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RESUMO

O uso de dupla marcagdo imunocitoquimica para pl16/Ki67 em amostras de citologia esfoliativa em
base liquida no rastreio de lesdes precursoras de cancer do canal anal em pacientes infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana. [disserta¢ao]. Programa de Pés-graduagcdo em Ciéncias Médicas,
Faculdade de Medicina; Universidade de Brasilia; 2019.

INTRODUCAO: Nos tltimos anos, pesquisas de biomarcadores do Papilomavirus humano (HPV)
tém sido desenvolvidas, a fim de incrementar a acuidade dos programas de triagem de canceres
relacionados a infec¢do pelo virus. Considerando o papel da coexpressao de pl6 e Ki67 na detecgao
de neoplasia intraepitelial cervical de alto grau e carcinoma, hipotetizamos que o CINtec PLUS®,
teste que evidencia a dupla marcacao simultanea para p16/Ki67 teria mesmo desempenho na detecgao
de neoplasia intraepitelial escamosa de alto grau e carcinoma anais. Desta forma, este biomarcador
também poderia ajudar a melhorar o rastreamento do cancer do canal anal. Objetivo: Avaliar a
aplicabilidade do CINtec PLUS® na identificagdo de lesdes precursoras de cancer do canal anal
comparando-o a detecgdo de acido desoxirribonucleico (DNA) de HPV de alto risco (HR-HPV) por
reagdo em cadeia da polimerase (PCR), em amostras citoldgicas anais, em base liquida. METODOS:
Trata-se de estudo comparativo, utilizando amostras coletadas primeiramente para citologia e entdo
para biologia molecular, por pesquisadores do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e
disponibilizadas em banco de dados. As citologias em base liquida e as bidpsias de amostras anais de
33 homens e mulheres infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sem lesoes visiveis
detectadas ao exame externo, foram avaliadas por imunocitoquimica usando uma interpretagao
independente de morfologia, com dupla marcagio para p16/Ki67 e pelo teste de PapilloCheck® para
deteccdo de HR-HPV. RESULTADOS: Foram observadas amostras de HR-HPV positivas em
77,77% daquelas com anormalidades citoldgicas e em 42,85% das negativas. Expressdo positiva
concomitante de p16/Ki67 (p16/Ki67+) foi observada em 33,33% das amostras com anormalidades
citologicas. As amostras de citologia pl16/Ki67+ mostraram aglomerados de células com dupla
coloragdo e a maioria das células positivas eram células atipicas. Na bidpsia com lesdo intraepitelial
escamosa de alto grau (HSIL) foram observadas células duplamente marcadas em toda a espessura
do epitélio. A expressao de pl16/Ki67 foi observada na inica amostra com diagnostico de bidpsia de
HSIL, mas apenas uma das sete amostras diagnosticadas com lesdo intraepitelial escamosa de baixo
grau (LSIL) foi pl6/Ki67+. CONCLUSAO: Os resultados sugerem que a imunomarcagio para
pl6/Ki67 € pode ser util para melhorar a especificidade da citologia na deteccdo de lesoes
intraepiteliais escamosas anais de alto grau. Entretanto, estudos com maior casuistica sdo necessarios
para confirmagao.

Palavras-chave: cancer do canal anal; citologia convencional; HIV; citologia em base liquida;
HPYV; lesdes intraepiteliais anais; p16; Ki67.



SUMMARY

The use of pl6/Ki67 double-stain immunocytochemistry in liquid-based exfoliative cytology
specimens to screen for precursor lesions of the anal canal cancer in patients infected with human
immunodeficiency virus. [Master’s thesis]. Postgraduate Program in Medical Sciences, Medical
College; University of Brasilia; 2019.

INTRODUCTION: In recent years, researches on Human Papillomavirus (HPV) biomarkers have
been developed in order to increase the accuracy of cancer screening programs related to virus
infection. Considering the role of p16 and Ki67 co-expression in the detection of high-grade cervical
intraepithelial neoplasia and carcinoma, we hypothesized that CINtec PLUS®, an immunostain test
that shows the simultaneous double-staining for p16/Ki67, has the same performance in detecting
high-grade anal intraepithelial neoplasia and anal carcinoma. Thus, this biomarker could also help to
improve anal cancer screening. OBJECTIVE: To evaluate the performance of CINtec PLUS® and
high-risk DNA-HPV (HR-HPV) detection by PCR in anal cytology specimens. METHODS: This is
a comparative study using samples that were collected first for cytology and then for molecular
biology, by researchers of the University of Brasilia’s Hospital and made available in a database.
Liquid-based cytology and biopsy of anal samples from 33 men and women infected by the Human
Immunodeficiency Virus (HIV), with no visible lesions detected on external examination, were
evaluated by immunocytochemistry using a morphology independent interpretation of the double-
stain for p16/Ki67 and by the PapilloCheck® test for HPV detection. RESULTS: HR-HPV positive
samples were observed in 77.77% of those with cytological abnormalities and in 42.85% of the
negative samples. Concomitant positive expression of pl16/Ki67 (pl6/Ki67+) was observed in
33.33% of samples with cytological abnormalities. P16/Ki67+ cytology samples showed double-
stained cell clusters and most positive cells were atypical cells. In biopsy with high-grade squamous
intraepithelial lesion (HSIL), double-stained cells were observed in full thickness of the epithelium.
P16/Ki167 expression was observed in the only sample diagnosed as HSIL by biopsy, but only one of
the seven samples diagnosed as low grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) was p16/Ki67+.
CONCLUSION: The results suggest that p16/Ki67 immunostaining may be useful for improving
cytology specificity in detecting high-grade anal squamous intraepithelial lesions. However, other
studies with major number of cases are required to confirm it.

Keywords: anal canal cancer; conventional cytology; HIV; liquid-based cytology; HPV; anal
intraepithelial lesions; p16; Ki67.
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1 INTRODUCAO

O cancer anal ¢ definido como aquele que acomete o canal e as bordas externas do anus. As
lesdes malignas surgem em tipos distintos de tecidos, e o carcinoma epidermoide ¢ o mais comum
nesta localizacdo, sendo responsavel por cerca de 85% dos casos. Trata-se de tumor raro, constituindo
de 1 a 2% de todas as neoplasias malignas colorretais (INCA, 2018). Nos Estados Unidos da América
(EUA), para 2019, estao estimados 8.300 novos casos de cancer anal, representando 0,5% do total de
neoplasias malignas surgidas no ano. Prevé-se, ainda em 2019, 1.280 mortes decorrentes desse tipo
de tumor, compreendendo 0,2% da mortalidade geral por cancer no pais (NIC, 2019).

No Brasil, de acordo com a tultima estatistica disponibilizada pelo Instituto Nacional do
Cancer, o cancer do canal anal foi responsavel por 406 6bitos, sendo 148 homens e 258 mulheres, no
ano de 2015 (INCA, 2018). As interna¢des em decorréncia de tumores malignos de reto, anus e canal
anal vém aumentando no Sistema Unico de Satde brasileiro nos ultimos anos (DURAES; SOUSA,
2010).

Ha fatores de risco bem estabelecidos para este tipo de cancer, destacando-se as infecgdes por
Papilomavirus Humano (HPV) e Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Homens que fazem sexo
com homens (HSH), pratica de sexo anal receptivo, outras infeccdes sexualmente transmissiveis,
como gonorreia e clamidia, fistula anal cronica, tabagismo ¢ imunossupressdo ap6s transplantes de
rim ou coracdo estdo entre as condi¢des que aumentam as chances de ser acometido pela doenga
(INCA, 2018; NIC, 2019).

A imunossupressao médica pos-transplante de 6rgaos solidos estd associada a ocorréncia de
neoplasias intraepiteliais anais (NIA) e de cancer anal. Uma revisao da literatura de 2007 evidenciou
que a predominancia de NIA entre pacientes transplantados renais era de 20%, e as taxas de infec¢ao
anal de HPV nestes pacientes se aproximaram de 50%, observando-se aumento do risco relativo de
cancer anal em 10% para esses individuos. Além da imunossupressdo, sua duracdo e intensidade
contribuem para o aumento do risco de cincer anal e NIA. Imunodeprimidos em decorréncia de outras
doengas, incluindo doenca inflamatéria intestinal (DII), j4 foram considerados de risco para
desenvolvimento de NIA. Os pacientes com Doenca de Crohn apresentaram taxas mais elevadas e
estagio inicial mais avangado do cancer anal. No entanto, uma revisao retrospectiva de pacientes com
DII constatou que as taxas de NIA eram semelhantes, independentemente do status imunossupressor

(SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019).
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Os canceres cervical e do canal anal e suas lesdes precursoras — neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) e neoplasia intraepitelial anal (NIA), respectivamente - compartilham semelhancas
biologicas e morfoldgicas. A principal similaridade bioldgica ¢ a relacdo causal entre o HPV
oncogénico e de alto risco (HR-HPV) e o desenvolvimento de carcinomas dessas regides.
Morfologicamente, as alteragdes observadas, tanto na citologia quanto na histologia, sdo andlogas em
ambas as patologias (DARRAGH; WINKLER, 2011).

Considerando as semelhancas entre as neoplasias, o sucesso da estratégia de rastreio do cancer
colo uterino levou a seu uso como modelo para rastreamento de cancer anal em grupos de alto risco.
Diversos estudos tém sido realizados na tentativa de estabelecer e validar programas para a deteccao
precoce dessas lesdes (DARRAGH; WINKLER, 2011; MAIA, 2013).

Atualmente, o rastreamento consiste na deteccdo de lesdes intraepiteleliais escamosas de alto
grau (HSIL), precursoras do cancer, utilizando citologia anal. Embora essa abordagem seja sensivel,
a especificidade ¢ baixa, levando a um excesso no nimero de procedimentos invasivos, incluindo
realizacdes desnecessarias de anuscopia de alta resolucdo (HRA) e biopsias anais, com elevacao dos
custos. Assim, novos procedimentos diagndsticos sdo justificados para superar as limitagdes do
rastreamento baseado em citologia anal em populagdes suscetiveis (SERRANO-VILLAR et al.,
2017).

