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RESUMO

O condiloma acuminado é a patologia anal mais frequente em individuos infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sendo causado pelo papiloma virus humano (HPV),
possuindo relacdo com o cancer anal. Caracteriza-se por ser uma doenca sexualmente
transmissivel, com incidéncia aumentada em homossexuais masculinos. A integridade do
sistema imunoldgico desempenha papel importante na susceptibilidade a infeccédo pelo virus
HPV, sendo a imunidade celular local, representada pelos linfocitos e células de Langerhans,
fator decisivo na susceptibilidade e na regressdo das lesdes. As células dendriticas
representam as principais células apresentadoras de antigeno da pele (APC). Elas detectam
antigenos na epiderme, migram para os linfonodos que drenam a regido e 0s apresenta aos
linfécitos T, conferindo, desta forma, a resposta imune cutanea. A diminuicdo das CD
presentes nos individuos infectados pelo virus HIV tem sido relacionada a eventos como o
agravamento da displasia, neoplasias escamosas, terapia imunossupressora e surgimento de
outros tumores, por causar o enfraquecimento da resposta imune celular contra 0 HPV e a
NIC, facilitando o desenvolvimento do cancer. O estudo em questdo objetivou analisar a
variacdo da densidade das células dendriticas (DC) da mucosa anal de pacientes HIV
positivos portadores de condiloma acuminado anal e/ou perianal ou com diagndstico
histoldgico de infeccdo pelo HPV atendidos no Ambulatério de Coloproctologia da Fundacéo
de Medicina Tropical do estado do Amazonas (FMTAM), relacionando a variacdo da
densidade das células dendriticas da mucosa anal e regido perianal com a ocorréncia de
neoplasia intra-epitelial anal (NIA), além de analisar os niveis periféricos dos linfocitos T

CD4+ nos pacientes com condiloma e/ou com diagndstico histologico de infecgdo pelo HPV



infectados pelo HIV. Para participarem do estudo, os pacientes receberam informacdes sobre
0s objetivos do projeto, beneficios e riscos da pesquisa. Os resultados foram tratados
estatisticamente, onde a densidade das células dendriticas, o grau de displasia anal, os niveis
periféricos de CD4+ e o0s estagios clinicos pacientes HIV positivos portadores de condiloma
acuminado anal e/ou perianal ou com diagnostico histoldgico de infecgdo pelo HPV foram
apresentados em graficos e tabelas de freqiiéncia. Os testes estatisticos utilizados na analise
dos dados categorizados foram o qui-quadrado de Pearson. Utilizou-se também o risco
relativo (RR) para medir a relacéo fator de risco-doenca. O nivel de significancia utilizado nos

testes estatisticos foi de 5%.

Palavras-chave: condiloma acuminado, HIV, HPV, neoplasia intraepitelia anal, células

dendriticas.



ABSTRACT

The condilomata acuminata is the most frequent anal pathology in HIV infected
individuals, being caused by HPV; it has a direct relation with anal cancer. It is characterized
for being a sexual transmitted disease commonly found among between male homosexuals.
The immune system integrity has an important role in HPV infection susceptibility, with most
emphasis on the local cell immunity, represented by the lymphocytes and Langerhans cells,
important factors for the lesion regression. Dendritic cells represent the major antigen
presenting cells of the skin. They detect the antigen, migrate to the local lynphonodes and
present the antigen to T lymphocyte cells. The low number of dendritic cells found in patients
with HIV is related to events such as the worsening of dysplasia, squamous neoplasia,
immunossupressor treatment and the appearance of new tumors. Objectives: Analyze the
density variation of dendritic cells (DC CD1a+ e DC DC-SIGN+) found in the anal mucosa of
HIV infected condilomata acuminata patients, also in patients that didn’t receive any kind of
treatment and in patients that received high potency antiretroviral treatment, from the
Coloproctology Service at Fundacdo de Medicina Tropical (FMTAM). For that purpose,
patients that fill in the criteria of the study were selected, treated or redirected to the
Coloproctology Service at FMTAM in the time period of July, 1t of 2008 until June, 30" of
2009. After counting the structures, the collected data were analyzed on Microsoft Office
Excel 2007. The results were statistically analyzed and presented through graphics and
frequency tables. The statistic tests used on the study are Pearson’s x? and the Relative Risk
(RR), to measure the risk-disease factors. The significant level used upon the statistic tests

were of 5%.



Key-words: condilomata acuminata, HIV, HPV, intraepthelial neoplasia, denditic

cells.
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1. INTRODUCAO

O condiloma acuminado é uma infeccdo causada pelo papiloma virus humana
(HPV), que se apresenta como a doenca sexualmente transmissivel de origem viral mais
incidente, podendo ocorrer em qualquer fase da vida, sendo mais prevalente em jovens
(ALMEIDA FILHO et al, 2005). E a patologia anal mais comum em pacientes infectados pelo
virus HIV. A incidéncia da doenca varia de 15,7 a 62%, sendo maior em homossexuais
masculinos (MANZIONE, 2003).

O papilomavirus humano (HPV) é um virus DNA com tropismo epitelial (pele e
mucosas) pertencente ao género Papilomavirus, ao grupo Papovavirus e a familia
Papovaviridae, com aproximadamente duzentos diferentes sorotipos identificados
(ALMEIDA FILHO et al, 2005). Dos mais de 80 tipos de HPV, 30 incidem no trato
anogenital (BREESE et al, 1995). A infeccdo pelos tipos 16 e 18 é a mais associada ao cancer
e neoplasia intra-epitelial (NIA) do colo uterino. Os tipos 31, 33 e 35 tém risco médio para
cancer e os tipos 6 e 11 podem causar NIA leve, a exemplo do descrito para o trato genital
(MANZIONE, 2004). A presenca de mdltiplos tipos virais, incluindo os de alto risco, é
comum nas verrugas anogenitais (VANDEPAPELIERE et al, 1997) e os métodos de deteccao
do DNA do HPV sdo menos efetivos que a bidpsia dirigida para diagndstico da doenca
(VARNAI et al, 2006; GUILLAUD et al, 2005).

A incidéncia do cancer anal corresponde a 1,5% dos tumores do aparelho digestivo e
a 2-4% das neoplasias malignas do intestino grosso (STEARNS et al, 1980; RYAN et al,
2000). Predominava no sexo feminino na propor¢do de 5:1 (MOSCICKI, et al, 1999).
Entretanto apds o surgimento da aids, esse tipo de tumor tem a frequéncia 25-50 vezes maior

nos infectados pelo HIV, quando comparados com a populacdo soronegativa, o que demonstra
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mudanca importante na epidemiologia dessa neoplasia (RYAN et al, 2000; MODESTO et al,
1994). Esse aumento vem sendo observado desde os anos 80, especialmente entre praticantes
de sexo anal receptivo (LYTWYN et al, 2005) e parece estar intimamente relacionado com a
infeccdo pelo HPV (FRISCH et al, 1999; GERVAZ, et al, 2003).

A neoplasia intraepitelial anal (N1A) é conseqliéncia da infeccdo crénica pelo HPV
na regido perianal e esta relacionada a carga viral elevada. Entretanto, a NIA de alto grau ou
Il parece ter baixo potencial para transformagdo maligna em doentes imunocompetentes e
incidéncia aumentada em imunodeprimidos, particularmente entre os homens HIV positivos
adeptos do sexo anal receptivo, homens que fazem sexo com homens (HSH), mesmo apds a
introducdo dos esquemas com drogas anti-retrovirais de alta potencial (ARV ou HAART)
(PALEFSKY et al, 2005; PIKETTY; KAZATCHKINE, 2005).

Alguns fatores tém sido associados ao aumento da NIA em pacientes portadores de
condiloma anal: pacientes HIV positivos adeptos do sexo anal receptivo, imunodeficiéncia,
estadiamento clinico avancado do HIV, verrugas anais acima da linha denteada, contagem de
linfocitos TCD4+ <500/mm3 e o tipo de HPV. Alguns relatos descreveram a incidéncia da
NIA como ocorrente em 15 a 60% dos pacientes com condiloma, dos quais 29%
apresentariam NIA de alto grau ou carcinoma in situ (MANZIONE, 2003). Nadal (2006) citou
como fatores de risco para o aparecimento do cancer anal a imunodepressdo provocada pelo
HIV, a associacdo com infeccdo pelo HPV, a presenca dos linfécitos TCD4+ abaixo de
100/mm? e carga viral elevada do HIV, imunodepressdo iminente, e a presenca de displasias.
Além desses, outros fatores também podem estar presentes, tais como trauma, inflamagéo
local e tabagismo.

Daumas (2007) descreveu entre pacientes HIV positivos e em pacientes sob HAART
com DST prévia prevaléncia significativamente superior de NIA em relacdo ao grupo HIV

negativo, com taxas de 63,2%, 68,0% e 13,6% respectivamente.
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A integridade do sistema imunoldgico desempenha papel importante na
susceptibilidade individual a infeccdo pelo HPV, no desenvolvimento e na regressdo das
lesBes, sendo a imunidade celular local, representada pelos linfocitos e células de Langerhans,
fator decisivo na susceptibilidade e na regressédo das lesdes (ALMEIDA FILHO et al, 1994).

O HPV de forma isolada ndo parece suficiente para a carcinogénese, e a progressao
tumoral que ocorre em pequena porcentagem de individuos, pode ser estimulada por
mutagenos quimicos ou fisicos (MANZIONE, 2004). Com o aumento da incidéncia do cancer
anal em pacientes com aids, o HIV tem sido descrito como co-fator que o HPV necessita para
induzir & NIA e ao carcinoma (MODESTO; GOTTESMAN, 1994). O HIV determinaria
imunodepressao local, causando resposta imune inata deficiente a infeccédo viral, elevando as
taxas de NIA e cancer na area genital e perianal (ARANY et al, 1998). A prevaléncia NIA
induzida pelo HPV aumenta entre pacientes HIV positivos enquanto a contagem dos
linfocitos TCD4+ diminui (VARNAI et al, 2006). Entretanto, a razdo da transformacao
tumoral dessas lesdes permanece incerta (NADAL, 2006).

As céluas dendriticas (DC), como as de Langerhans, detectam antigenos na
epiderme, se tornam ativadas e migram para as estacfes linfonodais, onde os apresenta aos
linfocitos T, iniciando, desta forma, a resposta imune cutanea.

Durante 0 processo migratério, a expressdao de MHC I, MHC II, como o HLA-DR,
moléculas co-estimuladoras, CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) e CD4 aumentam nas DC,
enquanto diminui a ligagdo e o processamento de novos antigenos exdgenos, sendo entao
consideradas DC maduras, que expressam ainda CXCR4 e CCR7 que direcionam a migracéo
até as areas T dos tecidos linfaticos, auxiliadas pelas quimiocinas linfonodais CCL19 e
CCL21 (ZIMMER et al, 2002; KAWAMURA et al, 2005).

A ativacdo depende do interferon (IFN-gama) e fator de necrose tumoral (TNF-alfa),

produzidos pelos linfocitos natural killer (NK) (GUILLAUD et al, 2005). Todavia, as
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interacdes entre DC e NK podem se alterar em situacdes nas quais a imunodeficiéncia esteja
presente (ANDREWS et al, 2005). Segundo Nadal (2006) DC ativadas sdo estaveis,
resistentes aos fatores supressores relacionados ao tumor e mostram capacidade aumentada de
induzir resposta imune.

A eficiéncia da transmissdo do HIV-1 via DC, parece estar associada aos niveis de
DC-SIGN expressos na mucosa, na qual os virus devem atravessar a camada epitelial para
acessar as DC DC-SIGN+ na regido subepitelial da lamina prépria, o que pode ser facilitado
por traumatismos, ferimentos e tratamentos com progesterona (JAMESON et al, 2002), além
da influéncia do ciclo menstrual, ectopia cervical, circuncisdo e predisposicdo genética
(KAWAMURA et al, 2005).

