201. In the immunohistochemical analysis, seven samples (54%)
were negative and six of them were associated with high-risk oncogenic HPV.
Considering the positive samples (46%), three were associated with low-risk oncogenic
HPV6. In the present study, it was verified that the immunohistochemical reaction for
pl6 in grade 2 intraepithelial neoplasias was controversial, presenting a high frequency

of discordant cases.

Key-words: Anus neoplasms; Genes, pl6; Papillomaviridae; Carcinoma in situ;

immunohistochemical



INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o céancer anal vem apresentando um aumento da
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incidéncia absoluto e relativo . Embora considerado pouco frequente na populacio
geral, nos chamados grupos de risco, dentre eles: mulheres com histoérico de neoplasia

genital, a incidéncia ¢ comparavel a do colo do ttero antes da implantagdo dos
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programas de rastreio para o cancer cervical ™.

O papiloma virus humano (HPV) ¢ o agente responsavel por mais de 90% dos
canceres anais e cervicais. Existem mais de 40 subtipos de HPV com tropismo pelo trato
anogenital. Os mesmos subtipos do HPV oncogénicos que promovem as lesdes
intraepitelias do colo do utero estdo relacionadas as lesdes intraepitelias anais. Os tipos

mais prevalentes de alto risco (AR-HPV) sao HPV 16,18,33 e 31 e os de baixo risco

(BR-HPV), 6 ¢ 11°. B importante ressaltar que os tipos 6 e 11, embora sejam

considerados de baixo risco, foram identificados no cancer de canal anal em uma

freqlienciade 1,8 ¢ 1,1 respectivamente4.

O padrao ouro para diagndstico das lesdes precursoras anais € o estudo
histopatologico e as lesdes identificadas sdo classificadas em neoplasia intraepitelial anal
grau 1 (NIA1), quando até¢ '5 do epitélio escamoso apresenta células imaturas atipicas,
neoplasia intraepitelial anal grau 2 (NIA2) quando 2/3 do epitélio escamoso apresentam

células imaturas atipicas e neoplasia intraepitelial anal grau 3 (NIA3) quando mais de 2/3 do
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epitélio escamoso estd comprometido™. As NIA 2/3 sdo consideradas lesdes de carater
progressivo e, por isso, o tratamento ¢ recomendado. Contudo, existem limitagdes nos

protocolos para classificagdo das NIA2/3 anais, sobretudo aquelas em que as alteragdes

ficam limitadas aos 2/3 do epitélio6. Ainda, alguns estudos demonstram que a biopsia esta



sujeita a erros de amostragem e medi¢des, sugerindo a necessidade de novas

ferramentas para melhorar o diagnostico da NIA2/37.

INK4a

A proteina supressora tumoral celular p16 tem sido identificada como um

marcador da infecgdo por AR-HPV®. Uma vez que as células transformadas pelos
oncogenes virais E6 e E7 apresentam alteragdo na apoptose ¢ na regulagdo do ciclo

celular, expressando fortemente a pl6 para controlar a ativagdo do ciclo celular
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irregular, esta proteina pode ser detectada por teste imunohistoquimico’. Este
biomarcador tem sido utilizado com frequéncia em lesdes cervicais para predizer o risco
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de progressao , € poderia ser utilizado, da mesma forma, nas lesdes anais,

aprimorando, assim, a classificagdo histologica principalmente nas NA2'2P o

presente estudo teve como objetivo determinar a expressdo da proteina pl6 nas NIA2

em mulheres imunocompetentes.



METODOS

Realizou-se um estudo observacional, do tipo série de casos no Servigo de
Patologia do Trato Genital Inferior e laboratorio de Anatomia Patoldgica, localizados no
Instituto de Medicina Integral Fernando Figueira (IMIP), situado Pernambuco — Brasil,
durante o periodo de junho de 2017 a julho de 2018. Foi obtida uma amostra ndo
probabilistica de conveniéncia. Foram incluidas exclusivamente mulheres portadoras de
diagnostico de neoplasia intraepitelial ou cancer cervical que apresentavam NIA2
confirmados por diagndstico histopatoldgicos e que tivessem genotipagem para o DNA
de HPV. Foram excluidas mulheres que fizeram radioterapia, quimioterapia, uso de
imunossupressores, HIV positivas, bem como, as que o histopatolégico ndo estivesse

arquivado no servigco ou amostras insuficientes para realiza¢ao da imuno-histoquimica.