Nos tltimos anos, pesquisas com biomarcadores do HPV tém sido desenvolvidas, a fim de
incrementar a acuidade dos programas de triagem de canceres relacionados a infecgao pelo virus. Nas
células epiteliais, o HR-HPV regula a expressao da proteina pl6 através da oncoproteina viral E7 e
induz a expressdo de Ki67, refletindo o aumento da proliferacdo epitelial. A coexpressdo dessas
proteinas (pl16/Ki67) ndo ocorre em condigdes fisiologicas, indicando um desequilibrio do ciclo
celular e tendo sido associada a progressao da infeccao por HPV na regido cervical para HSIL. A sua
utilizacdo nas amostras de citologia cervical tem reduzido o nimero de colposcopias desnecessarias
em mulheres. Desta forma, este biomarcador também pode ajudar a melhorar o rastreamento do
cancer anal (SERRANO-VILLAR et al., 2017; UJTERWAAL et al., 2015; REUSCHENBACH et
al., 2010; ZHU et al., 2019).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LESOES PRECURSORAS E CANCER DO CANAL ANAL

2.1.1 Anatomia

O canal anal fisioldgico ou cirargico ¢ definido como a por¢do final do intestino grosso,
estendendo-se do nivel do assoalho pélvico (anel anorretal ou jungdo da por¢ao puborretal do musculo
elevador do anus com o esfincter anal externo) a margem anal. Neoplasias originadas em regides
distintas como margem anal ou regido perianal eram todas classificadas como lesdes do canal anal.
Isso estimulou uma padronizacdo da nomenclatura entre clinicos e cirurgides, uma vez que as
historias naturais das patologias eram inerentes as diferentes localizagdes. Em 2007, a American
Society of Colorectal Surgeons propds uma nova terminologia baseada em regides de referéncia que
poderiam ser facilmente identificadas pelo examinador e, além disso, introduziram uma nova area de
transicao. As recomendagdes foram amplamente aceitas e adotadas pelo American Joint Committee
on Cancer para estadiamento do cancer anal. Desta forma, o canal anal passou a ser referido como
‘regido anal’ e dividido em trés partes, sendo estas canal anal, regido perianal e pele (PANDEY,
2012).

Assim definido macroscopicamente, o canal anal corresponde ao segmento que € envolto pelo
esfincter anal interno, com cerca de 4 cm de comprimento. Inicia-se na jung¢ao anorretal e termina na
jung¢do mucocutanea, tendo a linha pectinea localizada aproximadamente em seu ponto médio. A zona
de transi¢do instituida compreende area 6 a 10 mm proximal a linha pectinea ou linha denteada, com
cerca de 4 a 5 mm de extensdo, onde o epitélio do reto € substituido pelo epitélio urothelium-like,
local em que podem ser observadas células escamosas sobre o epitélio colunar. Lateralmente, o canal
anal relaciona-se com a fossa isquio-anal, anteriormente ¢ limitado pelo corpo perineal, que o separa
do terco inferior da vagina, nas mulheres, € do bulbo peniano ou uretra membranosa, nos homens. O
topo da juncdo anorretal ¢ denominado de flexura perineal, regido que forma um angulo agudo
posteriormente produzido pela inser¢do do miisculo puborretal.

O canal anal apresenta uma camada de epitélio que recobre o tecido subepitelial, ricamente
vascularizado, e duas camadas musculares, uma circular e outra, mais externa, longitudinal, sendo
circundado pelos esfincteres anais externo e interno. O esfincter externo ¢ longitudinal e constituido

por musculatura esquelética voluntéria. O interno ¢ formado por musculatura lisa, controlada pelo
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sistema nervoso auténomo, e continua a musculatura lisa do retossigmoide. A partir de
aproximadamente 2 cm da borda anal até a juncdo anorretal, observam-se de 6 a 10 colunas
longitudinais na mucosa, cada uma contendo artéria e veia. A borda inferior dessas colunas forma
conjuntamente uma linha, denominada de linha denteada ou linha pectinea. O pécten, nessa
localizagdo, apresenta-se como epitélio transicional (MAIA, 2013; PANDEY, 2012).
Histologicamente, o canal anal ¢ dividido conforme o epitélio de revestimento em: zona colorretal —
revestida por mucosa glandular; zona de transi¢do — contendo epitélios escamoso e glandular; e
por¢ao distal — apresentando somente epitélio escamoso. Também podem ser encontrados

melandcitos, células mucinosas e enddcrinas (MAIA, 2013; SHIA, 2010).

2.1.2 Histérico

A primeira descri¢do de lesdao anal pré-invasiva ndo distinguiu a regido anal do canal anal.
Essas lesoes, inicialmente cutaneas, foram descritas como Doenca de Bowen ¢ Carcinoma “in situ”.
Em 1962, houve a necessidade de se distinguir tumores que se originam das regides anal e perianal,
devido as suas diferencas bioldgicas e comportamentos clinicos. Apds a observagdo da presenga de
CIS adjacente a uma verruga anal, feita por Oriel ¢ Whimster em 1971, foi sugerida a relagdo da
Doenga de Bowen com infecgdo viral (DARRAGH et al, 2013). Em 1981, Fenger e Bichel publicaram
o primeiro estudo de alteracdes displésicas do canal anal. Em 1986, os mesmos autores descreveram
a presenca de displasia e carcinoma “in situ” adjacentes & maioria dos carcinomas anais, mostrando
que as lesdes anais compartilham um padrao de HPV oncogénico visto em lesdes cervicais e de outras
areas do trato anogenital baixo (DARRAGH, 2013). Somente ap6s a documentagao do subtipo 16 do
HPV no cancer cervical, tornou-se plausivel a associagcdo do HPV com o cancer e lesdes pré-
cancerosas anais. Essa relacdo foi confirmada em 1995 com a documentacao dos tipos oncogénicos

do HPV (MAIA, 2013).

2.1.2 Nomenclatura

O HPV relacionado a displasias escamosas ¢ um precursor do carcinoma de células escamosas
invasivas em varios sitios anatomicos, incluindo o trato anogenital. O projeto de padronizagdao da
Terminologia Escamosa Para o Trato Anogenital Inferior (LAST) para lesoes associadas ao HPV

forneceu diretrizes para unificar a nomenclatura. A terminologia recomendada estratifica as lesdes,
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definindo-as como lesdes intraepiteliais escamosas de baixo ou alto grau (LSIL ou HSIL,
respectivamente). No canal anal, a LSIL se correlaciona com neoplasia intraepitelial anal grau 1
(NIA-1) ou condiloma anal, enquanto a HSIL corresponde as neoplasias intraepiteliais anais graus 2
(NIA-2) e 3 (NIA-3). Esse sistema, baseado em avaliagdao de consenso, reflete com mais precisao a
biologia das lesdes relacionadas ao HPV (SIDDHARTHAN, 2019; DARRAGH, 2013).

A lesdo intraepitelial escamosa anal ¢ caracterizada por proliferagdo displasica de células
epiteliais escamosas na zona de transicdo do canal anal. Essas lesdes sao pré-malignas e podem
progredir para carcinoma escamoso, caso nao sejam tratadas (ROBERTS; SIEKAS; KAZ, 2017;
SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019). A NIA tem associacdo com o HPV e ¢ mais
prevalente em populacdes de risco, como pacientes portadores de HIV, HSH e pacientes
transplantados renais e cardiacos. Nessas populagdes, as taxas de cancer anal sdo bastante elevadas,

apesar de ser, em geral, uma doenga relativamente incomum (STANLEY, 2012).

2.1.3 Patologia

A avaliagdo patologica da NIA passou por varias alteracdes. Considerando-se a classificagdo
mais aceita, baseada no projeto LAST, as caracteristicas histologicas das LSIL sdo atipia celular
superficial, com ampliagdo nuclear e irregularidade de contorno da membrana nuclear, exibindo
relacdo nucleo-citoplasma preservada. Ja as HSIL envolvem todo o epitélio, ou os dois tergos
inferiores, e ¢ tipificada por perda de maturagdo, hipercromasia e irregularidade da membrana
nuclear, além de diminuicdo na relagdo nucleo-citoplasma (SIDDHARTHAN; LANCIAULT;
TSIKITIS, 2019).

2.1.4 Incidéncia

E dificil estimar a incidéncia de NIA na populagdo geral. As taxas de cancer anal sdo baixas,
com aproximadamente 1,8 casos por 100.000 homens e mulheres, sendo fortemente influenciadas
pelos fatores de risco ja enunciados. Varios estudos tém tentado esclarecer as tendéncias modernas
de NIA e cancer anal. Em todo o mundo, antes da década de 1990, as taxas de cancer anal eram mais
elevadas nas mulheres do que nos homens, enquanto nos tltimos anos as taxas tém sido equivalentes.

As mulheres t€ém maior incidéncia de cancer anal apos os 50 anos, entretanto a maioria dos pacientes
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¢ homem, entre as idades de 20 a 49 anos (SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019;
JOHNSON, 2004).

Estudo da Dinamarca analisou dados de 1978-2008 para caracterizar a doenga a nivel
nacional. Comparando dados anteriores a década de 1980 com dados p6s-2003, eles descobriram que
a incidéncia de cancer anal aumentou para homens e mulheres. Observaram ainda aumento anual de
5% na incidéncia de NIA de alto grau entre 1998 e 2008. O aumento anual de NIAs foi maior do que
o aumento anual do cancer anal, provavelmente refletindo taxas mais elevadas de rastreamento.
Independentemente disso, o escopo da doenca foi maior do que se pensava (NIELSEN; MUNK;
KJAER, 2012).