Na mucosa vaginal, as células DC-SIGN+ ndo sdo detectadas dentro do epitélio
escamoso. J& no reto, as células DC-SIGN+ que co-expressam o receptor CD4 do HIV-1
formam uma banda estreita logo abaixo do lumem epitelial, separadas apenas pelo ténue
epitélio colunar simples, sendo, portanto, facilitado o acesso do virus a estas células
(JAMESON et al, 2002). Os artigos sdo unissonos em afirmar o maior risco de transmissdo do
HIV-1 através do intercurso retal (JAMESON et al, 2002; VOELER, 1991).

De acordo com Sobhani et al (2002) na infeccdo pelo HPV em pacientes HIV
negativos com condiloma anal, as DC aumentam nas camadas basais do epitélio escamoso
invadido e diminuem nos pacientes HIV positivos, ndo havendo relacdo com sexo, idade,
presenca de infeccdo anal mdltipla ou comportamento sexual, estando, provavelmente,
relacionada a presenca do virus. O achado ajuda a explicar a elevada recidiva dos condilomas
nos pacientes HIV positivos. A presenca de infeccdo pelo HIV, numa anélise multivariada, foi
0 Unico fator de risco para a diminuigéo das células dendriticas (SOBHANI et al, 2004).

Em um estudo nacional realizado em 2006, Nadal e colaboradores descreveram a

diminuigéo da freqiiéncia das células dendriticas em pacientes HIV positivos com cancer anal
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sem relagdo com o prognostico. A funcdo dessas células infiltrando os carcinomas anais e
atuando na resposta inflamatéria ainda é pouco conhecida. A ativacdo destas células, em
pacientes HIV positivos, parece ser inadequada por provavel bloqueio desencadeado por fator
tumoral, como o TGF-beta-1 produzido por tumores de pele e determina a imobilizacdo das
DC, impedindo sua migragdo para os linfonodos, reduzindo assim o nimero de células T que
infiltrariam o tumor, evitando sua regressdo (WEBER et al, 2005). N&o se sabe se a
ocorréncia determina ou apenas acompanha a evolucdo para a NIA e o cancer (NADAL,
2006).

Pacientes infectados pelo HIV podem ser classificados pelos niveis plasmaticos de

Linfécitos TCD4+ e pela ocorréncia das doencas definidoras de aids, conforme mostrado na

Tabela 1.

Linfocitos A B C

CD4/mm3 % Assintomaticos Sintomaticos Doencas indicadoras
Infeccdo aguda Menos Ae C de AIDS (1997)
LPG

> 500 mm3 29% Al Bl C1l

200 A 499 mm3 | 14-28% A2 B2 Cc2

<200 mm?3 <14% A3 B3 C3

Tabela 1 — Classificacdo dos pacientes com infeccéo pelo HIV

Adaptado de Barret e Gallant. Tratamento Clinico da Infecgéo pelo HIV 2001-2002.

Observacdes: Os pacientes das classes A3, B3, C1, C2 e C3 devem ser notificados como AIDS. Estas
categorias sdo excludentes. Uma vez classificado como B ou C, o paciente ndo podera ser
reclassificado quando cessarem os sintomas. LPG = linfadenopatia generalizada persistente.

Segundo Bazin et al (2005) sdo considerados portadores de aids 0s pacientes que
apresentam as doencas definidoras (Tabelas 2 e 3) com quaisquer niveis de TCD4+ ou 0s

contagem inferior a 200/mms3, mesmo sem relato de infec¢do oportunista.
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Candidiase de esodfago, traquéia, bronquios ou pulmao

Citomegalovirose disseminada ou coriorretinite

Criptococose extrapulmonar

Criptococose com diarréia persistente por mais de 30 dias

Herpes simples monocutaneo por mais de 30 dias, ou de bronquios, pulmdo ou trato
gastrointestinal

Histoplasmose disseminada

Isosporiase com diarréia persistente por mais de 30 dias

Leucoencefalopatia multifocal progressiva

Linfoma primério de cérebro

Linfoma ndo-Hodgkin de células B, de células grandes ou pequenas ndo clivadas ou de
células grandes, imunoblastico

Sarcoma de Kaposi em pacientes com menos de 60 anos

Micobacteriose (ndo-tuberculosa)

Sepse recorrente por Salmonella ndo-tifoide

Pneumonia por Pneumocystis carinii

Toxoplasmose cerebral

Pneumonias bacterianas recorrentes, mais de dois episddios em 12 meses

Cancer cervical invasivo

Sindrome consumptiva: emagrecimento de + 10kg, diarréia cronica e febre por mais de 30
dias.

Tabela 2 - Doengas Definidoras de Aids segundo os Critérios Modificados do CDC
Legenda: CDC: Center for Diseases Control and Prevention.

Sinais/Sintomas/Doencas Pontos

Sarcoma de Kaposi 10

=
o

Tuberulose disseminada/extrapulmonar/pulmonar ndo cavitaria

Candidiase oral ou leucoplasia pilosa

Tuberculose pulmonar cavitéria ou ndo-especificada

Herpes-zdsterem individuo de atéh 60 anos de idade

Disfuncdo do sistema nervoso central

Diarréia por um periodo igual ou superior a um més

Febre igual ou superior a 38°C, por um periodo igual ou superior a um meés

Caquexia ou perda de peso corporal superior a 10%

Astenia por um periodo igual ou superior a um més

Dermatite persistente

NININIDN| N OO o1 O O1

Anemia e/ou linfopenia e/ou trombocitopenia
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Tosse persistente ou qualquer pneumonia (exceto tuberculose) 2

Linfadenopatia maior ou igual a 1cm, maior ou igual a dois sitios extra- 2
inguinais, por um periodo igual ou superior a um més

Tabela 3 - Doengas Definidoras de Aids segundo critério Rio de Janeiro-Caracas
Fonte: MS — Coordenacdo Nacional de DST e Aids — Revisao da definicdo nacional de casos de AIDS
em individuos com 13 anos de idade ou mais, para fim de vigilancia epidemiolégica.

A ampliacéo do acesso da populacdo aos esquemas HAART foram responsaveis pela
gueda da mortalidade e morbidade associada a aids na maioria dos paises, porém a incompleta
restauracdo do sistema imunoldgico, associada a prolongada exposi¢do aos virus oncogénicos
e a instabilidade gendmica, podem resultar em prejudicada vigilancia imune e subsequente
elevacdo da incidéncia de tumores (FERNANDEZ, 2003). De fato, apesar da expectativa de
influéncia favoravel sobre a evolucdo da NIA e da diminuicdo da sua incidéncia, a HAART
ndo demonstrou efeito sobre a incidéncia da NIA e da infeccdo pelo HPV; e tampouco
conseguiu diminuir a incidéncia das lesdes condilomatosas (RETAMOZO-PALACIOS et al,
2004).

De acordo com Daumas (2007), os niveis séricos dos linfocitos TCD4+ apresentaram
correlacdo positiva forte com o volume relativo das células dentriticas DC-SIGN+ do canal
anal de pacientes HIV positivos portadores de NIA acentuada.

As drogas anti-retrovirais sdo classificadas em trés grupos (Tabela 4) e a terapia
inicial utiliza a associacdo de drogas, geralmente com dois Inibidores Nucleosideos da
Transcriptase Reversa (INTR) e uma droga dentre as duas classes restantes (Tabela 5)

(RAMOS FILHO, 2005).



Inibidores Nucleosidicos da Transcriptase Reversa (INTR)

Abacavir (ABC)

Didanosina (ddl)

Emtricitabina (FCT)!

Estavudina (d4T)

Lamivudina (3TC)

Tenofovir (TDF)?

Zalcitabina (ddC)3

Zidovudina (AZT, ZDV)

Inibidores Nao-nucleosidicos da Transcriptase Reversa

Delavirdina (DLV)3

Efavirenz (EFV)

Nevirapina (NVP)

Inibidores da Protease (IP)

Amprenavir (APV)*

Atazanavir (ATZ)

Fosamprenavir (F-APV)!

Indinavir (IDV)

Lopinavir/ritonavir (LPV/r)

Nelfinavir (NFV)

Ritonavir (RTV)®

Saquinavir (SQV)*

Tabela 4 — Drogas anti-retrovirais (e siglas)

Adaptado de RAMOS FILHO, C. F., 2005. Tratamento Infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV).

1- Né&o disponivel no Brasil.

2- Estritamente falando, o tenofovir € um inibidor nucleotidico (e ndo nucleosidico) da transcriptase
reversa.

3- Droga em desuso.

4- Inibidores de protease que s6 devem ser empregados com reforgo farmacologico com baixas doses
de ritonavir.

5- Em desuso se empregado em dose plena, como Unico IP do esquema.

Grupo Farmacologico 12 Escolha 28 Escolha

2 ITRN ZDV + 3TC d4T+3TCt
ITRNN EFV?2 NVP

IP LPV/rou ATZ NFV3 ou SQV/r4

Tabela 5 - Opc¢bes de Esquemas Terapéuticos com Drogas Anti-retrovirais



Adaptado de RAMOS FILHO, C. F., 2005. Tratamento Infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV).

1- Em situagdes excepcionais, o TDF e o ABC podem ser utilizados em substituicdo ao ZDV ou ao
d4T, e o primeiro daqueles devera ser obrigatoriamente associado ao 3TC e ao EFV.

2- O EFV é contra-indicado em gestantes.

3- O NFV néo deve ser indicado em caso de carga viral > 100.000 cdpias/mL.

4- O SQVI/r € a Unica opcao de IP para pacientes em uso de rifampicina. Nos casos de pacientes em
uso de rifampicina, que ndo toleram EFV nem SQV/r, ou em caso de hepatopatia grave, é possivel o
uso de ZDV (ou d4T) associado ao 3TC e ao abacavir.

O inicio da terapia deve ser iniciada antes do aparecimento de sintomas e das quedas
pronunciadas de linfécitos TCD4+. A carga viral deve ser considerada em pacientes com
niveis superiores a 200 célulassmma3 (Tabela 6). Outros fatores como a disponibilidade da
droga, o desejo do paciente em iniciar a terapia, 0 acesso a determinacdes laboratoriais, a
velocidade de queda dos linfécitos TCD4+ e fatores circunstanciais (como doencas

coexistentes) devem ser avaliados (RAMOS FILHO, 2005).

Contagem de Linfécitos TCD4+ (por mL) Indicacao

> 350 Nao tratar

Entre 350 e 201 Considerar tratamento
<200 Iniciar tratamento
Sintomaticos* Iniciar tratamento

Tabela 6 — Inicio da terapia anti-retroviral

Adaptado de RAMOS FILHO, C. F., 2005. Tratamento Infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV).

* Iniciar quimioprofilaxia para infec¢Ges oportunistas com sulfametoxazol/trimetoprima.

Desta forma, o presente estudo buscard analisar a variacdo da densidade das células
dendriticas (DC CDla+ e DC DC-SIGN+) da mucosa anal de pacientes portadores de

condiloma acuminado ou com diagndstico histologico de HPV infectados pelo HIV, a relacdo
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com o estadiamento clinico do HIV, a associagdo com a NIA e fatores relacionados a
recidivas do condiloma na mucosa anal e regido perianal, na principal instituicdo publica de

apoio a pacientes HIV positivos de Manaus-AM.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Nocbes Anatdmicas sobre o canal anal

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

O anus é precedido, por um segmento revestido por pele modificada desprovida de
pélos, o anoderma, até a linha pectinea (Figura 1). O epitélio de revestimento do canal anal
varia conforme sua localizacdo anatdmica, sendo do tipo estratificado escamoso abaixo da
linha pectinea e colunar simples acima desta (NETTER, 1999).

Variadas afeccdes proctologicas acometem a regido suprapectinea, estando
anatomicamente situadas no reto, mas comportando-se como pertencentes ao canal anal, e

estando dentro dos limites musculares deste (DINIZ, 1999).
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Figura 1 — Reto e canal anal — sec¢&o longitudinal
FONTE: MODIFICADO DE NETTER (1999).

2.2 O papel dos virus HPV na displasia/cancer anal

Os papilomavirus sdo pequenos virus pertecentes a familia Papovariridae podendo ser
encontrados no epitélio de varias espécies, inclusive no homem, sendo nestes chamados de

Papilomavirus humano, ou simplesmente HPV (DOORBAR, 2005).