As mulheres que concordaram voluntariamente em participar € assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foram incluidas no estudo. A pesquisa foi
aprovada no Comité de Etica em Pesquisa sob niimero 80169417.3.0000.5201. Foram
selecionadas 34 mulheres, por amostragem consecutiva, ¢ destas, restaram 13 para
integrar a pesquisa. Apos a inclusao no estudo a mulher respondeu ao questionario
epidemiologico. Os blocos de parafina dos exames histopatologicos foram separados

encaminhados para realizacdo da imuno-histoquimica.

Os blocos foram seccionados na espessura de 3 um, desparafinados e reidratados
para a realizag¢do da técnica. Foi utilizado o método estreptoavidina-biotinaperoxidase para
detecgdo das proteinas pl6. A recuperagdo antigénica foi realizada em PT Link com
temperatura de pré-aquecimento de 65°C e temperatura de recuperacdo de 97°C por um
tempo de 20 minutos, utilizando-se tampao de recuperagdo antigénica EnVision™ FLEX

Target Retrieval Solution High pH. A ligagdo antigeno-anticorpo foi visualizada com o



cromogeno diaminobenzidina (DAB). A contra-coloragao foi feita com hematoxilina de
Harris; as laminas foram desidratadas e montadas com resina sintética. Foram contados
dez campos microscopicos de grande aumento (400X) e avaliado o percentual de
nucleos e citoplasmas positivos para o pl6. As secgdes interpretadas como p16 positivas
demonstraram coloragdo nuclear e citoplasmatica maior ou igual a 50% da espessura do

epitélio avaliado e as p16 negativas, menor que 50%.

A andlise dos dados foi realizada utilizando o software estatistico Epi-Info
versao 7 (Centers for Disease Control and Prevention [CDC], Atlanta, GA, USA).
Foram obtidas tabelas de distribuicao de frequéncia para as variaveis categoricas e

mediana das varidveis quantitativas.



RESULTADOS

Foram identificadas 34 mulheres com diagndstico de NIA2, dessas 13 foram
incluidas no estudo (trés foram inelegiveis e 18 ndo foi possivel contato telefonico e ndo
responderam aos telegramas). Em relagdo as caracteristicas biologicas e
socioeconomicas, oito (61,5%) das mulheres tinham idade maior ou igual a 35 mediana
de 36 anos (minima de 23 e maxima de 59 anos); sete (54%) eram ndo brancas e
informaram renda familiar menor ou igual a R$ 954,00; oito (61,5%) possuiam

escolaridade superior a cinco anos; e 12 (92%) eram proveniente da zona urbana.

No que se refere as caracteristicas sexuais, reprodutivas € comportamentais, oito
(61,5%) mulheres iniciaram suas relagdes sexuais até os 16 anos; sete (54%) referiram mais
de quatro parceiros durante a vida; nove (69%) negaram uso do preservativo masculino e 12

(92%) afirmaram ter tido relacdo sexual anal antes dos 30 anos.

Em relacdo ao comportamento, a maioria sete (54%) referiram uso regular de
bebida alcodlica e 11 (85%) negaram uso de tabaco. Quanto as doencas orificiais,
observou-se em dez (77%) casos, plicomas. Foi observado, sete (54%) com citologia
cervical de lesdo intraepitelial de baixo grau (LIEBG); seis (46%) o resultado
histopatologico de neoplasia intraepitelial cervical de grau 2 ou 3 e dois (15%)

carcinoma cervical; e cinco (39%) com LIEBG na citologia anal.

Na avaliagdo imuno-histoquimica, tivemos sete (54%) amostras negativas, seis
(46%) estavam associadas com AR-HPV. Seis (46%) amostras forma positivas, trés

foram associadas ao HPV6 de baixo risco.



DISCUSSAO

Considerando os resultados encontrados, observamos que o perfil das pacientes
diagnosticadas com neoplasia intraepitelial anal grau 2 (NIA 2) sdo mulheres com idade
maior que 35 anos, de baixa classe econdmica e que residem em area urbana (tabela 1).
Em relacdo a sexualidade, destacou-se o perfil de uma mulher com histérico de coitarca
precoce, pratica de sexo vaginal desprotegido e realizagdo do coito anal receptivo (tabela
1).