A taxa de conversdo de NIA para cancer anal permanece controversa. Estudos prospectivos
preliminares sugerem que a taxa ¢ semelhante a do cancer cervical, com cerca de 9-13% de conversdo
para NIA-3 dentro de um periodo de 5 anos, para pacientes nao tratados (SCHOLEFIELD et al., 2005;
WATSON et al., 2006), mas ha variabilidade entre populagdes de risco, com taxas mais elevadas em
HIV-positivos e imunocomprometidos. Apesar desses estudos prospectivos, grande metanalise de
2012 constatou que a taxa de conversao foi menor, com taxas de progressao de 1 em 600 por ano para
HSH HIV positivos, e de 1 em 4000 por ano para pacientes com HSH HIV negativos (MACHALEK,
2012). Essa discrepancia pode ser atribuida a mistura de pacientes NIA-2 e NIA-3 dentro da
metanalise, enquanto os estudos prospectivos seguiram apenas NIA-3. A regressdo espontanea de
NIA ocorre em uma parcela dos pacientes. Estudo retrospectivo evidenciou que NIAs de alto grau
regridem para NIA-1 a uma taxa de 17%, e para auséncia de doenga a uma taxa de 7%. Esses pacientes

foram uma mistura de HIV-positivo e HIV-negativo (TONG, 2013).

2.1.5 Patogénese

2.1.5.1 HPV

O HPV ¢ um virus sexualmente transmissivel que atualmente infecta nimero estimado de 79
milhdes de americanos. Aproximadamente 14 milhdes de pessoas sio infectadas a cada ano. E fato
conhecido que a maioria dos homens e mulheres sexualmente ativos serd infectado pelo HPV em
algum momento de sua vida, embora 90% delas serdo silenciosas e irdo se resolver espontaneamente
(SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019). O HPV ¢ um virus de DNA de dupla-hélice

ndo encapsulado, que infecta a mucosa e queratindcitos cutaneos. Ha mais de 180 subtipos do virus,
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30 dos quais sdao potencialmente patdégenos do trato anogenital. De acordo com o potencial
oncogénico, esses subtipos podem ser categorizados em alto risco (HR-HPV) versus baixo risco (LR-
HPV). A infecgao pelo HPV foi estabelecida como uma das principais causas de cancer e seu efeito
causal no cancer cervical foi firmemente estabelecido (PIRTEA, 2019).

Andlises retrospectivas mostraram que o HPV tem clara associagdo com NIA e cancer anal.
A prevaléncia de HPV entre pacientes com NIA ¢ superior a 90% (PIRTEA et al., 2019). Uma
metanalise que comparou o cancer cervical, o carcinoma vulvar € o cancer anal constatou que os
pacientes com cancer anal apresentaram a maior prevaléncia de infeccao por HPV (84,3%). Soma-se
a isso o achado de que quantidades de DNA do HPV encontradas em espécimes de bidpsia ¢ maior
para NIA de grau superior do que para a NIA de grau inferior, sugerindo um papel no
desenvolvimento da malignidade (DE VUYST, 2009). Embora os pacientes considerados de alto
risco muitas vezes tenham infeccao por HPV, a infecgdo pode ocorrer em pacientes heterossexuais e
ndo infectados pelo HIV. Vérios estudos encontraram HPV no canal anal de homens heterossexuais,
com taxas que variam entre 8-30%. Para as mulheres HIV-negativas, a prevaléncia de HPV anal se
aproxima de 27%. Esses estudos sugerem que o HPV anal ¢ muito mais prevalente do que se pensava
anteriormente (DE VUYST, 2009; SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019).

A correlagdo entre NIA e HPV ¢ forte e dados recentes mostraram que o HPV pode ser agente
para o desenvolvimento de NIA. Estudos microscopicos iniciais demonstraram particulas de HPV
dentro de células malignas e trabalhos atuais utilizando PCR mostraram uma grande quantidade de
DNA viral dentro das células tumorais. O mecanismo biologico para a transformacdo maligna das
células ¢ mediado pela capacidade do HPV de codificar as proteinas supressoras tumorais ES, E6 e
E7, que alteram a expressao intracelular da proteina p53, levando a mudangas no crescimento celular
e apoptose (MUNGER, 2004). NIAs de alto grau e cancer anal sdo caracterizados pelo aumento da

expressdo génica e pela perda da expressdo do gene L (gene capsideo viral) (WATSON, 2006).

2.1.5.1.1 HPV de baixo risco

Os subtipos de baixo risco mais comuns de HPV sdo 6, 11, 40, 42, 43, 44 e 55, associados a
NIA-1 e carregam menor risco de malignidade. A maioria das infec¢des por HPV se enquadra nessa
categoria de baixo risco. Estudos epidemiologicos tém mostrado que o HPV 6 estéd associado a 3%
dos canceres anais, mas isso ¢ atribuido a infeccdo concomitante com os subtipos de alto risco mais

comuns de HPV. Apesar do baixo risco de cancer, a carga da doenca de NIA-1 pode ser grande. Os
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pacientes muitas vezes precisam de tratamento local e vigilancia (SIDDHARTHAN; LANCIAULT;
TSIKITIS, 2019).

2.1.5.1.2 HPV de alto risco

Os subtipos de HPV de alto risco sdo 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 51, 39, 68, 73, 82,
53, 66, 70, sendo 16 ¢ 18 os mais pesquisados. HR-HPV est4 associado as NIA-2 e NIA -3, ¢ as
estimativas atribuem 80-90% dos canceres anais a essas cepas, mais comumente o subtipo 16. O
subtipo 18, por outro lado, ¢ encontrado mais comumente no cancer cervical e estd associado ao
adenocarcinoma, em oposi¢cdo ao 16, mais comumente associado ao carcinoma escamoso (DE
VUYST, 2009). O cancer anal associado a0 HR-HPV ¢ mais comumente encontrado dentro do canal
anal e ¢ menos provéavel de estar associado a pele perianal (SIDDHARTHAN; LANCIAULT;
TSIKITIS, 2019).

2.1.5.2 HIV

A infecgdo pelo HIV continua a ser um grande problema de satide publica e estd associada a
aumento da incidéncia de NIA e cancer anal, particularmente em HSH. A taxa exata de NIA entre
pacientes HIV-positivos ndo ¢ conhecida, mas as taxas de cancer anal sdo 30-100 vezes maiores do
que na populagdo em geral; entre os pacientes HIV-positivos, 80% dos canceres anais ocorrem em
HSH. A maior incidéncia de NIA e cancer anal entre pacientes HIV-positivos ¢ multifatorial, mas
provavelmente reflete uma alta prevaléncia de coinfeccdo com HPV. Estima-se que 72-90% dos
pacientes HIV-positivos estao infectados com HPV e que 90% dos pacientes HIV-positivos com NIA
foram infectados com algum subtipo de HR-HPV. A fisiopatologia da infeccdo pelo HPV entre
pacientes HIV-positivos deve-se a imunodeficiéncia desses pacientes, que ndo conseguem impedir a
propagacao das proteinas do HPV (E2, ZE6, E7) associadas a HSIL (WASSERMAN; RUBIN;
TURETT, 2017; WHO, 2018).

Nos ultimos 30 anos, o tratamento baseado em terapia antirretroviral altamente ativa
(HAART) revolucionou o tratamento do HIV, com melhor mortalidade e morbidade. A despeito
dessas melhorias, a incidéncia de cancer anal aumentou em pacientes HIV-positivos (WHO, 2018).
Os dados retrospectivos nao foram conclusivos sobre a relagao entre a diminuicao da contagem de

CD4 e o0 aumento do risco de cancer anal — alguns estudos apoiam a relacdo (BEDIMO et al., 2009),
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enquanto outros ndo (ENGELS et al., 2008). Os beneficios da HAART melhoram a sobrevida geral
de pacientes HIV-positivos, mas seu efeito especifico sobre as NIAs e o cancer anal ¢ inconclusivo

(SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019).

2.1.6 Diagnéstico

O diagndstico de NIA ¢ feito através de citologia ou bidpsia durante exames de rotina. A
citologia anal pode ser colhida consultéorio médico, usando-se uma escova de coleta. Se o
rastreamento for positivo para HSIL ou LSIL, os pacientes devem ser encaminhados para anuscopia
com magnificacdo e biopsia. A sensibilidade relatada da citologia anal para a deteccdo de qualquer
grau de NIA varia de 47 a 90%, observando-se melhores indices para HSIL ou areas maiores de
doenca. A especificidade ¢ menor, com intervalos de 32 a 60% (LEEDS; FANG, 2016;
SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019).

Além da citologia, o exame visual do anus com observacao direta ¢ parte importante do
diagnodstico de NIAs. Alteragdes na coloragdo ou irregularidades da mucosa podem indicar lesdes
potenciais, que precisardo ser biopsiadas. Apesar de seus beneficios, o exame visual e o toque retal
sozinhos ndo sdo suficientes para o rastreio ou diagnostico de NIAs. A bidpsia pode ser realizada
através de anuscopia convencional ou HRA, fornecendo tecido suficiente para avaliacdo
microscopica, a fim de determinar a presenga de LSIL ou HSIL. A grande vantagem da bidpsia ¢é
permitir a avaliacdo arquitetural e, assim, o diagnostico definitivo, sendo o exame histopatologico
considerado o padrao-ouro. A HRA ¢ uma ferramenta que pode ser utilizada no consultdrio para
diagnosticar NIA, bem como para a intervencao terapéutica. Apds a aplicagdo de acido acético, um
anuscopio associado a sistema de amplificagdo das imagens ¢ usado para examinar o canal anal. A
aplicacdo de acido acético fard com que as células displasicas sejam identificadas, permitindo uma

coleta acurada (LEEDS; FANG, 2016; SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019).

2.1.7 Rastreamento

O protocolo de triagem para NIA de baixo ou alto grau ndo é padronizado e permanece
controverso. Os proponentes do rastreamento alegam que a detecgdo precoce e o tratamento das NIAs
podem impedir que a lesdo pré-maligna progrida para o cancer anal. Os beneficios do rastreamento

sdo claros no cancer cervical e sua aplicacdo no cancer anal parece apropriada, dada a sua semelhanga
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com o cancer cervical em termos de fisiopatologia (SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS,
2019).

Individuos de baixo risco sao aqueles que sao imunocompetentes, HIV-negativos, nao-HSH,
sem DII e sem historia de cancer cervical. Nao ha evidéncias de que esses individuos devam ser
rastreados, dada a baixa incidéncia de NIA ou cancer anal dentro dessas populacdes. Eles se
beneficiariam de um exame se desenvolvessem sinais preocupantes para NIA ou cancer anal, como
massas palpaveis, corrimento retal, verrugas ou sangramento (LEEDS; FANG, 2016).