A familia Papovaviridae é grande, com mais de uma centena de tipos virais
identificados, dos quais a0 menos 30 tipos sdo capazes de infectar o trato genital humano de
ambos 0s sexos. Os tipos sdo classificados baseados na homologia entre as seqiiéncias de

nucleotideos, e nas freqliéncias de associagdo com neoplasias epiteliais de alto grau e com 0



carcinoma cervical, ou seja, conforme seu potencial oncogénico (tabela 7) (DOORBAR,

2005).
CLASSIFICACAO DE RISCO TIPOS DE HPV
Alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Provéavel alto risco 26, 53, 66
Baixo risco 6,11,40,42,43,44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108
Risco indeterminado 34,57, 83

Tabela 7 — Classificacao dos tipos de HPV de acordo com o potencial oncogénico
FONTE: MUNOZ et al, 2003.

O tipo 16 do HPV é o mais prevalente no cancer anal e os tipos 6 e 11 estdo mais
frequentemente associados as verrugas anogenitais benignas. A associa¢do entre tipos virais é
frequentemente observada na maioria dos carcinomas anais escamosos, principalmente nos

pacientes HIV positivos anorreceptivos (MARTINS, 2004).

O genoma do HPV € composto por uma fita dupla de DNA circular com
aproximadamente 8.000 pares de bases classificados de acordo com suas funcbes durante o
processo de replicacdo viral, sendo dividido em regides precoces (early regions), de E1 a E7
gue controlam a transcricdo e a transformacdo celular, regides L1 e L2 ou tardias (late
regions), atuantes na sintese de proteinas estruturais do capsideo viral, e regido longa (long
control regions ou LCR), envolvida na modulacao dos processos de replicacdo no hospedeiro.
As regibes E1 e L1 parecem ser as mais conservadas, com ORFs (open reading frame —

regido aberta de leitura) fundamentais a sobrevivéncia de todos os papilomavirus.
Os HPV sdo essencialmente epiteliotroficos e necessitam romper a barreira epitelial

atraveés de fissuras na pele, dos foliculos pilosos ou da exposi¢do prolongada a agua, para

invadirem as células da camada basal.
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Habitualmente, as células ndo infectadas da camada basal migram para a superficie
celular e se diferenciam com a formacdo de grdos envelopados de queratina além de
secretarem lipidios no intuito de formar uma barreira protetora contra invasdes (MADISON,

2003).

2.3 Epidemiologia e o papel do HIV na displasia-cancer

Em todo o mundo a infec¢do pelo virus do HIV estendeu-se primariamente como

resultado da exposi¢do sexual através das superficies mucosas (JAMESON et al, 2005).

No Brasil existem mais de 362.364 casos de aids relatados. Dentre os do sexo
masculino 14,9% sdo declaradamente homossexuais e 10,3% bissexuais. No Amazonas, desde
1980, foram notificados 2831 casos, com 270 casos novos em 2004, sendo o estado com a

segunda incidéncia mais elevada do pais (INCA, 2005; BRASIL, 2005).

30+
20—
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Taxa de incidéncia

Q———7
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Norte Amazonas i Brasil

Figura 2 - Taxa de incidéncia de aids/100.000 habitantes
FONTE: BRASIL, 2005.
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A incidéncia de cancer anal foi descrita por Melbye et al (1994) como vinte vezes
mais frequente em individuos HIV positivos. No programa de registros de casos de cancer em
11 estados dos Estados Unidos o risco do cancer anal entre mulheres HIV positivas foi de 6,8
e de 37.9 entre homens, mas quando se considera apenas individuos com menos de 30 anos o
risco para mulheres sobe para 134 e para 162.7 nos HSH HIV positivos (KLENCKE &

PALEFSKY, 2003).

Num estudo de coorte para avaliar o efeito cumulativo da NIA 111, se mostraram como
fatores risco significativos ser HIV positivo com niveis de CD4 menor que 200 x 10°
células/litro, ser HIV negativo com HPV positivo para dois subgrupos de HPV, este com risco
semelhante aos pacientes HIV positivos com niveis de CD4 maior que 500 x 10° células/litro
(PALEFSKY et al, 1998). Porem nos estudos de Ching-Hong et al (2005) apenas a infec¢éao

anal simples ou multipla pelo HPV foi significativa.

Kreuklter et al (2005), descreveram displasia anal em 19,4% dos pacientes HIV
positivos, sendo 30% de NIA [1l. A média de células TCD4+ nestes pacientes foi de
454,4cél/ul, com carga viral média de 5643 copias/mL. A carga viral tem se mostrado
ferramenta valiosa para a selecdo de pacientes com risco elevado para o desenvolvimento da

displasia anal (SOBHANI, 2004).

A imunidade sistémica parece ser importante para a progressdo da displasia. Palefsky
et al (1997), observou que pacientes HIV positivos com baixos niveis de células TCD4+,
portando infec¢do por mais de um tipo de HPV foram mais propensos a desenvolverem NIA

A progressdo de NIA Il para cancer, quando ocorre, parece requerer quase uma
década para o seu desenvolvimento, tempo que antes do desenvolvimento do uso da terapia

anti-retroviral de alta poténcia (Highly Active Antiretroviral Therapy - HAART) o0s pacientes
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HIV positivo ndo dispunham, e os riscos relacionados a este desfecho ndo eram bem
mensurados neste grupo devido a elevada mortalidade por infecgdes oportunistas. O aumento
da displasia observada nos pacientes em uso de HAART parece ser atribuido a maior
sobrevida destes pacientes e como decorrente da facilitagcdo da progressao displasia, pela

imunossupressao e ineficiente acdo da HAART sobre o HPV.

Em pacientes seguidos em uso de HAART, a taxa de NIA Ill se modificou em 76%,
havendo regressdo a NIA | em 22% e a ASCUS em 2%. A progressao de NIA Il a cancer
neste grupo parece aumentar, porém longos seguimentos parecem necessarios para sua

documentacdo com seguranca (PALEFSKY et al, 1998; HOLLY et al, 2001).

O sistema imune exerce importante controle das infeccdes, pacientes com deficiéncias
neste sistema sdo particularmente susceptiveis, podendo desenvolver quadros infecciosos
difusos e refratarios, conforme observado em transplantados renais, HIV positivos e

portadores de defeitos genéticos do sistema imune (DOORBAR, 2005).

No intuito de avaliar os fatores imunes associados a infeccdo pelo HPV tém sido
estudadas as varias classes de linfocitos T responsaveis pela apresentacdo e reconhecimento

dos antigenos virais (SOBHANI et al, 2004).

2.4 A imunidade e as Células Dentriticas

O sistema imune é composto por células e moléculas que desencadeiam resposta
coletiva e coordenada a introducdo de substancias estranhas no organismo, sendo mediado

pelos sistemas inato e adaptativo. O sistema inato tem como principais fungdes o
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reconhecimento dos patogenos, a fagocitose, a apresentacdo de antigenos (Ag), a liberacdo de

mediadores inflamatdrios, e o recrutamento de células (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

As Células Apresentadoras de Antigenos (Antigen Presenting Cells - APC) séo
representadas por linfocitos B, células de Langerhan’s, macrofagos e linfocitos epiteliais
disponibilizados nas camadas do epitélio, sendo seu papel parte fundamental da resposta
imune, pois apds capturarem 0s antigenos, 0s processam e expressam em sua superficie,
através do Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex -
MHC) de classe Il, apresentando-os aos linfocitos auxiliares TCD4+, desencadeando a

resposta do hospedeiro ao invasor. (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

Uma das principais APC sdo as células dendriticas (CD) que residem em sitios de
interacdo entre o individuo e o0 meio, como a pele a superficie mucosa e o sangue periférico e
juntamente com outros linfdcitos iniciam a resposta imune contra Ag inalados, ingeridos ou
inoculados. As APC sdo disponibilizadas nas camadas do epitélio, concentrando-se na lamina
prépria.

As formas imaturas das CD sdo levadas pela corrente sangiiinea aos 6rgdos periféricos
como a pele e mucosas, onde se instalam formando uma verdadeira rede de defesa. As CD da
pele sdo denominadas células de Langerhans, possuem grande poder migratorio através dos
plexos subepidérmico onde formam uma rede extensa unidirecional e ascendente até os

orgaos linfoides secundarios (RANDOLPH et al, 2005).

Regularmente as CD circulam dos tecidos até os 6rgdos linfoides secundérios,
permitindo o encontro com patogenos na fase inicial de infeccdo (PACHIADAKIS et al,
2005; ABBAS & LICHTMAN, 2005; JAMESON et al, 2005). Na periferia as CD residentes
capturam o antigeno, o fagocitam por macropinocitose ou endocitose. Antes de capturarem 0s

Ag as CD residentes sdo consideradas imaturas por expressarem pouco MHC e moléculas co-
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estimuladoras. Apds o contato com o antigeno e durante 0 processo migratorio a expressao
tanto de MHC | e quanto de MHC Il, moléculas co-estimuladoras, CD80, moléculas de

adesdo e CD86 ou B7-2, aumentam, sendo entdo consideradas CD maduras.

A molécula CD86 tem papel relevante no estimulo a células efetoras TCD4+ e TCD8+

(ABBAS & LICHTMAN, 2005; PACHIADAKIS et al, 2005).

Ap0s capturarem o antigeno, as CD migram em dire¢do & zona T dos 6rgaos linfaticos
periféricos onde apresentam os antigenos capturados as CD interdigitantes, na zona T, que em
resposta a citocinas e moléculas co-estimuladoras expressas por estas APC ativam
macrofagos, fundamentais a resposta aguda infecciosa (ABBAS & LICHTMAN, 2005). As
APC sio consideradas imunoestimuladoras, pois estimulam linfécitos T virgens (LORE et al,

2005).

Dois tipos de CD tém sido caracterizados no sangue periférico, as mieldides e as
plamocitdides, classificadas de acordo com seu fendtipo e morfologia. As CD mieldides séo
APC classicas, pois apresentam os produtos antigénicos degradados as células TCD4+ e
TCD8+, que secretam citocinas pré-inflamatérias como a |IL-12 essenciais ao
desenvolvimento da resposta imune efetiva. As CDS mieldides também produzem interferon |
guando infectadas por virus, em menos quantidade do que as CD plamocitdides consideradas

produtoras naturais de interferon (PACHIADAKIS et al, 2005).

As CD plasmocitéides podem apresentar antigenos, mas sua eficiéncia parece ser
inferior a CD mieldides. Pachiadakis et al (2005) em seu artigo de revisdo descrevem que
uma capacidade 10 a 50 vezes menor, destas células em expandir células TCD4+ e TCD8+.
Ambas CD secretam IL-10 e IL-12, e a relacdo entre estas pode definir a resposta imune como

predominantemente TH1 ou TH2. A definicdo desta resposta parece estar tambem relacionada
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a quantidade de antigenos e dos ligantes dos receptores TOLL-like nos patégenos

(PACHIADAKIS et al, 2005; ABBAS & LICHTMAN, 2005).

No Brasil, ainda nenhum trabalho foi disponibilizado sobre a freqiiéncia das CD nas
camadas do epitélio do canal anal. Sobhani et al (2004), encontraram em Paris, Franca uma
média de 15 a 19cél/mm? na camada basal da populacdo geral, de 24 a 27,4cél/mm? em
pacientes com condiloma anal e de 13 a 16cél/mm? nos pacientes com NIA 111 ou cincer anal,
podendo chegar a zero. O acompanhamento dos pacientes mostrou uma tendéncia a
diminuicdo das CD apds a excisdo de condilomas anais, passando a média das CD de 9 a
19cél/mm? no grupo sem displasia e de 6 a 7cél/mm? nos pacientes com displasia severa ou

cancer (SOBHANI et al, 2004).

A diminuicdo das CD tem sido relacionada a eventos como 0 agravamento da
displasia, neoplasias escamosas, terapia imunossupressora e de outros tumores; onde o
epitélio glandular metaplésico parece inibir a migracdo das CD, tornando a &rea desprotegida

(UCHIMURA et al, 2004).

Tay et al, 1987 avaliando subpopulacGes de CD em pacientes com Neoplasia Intra-
epitelial Anal (NIA) constatou a diminuicdo de seus niveis, principalmente das S 100,
causando um enfraquecimento da resposta imune celular contra o HPV e a NIC, facilitando o

desenvolvimento do cancer.