O inicio da vida sexual precoce e sexo desprotegido expde a mulher as

infecgdes por HPV genital, a presenca do HPV na cérvice uterina aumenta em até 20
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vezes a chance de identificacio de DNA de HPV no canal anal ~.Embora a referéncia a
pratica do coito anal tenha sido elevada em nossa amostra, nao existe consenso com
relacdo a associacdo entre tal comportamento sexual e o aumento do risco para o

15,
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desenvolvimento de lesdes pré-malignas anais em mulheres  ~. Quanto as caracteristicas

clinicas, o plicoma foi a doenca orificial mais frequentemente observada, tal achado esta
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de acordo com estudos anteriores

No presente estudo, foram evidenciadas trés amostras positivas para AR-HPV
com expressao da pl16 positiva. Esse achado concordante nos faz inferir que essa NIA2
esta apresentando elevada produgdo da oncoproteina E7 que bloqueia a proteina pRB,

desregulando o ciclo celular. A producao exacerbada de p16 ocorre como uma tentativa

de impedir a proliferacao celular'®. Nesses casos, a expressdo da pl6 ¢ preditora de
progressao da doenca. Outro achado esperado foram quatro amostras negativas para AR-
HPV com reag¢do imuno-histoquimica para p16 negativa. Considerando que os BR-HPV

frequentemente ndo se integram ao genoma do hospedeiro, ndo interferindo com a pRB,

essas lesdes ndo devem sobre expressar pl6 (tabela 3)12.



Entretanto, foram encontradas amostras com resultados discordantes. Seis
lesdes foram positivas para DNA de AR-HPV de forma isolada ou combinada, e foram
negativas para pl6 (tabela 3). Tal achado poderia ser explicado pela inadequada

qualidade do material para realizagdo da imuno-histoquimica. Esta condicdo foi

analisada por um estudolg, em que foram criados protocolos concebidos para provocar a
perda de antigenicidade da amostra através de oxidacdo quimica, foto-oxidagdo e
secagem artificial. Estas alteragdes programadas foram aplicadas em tecidos contendo
antigenos especificos para investigar sua sensibilidade a imuno-histoquimica.

Os resultados da anélise, ap6s irradiacdo das amostras com UVA durante 7 dias
¢ tratamento com calor seco durante 4 semanas, mostram uma diminui¢ao das
intensidades de coloracdo para varios antigenos, dentre eles o p16. Portanto, o tempo e
as condigdes de armazenamento das amostras podem expor o material a fatores adversos

com redugdo da qualidade para a reagcdo imuno-histoquimica contribuindo para

resultados falso-negativosw. Nao podemos excluir essa possibilidade de nosso estudo,
considerando que as bidpsias analisadas foram coletadas entre os anos de 2011 a 2014, e

a reacdo para pl6 foi realizada em 2018 e o envelhecimento do material pode ter
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influenciado negativamente na intensidade da coloragao imuno-histoquimica

Uma outra explicagdo, seria que essas NIA2, embora apresentassem AR-HPV, a
resposta adequada do sistema imune do hospedeiro manteria niveis baixos de expressao
dos oncogenes E7 ¢ a lesdo ndo apresentaria comportamento progressivo, a exemplo do
que ocorre com as lesdes do colo uterino. Ou ainda, limitagdes na amostragem e
dificuldades de medigdes levou a um sobrediagnéstico na histologia.

Nesta série de casos, também existiram casos de NIA 2 induzidas por BR-HPV
positivas para p16. Os geno6tipos de baixo risco raramente causam cancer por serem menos

propensos a se integrarem ao genoma do hospedeiro. A estrutura e a funcdo das



proteinas E7, também diferem daquelas dos gendtipos de alto risco e, em alguns casos,
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impedem a interacdo com o pRb™~". Porém, apesar de incomum, a integracao do HPV de

baixo risco no DNA celular pode ocorrer e ativar os oncogenes celulares ou suprimir os
. . ~ A 22

genes supressores de tumor, impulsionando a progressao do cancer

O achado do vigente estudo corrobora com os dados colhidos de um trabalho
realizado com 41 homens que fazem sexo com homens (HSH), HIV positivos onde

foram analisadas 42 verrugas anais e descrito que quatro (9,52%) verrugas continham

regides de NIA 2, e foram identificados apenas os genotipos de HPV 6 ou 11%°. 0
comportamento inusitado pode ser explicado pela possibilidade de mutagénese sitio-

dirigida na oncoproteina E7 do HPV 6, aumentando a afinidade e capacidade de
transformagao de pRB27. Este mecanismo explicaria a capacidade de expressao da pl6
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neste tipo de genotipo mutado™.
Outro aspecto importante a ser considerado ¢ nao ser possivel excluir a

possibilidade das lesdes associadas ao HPV 6 terem sido induzidas por um gendtipo de

alto risco que estava presente simultaneamente, porém durante o processo de extragdo

houve perda do DNA, restando apenas o DNA do HPV de baixo risco”?