Pacientes de alto risco sao aqueles HIV-positivos, HSH ou imunocomprometidos. Apesar da
falta de diretrizes das principais sociedades gastrointestinais médicas ou cirargicas, varias sociedades
de doencas infecciosas t€ém recomendado citologia anual para pacientes HIV-positivos, especialmente
aqueles que sdo HSH ou que tém histoéria de cancer cervical. Uma revisdo retrospectiva de 2015
mostrou que os pacientes seguidos com anuscopia padrao ou HRA a cada 3-12 meses apresentaram
menores taxas de progressdao de NIA para cancer anal, em comparacao com dados epidemioldgicos
(LONG, 2016).

Especialistas reconheceram, em 2012, que a citologia estava sendo usada para triagem de
pacientes de alto risco, embora tenha sido levantada preocupacdo com as altas taxas de diagndsticos
falso-negativos relatadas em pacientes HIV-positivos. Entretanto, eles concordaram com as
sociedades de doencas infecciosas e recomendaram citologia para pacientes de alto risco e, caso
positivas, encaminhamento a um especialista em anuscopia. A triagem foi considerada economica
para as NIAs, mas sua implementagdo permanece variavel (LONG et al., 2016; STEELE et al., 2012).

As ferramentas de triagem ideal para pacientes de alto risco tém sido discutidas. A citologia ¢
relativamente fécil e pode ser feita em consultério médico; no entanto, como dito acima, pode ter alta
taxa de falso-negativos para pacientes de alto risco. Por isso, alguns tém defendido que os pacientes
de alto risco devam ser submetidos a HRA para triagem, dada a sua melhor sensibilidade e
especificidade, bem como a capacidade de tratar no momento do rastreamento (STEELE et al., 2012).
As maiores desvantagens dessa estratégia sao 1) nimero insuficiente de profissionais habilitados a
fazer HRA e 2) o alto custo operacional. Nao ha consenso estabelecido para o seguimento, embora a
maioria das sociedades recomende vigilancia anual para homens HIV-positivos sem lesdes
detectadas, e a cada 3-6 meses para aqueles com NIA de baixo ou alto grau. Nao houve estudos
prospectivos examinando o prazo de acompanhamento e, dada a natureza varidavel do
desenvolvimento de NIA em céncer anal, ¢ dificil estabelecer diretrizes padronizadas (LONG et al.,

2016; STEELE et al., 2012).
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2.1.7.1 Toque retal

E um exame de facil execugdo e pode ser realizado ambulatorialmente. Seu principal objetivo
¢ o diagndstico das lesdes invasoras ainda assintomaticas (DARRAGH; WINKLER, 2011). O toque
retal € etapa essencial do exame clinico para exclusdo de cancer e deve ser realizado antes da HRA,
para identificacdo de massas firmes e extensas. Todo o canal anal pode ser examinado com esta
técnica, uma vez que sua por¢ao proximal esta no méaximo a 6 cm da borda anal, regido do anel
anorretal. O exame ¢ precedido pela visualizagdo direta da margem anal e da pele perianal, com o
paciente podendo ser posicionado de diferentes formas — decubitos lateral direito ou esquerdo,
litotomia ou pronado. Em geral, adota-se decubito lateral esquerdo e posicao fetal (PALEFSKY,
2012).

2.1.7.2 Citologia anal

A citologia anal se tornou uma ferramenta comum na avaliagdo das NIAs relacionadas ao
HPV, principalmente nas populagdes de risco. Desta forma, a otimizac¢do de sua técnica necessita de
padronizagdo para melhores resultados. Assim como na citologia cervical, a técnica para coleta do
material ¢ ponto-chave para garantir adequabilidade da amostra, com representacdo de toda a
morfologia do epitélio. A orientagdo do paciente com relacdo ao preparo ¢ etapa fundamental,
recomendando-se evitar enemas e coito anal receptivo 24 horas antes do exame. Decubito lateral
esquerdo tem sido o posicionamento preferido, e diferentes tipos de materiais para coleta ndo possuem
diferenca demonstrada em estudos. A autocoleta pode aumentar a acessibilidade e aceitabilidade para
rastreamento de NIAs, principalmente em grupos de risco. A coleta pelo médico exige um minimo
de treinamento e pratica para adequabilidade do material (DARRAGH et al., 2013).

Quanto a preparacdo da amostra, tanto citologia em base liquida como convencional
necessitam de coloragdo pelo método de Papanicolaou. Alguns estudos t€ém comparado as duas
técnicas, porém sem grandes diferencas entre os resultados quando realizados por clinicos experientes
(DARRAGH et al., 2013; MAIA et al., 2013). De forma geral, a sensibilidade e especificidade da
citologia anal dependem do tipo de preparacgao, da defini¢ao dos resultados anormais e da populacdo
em estudo. Em uma revisao sistematica dos resultados de citologia anal, pacientes HIV positivos
apresentam grande sensibilidade para deteccio de NIA, porém com baixa especificidade

(DARRAGH etal., 2013). Embora a citomorfologia anal seja similar a cervical, observam-se algumas
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diferengas, como a baixa frequéncia de coilécitos verdadeiros e a presenca de numerosas células
escamosas anucleadas nos esfregacos anais.

Alteragdes degenerativas sdo mais comuns e alteragdes reativas e reparativas sdo menos
comuns em amostras anais, exceto na presenca de infecgdes por agentes como herpes virus. As LSIL
refletem a infeccdo pelo HPV e os achados morfoldgicos sdo alteragdes nucleares em células
escamosas superficiais e intermediarias, incluindo aumento volumétrico, hipercromasia, alteragdes
na cromatina ¢ membrana nuclear irregular. Outras alteracdes que podem ser observadas sao
queratinizagdo citoplasmatica, coilécitos, bi e multinucleagdo (ROBERTS; EKMAN, 2012).

As HSIL se traduzem em alteragcdes morfologicas resultantes da transcricao ativa dos genes
E6 e E7, pelo HPV. Usualmente, manifestam-se como células pequenas e imaturas do tipo
metaplésicas, isoladas ou em pequenos grupamentos. Observam-se hipercromasia, variagdes no
tamanho, forma e membrana nucleares, além de aumento da relagdo nucleo/citoplasma. O citoplasma
¢ variavel, podendo ser denso ou queratinizado. Sdo frequentes nas amostras anais os diagnosticos de
LSIL e HSIL no mesmo esfregaco. No diagndstico de atipias em células escamosas de significado
indeterminado, ndo se podendo afastar lesdo de alto grau (ASC-H), as altera¢des sdo sugestivas,
porém ndo conclusivas para HSIL. O carcinoma escamoso anal ¢ similar ao do colo uterino, com
variavel nimero de células malignas e frequentemente apresentando células queratinizadas

(ROBERTS; EKMAN, 2012).

2.1.7.2.1 Citologia esfoliativa convencional

O exame citoldgico ¢ pratica utilizada na clinica ginecologica desde o inicio do século XX,
quando Schauenstein (1908) e Rubin (1910) descreveram as lesdes pré-cancerosas do colo uterino.
Em 1928, Papanicolaou e Babés relataram a presenca de células cancerosas no esfregaco de colo
uterino e sugeriram a possibilidade de o método citoldgico vir a ser utilizado no diagndstico do cancer
do colo uterino (apud Gompel, 1997). A citologia esfoliativa convencional ¢ realizada a partir de um
esfregaco simples, colhido com escova ou espatula de madeira ou metélica, que, quando friccionadas
sobre a superficie do canal anal, podem recolher células de todas as camadas do epitélio. Essas células
podem fornecer informagdes importantes sobre eventuais lesdes, permitindo nao s6 o diagnostico,
como também o acompanhamento de pacientes previamente tratadas, no sentido de identificar

possiveis recidivas. Existem também alteragdes citopaticas preditivas da ac¢ao viral, bem como de
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lesdes inflamatorias, neoplasicas e displasicas, que podem ser avaliadas por esse método (MAIA et
al, 2013).

A coleta citologica convencional ¢ de facil execucdo, ndo agressiva e de baixo custo
operacional. A baixa sensibilidade da técnica pode ser atribuida a diferentes fatores: coleta
inadequada da amostra, baixa celularidade, artefatos técnicos de dessecamento, material fecal, erro
na técnica ou interpretacdo subjetiva dos achados morfologicos (MAIA et al, 2013). A taxa de falso-
negativo e falso-positivo na CC anal (CC) ocorre principalmente pela falta de experiéncia dos
patologistas. Segundo o Colégio Americano de Patologistas, de todos os casos de NIA de alto grau,

apenas 65% foram diagnosticadas corretamente, contra 85% das NIC (DARRAGH et al., 2013).

2.1.7.2.2 Citologia em base liquida

A citologia em base liquida (CBL) foi proposta em 1991 por Huntchinson. Dispendiosa, ¢
uma técnica que vem sendo utilizada por oferecer leituras mais purificadas, livres de detritos celulares
e restos fecais. Esse método ¢ considerado como importante alternativa a citologia convencional,
especialmente pela menor perda celular no preparo da amostra, menor quantidade de material fecal
na coleta anal e menor chance de artefatos de dessecamento. As células sdo fixadas em meio liquido,
ocorrendo preservacio de proteinas, o que possibilita a analise molecular da amostra. A literatura ¢é
controversa quanto a acuracia do método. Um estudo recente revelou que a amostra cervicovaginal
colhida em base liquida ndo demonstra aumento de sensibilidade quando comparada ao método
convencional. Porém, grande parte dos estudos mostra uma queda no niimero de casos insatisfatorios
e aumento de sensibilidade na deteccao de anormalidades citologicas quando se compara CC e CBL
com o exame histopatologico. Ademais, os meios liquidos possibilitam a realizagdo de testes
complementares de biologia molecular, como PCR, captura hibrida, microarrays e imunocitoquimica
(SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019; MAIA et al, 2013).

Todos os pacientes com alteragdes citologicas deverdo ser encaminhados para anuscopia

(PALEFSKY, 2012).