Na vigéncia de invasdo mucosa pelo HPV, as CD aumentam sua freqiiéncia podendo
ser visualizadas em grande nimero nas camadas basais do epitélio escamoso invadido, néo
havendo relacdo com sexo, idade, presenca de infeccdo anal maultipla ou comportamento

sexual; estando provavelmente relacionada a presenca do virus (SOBHANI et al, 2002).
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2.5 As Células Dendriticas e a infeccdo pelo HIV

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

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

A ligacdo do HIV na mucosa anal as APC ocorre através dos receptores CD4 e do
receptor de quimiocina. A proteina gp120 do envelope viral liga-se inicialmente ao CD4 e
secundariamente a quimiocina, CCR5 e CXCR4, causando uma alteracdo na conformacao do
gp41 expondo a regido do peptideo de fusdo que se ligara a membrana celular do hospedeiro.
Apods as etapas intranucleares de transcricdo do RNA viral e a formacéo da estrutura basica do
HIV, a gp120 e 41 séo expressas na membrana celular do hospedeiro, levando a brotacédo do
virion maduro e a sua liberacdo para infectar outra célula. A infeccdo de uma nova célula
pode ocorrer também pela forma direta quando o broto do virion ainda ndo se formou, onde
uma célula que expresse receptor CD4 e co-receptor de quimiocina pode ligar-se a célula do
hospedeiro infectada permitindo a transferéncia do genoma do HIV (ABBAS & LICHTMAN,

2005).

Varios receptores diferentes de quimiocina servem como co-receptores para a
penetracdo do HIV nas células, e diversas proteinas, como o receptor de leucotrieno B4,
podem mediar a infeccdo do HIV nas células. A especificidade do virus para diferentes co-
receptores estdo baseadas no gpl20, onde mutacBGes nesta area podem alterar o tropismo
celular. O CCR5 que € usado pelo virus na fase inicial da infeccdo, sendo substituido pelo

CXCR4 nos estagios mais tardios. (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

As ICAM -3, que sdo moléculas de adesao que aderem a ndo-integrinas, sendo nas CD

denominadas DC-SIGN, ligam-se com alta afinidade a proteina do envelope do HIV-1 e HIV-
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2. Uma vez ligado a DC-SIGN o virus pode ser transmitido as células alvo que expressam
CD4 e co-receptores virais, quimiocinas. Na mucosa vaginal as DC-SIGN+ ndo sdo
detectadas dentro do epitélio escamoso, exceto em raros CD sub-epiteliais, ja no reto, as DC-
SIGN+ que co-expressam o HIV-1, co-receptor CD4 CCR5 formam uma banda estreita

abaixo do lumem epitelial (JAMESON et al, 2005).

A eficiéncia da transmissdo do HIV-1 parece estar associada aos niveis de DC-SIGN
expressos na mucosa. Na exposicao vaginal, os virus devem de alguma forma atravessar a
camada epitelial para acessar as CD DC-SIGN+ no sub-epitélio da lamina propria, o que pode
ser facilitado por tratamentos com progesterona que atenuam estas camadas do epitélio. No
reto as DC CD4 CCR5+ DC-SIGN+ sdo separadas do lumem apenas pelo epitélio colunar
simples, sendo, portanto, facilitado o acesso do virus a estas células. Os artigos sao unissonos
em afirmarem que o risco de transmissdo do HIV-1 é maior no intercurso retal (JAMESON et

al, 2005; VOELER, 1991).

As CD séo infrequentemente infectadas pelo HIV-1, mas os virus se ligam a elas
eficientemente podendo reter um estado infeccioso prolongado. A habilidade da CD em ligar-
se a0 HIV-1 e de transmiti-lo aos receptores celulares positivos, parece também estar
relacionada as DC-SIGN (JAMESON et al, 2005). Como as CD sdo uma das primeiras
células a encontrarem o virus na superficie mucosa, levantou-se a possibilidade desta

molécula de adesdo ter impacto na transmissao sexual do HIV.

DC-SIGN+ tem sido demonstrada interagindo com ICAM-3, expressa em células T
ndo ativas mediando a ligacdo da CD com a célula T, sendo possivel também que a DC-
SIGN+ atue como porteiro, sendo capaz de capturar, processar e apresentar antigenos

peptidicos ou o virus intacto as células TCD4+ desta regido (JAMESON et al, 2005).



35

A infeccdo das CD pelo HIV prejudica sua capacidade de estimular células T devido a
inibicdo da secrecdo de citocinas, principalmente a IL-12 e pela perda da capacidade de
maturacdo por deficiéncia de expressdo de moléculas co-estimuladoras e do MHC, retardando
a resposta imune (PACHIADAKIS et al, 2005, LORE et al, 2002; SOBHANI et al, 2004). A
IL-10 foi encontrada aumentada na mucosa de pacientes HIV positivos com infec¢do pelo
HPV e a regressdo da infeccdo nestes pacientes parece ser relacionada ao aumento de
citocinas configurando uma resposta predominantemente TH1 (PALEFSKY & HOLLY,

2003).

A imunosupressdo aumenta o risco de desenvolvimento de NIA 11, mas uma vez
estabelecida a displasia, fatores genéticos como os induzidos pelas proteinas E6 e E7 do HPV,
parecem desempenhar um papel mais direto na progressdao da displasia ao cancer
(DOORBAR et al, 2005), e uma vez instaladas estas mutacdes, a reconstrucdo do sistema
imune ndo proporcionaria a regressdo do quadro. As células displasicas apresentam também
uma desregulacdo das vias necessarias a apresentacdo do antigeno, como a TAP 1

(PALLEFSKY & HOLLY, 2003; 2005).

O aumento dos niveis de TCD4+ em pacientes utilizando a HAART ndo parece se
acompanhar da reconstrucdo da resposta imune especifica ao HPV, como ocorre com outros

patégenos (PALLEFSKY & HOLLY, 2003).

O risco aumentado da neoplasia associada ao HPV é conhecido em pacientes
imunossuprimidos, porém os mecanismos de interacdo HPV-HIV necessitam ser melhor
compreendidos devido ao grande numero de pacientes duplamente infectados (PALEFSKY,

HOLLY, 2003; 2005).

As células TCDA4+ refletem o efeito sistémico do HIV no sistema imune, mas a relagao

entre imunossupressdo e aumento do risco de deteccdo do HPV parece complexa, ja que a



36

importancia desta na persisténcia da infeccdo pelo HPV, CIN e NIA parece variar de acordo
com a etiologia da imunossupressao, idade, grupos de risco e acuracia dos testes e marcadores

utilizados na identificagéo dos tipos de HPV (PALEFSKY & HOLLY, 2005).

Nos pacientes HIV positivos existe correlacdo entre a quantidade de HPV e os niveis
de TCD4+, com aumento do risco da infeccdo quando os niveis de TCD4+ estdo inferiores a
200 células/mm?, indicando que o sistema imune exerce um papel importante no controle da

replicacdo do HPV.

A imunossupressao entre adultos HIV positivos, exceto em mulheres jovens, é
mensurada pelos niveis de células TCD4+ e esta associada a alta prevaléncia de NIC e NIA e
rapida progressdo para NIA 1ll. A forca desta relacdo parece mais relacionada aos niveis de
células TCD4+ do que com a carga viral do HIV, refletindo uma maior importancia da

imunodisfungéo para este desfecho (PALLEFSKY & HOLLY, 2003).

Pallefsky e Holly, (2003), em sua revisdao concluem que a manuten¢do dos estudos em
pacientes em uso de HAART deve permanecer por permitirem melhor analise da progressao
da displasia em longo prazo, dos efeitos de seu uso cumulativo, e da comparacdo do estudo

entre jovens e adultos.

H& pouco mais de uma década o céncer anal tem sido pesquisado com énfase,
impulsionado pelo assustador aumento de sua prevaléncia nos pacientes imunossuprimidos e
pelos novos conhecimentos advindos sobre a imunidade relacionada aos virus e aos tumores,
trazendo novamente a esperanca de cura pela modulacdo da imunidade, através do controle da

migracédo das CD e o desenvolvimento de vacinas terapéuticas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar a variacdo da densidade das células dendriticas (DC CDla+ e DC DC-
SIGN+) da mucosa anal de pacientes portadores de condiloma acuminado anal e/ou perianal
ou com diagnostico histolégico de infecgdo pelo papiloma virus humano (HPV) infectados
pelo HIV, em pacientes virgens de tratamento e nos em uso da terapia antiretroviral de alta
potencia (HAART), atendidos no Ambulatério de Coloproctologia da Fundacéo de Medicina

Tropical do estado do Amazonas (FMTAM).

3.2. Objetivos Especificos

o Relacionar a variacdo da densidade das células dendriticas da mucosa anal e regido

perianal com a ocorréncia de neoplasia intra-epitelial anal (NIA).

o Analisar os niveis periféricos dos linfécitos TCD4+e T CD8+ nos pacientes com

condiloma infectados pelo HIV.
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4. METODOLOGIA

4.1. Modelo de Estudo

Buscando estimar a relagdo entre o condiloma acuminado anal e/ou perianal ou com
diagndstico histolégico de infecgdo pelo papiloma virus humano (HPV), em pacientes
infectados pelo virus HIV com a variacdo da densidade de células dendriticas na mucosa anal,
optou-se por um estudo do tipo observacional transversal de deteccdo de casos, com

componente analitico.

4.2. Universo de estudo

4.2.1. Populacéo de Referéncia

O estudo tem como alvo a populacdo de pacientes atendidos no ambulatério de
coloproctologia da Fundacédo de Medicina Tropical FMTAM, no periodo compreendido entre

01 de julho de 2008 a 30 de junho de 2009.

4.2.2. Populacéo de Estudo

Foram estudados todos os pacientes HIV positivos portadores de condiloma
acuminado anal e/ou perianal ou com diagnostico histolégico de infec¢do pelo papiloma virus
humano (HPV), encaminhados ao ambulatorio de coloproctologia da FMTAM, pelos servigcos
de emergéncia, infectologia e dermatologia. Para participarem do estudo, 0s pacientes

receberam informacdes sobre os objetivos do projeto, beneficios e riscos da pesquisa e
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assinaram, voluntariamente apos ter esclarecido suas duvidas, o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo C).

4.3. Composi¢ao da amostra

Para estimar a relacdo entre o condiloma acuminado anal e/ou perianal ou com
diagndstico histologico de infeccdo pelo papiloma virus humano (HPV), com a variacdo da
densidade de células dendriticas na mucosa anal de pacientes infectados pelo HIV, foram
analisadas as amostras de bidpsias teciduais de 65 pacientes coletadas no periodo de 01 de

julho de 2008 a 30 de junho de 2009.

4.4. Andalise dos resultados

Os resultados foram tratados estatisticamente, onde a densidade das células
dendriticas, o grau de displasia anal, os niveis periféricos de CD4+ e o0s estagios clinicos de
pacientes HIV positivos portadores de condilomas e/ou perianal ou diagnostico histolégico de
infecgdo pelo papiloma virus humano (HPV), foram compilados em graficos e tabelas de
freqUéncia. Os testes estatisticos utilizados na analise dos dados categorizados foram o qui-
quadrado de Pearson. Utilizou-se também o risco relativo (RR) para medir a relagdo fator de

risco-doenca. O nivel de significancia utilizado nos testes estatisticos foi de 5%.

4.5. Criterios de elegibilidade

4.5.1. Critérios de Inclusao



a)

b)

c)
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pacientes previamente diagnosticados com HIV, de ambos os sexos, que
apresentem condiloma anal e/ou perianal ou diagndstico histologico de
infecgdo pelo papiloma virus humano (HPV), adeptos ou ndo do sexo anal

receptivo atendidos no ambulatério de coloproctologia da FMTAM;

pacientes de ambos os sexos, que apresentem condiloma anal ou perianal
e/ou perianal ou diagnostico histologico de infeccdo pelo papiloma virus
humano (HPV), adeptos ou ndo do sexo anal receptivo, que aceitem se

submeter ao teste para HIV, cujo resultado seja positivo;

maiores de 18 anos inclusive.