O estudo realizado apresentou limitagdes importantes devido ao tipo de
desenho e pequeno nimero de sujeitos. Um outro fator limitante foi ndo ter sido
realizada a técnica de microdissec¢do por captura a laser nas amostras. Essa técnica
permite selecionar a melhor area histoldgica para extracdo e a confirmacdo do tipo
especifico de HPV que a causou, através da analise do DNA do HPV. Esse artificio ¢ util

pois impede que haja falsas interpretagdes das lesdes nos casos em que mais de um tipo

de HPV esté presente no tecido™.



No presente estudo, verificou-se que a reagao imuno-histoquimica para p16 nas
neoplasias intraepiteliais anais grau 2 foi controverso, apresentando uma frequéncia
elevada de casos discordantes. Esses casos discordantes podem ser atribuidos ao niimero
pequeno da amostra e as condigdes de realizagdo da p16 nao terem sido suficientemente
adequadas. Portanto, estudos prospectivos com adequadas condigdes para realizagdo da

rea¢dao imuno-histoquimica para p16 e seguimento das mulheres sdo necessarios.
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TABELAS

Tabela 1. Distribuicdo de frequéncia das caracteristicas bioldgicas, socioecondmicas, sexuais, reprodutivas,
comportamentais, clinicas e os achados citoldgicos e histopatologicos das mulheres com neoplasia cervical
e anal

Caracteristicas n %
Bioldgicas

Idade

Mediana (Min-Max) anos 36 23-59
<35 anos 5 38,5
> 35 anos 8 61,5
Cor

Branca 6 46,0
Nao branca 7 54,0
Socioecondmicas

Renda familiar

<R$ 954,00 7 54,0
>R$ 954,00 6 46,0
Escolaridade

Mediana (Min-Max) anos 5 2-12
0 - 4 anos 5 38,5
5-12 anos 8 61,5
Procedéncia

Rural 1 8,0



Urbana

Sexuais

Idade da primeira relacio sexual

Mediana (Min-Max) anos

Numero de Parceiros

Mediana (Min-Max) parceiros

<4

>4

Relacéo sexual anal

Sim

Nao

Uso de preservativo

Sim

Idade da primeira relacio sexual anal

Mediana (Min-Max) anos

<30 anos

> 30 anos

12 92,0
16 12-24
8 61,5
5 38,5

6 1-20
6 46,0
7 54,0
12 92,0
1 8,0
4 31,0
9 69,0

23,5 16-30
12 92,0
1 8,0



Numero de partos

<2

>2

Comportamentais

Uso de alcool

Sim

Uso de tabaco

Sim

Nao

11

54,0

46,0

54,0

46,0

15,0

85,0




Tabela 2. Distribui¢do de frequéncia das caracteristicas clinicas e os achados citologicos ¢

histopatologicos das mulheres com neoplasia cervical e anal.

Caracteristicas clinicas n %
Prurido

Sim 1 8,0
Nao 12 92,0
Sangramento

Sim 0

Nao 13 100,0
Doengas orificiais

Hemorroida

Sim 4 31,0
Nao 9 69,0
Fissura

Sim 0

Nao 13 100,0
Fistula

Sim 0

Nao 13 100,0
Plicoma

Sim 10 77,0



Nio 3 23,0

Citologia cervical

Inflamatoério 2 15,0
LIEBG 7 54,0
LIEAG 4 31,0

Histopatologico cervical

NIC 1 5 39,0
NIC 2 3 23,0
NIC 3 3 23,0
Carcinoma 2 15,0

Citologia anal

DLN 2 15,0
ASC-US 2 15,0
LIEABG 5 39,0
LIEAAG 4 31,0

Abreviagdo: LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau; LIEAG: lesdo intraepitelial de alto grau;
NIC: neoplasia intraepitelial cervical; DLN: Dentro dos padrdes de normalidade;

ASC-US: Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance;

LIEABG: lesdo intraepitelial anal de baixo grau; LIEAAG: lesdo intraepitelial anal de alto grau.



Tabela 3: Descri¢do do tipo de HPV encontrados nas mulheres com LIEAAG/NIA2 de acordo com a
coloragdo para pl6

Coloracao P16

HPV Negativo Positivo Total
6 0 3 3
16;33 1 0 1
16;6 2 0 2
31 1 1 2
3156 1 1 2
33 1 0 1
81 1 0 1
85 0 1 1
TOTAL 7 6 13

Abrevia¢do: HPV: Human papiloma virus