2.1.7.3 Anuscopia de alta resolucao (HRA)

A HRA ¢ semelhante a colposcopia cervical, tendo como objetivo determinar a presenca,

extensdo ou auséncia de lesdes associadas ao HPV através do exame sistematico de toda a jungao
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escamocolunar, canal anal e pele perianal. Esse exame permite biopsia e até a remocao de HSIL.
Palefsky et al., em 2012, demostraram que o mesmo principio basico da aplicacdo de acido acético e
lugol, utilizado no colo uterino, pode ser utilizado em toda a superficie do canal anal, detectando
lesdes acetobrancas suspeitas a serem biopsiadas (DARRAGH et al., 2013; PALEFSKY, 2012).

O procedimento requer treinamento extensivo e experiéncia para obtencdo melhores
resultados. Existe uma longa curva de aprendizado para aquisicdo da pratica no reconhecimento
visual das minimas altera¢des e coordenagao no manejo do equipamento. Sua disponibilidade ainda
¢ limitada devido ao niumero de médicos que o realizam, infraestrutura e treinamento requeridos,
sendo reservada principalmente para a populagao de alto risco. O exame possui sensibilidade de 90%
e uma especificidade de 19%, mas quando associado a citologia ha uma melhor especificidade nos
diagnosticos das lesdes anais. Diante dessas limitagdes, até o momento, ndo pode ser vista como uma

verdadeira ferramenta para o rastreamento (DARRAGH et al., 2013; PALEFSKY, 2012).

2.1.7.4 Métodos moleculares de deteccao do DNA-HPV

Em virtude da baixa sensibilidade dos métodos morfoldgicos e sorologicos, a biologia
molecular para detec¢do do HPV apresentou grandes avangos nos ultimos anos. As técnicas de
biologia molecular detectam diretamente o acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico
(RNA) dos agentes infecciosos, apresentando alta acuidade, o que permite o diagnostico seguro
(AZEVEDO et al, 2012). A detec¢ado direta do DNA do HPV constitui o0 método mais confidvel para
identificar o virus (MAIA et al, 2013). O FDA ainda ndo aprovou nenhum método molecular para a

regido anal (SIDDHARTHAN; LANCIAULT; TSIKITIS, 2019).

2.1.7.4.1 Hibridizacao com Sondas (Southern blot, Dot blot e Captura Hibrida)

Sao métodos baseados na analise do DNA celular total. A técnica denominada Southern blot
foi o primeiro método adotado. Durante muitos anos, foi considerado “padrdo ouro” para a
identificacdo do HPV, ja que sua especificidade e sensibilidade sdo elevadas. A sensibilidade da
técnica de Dot blot ¢ menor que a de Southern blot. Os testes disponiveis comercialmente (ViraPap
e ViraType) sdo procedimentos de Dot blot modificados. Atualmente, os kits para captura hibrida 1
e 2, produzidos pela empresa Digene, demonstram boa acuracia, sendo os mais utilizados na pratica

clinica (AZEVEDO et al, 2012). O sistema Digene de captura hibrida 2 para HPV de alto risco ¢ uma
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solu¢do hibridizadora que utiliza anticorpos na captura dos hibridos que s3o detectados por
quimioluminescéncia através da amplificacdo de sinal para detectar 13 tipos de DNA do HPV de alto
risco em amostras cervicais. Os tipos de HPV detectados sao:
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68. Esse teste ndo determina o subtipo especifico presente no
espécime clinica (AZEVEDO et al, 2012; MAIA et al., 2013; SIDDHARTHAN; LANCIAULT;
TSIKITIS, 2019).

2.1.7.4.2 Teste de Hibridizacao in situ (ISH)

Tem como objetivo investigar a presenga do DNA de HPV incluido em nucleos das células
infectadas, em cortes histologicos a fresco, fixados ou até em esfregagos celulares. Apesar de o ISH
ser menos sensivel do que o teste Blot, ele permite investigar amostras histoldgicas e realizar estudos
retrospectivos. Assim, o ISH ¢ técnica morfologica e molecular mista, que possibilita avaliagao
quantitativa, assim como a demonstragdo do virus nas células neoplasicas ou normais. Portanto,
poderia ser considerada a técnica de escolha para a deteccao do DNA viral, mas seu elevado custo
faz com que seja desaconselhada em grandes estudos (AZEVEDO et al, 2012; SIDDHARTHAN;
LANCIAULT; TSIKITIS, 2019).

2.1.7.4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Esse método foi desenvolvido por Mullis, em 1987. Trata-se de técnica enzimatica sofisticada
que possibilita a amplificacdo em um milhdo de vezes das sequéncias de DNA na amostra do exame.
Pode ser aplicada em DNA extraido de tecido fresco ou fixado. Atualmente, ¢ a técnica mais sensivel
de que se dispde. Pode ser processada rapidamente (2-3 horas), porém requer habilidade acurada e
deve ser realizada em laboratdrios que disponham de meios especializados de contencdo, a fim de se
prevenir a contaminacdo da amostra previamente amplificada. Tal contaminag¢do pode levar a
resultados falso-positivos. A tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase ¢ flexivel, permitindo
modifica¢des que possibilitam seu emprego na andlise de grande variedade de amostras. Entre as
principais técnicas resultantes de modificagdes da reacdo em cadeia da polimerase, pode-se citar o
RT-PCR, nested PCR, multiplex PCR, PCR a partir de primers randomicos e PCR em tempo real.
Esse método ¢, atualmente, mais aplicado em pesquisas (AZEVEDO et al, 2012).
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2.1.7.4.4 Chipes de DNA

Microarrays de DNA, chipe de DNA, chipe bioldgico ou biochipe sdo os nomes dados a mais
nova tecnologia para analise dos acidos nucleicos. Consiste em laminas de vidro nas quais fragmentos
de fita unica (sondas) sdo fixados e imobilizados de forma ordenada e especifica, chamadas células
de sondas, que contém milhdes de copias de um segmento génico em particular. O principio baseia-
se na propriedade de hibridizagio por complementaridade dos acidos nucleicos. E um método
diagnostico por genotipagem, realizado in vitro, que ¢ capaz de identificar qualitativamente e
semiquantitativamente 24 subtipos de HPV, sendo 6 de baixo risco e 18 de alto risco (ZHU et al.,
2019; LEVI et al., 2019). O PAPILLOCHECK® ¢ um método disponibilizado comercialmente que
utiliza essa tecnologia (REUSCHENBACH et al., 2010).

2.1.7.5 Imunocitoquimica

A realizacdo de imunocitoquimica tem sido pesquisada, na tentativa de melhorar a
sensibilidade do exame cervicovaginal (SCHMIDT et al., 2011). Poucos estudos focaram outros sitios
além da cérvice uterina, mostrando similaridade na biologia associada ao HPV. A maioria dos
trabalhos prévios utilizou o anticorpo pl16INK4a (p16), marcador de células displasicas e carcinoma,
mostrando que seu uso, quando feito na mesma lamina do esfregaco corado pelo Papanicolaou,
potencializa a sensibilidade do exame (SCHMIDT et al., 2011). A expressao do p16 esta fortemente
associada a alteragdes displasicas de alto grau, com cerca de 99% de concordancia, refletindo a
ativacao do E6/E7 (SCHMIDT et al., 2011; IKENBERG et al., 2013). Dentre os biomarcadores
usados para definicdo de lesdes associadas ao HPV, somente ele foi reconhecido no contexto da
biologia do HPV. O ProEx C e o Ki67 possuem dados insuficientes na literatura para serem
recomendados de forma independente para deteccdes das lesdes associadas ao HPV (IKENBERG et
al., 2013).

Estudos recentes tém sugerido que a genotipagem do HPV ¢ mais sensivel, mas menos
especifica do que a dupla marcagdo por pl16/Ki67 para a detec¢do de HSIL no rastreamento de lesdes
precursoras de cancer do canal anal. Dessa forma, trata-se de ferramenta promissora no manejo dessas

patologias (PICHON et al, 2019).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade de dupla marcag¢do imunocitoquimica para p16/Ki67 em amostras de
citologia esfoliativa em base liquida no rastreio de lesdes precursoras de cancer do canal em pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a morfologia das alteragdes citologicas e a aplicagdao dos critérios de Bethesda nas

lesdes intraepiteliais anais.

Relacionar os HPV de baixo e alto risco com as lesdes intraepiteliais anais, por meio de

esfregacos citologicos e tipagem viral por genotipagem.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO E PACIENTES

Trata-se de estudo comparativo, utilizando amostras coletadas pelos pesquisadores do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB) MAIA, et al., 2013, constituidas por laminas de citologia e
fragmentos teciduais emblocados em parafina, disponibilizados em banco de dados da Unidade de
Anatomia Patologica do referido hospital. Apds concordarem com a participagdo no estudo, os
participantes foram esclarecidos sobre o termo de consentimento (Apéndice A) e o assinaram,
responderam a entrevista para preenchimento do questionario que abordava as caracteristicas clinico-
epidemiologicas (Apéndice B) e foram submetidos a exame clinico. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Brasilia de namero CEP-FM 062-2008 (Apéndice
O).

As citologias em base liquida de amostras anais de 33 homens e mulheres infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sem lesdes visiveis detectadas ao exame externo, foram
avaliadas por imunocitoquimica usando uma interpretacdo independente de morfologia, com dupla
marcagdo para pl16/Ki67 e pelo teste de PapilloCheck® para detec¢ao de HR-HPV. A bidpsia de 01

paciente desse grupo foi submetida a exame imuno-histoquimico utilizando o mesmo marcador.

4.2 CITOLOGIA, ANUSCOPIA E BIOPSIA

MAIA, et al., 2013, coletaram amostras primeiramente para citologia e entdo para biologia
molecular. A técnica de coleta consistia em introduzir uma escova endocervical comum por 4 cm no
canal anal e gird-la 180 graus (NADAL et al, 2009). As amostras foram transferidas para o meio de
fixacdo PreservCyt e as 1aminas foram preparadas em processador ThinPrep 2000 (Hologic, Bedford,
Massachusetts, EUA), sendo posteriormente coradas pelo método Papanicolau. Os achados
citologicos foram classificados de acordo com os critérios de Bethesda de 2001, utilizando categorias:
negativas para malignidade; células escamosas atipicas de significado indeterminado - possivelmente
ndo neoplésicas (ASC-US); lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL); células escamosas
atipicas - ndo se pode afastar lesdo de alto grau (ASC-H); lesdo intraepitelial escamosa de alto grau

(HSIL) e carcinoma invasivo (SOLOMON et al., 2002; ROBERTS; EKMAN, 2012). Apos a coleta
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de espécimes, todos os pacientes foram submetidos a HRA, sendo realizadas biopsias quando

alteragdes foram identificadas.