4.5.2. Critérios de Exclusao

a)

b)

9)

h)

pacientes adeptos do sexo anal receptivo HIV negativos;
menores de 18 anos, exclusive;

neutropénicos (< 100céls x 10°);

uso de acido acetil salicilico regularmente nos Gltimos dez dias;
plaquetas (< 65000céls x 10°).

incapazes mentalmente;

indigenas;

gravidas;

idosos;
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J) pacientes que preencherem os critérios de inclusdo, mas que por quaisquer
motivos ndo cumpriram todas as etapas do estudo, ou ndo quiseram

participar do projeto, ou discordaram em assinar o TCLE (Anexo C).

4.6. Procedimentos

4.6.1. Fluxograma de execucao

CONSULTA

TCLE APLICACAO DOS CRITERIOS DE
[ o ] e [ |

ELEGIBILIDADE
E - \ ORIENTAGAO, EXAMES E l
l TRATAMENTOADEQUADO | | NAO |

EXAME PROCTOLOGICO
ANUSCOPIA: AMI

BIOPSIA \
IMUNOHISTOQUIMICA

| ANALISE MORFOMETRICA DA DCs

CATALOGAGCAO E PREPARACAO DAS
LAMINAS ANALISE HISTOPATOLOGICA I

ANALISE DOS RESULTADOS

Figura 3 - Fluxograma de execucéo de tarefas.

4.6.2. Coleta

A coleta do material histoldgico anal foi realizada por médico especialista da equipe
cientifica em todos os pacientes que preencherem os critérios definidos neste estudo

encaminhados ao ambulatorio de coloproctologia da FMTAM.
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4.6.3. Protocolos de estudo

Os dados de identificacdo social e demogréafica de todos os pacientes bem como os
relativos aos resultados lancados nos prontuérios dos pacientes e nos Protocolos foram
compilados no Protocolo de Estudo (Anexo B) que alimentam o programa de dados

eletronicos da Plataforma Epi Info® (CDC, 2005).

O protocolo do paciente foi identificado por um nimero aleatorio seqtiencial obtido de

tabela construida em planilha eletrénica (Excel®).

4.6.4. Exame Proctolégico

O paciente foi examinado na posicao de Sims modificada ou genupeitoral e submetido

a inspecdo desarmada e a palpacdo da regido anal, perianal e inguinal.

4.6.4.1. Anuscopia com Magnificacdo de Imagem (AMI)

Todos os pacientes foram submetidos a AMI. O procedimento foi iniciado com um
toque retal com dedo enluvado com uma pequena quantidade de geléia de lidocaina a 2% para
lubrificagdo do canal anal, para procura de massas, fixacdes ou sangramentos, seguida da

introducdo do anoscdpio descartavel transparente.

Seguiu-se a inspe¢do da mucosa utilizando-se um colposcopio de aumento de 16 a 40
vezes, seguido da introdugdo de gaze embebida em acido acético a 3% através do anoscopio
gue em seguida foi retirado. A gaze ficou em contato com as paredes do canal anal e pele da

regido perianal por 2 minutos, sendo entéo retirada sob a manobra de Valsalva.
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O anoscopio foi reintroduzido para a realizacdo do exame do canal anal sob
magnificacdo de imagem. Os achados da AMI foram classificados em positivos ou negativos
para lesdes acetobrancas, plano, elevado ou planoelevado e anatomicamente classificados
quanto a sua altura a partir do orificio anal em orificial, anoderma, pectineo e suprapectineo e
identificados quanto ao posicionamento horario circunferéncial (1-12h), sendo considerada a

comissura anal anterior como marcador da posi¢éo 12h (Figura 4).

Figura 4 - Mucosa anal normal com classificacdo horaria (foto A) e lesdo acetobranca as 10 e 01h
(foto B).

A é&rea acetobranca predominante foi biopsiada sob infiltracdo de lidocaina a 2% com
vasoconstrictor se abaixo da linha pectinea. O material foi acondicionado em frasco com
solucdo fixadora de formalina tamponada a 10% de forma a imergir completamente a
amostra, hermeticamente fechado, identificado com o nimero aleatério e encaminhado para
estudo histopatoldgico e imunohistoquimico no Laboratério de Anatomia Patolégica da FMT-

AM.

Nos pacientes em que ndo se produziram colora¢fes acetobrancas pela aplicacdo do

acido acético, foi realizado bidpsia na linha pectinea as 7h.
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Os achados da AMI foram anotados na requisicdo de exame histopatologico (Anexo

D), sendo o laudo descritivo apontados no verso deste formulario.

4.6.5. Diagnostico histoldgico

No laboratorio de anatomia patoldgica da FMTAM, as amostras foram conservadas
em formol tamponado a 10%, por no maximo 24 horas e preparadas para a analise histoldgica
e imunohistoquimica, sendo submetidas a processos de desidratacao, fixacdo com zinco (IHC
Zinc fixative, ref 550523, BD Pharmingen®) por 24 h as 48 horas, visando a melhora da
recuperacdo antigénica (BD Pharmigen), inclusdo em parafina, confec¢do dos blocos e sec¢do
do tecido em fatias com espessura de 4. A secdo histoldgica foi montada em l&mina silanizada

com extremidade fosca e corada pela técnica da hematoxilina-eosina (BEHMER, 1976).

Apos cobertura com laminula, as laminas foram observadas a microscopia Optica a
procura de alteracdes teciduais inflamatorias, citopaticas, como as produzidas pelo HPV,

neoplasia intra-epiteliais anais (N1A) e neoplasicas, conforme discriminado (Tabela 8).

CLASSIFICACAO DOS ACHADOS HISTOLOGICOS

NEG Negativo para lesdo intra-epitelial escamosa anal. Inclui alteragbes benignas
inflamatdrias, reacionais e metaplasicas

NIA I/11 Neoplasia intra-epitelial de baixo ou moderado grau

NIA 111 Neoplasia intra-epitelial de alto grau ou severa

CEPisp Carcinoma epidermoide in situ

CEPinp Carcinoma epidermoide invasivo

ADCisp Adenocarcinoma in situ

ADCinp Adenocarcinoma invasivo

Tabela 8 - Classificagdo histopatol6gica das amostras anorretais
Fonte: Apgar; Zoschnick (2003); Sobhany et al. (2004); Abramovwitz et al. (2007).
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O laudo exame histopatoldgico baseou-se na presenca de hiperpapilomatose associada
a hiperacantose e a presenca de coildcitos. NIA I/11 foi identificada pelo espessamento leve
restrito ao terco inferior (NIA 1) ou a metade do epitélio (NIA I1), com perda da arquitetura,
sem figuras de mitoses atipicas. NIA 11l na qual havia extensa destrui¢do da arquitetura de todo
epitélio, presenca de atipias citoplasméticas, nucleares e figuras de mitose, e por fim podendo
evoluir para o carcinoma in situ e 0 invasivo escamoso as amostras que apresentam infiltracdo da
ldmina propria por aglomerados de células tumorais (ABRAMOWIT et al, 2007; APGAR;

ZOSCHNICK, 2003; BANDEIRA et al, 2001).

Quando foi necessaria a realizacdo de mais de uma bidpsia em tecido brancacento num

mesmo paciente, 0 exame que apresenta o maior grau de leséo tecidual € o selecionado para anélise.

4.6.6. Analise imunohistoquimica

A coloracdo imunohistoquimica para a deteccdo das DC foi realizada em seccdes
histoldgicas retiradas dos espécimes de bidpsias anorretais ndo-brancacentas e brancacentas a

AMLI.

Apobs desparafinizacdo com xilol e hidratacdo, conforme preconizado por Behmer et
al. (1976), as laminas foram dispostas num recipiente porta-laminas de vidro temperado e
submetidas a recuperacdo antigénica: imersdo das laminas em solucdo de citrato (agua
destilada 1000 ml, acido citrico 0,230g, pH 6.0) e colocacdo em banho-maria em agua comum
em microondas por 07 minutos em poténcia média. O processo foi pausado por 1,5 minutos e
0 recipiente completado com citrato para evitar o ressecamento das laminas, que a seguir
foram recolocadas por mais 07 minutos no microondas. Apés o resfriamento natural o citrato
foi desprezado e as laminas imersas em PBS (10mM de fosfato de sodio a 0,9% e pH de 7,5),

02 banhos de 5 min cada. Bloqueio da peroxidase endogena: as laminas foram submersas em
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banho de 5 min em 100 ml de metanol com 1,72 ml de 4gua oxigenada, seguido de 02 banhos
de PBS de 5 minutos cada. Desprezou-se o PBS e dispds-se as laminas em solu¢do com 5g de
leite bovino desnatado diluido em 100 ml de PBS por 5 minutos, seguido por mais 1 banho
com 4agua destilada e 3 banhos de PBS de 05 minutos cada. Aplicacdo do anticorpo (Ac)
primario: Colocou-se 0 Ac primario anti-CD1a (IgG1, k, MTBI, ref. 235-L-CE, Novocastra®)
que coraram as células dendriticas imaturas da epiderme e algumas subepiteliais, e 0 anti DC-
SIGN (CD-209, rato lgGa, «, ref. 551249, BD Pharmingen®) que coraram as DC imaturas
subepiteliais que expressam DC-SIGN. Aplicou-se os referidos Ac sobre laminas distintas de
um mesmo paciente, diluidos em PBS na propor¢éo de 1:30 e 1:50 respectivamente, diluicéo
esta ja validada através de testes realizados com controles positivos em pele saudavel. Os Ac
foram deixados em contato com o tecido da amostra, por toda a noite, em camera-umida a
4°C. No dia seguinte a reacdo foi retomada e as laminas lavadas em PBS, 03 banhos de 5
minutos cada. Em seguida foram incubidas as laminas com o AC secundario biotinilado
pronto para o uso (Novocastra®, ref. 103) e (biotinilado de cabra anti-rato, lg policlonal, ref.
550337, BD Pharmingen®) 1:150 por 60 minutos, seguida da aplicacdo de streptavidina
(Novocastra®, ref 104) por 30 min. Lavou-se as laminas 3 vezes em solucédo de PBS, por 05
minutos cada. Revelagdo e Montagem: as laminas foram incubidas em diaminobenzidina
(DAB) a 60 mg % a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, por 5 a 10 minutos ou até que se
desenvolvesse um precipitado castanho-dourado ténue. As laminas foram imersas em agua
destilada corrente, e realizou-se a contra-coloracdo com hematoxilina de Harris, por 1 minuto
seguido de novo banho em &gua destilada. As laminas, em seguida foram desidratadas em
banhos rapidos progressivos de etanol a 50%, 70% e 80%, secadas naturalmente e montadas

com balsamo do canada® sob laminulas.

Em cada reacdo foram utilizadas como controle negativo, ldaminas do préprio paciente,
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utilizando-se solugdo PBS em substituicdo ao anticorpo primario, e como controle positivo,
um fragmento de pele humana que foi submetido ao mesmo processo das amostras dos

pacientes.

4.6.7. Determinacdo da densidade de volume (V) das células dendriticas

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

contagem de pontos que tocam a estrutura de interesse em relacdo ao espaco de referéncia

(HOWARD:; REED, 1998) (Figura 5).

Figura 5 — Contagem de pontos de interesse
Foto cedida gentilmente pela Dra. Adriana Daumas.

As secOes foram visualizadas diretamente na tela plana de um monitor de 15 polegadas e

sobre a mesma foi disposto um sistema teste de pontos impresso em uma transparéncia. Um
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microscéopio otico Axioplan HBO 50, Zeiss® foi acoplado a uma camera digital Sansung®,

SCC31 e utilizado o programa ATl multimedia center® para visualiza¢o das imagens.

O sistema teste era composto por 2080 pontos finos e 360 pontos grossos. Os pontos
finos foram usados para a contagem de células DC CD1a" e DC DC-SIGN™, enquanto que 0s
pontos grossos foram contados sobre o espaco de referéncia (regido epitelial e subepitelial da

biopsia). O volume relativo foi encontrado a partir do calculo disponibilizado (Figura 7).