4.3 DETECCAO DE HPV USANDO MICROARRAYS

Um kit de PAPILLOCHECK® (GREINER BIO-ONE) foi usado para andlise molecular
usando microarrays, no Laboratério de Anatomia Patologica da UnB. A técnica de coleta foi a mesma
utilizada para a citologia e a amostra foi transferida para o meio de coleta fornecido pelo fabricante.
O kit PAPILLOCHECK® detecta 24 subtipos de HPV, 6 dos quais sdo de baixo risco (6, 11, 40, 42,
43, 44, 55) e 18, alto risco (16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 51, 39, 68, 73, 82, 53, 66, 70). Os
resultados positivos foram aqueles com uma carga viral (relag@o sinal/ruido [SNR]) superior a 20. Os
resultados sdo expressos qualitativa e semiquantitativamente para os 24 tipos de HPV de baixo e alto
risco, simultaneamente. Os valores de SNR abaixo de 100 indicam um pequeno nimero de copias
virais por pilha, que podem ser um sinal da infec¢do inicial ou de remissdo espontanea. Altos valores
de SNR sugerem uma maior probabilidade de recorréncia ou infeccao persistente (PAPILLOCHECK,
2016).

4.4 IMUNOCITOQUIMICA

As laminas citologicas, previamente coradas pelo método Papanicolaou, foram descoradas
usando xilol, alcool, alcool-acido e dgua, e entdo submetidas ao procedimento de imunomarcagao
utilizando o kit CINtec PLUS® (MTM Labs, Heidelberg, Alemanha), de acordo com as instrucdes
do fabricante, no Laboratério de Anatomia Patologica da UnB. O kit contém um coquetel de
anticorpos primarios que compreende um anticorpo monoclonal de camundongos (clone E6H4)
dirigido contra a proteina humana p16 e um anticorpo monoclonal de coelho (clone 274-11 AC3)
dirigido contra a proteina humana Ki67. As conversdes do cromogénio 3,30-diaminobenzidina,
mediada por peroxidase, e a do cromogénio vermelho, mediada por fosfatase alcalina, resultam em
manchas marrons e vermelhas nos locais de antigenos p16 e Ki67, respectivamente. Todos as 1aminas

coradas foram avaliadas de forma independente por dois citopatologistas, que desconheciam os
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diagnosticos citologicos, histologicos e os resultados dos testes de HPV, na Unidade de Anatomia
Patologica do HUB. As amostras foram classificadas como positivas quando pl6 e Ki67 foram
coexpressos na mesma célula (coloragdo marrom citoplasmatica para pl6 e vermelha nuclear para
Ki67). De acordo com a instru¢ao do fabricante, uma tnica célula com dupla marcacao ¢ suficiente

para classificar a amostra como positiva (WOLFF, 2017).

4.5 IMUNOISTOQUIMICA

HRA e biopsia foram realizadas no caso de HSIL anal, utilizando pinga. A imunomarcacao

do kit CINtec PLUS® foi aplicada a amostra, de acordo com as instrug¢des fabricante.

4.6 ANALISE DOS DADOS

Foram analisadas e comparadas as proporgdes de resultados positivos e negativos do CINtec
PLUS® e do PAPILLOCHECK® em relacgao aos diagnésticos citologicos e histologicos. Aplicou-se
Teste de Fisher para avaliar a associagdo entre positividade simultdnea de imunocitoquimica e
biologia molecular, bem como negatividade em ambos os testes, e os resultados citolégicos,

objetivando-se p < 0,05.
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5 RESULTADOS
Dos 33 casos estudados, 18 (54,55%) tiveram alteragdes a citologia (ASC-US, n=5; LSIL,
n=10; ASC-H, n=2; HSIL, n=1) e 15 casos (45,45%) foram negativos, como demonstrado na Tabela

1.

Tabela 1 Coexpressao de pl16/Ki67 e detecgao de HR-HPV de acordo com os resultados de citologia

e biopsia
Citologia Biopsia
Negativo ASC-US  ASC-H LSIL HSIL  Total Negativo  LSIL HSIL  Total
n=15 n=5 n=2 n=10 n=1 n=1 n=7 n=1

pl6/Ki67 - 6 1 1 8 0 16 0 5 0 5
HR-HPV+

pl6/Ki67 - 9 1 0 1 0 11 1 1 0 2
HR-HPV-

pl6/Ki67 + 0 1 1 1 1 4 0 1 1 2
HR-HPV+

pl6/Ki67 + 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0
HR-HPV-

Dos 18 casos com citologia alterada, a coexpressdo de pl16/Ki67 foi observada em 6 casos
(33,33%). As amostras de citologia p16/Ki67 positivas (p16/Ki67+) mostraram aglomerados de
células duplamente coradas, sendo as positivas células atipicas (células imaturas com cariomegalia)
(Figura 1). Na biopsia com HSIL, células duplamente coradas foram observadas em toda a espessura

do epitélio (Figura 2).
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Figura 1. Coexpressao de p16/Ki67 em citologia anal. Aglomerados de células duplamente
marcadas (citoplasma marrom para p16 e nucleo em vermelho para Ki67). Imunocitoquimica, 400x.
Fonte: Proprio autor.
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Figura 2. Coexpressdo de pl6/Ki67 em bidpsia anal. HSIL com células duplamente marcadas
(citoplasma marrom para pl6 e nicleo em vermelho para Ki67) em toda a espessura do epitélio.

Imunoistoquimica, 200x. Fonte: Proprio autor.
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Dos 33 casos, foi detectado HR-HPV em 20 casos (60,6%), sendo 14 (70%) com citologia
alterada e 6 (30%) sem alteragdes a citologia. Os resultados da citologia e da biopsia de acordo com
a expressao pl6/Ki67 e a detecgao de HR-HPV sao mostrados na Tabela 1.

Entre todos os casos analisados, o estado negativo para pl16/Ki67 e positivo para HR-HPV
(p16/Ki67- HR-HPV+) foi observado em 16 amostras (48,48%). A maioria delas (62,5%, 10/16) teve
anormalidades citolégicas (ASC-US, n=1; ASC-H, n=1, LSIL, n=8). O diagndstico de NIA-1 foi
confirmado na biopsia de trés pacientes com diagnostico citologico de LSIL e em um paciente
diagnosticado com ASC-H; nao foram observadas lesdes na HRA dos outros pacientes ¢ a bidpsia
nado foi realizada. Em um paciente com p16/Ki67- HR-HPV+, a citologia foi negativa, mas a HRA
uma lesao foi detectada e biopsiada, com o diagndstico de NIA-1. Nos cinco pacientes restantes com
status p16/Ki67- HR-HPV+ (31,25%), tanto a citologia quanto a HRA foram negativas.

Onze casos (33,33%) foram negativos para p16/Ki67 e também para HR-HPV (p16/Ki67-
HR-HPV-). Majoritariamente (81,81%, 9/11), esses pacientes apresentaram citologia negativa,
entretanto duas lesdes foram observadas a HRA, com os seguintes diagndsticos as biopsias: NIA-1 e
normal. Apenas duas amostras pl6/Ki67- HR-HPV- tinham anormalidades citoldgicas (ASC-US,
n=1; LSIL, n=1). Nao foram observadas lesdes a HRA desses pacientes e a bidpsia ndo foi realizada.

Os pacientes com marcacao positiva para p16/Ki67 e para HR-HPV (p16/Ki67+ HR-HPV+)
corresponderam a 12,12% (4/33) dos casos e todas as suas amostras exibiram anormalidades
citolégicas: ASC-US, n=1; LSIL, n=1; ASC-H, n=1; HSIL, n=1. Os pacientes com LSIL ¢ HSIL
tiveram os diagnosticos confirmados por biopsia. Nenhuma lesdo foi observada a HRA nos casos
com ASC-US e ASC-H, e a biopsia ndo foi executada.

Aplicou-se Teste de Fisher para avaliar a associacao entre resultados p16/Ki67+ HR-HPV+,
pl6/Ki67- HR-HPV- e alteragdes a citologia. Conforme consta na Quadro 1, observou-se
significancia estatistica (p=0,01).

Quadro 1. Associacdo entre imunocitoquimica para p16/Ki67 e teste de HR-HPV com resultados da
citologia em base liquida

Citologia alterada | Citologia normal p-value*
pl6/Ki67 + 4 0 0,01
HPV+
pl6/Ki67 - 2 9
HPV-

*exato de Fisher.
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As amostras com status positivo para pl6/Ki67 e negativo para HR-HPV (p16/Ki67+ HR-
HPV-) corresponderam a 6,06% (2/33) do total. Os dois casos foram diagnosticados a citologia como

ASC-US. Nao foram observadas lesdes a HRA desses pacientes e a biopsia nao foi indicada.
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6 DISCUSSAO

6.1 ANALISE DOS DADOS

Uma correlagdo pobre entre as classes citologicas e histologicas de lesdes pré-neoplasicas
anais foi observada, uma vez que a citologia subestima a classe de displasia comparada a bidpsia
correspondente. Diversos fatores sdo responsaveis por esta discrepancia e o método de coleta
desempenha importante papel. CBL sao preferiveis as CC por apresentarem um fundo mais limpo,
permitindo maior destaque as células atipicas e possibilitando sua identifica¢do. A adequabilidade do
material ndo pode ser negligenciada, e assim como na citologia cervical, células da zona de
transformagdo (colunares ou metaplasicas) devem estar presentes para considerar a amostra
satisfatoria. Uma boa celularidade € essencial, e estd diretamente relacionada a obtencao de resultados
mais acurados. O Sistema de Bethesda recomenda uma celularidade minima de 2.000 — 3.000 células
escamosas nucleadas por amostra para que o espécime seja considerado satisfatorio. Isso equivale a
uma a duas células escamosas nucleadas por campo com aumento de 40x na CBL utilizando ThinPrep
ou trés a seis células escamosas nucleadas por campo com aumento de 40x na CBL com SurePath
(BETANCOURT, et al., 2013).

Como a interpretacdo da coexpressao de pl6/Ki67 ¢ independente da citomorfologia e a
positividade para p16/Ki67 esta significativamente associada ao aumento do grau das lesdes do colo
uterino, essa técnica tem o potencial de fornecer um método mais objetivo para a triagem das NIAs.
IKENBERG, et al., 2013, no Grupo de Estudo PALMS, mostraram que os indices de positividade da
dupla marcagao para p16/Ki67 na citologia cervical foram comparaveis a prevaléncia de resultados
anormais ao exame citoldgico de rotina com Papanicolaou, enquanto o teste de DNA-HPV obteve
menos de 50%. Em mulheres de todas as idades, a dupla marcacdo imunocitoquimica foi mais
sensivel do que a citologia por Papanicolaou (86.7% versus 68.5%; P < .001) para detectar NIC-2 e
NIC-3, com especificidade semelhante (95.2% vs 95.4%; P = .15). O teste para deteccdo de DNA-
HPV em mulheres com 30 anos ou mais foi mais sensivel do que o CINtecPLUS 30 (93.3% vs 84.7%;
P = .03), entretanto menos especifico (93.0% vs 96.2%; P < .001). Os resultados sugeriram um
potencial papel da dupla marcagdo para pl16/Ki67 em citologias cervicais, no rastreamento de lesdes
precursoras, especialmente em mulheres mais jovens, nas quais os testes para DNA-HPV apresentam

limitagoes.



40

No presente estudo, a marcagdo com CINtec PLUS® foi realizada em amostras de citologia e
bidpsia anais. A dupla expressdo de pl6/Ki67 foi observada em 18,18% (6/33) das amostras
citologicas e todas essas amostras apresentaram anormalidades citologicas (ASC-US, n=3; LSIL,
n=1; ASC-H, n=1; HSIL, n=1). O diagnostico citologico das amostras com LSIL e HSIL foi
confirmado por bidpsia, mas nenhuma lesao foi observada a HRA dos pacientes com ASC-US e ASC-
H e a biopsia ndo foi executada.

A coexpressao de pl16/Ki67 foi observada em uma amostra com diagndstico histologico de
HSIL, entretanto apenas uma das sete diagnosticadas como LSIL foi positiva para p16/Ki67. Nao foi
identificada marcagao por pl16/Ki67 nas amostras com citologia negativa. De acordo com estudo
anterior a respeito de lesdes cervicais, nenhum dos casos normais a citologia foi positivo para dupla
marcag¢do, enquanto a propor¢ao de casos pl6/Ki67 positivos aumentou significativamente com a
gravidade do diagndstico histoldgico, sendo de 39,4% entre os casos com diagndstico NIC-1, 70,8%
em NIC-2 e 86,5% em NIC-3 e carcinoma de células escamosas. Similarmente, o aumento da
porcentagem de amostras com marcagao positiva para p16/Ki67 também esta associado ao aumento
da gravidade da NIA (DARRAGH, et al., 2013; WENTZENSEN, et al., 2012; ZHU et al., 2019).

Em amostras cervicais, o p16/Ki67 ¢ expressivamente mais especifico quando comparado ao
Ki67 ou ao pl6 sozinhos e ao teste de HPV para a detecgdo de HSIL subjacente ou subsequente a
diagndsticos de células escamosas atipicas de significado indeterminado e LSIL (IKENBERG, et al.,
2013; ZHU et al., 2019).

Neste trabalho, nenhum paciente com células p16/Ki67 positivas e com diagndstico de ASC-
US e ASC-H apresentou lesdo a HRA, entretanto, considerando a possibilidade de desenvolvimento
de uma HSIL subsequente, esses pacientes devem ser acompanhados, principalmente aqueles com
HR-HPV. Em um estudo com 256 mulheres HIV positivas nos EUA, STIER et al., 2019,
identificaram que 41% das pacientes com citologias anais normais ou com diagnéstico de ASC-US
tinham, na verdade, HSIL. Na metodologia utilizada, todas as pacientes foram submetidas a citologia,
HRA e bidpsias das areas mais suspeitas, evidenciando uma prevaléncia de HSIL de 27%, a maior ja
reportada na literatura. Os autores defendem que estudos anteriores subestimaram esse nimero pois
s6 encaminharam para HRA e bidpsia pacientes com exames citologicos alterados.

A maioria das amostras de citologia anal (48,48%) estudadas foi p16/Ki67- HR-HPV+. O
expressivo numero de pacientes portadores de HR-HPV pode ser explicado pela alta prevaléncia
desse tipo viral em amostras anais de pacientes HIV positivos (STIER et al., 2019; DIETRICH, et al.,
2015).
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Nao foi evidenciada expressdo de p16/Ki67 em amostras negativas a citologia, porém os
subtipos de HR-HPV de alto risco foram detectados em 42,85% delas, sugerindo maior especificidade
da coexpressao de p16/Ki67 quando comparada ao teste para pesquisa de HR-HPV. No entanto, em
amostras com anormalidades citoldgicas, a expressdao de p16/Ki67 foi muito baixa (33,33%) quando
comparada a positividade para HR-HPV (77,77%), indicando sensibilidade mais baixa. PICHON, et
al., 2019, encontraram resultados semelhantes em pacientes com diagndstico de ASC-US. Em seu
estudo, a genotipagem para HPV foi mais sensivel, porém menos especifica do que a imunomarcagao
para p16/Ki67 na deteccao de HSIL.

Os critérios para a interpretacao da positividade do CINtec PLUS® incluem dupla expressao
em até mesmo Unica célula, independente da citomorfologia. Neste estudo, a maioria das amostras
positivas de citologia, quando submetidas a imunomarca¢do por pl6/Ki67, evidenciou aglomerados
de células duplamente coradas, sendo as células positivas, em grande parte, morfologicamente
atipicas, diminuindo assim o potencial de uma falsa interpretacao positiva. Tal fato se traduz na alta
especificidade do método para detectar lesdes precursoras de canceres relacionados ao HPV, como

indicado por PICHON, et al., 2019 ¢ ZHU, et al., 2019.

6.2 LIMITACOES DO ESTUDO

Estudos comparativos apresentam baixa capacidade de generalizagdo, entretanto sugerem
explicagdes para as variacdes de frequéncia, servindo de base para pesquisas posteriores sobre o tema,
constituindo-se numa primeira etapa para formulacdo de hipoteses (BONITA; BEAGLEHOLE,;
KJELLSTROM, 2008).

A despeito de varios trabalhos demonstrarem o beneficio do rastreamento precoce do cancer
anal, ainda ndo ha estudos randomizados, o que torna controversas as estratégias de rastreamento,
seguimento e tratamento das lesdes intraepiteliais anais. Uma limitagdo importante ¢ o viés de
selecdo. O recrutamento foi feito com base na demanda de pacientes que foram atendidos no
ambulatorio de infectologia e que aceitaram a participacao no estudo. Assim, a distribuicdo das
variaveis pode ndo refletir a real propor¢do de pacientes que sdo atendidos no servigo.

Vieses de afericdo podem ocorrer em todas as fases da andlise. As coletas das amostras, apesar
da padronizagdo das sequéncias, podem sofrer influéncias de diversos fatores, como desconforto ao

exame, dor, sangramento e material fecal em excesso.
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A variabilidade nas andlises das amostras entre diferentes patologistas também ¢ fator
limitante, uma vez que citologias anais sdo incomuns na pratica didria. Da mesma forma, os resultados
obtidos pela anuscopia dependem da experiéncia e treinamento do operador.

Trata-se de estudo com amostra pequena e € sabido que conclusdes oriundas de analise de
eventos observados em menos de 10% da casuistica apresentam baixo poder estatistico (BONITA;
BEAGLEHOLE; KJELLSTROM, 2008). Assim, os resultados referentes as varidveis de baixa

frequéncia devem ser analisados com cautela.
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7 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a imunomarcacao por pl6/Ki67 pode ser util para melhorar a
especificidade da citologia na deteccao de lesdes intraepiteliais escamosas anais de alto grau.

1. Os achados citomorfologicos evidenciados as citologias anais sdo similares aqueles
encontrados nos estudos referentes as citologias cervicais, tornando possivel a aplica¢ao dos critérios
de Bethesda para citologia anal.

2. Os diagnésticos citologicos e histologicos foram divergentes, sendo que os achados
citologicos subestimaram as altera¢des histologicas.

3. O teste genético para HPV de alto risco foi positivo na maioria dos casos com citologia

alterada, identificando sua presen¢a mesmo quando os resultados citoldégicos foram normais.



44

REFERENCIAS

AZEVEDO, AEB et al. Association between human papillomavirus infection and cytological
abnormalities during early follow-up of invasive cervical cancer. Journal of medical virology, v.
84,n.7,p. 1115-1119, 2012.

AZEVEDO, AEB. Papillomavirus Humano (HPV) e sua associagcdo com altera¢des citologicas no
seguimento precoce de pacientes com cancer de colo uterino invasivo tratado. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias da Saude) - Universidade de Brasilia, Faculdade de Ciéncias da Saude,
2012.

BETANCOURT, EM et al. Anal cytology as a predictor of anal intraepithelial neoplasia in HIV-
positive men and women. Diagnostic cytopathology, v. 41, n. 8, p. 697-702, 2013.

BONITA, R; BEAGLEHOLE, R; KJELLSTROM, T. Epidemiologia basica. OPS, 2008.

DARRAGH, TM et al. The Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization project for
HPV-associated lesions: background and consensus recommendations from the College of
American Pathologists and the American Society for Colposcopy and Cervical

Pathology. International Journal of Gynecological Pathology, v. 32, n. 1, p. 76-115, 2013.

DARRAGH, TM. et al. Interrater agreement of anal cytology. Cancer cytopathology, v. 121, n. 2,
p. 72-78, 2013.