As células por sua topografia e morfologia foram classificadas e codificadas
numericamente em: células com coloragdo especifica para CDla dispostas no epitélio
estratificado e ocasionalmente na regido subepitelial (1), células do epitélio estratificado (2),
células subepiteliais (3), células do epitélio simples colunar (5), estruturas glandulares (6),
células com coloracdo especifica para 0 DC-SIGN (7), e ainda as células com coloragéo

acastanhadas localizadas na camada basal passiveis de serem confundidas com melandcitos

(4) (Figuras 6A e 6B).

»
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Figura 6A — Estruturas de interesse
Foto cedida gentilmente pela Dra. Adriana Daumas
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Figura 6B — Estruturas de interesse
Foto cedida gentilmente pela Dra. Adriana Daumas

Os pontos celulares, contados conforme a codificagdo numérica foram quantificados
em no méaximo de 07 campos consecutivos e no minimo de 04 campos quando se atingir 200
células de interesse (DC CD1la+ e DC DC-SIGN+) (HOWARD; REED, 1998), sob aumento

de 6tico de 10 x.

A relacdo entre os pontos celulares mensurados foi utilizada na andlise entre os
grupos. As amostras dos pacientes submetidas a coloragdo imunohistoquimica foram
classificadas como positivas para a expressdo DC, quando do desenvolvimento de coloracado

amarronzada intensa especifica, predominantemente observada no nucleo e no citoplasma.

A variacdo normal da freqiiéncia das DC a ser considerada neste estudo foi a calculada
pela média da freqliéncia de DC de pacientes sem infeccdo pelo HPV, NIA ou HIV sugerida

nos laudos histoldgicos e na sorologia dos pacientes.



50

4.6.8. Diagnostico soroldgico do HIV

Realizou-se no Laboratério de Andlises Clinicas da FMT-AM de acordo com a rotina

estabelecida pelo mesmo, descrita a seguir:

a) Assintomaticos para aids: realizou-se o teste de reacdo de ensaio

imunoenzimatico - ELISA;

b) Sintomaticos para aids: realizou-se dois testes rapidos - Determine® e Rapid

Check® sendo os casos discordantes confirmados pelo Unigold®.

Nos dois casos, 0s resultados positivos foram confirmados pelas técnicas de
imunofluorescéncia indireta (IFI1). Para os resultados discordantes realizou-se o teste de

Western Blot.

4.6.9. Contagem de linfocitos TCD4+ e determinacéo da carga viral

Coletou-se do prontuario individual dos pacientes com HIV/aids da FMTAM, os
resultados mais recentes referentes a contagem dos linfocitos CD4+ realizados pela técnica da
citometria de fluxo no aparelho BD FACSCalibur®, e & determinagio da carga viral do HIV-1
pelo ensaio NASBA Biomérieux®. As quantificacdes aceitas foram as coletadas no periodo
méaximo de 03 meses desde que ndo tenha ocorrido nenhum episodio de infeccdo oportunista

no periodo, nos casos contrarios, nova determinacao foi realizada.
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4.7. Consideracoes éticas

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

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

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

o telefone de contato e a assinatura do pesquisador responsavel.



52

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foram analisados 65 pacientes, todos com diagnostico positivo
para o virus HIV. Os pacientes foram encaminhados ao ambulatério de coloproctologia da
Fundacdo de Medicina Tropical do Estado do Amazonas (FMTAM), provenientes do
ambulatério de DST/aids.

Nas analises, buscou-se analisar os principais fatores comportamentais historicamente
implicados na génese do cancer anal, bem como os niveis periféricos dos linfocitos TCD4+ e
a variacdo da densidade de células dendriticas da mucosa anal de pacientes portadores de
condiloma acuminado anal e/ou perianal ou com diagnostico histolégico de infeccdo pelo
papiloma virus humano (HPV) em pacientes infectados pelo HIV.

Quanto ao género, 41/64 (64%) pacientes pertenciam ao sexo masculino e 23/64

(36%) ao sexo feminino.

Género

B Feminino

B Masculino

Gréfico 1 — Distribuicao dos pacientes segundo sexo dos pacientes HIV positivos atendidos na FMTAM.



53

Na populacdo em estudo, a média de idade do grupo com neoplasia intra-epitelial anal
(NIA) foi de 35,8 anos, ndo possuindo diferenca significativa entre os sexos (média de 35
anos para o sexo feminino e de 35,6 para 0 masculino). Dentro do grupo NIA I, a mediana foi
de 27 anos, no grupo NIA 11l de 32 anos e de 36 anos para 0 grupo negativo para NIA, ndo
havendo significancia estatistica entre os grupos (p=0,195).

Na anélise do estado civil, 39/64 (60,9%) eram solteiros, 19/64 (29,7%) casados, 3/64
(4,7%) separados e um viavo (1,5%). Daumas (2007) demonstrou ser a unido estavel um fator

de protecéo para a infeccdo pelo HIV (OR=2,26 e p=0,040 para os solteiros).

Estado Civil

1%

B Casado
M Separado

Solteiro

W Vilvo

Gréfico 2 — Distribuicao dos pacientes quanto ao estado civil dos pacientes HIV positivos atendidos na FMTAM.

Qualitativamente, o tabagismo foi mensurado, sendo 21/64 (32,8%) usuarios da droga,
porém sem risco elevado ou diferenca significativa para o desenvolvimento de NIA, RR=1 e
p=0,66. Daling et. al (1987) demonstrou risco para o desenvolvimento do cancer anal com RR
de 7,7 em mulheres e 9,4 entre homens tabagistas, em relacdo ao grupo controle composto de

pacientes com cancer de célon. Essas afirmativas sdo compartilhadas por Kreuter et al.
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(2005), mas discordantes dos estudos de Chin-Hong et al. (2005) , no qual a localizacdo
geografica e o tabagismo ndo foram associados a NIA.

O uso de drogas ilicitas foi abordado, sendo a maconha a droga mais citada pelos
usuarios, seguida da cocaina e do crack. Dos 64 pacientes analisados, 55 (86%) negaram fazer
uso de qualquer tipo de droga ilicita. Na analise estatistica do fator em questao, obtivemos um
RR=1,57, o que indica a possibilidade do uso de drogas ilicitas ser fator de risco, ja que a
exposicdo ao mesmo, aumentou o risco de surgimento de NIA, apesar do p valor néo ter se
mostrado significativo ao nivel de 5%.

Quanto ao inicio da atividade sexual, 36% da populacdo em anélise referiu inicio da
vida sexual antes dos 14 anos de idade, 51% entre 15 e 18 anos e 13% ap6s 0s 18 anos. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos quando comparamos inicio da atividade sexual

com NIA (p=0,2814).

Inicio da Atividade Sexual

W Aposos 18

m Até 14 anos

entre 15e 18

Gréfico 3 — Idade de inicio da atividade sexual nos pacientes HIV positivos atendidos na FMTAM

Na analise quanto a orientacdo sexual, 34/64 (53,1%) pacientes se declararam

heterossexuais, 12/64 (18,7%) homossexuais e 18/64 (28,1%) bissexuais. Para a analise do
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risco relacionado a prevaléncia de NIA, agrupou-se 0s pacientes em dois grupos:
heterossexuais e homossexuais/bissexuais.

Na anélise entre os grupos, 6/64 (9,37%) dos heterossexuais possuiam diagndstico de
NIA, sendo trés portadores de NIA | e trés portadores de NIA Ill. No grupo dos
homossexuais/bissexuais, 18/64 (28,12%) possuiam diagndéstico de NIA, sendo 9 portadores
de NIA | e 9 portadores de NIA I11. Na analise estatistica do fator em questdo, obtivemos um
RR=3,4 e p=0,013, o que indica risco elevado de NIA para o grupo bissexual ou
homossexual. Daumas (2007) apontou a heterossexualidade como fator de protecdo para o
risco de contrair HIV (OR=4,56). Darling et al. (1987) encontraram entre pacientes com
cancer anal escamoso, 47,1% de homossexuais masculinos, 28,6% de heterossexuais
masculinos e 28,3% de mulheres heterossexuais com histdria de verrugas genitais. No mesmo
estudo, a homossexualidade foi apontada como fator de risco para o cancer anal entre homens,

com RR=33,1. Palefsky et al. (1997) descreveram resultados semelhantes.

Tabela 9 — Distribuigdo das variaveis quanto a presenca de NIA

Lesdo intra-epitelial anal

Variaveis NIA | NIA 111 Negativo Total | p-valor*
N| % N| % N| %
Género 0.07482*
Masculino 11 26,83% 8 19,51% 22 53,66% 41
Feminino 1 4,35% 4 17,39% 18 78,26% 23
Idade (anos) 0,195*
Média + DP 30,73 £ 8,79 35,67 +10,77 37,71 +11,80
Mediana 27 32 36
Amplitude 18-43 24 — 56 18 - 62
Iniciagdo Sexual 0,2814*
Até 14 anos 7 33,33% 3 1429% 11 52,38% 21

Entre 15 e 18 anos 4 13,33%
Apos 18 anos 1 12,50%

ol

16,67 21 70,00% 30
37,50% 4 50,00% 8

w
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HAART 0,033*
Sim 11 28,21% 5 12,82% 23 58,97% 39
Né&o 1 4,00% 7 28,00% 17 68,00% 25

Orientacéo Sexual 0,013*
Bissexual 6 33,33% 5 27,78% 7 38,89% 18
Heterossexual 3 8,82% 3 8,82% 28 82,35% 34
Homossexual 3 25,00% 4 33,33% 5 41,67% 12

HPV 0,5607*
Positivo 11 21,57% 10 19,61% 30 58,82% 51
Negativo 1 7,69% 2 15,38% 10 76,92% 13

PCR HPV 0,1755*
Alto Risco 3 60,00% 0 0,00% 2 40,00% 5
Baixo risco 1 9,09% 2 18,18% 8 72,73% 11
Negativo 1 19,09% 1 19,09% 9 81,82% 11

CD4 (x 10°

células/litro) 0,5668*
<200 1 11,11% 3 33,33% 5 55,56% 9
>200 8 17,39% 8 17,39% 30 65,22% 46

Anorecepcao 0,3198*
Sim 9 23,68% 8 21,05% 21 55,26% 38
Nao 3 11,54% 4 15,38 19 73,08 26

Tabagismo 0,6668*
Sim 5 23,81% 3 14,29% 13 61,90% 21
Nao 7 16,67% 9 21,43% 26 61,90% 42

Drogas 0,3275*
Sim 3 33,33% 2 22,22% 4  44,44% 9
Nao 9 16,67% 10 18,52% 35 64,81% 54

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

Quanto a pratica do sexo anal receptivo (AR), 38/64 (59,3%) pacientes se declararam

adeptos. Destes, 17 (44,7%) possuiam diagnostico de NIA, sendo 9 portadores de NIA | e 8

portadores de NIA Ill, apresentando um RR=1,66, apesar do p valor ter se mostrado
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insignificante (p=0,3198). Chin-Hong et al. descreveram elevada prevaléncia de NIA entre
homossexuais HIV negativos AR, sendo 15% de NIA | e 5% de NIA 11l. J& para Sobhani et
al. (2001;2004), a AR néo se mostrou como fator de risco isolado para o desenvolvimento de
NIA.

Quanto a ocorréncia de HPV/condiloma, 51/64 (79,7%) apresentavam a patologia, e
destes, 21 (41,18%) apresentavam NIA, sendo 11(21,57%) portadores de NIA | e 10(19,61%)
portadores de NIA Ill. Na analise entre os grupos, 0s pacientes bissexuais foram os que
apresentaram a maior prevaléncia de HPV/condiloma (94,44%), contra 91,67% homossexuais

e 67,65% entre os heterossexuais, havendo diferenca significativa entre os grupos (p:0,038).

Orientaciio sexual em relacio ao diagnéstico de HPV

25 23
20
17

= - HPV
11 W Negativo

10 W Positivo

5

G B T 1

Bissexual Heterossexual Homossexual

Gréfico 4 — Distribuicdo dos pacientes com diagnostico de HPV em relacdo a orientagdo sexual atendidos no

ambulatério de coloproctologia da FMTAM.

Palefsky et al.(1998), Sobhany et al. (2002, 2004), Abramowitz et al. (2007)

afirmaram a importancia da presenca da infeccdo pelo HIV no desfecho da NIA. O efeito
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deletério sobre a imunidade celular e acéo sinérgica da co-infeccdo HIV-HPV, em que partes
do HIV como a proteina tat, potencializaria a expressdo de E6 e E7 do HPV foi apontado
(VERNON et al.,1993). Neste estudo, 24/64 (37,5%) dos pacientes HIV positivos
apresentavam NIA, e destes 12 (50%) eram portadores de NIA | e 12 (50%) portadores de
NIA [l1l. Dados corroborados por diversos autores, dentre eles Sobhani et al.(2004) e
recentemente Daumas (2007) em estudo na mesma instituicao.

Sobhani et al.(2004) apontam a co-infeccdo HIV-HPV com risco independente para o
desenvolvimento de NIA severa e cancer anal, com OR de 3,67. Em nosso estudo, nos
pacientes co-infectados pelo HPV, a prevaléncia de NIA foi de 41,18%, sendo 21,57% NIA |
e 19,61% NIA 11l e RR=1,78, porém sem significancia estatistica (p=0,5607).

Quanto ao tipo do HPV no grupo estudado, utilizou-se a técnica de PCR para sua
deteccdo de acordo com o potencial oncogénico, classificando-os em baixo risco e alto risco.
Foram analisados apenas 27/64 (42,18%) dos pacientes. Destes, 11(40,74%) foram
classificados em HPV de baixo risco e 5 (18,51%) em HPV de alto risco. Quando
comparamos o tipo do HPV em relacdo a NIA, no grupo dos pacientes diagnosticados com
HPV de alto risco, 3 (60%) apresentavam NIA | e nenhum apresentou NIA 11l. No grupo
HPV de baixo risco, um paciente (9,09%) apresentou NIA | e dois (18,18%) apresentaram
NIA I11. Nao houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,1755). Palefsky et al. (1998)
descreveram a associagédo dos tipos 6 e 11 (baixo risco) com verrugas genitais; e Palefsky et
al. (1991); Martins (2001) afirmaram a maior prevaléncia dos tipos 16 e 18 no cancer anal e

NIA (NADAL et al., 2006).

Tabela 10 — Distribuicdo das variaveis em relacdo a presenca de infeccdo pelo HPV
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HPV/condiloma

Variaveis Negativo Positivo Total p-valor*
N % N %
Estado Civil 0,09046*
Solteiro 5 12,82% 34 87,18% 39
Casado 7 36,84% 12 63,16% 19
Separado 1 33,33% 2 66,67% 3
Viavo 0 0,00% 1 100,00% 1
Orientacéo Sexual 0,038*
Bissexual 1 5,56% 17 94,44% 18
Heterossexual 11 32,35% 23 67,65% 34
Homossexual 1 8,33% 11 91,67% 12
CD4 1*
<200 1 11,11% 8 88,89% 9
>200 8 17,39% 38 82,61 46

N° de Parceiros no Ultimo

Ano 0,1570*
<2 12 25,00% 36  75,00% 48
>2 1 6,25% 15 93,75% 16

N° de Parceiros em 5 Anos 0,02531*
<5 12 28,57% 30 71,43% 42
>5 1 4,55% 21 95,45% 22

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

O uso de HAART também foi abordado em relacdo a NIA, 37,5% dos pacientes
tiveram diagnostico de NIA | ou NIA [1l. O ndo uso da HAART apareceu como fator de risco
para o desenvolvimento de NIA (RR= 1,28) significativo (p=0,033). Palefsky e colaboradores
descreveram, neste subgrupo, uma taxa de progressdo a NIA 11l de 76% e de regressdo a NIA
| de apenas 22%, coincidente com o aumento da longevidade da populacdo favorecida pela
terapia antiretrovial (PALEFSKY et al., 1998; PALEFSKY et al., 2005; KLENCKE;

PALEFSKY, 2003).
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Os niveis sanguineos de linfocitos TCD4+ foram determinados em 55(85,93%) dos
64 pacientes HIV positivos estudados. A média foi de 396,74 x 10° células/litro nos pacientes
que faziam uso de HAART e de 400 x 10° células/litro no grupo de pacientes que ndo a
utilizavam.

As taxas de NIA em relacdo aos niveis sanguineos dos linfocitos TCD4+ foram
avaliadas. Dentre os pacientes que apresentavam NIA, 24/64 (37,5%), 16/24 (66,6%)
apresentavam niveis dessas células superiores a 200 x 10° células/litro. Dos pacientes que n&o
apresentavam NIA, 40/64 (62,5%), 30/40 (75%) apresentavam niveis de linfocitos TCD4+
acima de 200 x 106 células/litro. Ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
(p=0,5668), semelhante ao estudo de Daumas (2007). Quando se considerou a taxa global de
NIA e a ocorréncia de linfocitos TCD4+ maior ou menor que 200 x 10° células/litro, o RR foi
de 1,27, porém insignificante estatisticamente (p=0,5668) Dados estes discordantes dos
estudos de Palefsky et al. (1998a) que descreveram numa coorte que niveis de linfécitos T
CDA4+ inferiores a 200 x 106 céll/l foram significativos para o desfecho NIA I1l. Apesar de o
estudo ter sido conduzido na era pré-HAART, seu resultados foram recentemente reafirmados
(PALEFSKY; HOLLY, 2003). Abramowitz et al. (2007) encontraram niveis de linfocitos
TCD4+ inferiores a 200 x 10° células/litro associados a condilomas, ndo a NIA, e Ching-
Hong et al.(2005) também discordam da influéncia dessas células nas taxas de NIA.

Buscou-se também, a analise da ocorréncia do HPV/condiloma nos pacientes HIV
positivos, quanto aos niveis sanguineos dos linfécitos T CD4+. Dos 64 constituintes do grupo,
51 apresentaram deteccdo positiva do HPV. Destes, 15,68% apresentaram niveis dessas
células inferiores a 200 x 10° células/litro. Entre os individuos ndo portadores do
virus/infeccdo pelo HPV, 7,69% apresentaram niveis de linfécitos TCD4+ abaixo de 200 x

108 células/litro (p=1 e RR=1,07).
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Para analise da imunidade celular na mucosa anorretal, quantificou-se 0s volumes
relativos das DC CD1la+ e das DC DC-SIGN+, bem como a razdo DC CD1a+/DC DC-SIGN+
e 0 somatorio dessas DC CDla+ + DC DC-SIGN+, buscando possiveis alteragdes nas

relagOes entre estas subpopulagdes celulares no grupo estudado (tabela 11).

Tabela 11 — Distribuicdo das subpopulag¢des de DC segundo os grupos e subgrupos de

pacientes atendidos na FMTAM.

. CDla* DC-SIGN* CD1a*+DC-SIGN* | CD1a*/DC-SIGN*

Variavels Mediana | N | Mediana | N Mediana N Mediana N
NIA

NIA | 0,360 | 7 3,000 8 3,970 7 0,440 7

NIA 1 0,750 |11 | 1,340 |10 2,550 10 0,575 10

Negativo 0,875 |16 2,06 17 3,24 16 0,780 16
=] 0,248** 0,147** 0,272** 0,282**
HPV

Positivo 0,765 |30| 1,910 |31 2,535 30 0,515 30

Negativo 1,42 4 7,38 4 4,06 3 1,300 3
p 0,504** 0,070** 0,133** 0,452**
PCR HPV

Alto risco 1560 | 3 1,570 3 2,390 3 0,500

Baixorisco| 0,470 8 3,10 8 3,63 8 0,385

Negativo 2,35 3 7,38 4 4,06 3 1,300 3
P 0,375** 0,272** 0,500** 0,710**

p-valor em negrito italico indica diferenca estatistica ao nivel de 5%.
*Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Do universo amostral de 64 pacientes, por problemas técnicos, a quantificacdo das
subpopulacdes das células dentriticas foi bastante reduzida. Em relagdo as células DC CDla+
foram contabilizadas 34 amostras, que quando comparadas em relacdo a presenca de NIA, a
populagéo de DC CD1a+ apresentou mediana de 0,36 no grupo NIA | e de 0,75 no grupo NIA
Il (p=0,248). As diferencas ndo foram significativas ao nivel de 5%. Sobhany et al. (2002;

2004) descrevem a diminuicdo acentuada das DC CDla+ nos pacientes com NIA I,
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Daumas (2007) descreveu a mediana destas células no grupo controle, pacientes HIV
negativos, ndo infectados pelo HPV e sem NIA a histopatologia anorretal, como sendo de
2,46, e de 4,84 nos pacientes HIV + co-infectados pelo HPV e de 2,39 nos pacientes
infectados pelo HIV que apresentavam NIA a histopatologia.

Nadal et al.(2006) encontraram diferenca significativa de DC CDla+ (25 a 50%
inferior ao grupo controle) nos pacientes HIV positivos com cancer anal sem relacdo com o
prognastico, ja que os pacientes com pior progndstico apresentaram 25-75% mais DC CDla+
em relagdo ao grupo com melhor prognostico, apoiando os autores que defendem déficit de
ativacdo e ndo numérico nestas células, pela producdo de TGF-beta-1 pelos tumores (WEBER
et al., 2005).

Segundo Daumas (2007) a mediana das as DC DCSIGN+ no grupo controle foi de
6,25 e de 4,04 no grupo HIV positivo sem HAART e de 7,53 para o grupo HAART. Neste
estudo a andlise foi possivel em 35 pacientes. O grupo apresentou mediana de 3,0 no grupo
NIA | e de 1,34 no grupo NIA Il (p=0,147), valores inferiores aos descritos por Daumas
(2007) no grupo de pacientes HIV positivos com NIA (4,48).

A mediana da razdo DC CD1a+/DC DC-SIGN+ foi determinada em 33 pacientes,
sendo 0,44 no grupo NIA | e de 0,58 no grupo NIA Il (0,282). Daumas (2007) descreveu
uma mediana de 0,40 no grupo controle, 0,57 nos pacientes HIV positivos com NIA. Apesar
dos dados concordantes, ambos ndo foram significativos, com p=0,282 para o grupo com NIA
e p=0,452 para o grupo com HPV.

A mediana do somatério DC CD1a+ + DC DC-SIGN+ foi possivel de ser determinada
em 33 amostras anorretais. Os valores da mediana foram de 3,97 no grupo NIA | e de 2,55 no
grupo NIA 11l com p=0,272. Segundo Daumas (2007) a mediana destas células no grupo
contrle foi de 8,64. No grupo HIV positivo com NIA foi de 8,51 e no grupo com condiloma

foi de 12,05. Apesar das diferencas ndo serem significativas, neste mesmo estudo Daumas
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encontrou significancia na contagem destas células no grupo HIV negativo com condiloma,
demostrando o estimulo a estas células, causado pelo HPV, quando o sistema imune encontra-
se intacto (SOBBHANY et al.,2002, 2004).

Quando comparadas em relacdo a infeccdo pelo HPV, a populacdo de DC CDla+
apresentou mediana de 0,77 no grupo HPV positivo e de 1,42 no grupo HPV negativo
(p=0,504). Os resultados foram concordantes com Daumas (2007) que descreveu a elevacéao
da mediana para 4,84 nos pacientes HIV positivos co-infectados pelo HPV.

Em relacdo as DC DCSIGN+, a mediana encontrada foi de 1,91 no grupo HPV
positivo e de 7,38 no grupo HPV negativo (p=0,070). Daumas (2007) também descreveu
elevacdo da densidade para 9,51 nos pacientes co-infectados pelo HPV.

A mediana da razdo DC CD1a+/DC DC-SIGN+ foi de 0,52 no grupo HPV positivo e
de 1,30 no grupo HPV negativo (p=0,452). A elevagdo em relagdo ao grupo sem condiloma
foi discordante do descrito por Daumas (2007), que ndo demonstraram a elevacdo nos
pacientes HIV positivos com condiloma.

A mediana do somatério DC CDla+ + DC DC-SIGN+ foi de 2,54 no grupo HPV
positivo e de 4,06 no grupo HPV negativo (p=0,133). N&o houve diferenca significativa entre
0s grupos e ndo houve elevacdo da densidade destas células em relacdo ao grupo sem
condiloma, discordando dos estudos de Daumas (2007).

Este estudo buscou, portanto analisar a variagdo do volume relativo das subpopulagtes
de DC, nos grupos, quanto a presenca de infec¢do pelo papiloma virus humano (HPV) e a
presenca de NIA. A anélise revelou aumento da mediana em todas as variaveis de DC
estudadas, com excec¢do das varidveis “DC-SIGN+” e “CDla+ + DC-SIGN+” no grupo HPV
positivo, porém ndo houve significancia estatistica entre os grupos (p>0,05). O fato pode ser
explicado pela discreta amostra de pacientes em cada subgrupo de estudo, sendo necessarios

estudos maiores para melhor concluséo dos fatos aqui apontados.
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A carcinogénese anal envolve fatores ambientais, virais e genéticos. Dentre os fatores
envolvidos, este estudo encontrou evidéncias de associacao entre a orientacdo sexual e o uso

de HAART nos pacientes HIV positivos, com fator de risco para o desenvolvimento da NIA

Severa.



65

6. CONCLUSOES

A prevaléncia de neoplasia intra-epitelial anal (NIA) nos pacientes HIV positivos foi de
37,5%, sendo 50% NIA | e 50% NIA llI;

O né&o uso de HAART apresentou-se como fator de risco para o desenvolvimento de NIA
(RR=1,28 e p=0,033), com 4% dos pacientes apresentando NIA | e 28% NIA IlI;

O uso de drogas ilicitas, apesar de apresentar RR=1,57, ndo apresentou diferenca
significativa ao nivel de 5% (p=0,3275);

Pacientes homossexuais e/ou bissexuais apresentam risco elevado (RR=3,4 e p=0,013)
para desenvolvimento de NIA (58,33% NIA | e 61,11% NIA I1I) em comparacdo com
paciente heterossexuais (8,82% NIA | e 8,82% NIA I11);

A prevaléncia de NIA I e NIA 111 ndo foi significativamente superior entre os adeptos do
sexo anal receptivo com taxas de 23,68% e 21,05% respectivamente (p=0,3198);

Na andlise da variacdo das subpopulacdes de DC em relacdo a NIA, ndo houve diferenca
significativa entre as varidveis estudadas: presenca de NIA e condiloma nos pacientes
HIV positivos;

Houve aumento na mediana da DC CD1la+ e na razdo CD1a+/DC-SIGN+ nos pacientes
HIV positivos, co-infectados pelo papiloma virus humano, apesar de ndo haver diferenca
significativa entre os grupos;

Pacientes HIV positivos apresentam risco elevado para o desenvolvimento de neoplasia

intra-epitelial anal (N1A), em seus diversos niveis de severidade.
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Anexo A — Cronograma de atividades
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N° Descricao Ago | Set | Out |[Nov |Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
2008 2009
1 |Projeto Piloto R
2 | Revisdo Bibliogréafica R R R R R R R R R R
3 |Entrevista e coleta do R R R R R
material celular anal
4 | Analise morfométrica das R R R R R R
células dendriticas
5 |Elaboracao do Relat6rio R R
Parcial
6 | Analise estatistica dos R R R R
dados
7 |Elaboracdo do Resumo e R R
Relatério Final
8 |Preparacgéo da AR | AR

Apresentacao Final para o
Congresso

R — Atividades realizadas

AR — Atividades a serem realizadas
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Anexo C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Universidade Federal do Amazonas

Programa Institucional de Bolsas de Iniciagdo Cientifica — PIBIC 2008/2009
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo da variacao da densidade das células dendriticas da regido anal de pacientes portadores de
condiloma acuminado infectados pelo HIV.

DESCRIGCAO E OBJETIVO DO ESTUDO

O cancer anal é uma doenga grave que acontece mais nas pessoas que fazem sexo
anal sem camisinha, nas mulheres que ja tiveram inflamacao grave ou cancer de utero, nos
transplantados, nos fumantes, nos que tém ou tiveram “doencas do sexo”, como verrugas
proximas ao anus (via) e ainda nos portadores de HIV/AIDS.

Estamos convidando vocé para participar da pesquisa Estudo da varia¢do da densidade das células
dendriticas da regido anal de pacientes portadores de condiloma acuminado infectados pelo HIV. Vocé foi escolhido pOI‘
ter um dos riscos ditos acima ou por tet virus do HIV/AIDS. Na consulta, veremos se as
células dendriticas (células da defesa do seu corpo) que estio no anus (via) estio normais
em vocé. Coletaremos estas células durante o exame no anus (via) com um aparelho
descartavel (que se joga fora apds o uso) para olhar por dentro. Colocaremos um acido
fraco com gaze e faremos bidpsia (retirada de um pequenino pedago) no local suspeito de
doenca e no local normal para controle, com uso de anestesia local, a qual pode arder
levemente (ocorre freqiientemente), acelerar o coragdo (raramente ocorre) e dar mal estar
(raramente ocorre). Por isso, ¢ importante vir a0 exame com um acompanhante adulto.
Caso isso acontega, vocé ficara em observa¢ao conosco até que a sensagao ruim passe.
Um pequeno sangramento também podera ocorrer quando vocé for fazer o primeiro
coco.

Gostarfamos, com o trabalho, de conhecer quantas pessoas tém a inflamacao grave
no anus (via) que pode virar cancer, e se as células de defesa do anus (via) e do sangue
estao diminuidas, facilitando a doenca. Com isso, podemos criar um programa de exames
para descobrir a doenga no inicio, antes que ela vire cancer. Vocé precisara também
responder perguntas intimas sobre a sua doenga, sexo anal, doengas do sexo e o quanto
estudou. N2o existem outros exames melhores ou com menos riscos. O material sera
examinado no laboratério do Hospital Tropical e vocé recebera os resultados na proxima
consulta. Caso vocé passe mal ou tenha algum problema devido aos exames ou duvidas
quanto a pesquisa, procure a Dra. Adriana Daumas no telefone (92)3238-1711 ou no
endereco Av. Pedro Teixeira, 25 Dom Pedro.

Vocé tem a liberdade e o direito de negar sua participagao ou retirar seu
consentimento (autoriza¢ao) em qualquer momento, podendo mesmo assim continuar a
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ser atendido. Em caso de ocorrer algum dano eventual a sua saide durante o perfodo de
estudo, provocado pelos procedimentos que serdo utilizados, previsto ou nao no termo
de consentimento, além do direito da assisténcia integral, vocé tera direito a indenizagao,

conforme prevé a Resoluciao 196/96, V.6 — CNS.

Sua identidade (nome e rosto) serd mantida em segredo pelo pesquisador e
pela Fundagao de Medicina Tropical. Os resultados da pesquisa serdo analisados e
colocados em tabelas, figuras, fotos ou graficos e mostrados em palestras, conferéncias,
periddico cientifico ou outra forma que leve o conhecimento para a sociedade e
autoridades da area da saude nacionais ou internacionais, de acordo com as normas (leis)
de prote¢do nacional ou internacional.

Os custos dos exames, das consultas e do tratamento serao de
responsabilidade da Fundagao de Medicina Tropical, voce s6 precisara se deslocar, por
meios proéprios, até o local da consulta ou para o tratamento conforme a orientagao que
recebera durante a pesquisa. Vocé recebera uma copia deste termo, e caso concorde em
participar do estudo, sera necessario que assine o termo de consentimento.

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGCAO:

participante do estudo, recebi a explicagao de que serei um(a) dos(as) participantes dessa
pesquisa. Se eu nao souber ler ou escrever, uma pessoa de minha confianga lera este
documento para mim, o qual assinarei através da impressao do meu polegar direito
(impressao digital) no quadro abaixo.

E, por estar devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre o conteudo deste
termo, livtemente, sem qualquer pressao por parte dos pesquisadores, expresso meu
consentimento para minha inclusao nesta pesquisa.

ASSINATURA DO PACIENTE OU REPRESENTANTE LEGAL

IMPRESSAO DO POLEGAR DIREITO DO PACIENTE,

CASO ESTE NAO SAIBA ESCREVER SEU NOME.

LOCAL E DATA

PESQUISADOR RESPONSAVEL PELO ACOMPANHAMENTO E INFORMACOES AO PACIENTE:
NOME LEGIVEL: ADRIANA DAUMAS PINHEIRO GUIMARAES
FONE: (92)3621-6590

ASSINATURA




Anexo D - Requisi¢do de Exame Histopatoldgico

REQUISICAO DE EXAME HISTOPATOLOGICO — ANOSCOPIA COM MAGNIFICAGCAO
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UF Cartdo SUS Cédigo da Unidade de Saiide

L | N I O O I ) ||

Unidade de Saide

LIl | I O N L (O O I [ O R

L L4 1 04§ 0 F L 010 [ [ ¢ 0§ ¢4 0 | [ [0 § {0 |

Municipio Prontuario

l N O O [ T I O
INFORMAGCOES PESSOAIS

Nome Completo

| |
N I I I I
| |

|
Apelido |
|

l L[ | | [ ||

| L[| [ | Y
Nome Completo da Mie

LI | | | I ) W O O N O I
Identidade Orgdo emissor UF CPF

I T I I I N O I B
Data de nascimento Idade Cor

I 7 I I [ I I O A

Dados Residenciais — Logradouro

N T A s A s I
Numero Complemento

N N O I o
Bairro Municipio UF

N N I O T Y S I B
CEP DDD Telefone Contato

I I O O O | N I O

l | ] | | l | | | | Escolaridade: I:] Analfabeto l:l 1°.G I:I 2°G I:l G

DADOS DA ANAMNESE

Fez o Pap-a alguma vez? I:' Sim Quando? (ano) I:I:I:I:I I:I Néo I:l Nio sabe
[:] DST Qual? [ |Gon [ |sif [ |Her |:] Clam |:| Outra:

[ ]ar I:IAD+ DAD- l:lAD? DCA I:ICG DCSIL l:ITAB I:‘TRA DDR

D Doenga associada Qual(is)?

CD4: Carga viral: Linfonodomegalia inguinal |:|
INSPEGAQ PROCTOLOGICA
[:] Soiling I:] Pus I:l Sangue I:l Ferida anal l:l Medicamento anal
Qual?

ANOSCOPIA MAG Neg D + elevada (a) [:I + plana (b) I:\

Posigio Margem anal (c) Anoderma (d) Pectinea (¢) Suprapectinea (f)

Vertical

Posi¢io 1h h h h h h h Oh 1h 2h
Horizontal

23 lesdo: l:] 3@ lesio: I:l Obs:

Data da Coleta Coletor(a): assinatura ¢ carimbo

I A A I I I

Instituigéo onde foi realizada a coleta

N N N S S S S A A

FONTE: COSTA E SILVA, 2006
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Anexo E — Parecer de Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

Fundagao de Medicina Tropical do Amazonas Fm
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos 1 J/ |
Av. Pedro Teixeira, 25 — Dom Pedro L ‘1 L
Cep: 69040-000 Lo R

¥

i Sn NGB
Manaus — Amazonas - Brasil By
COMTEDEETICA BAPESOURA

EM SERES HUMAMNOS

APROVACAO N° 1911

Registro CEP N° 0889/2008

CAAE - 0010.0.114.000-08 Processo N°0889/2008-FMT-AM
Projeto de Pesquisa: Estudo da variacdo da densidade das células dendriticas da
regido anal de pacientes portadores de condiloma acuminado infectados pelo HIV,
atendidos no Ambulatério da Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM)
Pesquisador responsavel: Adriana Gongalves Daumas Pinheiro Guimaraes
Instituicdo Sediadora: Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas

Instituicdo Vinculada: Ndo se aplica

Area Tematica Especial: N3o se aplica

Patrocinador: FAPEAM(PIBIC)

Registro para armaz. de mat. Biolégico humano: Ndo se aplica

Ao se proceder a andlise relativo do Projeto em questfio, o Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas
(FMT-AM), em sessdo ordindria do dia 09 de julho de 2008 e de acordo com as
atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagao do

projeto de pesquisa proposto, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Situagdo do Protocolo: APROVADO

Manaus, 09 v_de_,julho de 2008.

Ao AL

Lufz Carlos de LimafF erreira

Obs: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa
(Resolugdo do Conselho Nacional de Satde n°196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra “c”) conforme o
Formulario de acompanhamento dos Projetos aprovados no CEP, disponivel em nossa home Page.