DARRAGH, TM.; WINKLER, B. Anal cancer and cervical cancer screening: key
differences. Cancer cytopathology, v. 119, n. 1, p. 5-19, 2011.

DE VUYST, H et al. Prevalence and type distribution of human papillomavirus in carcinoma and
intraepithelial neoplasia of the vulva, vagina and anus: a meta-analysis. International journal of
cancer, v. 124, n. 7, p. 1626-1636, 2009.

DEFAYETTE, DN; GLENN, LL. Human papillomavirus and cervical cancer knowledge. Gender
medicine, v. 9, n. 4, p. 292; author reply 293, 2012.

DIETRICH, A et al. Human papillomavirus status, anal cytology and histopathological outcome in
HIV-positive patients. Journal of the European Academy of Dermatology and Venereology, v.
29,n. 10, p. 2011-2018, 2015.

DURAES, LC; SOUSA, JB. Cancer anal e doengas sexualmente transmissiveis: qual a correlagao?.
Rev. Col. Bras. Cir., Rio de Janeiro, v. 37, n. 4, p. 265-268, Aug. 2010.

IKENBERG, H et al. Screening for cervical cancer precursors with p16/Ki-67 dual-stained
cytology: results of the PALMS study. Journal of the National Cancer Institute, v. 105, n. 20, p.
1550-1557, 2013.

INCA - Instituto Nacional de Cancer. Tipos de cancer [Internet]., 2018 Disponivel em:
https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-anal. Acesso em: 20 de setembro de 2019


https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-anal

45

JOHNSON, LG et al. Anal cancer incidence and survival: the surveillance, epidemiology, and end
results experience, 1973-2000. Cancer, v. 101, n. 2, p. 281-288, 2004.

LEEDS, IL.; FANG, SH. Anal cancer and intraepithelial neoplasia screening: a review. World
journal of gastrointestinal surgery, v. §, n. 1, p. 41, 2016.

LEVI, JE et al. High-Risk HPV Testing in Primary Screening for Cervical Cancer in the Public
Health System, Sao Paulo, Brazil. Cancer Prevention Research, v. 12, n. 8, p. 539-546, 2019.

LONG, KC et al. Screening, surveillance, and treatment of anal intraepithelial neoplasia. Clinics in
colon and rectal surgery, v. 29, n. 01, p. 057-064, 2016.

MACHALEK, DA et al. Anal human papillomavirus infection and associated neoplastic lesions in
men who have sex with men: a systematic review and meta-analysis. The lancet oncology, v. 13, n.
5, p- 487-500, 2012.

MALIA, LB et al. Value of human papillomavirus typing for detection of anal cytological
abnormalities. Indian Journal of Sexually Transmitted Diseases and AIDS, v. 34, n. 2, p. 102,
2013.

MAIA, LB. Estudo comparativo entre os exames de citologia esfoliativa convencional e em base
liquida para o rastreamento de lesdes intraepiteliais anais assocaidas a infec¢ao pelo papilomavirus
humano em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiencia humana. Tese (Doutorado em
Ciéncias Médicas) — Universidade de Brasilia, Programa de Po6s-Gradua¢do em Ciéncias Médicas,
Faculdade de Medicina, 2013.

MARGARET A et al. HPV infection, anal intra-epithelial neoplasia (AIN) and anal cancer: current
issues. BMC cancer, v. 12, n. 1, p. 398, 2012.

MUNGER, K et al. Mechanisms of human papillomavirus-induced oncogenesis. Journal of
virology, v. 78, n. 21, p. 11451-11460,2004.

NADAL, SR et al. How deep must the brush be introduced in the anal canal for a more effective
cytological evaluation?. Revista da Associacio Médica Brasileira, v. 55, n. 6, p. 749-751, 2009.

NATIONAL CANCER INSTITUTE (NIC). Cancer Stat Facts [Internet], 2019. Disponivel em:
https://seer.cancer.gov/statfacts/html/anus.html. Acesso em: 20 de setembro de 2019

NIELSEN, A; MUNK, C; KJAER, SK. Trends in incidence of anal cancer and high-grade anal
intraepithelial neoplasia in Denmark, 1978-2008. International journal of cancer, v. 130, n. 5, p.
1168-1173, 2012.

PALEFSKY JM. Practicing high-resolution anoscopy. Sexual health, v. 9, n. 6, p. 580-586, 2012.

PANDEY, P. Anal anatomy and normal histology. Sexual health, v. 9, n. 6, p. 513-516, 2012.


https://seer.cancer.gov/statfacts/html/anus.html

46

PapilloCheck®. Instructions For Use PapilloCheck Test Kit. 2016. Disponivel em:
https://www.gbo.com/fileadmin/user upload/Downloads/IFU Instructions for Use/IFU_ Diagnosti
cs/PapilloCheck/PapilloCheck288/IFU_PapilloCheck 288 E BQ-361-01.pdf

PICHON, M et al. Evaluation of p16/Ki-67 dual staining compared with HPV genotyping in anal
cytology with diagnosis of ASC-US for detection of high-grade anal intraepithelial lesions. Journal
of Cytology, v. 36, n. 3, p. 152, 2019.

PIROG, EC et al. P16/CDKN2A and Ki-67 enhance the detection of anal intraepithelial neoplasia
and condyloma and correlate with human papillomavirus detection by polymerase chain reaction.
The American journal of surgical pathology, v. 34, n. 10, p. 1449-1455, 2010.

PIRTEA, L et al. p16/Ki-67 dual staining has a better accuracy than human papillomavirus (HPV)
testing in women under 30 years old. Bosnian journal of basic medical sciences, 2019.

REUSCHENBACH M et al. Performance of pl16INK4a-cytology, HPV mRNA, and HPV DNA
testing to identify high grade cervical dysplasia in women with abnormal screening results.
Gynecologic oncology, v. 119, n. 1, p. 98-105, 2010.

ROBERTS, JM; EKMAN, D. The reporting of anal cytology and histology samples: establishing
terminology and criteria. Sexual health, v. 9, n. 6, p. 562-567, 2012.

ROBERTS, JR.; SIEKAS, LL.; KAZ, AM. Anal intraepithelial neoplasia: A review of diagnosis
and management. World journal of gastrointestinal oncology, v. 9, n. 2, p. 50, 2017.

SCHMIDT, D et al. p16/ki-67 dual-stain cytology in the triage of ASCUS and LSIL Papanicolaou
cytology: results from the European equivocal or mildly abnormal Papanicolaou cytology
study. Cancer cytopathology, v. 119, n. 3, p. 158-166, 2011.

SCHOLEFIELD, JH.; et al. Malignant transformation of high-grade anal intraepithelial neoplasia.

British Journal of Surgery: Incorporating European Journal of Surgery and Swiss Surgery, v. 92, n.
9, p. 1133-1136, 2005.

SERRANO-VILLAR, S et al. Screening for precancerous anal lesions with P16/Ki67
immunostaining in HIV-infected MSM. PloS one, v. 12, n. 11, p. e0188851, 2017.

SHIA, J. An update on tumors of the anal canal. Archives of Pathology and Laboratory
Medicine, v. 134, n. 11, p. 1601-1611, 2010.

SIDDHARTHAN, RV.; LANCIAULT, C; TSIKITIS, VL. Anal intraepithelial neoplasia: diagnosis,
screening, and treatment. Annals of gastroenterology, v. 32, n. 3, p. 257, 2019.

SOLOMON, D et al. The 2001 Bethesda System: terminology for reporting results of cervical
cytology. Jama, v. 287, n. 16, p. 2114-2119, 2002.

STEELE, SR et al. Practice parameters for anal squamous neoplasms. Diseases of the Colon &
Rectum, v. 55, n. 7, p. 735-749, 2012.


https://www.gbo.com/fileadmin/user_upload/Downloads/IFU_Instructions_for_Use/IFU_Diagnostics/PapilloCheck/PapilloCheck288/IFU_PapilloCheck_288_E_BQ-361-01.pdf
https://www.gbo.com/fileadmin/user_upload/Downloads/IFU_Instructions_for_Use/IFU_Diagnostics/PapilloCheck/PapilloCheck288/IFU_PapilloCheck_288_E_BQ-361-01.pdf

47

STIER, EA et al. Prevalence of and Risk Factors for Anal High-grade Squamous Intraepithelial
Lesions in Women Living with Human Immunodeficiency Virus. Clinical Infectious Diseases,
2019.

TONG, WWY et al. Progression to and spontaneous regression of high-grade anal squamous
intraepithelial lesions in HIV-infected and uninfected men. Aids, v. 27, n. 14, p. 2233-2243, 2013.

UIJTERWAAL, MH et al. Triaging HPV-positive women with normal cytology by p16/K i-67
dual-stained cytology testing: Baseline and longitudinal data. International journal of cancer, v.
136, n. 10, p. 2361-2368, 2015.

WASSERMAN, P; RUBIN, DS.; TURETT, G. anal intraepithelial neoplasia in HIV-infected men
who have sex with men: is screening and treatment justified?. AIDS patient care and STDs, v. 31,
n. 6, p. 245-253, 2017.

WATSON, AJM et al. Malignant progression of anal intra-epithelial neoplasia. ANZ journal of
surgery, v. 76, n. 8, p. 715-717, 2006.

WENTZENSEN, N et al. Human papillomavirus genotyping, human papillomavirus mRNA
expression, and p16/Ki-67 cytology to detect anal cancer precursors in HIV-infected MSM. AIDS
(London, England), v. 26, n. 17, p. 2185, 2012.

WHO. HIV/AIDS Key Facts [Internet], 2018. Disponivel em: https://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/hiv-aids. Acesso em 26 de novembro de 19.

WOLFF M. CINtec PLUS Immunocytochemistry Effective Triage Tool for Cervical Cancer
Screening. 2017. Disponivel em: http://nordiqc2017.dk/wp-
content/uploads/Roche NordiQC2017_Abstract.pdf Acesso em: 26 de novembro de 2019

ZHU, Y et al. Performance of p16/Ki67 immunostaining, HPV E6/E7 mRNA testing, and HPV
DNA assay to detect high-grade cervical dysplasia in women with ASCUS. BMC cancer, v. 19, n.
1, p. 271, 2019.


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/hiv-aids
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/hiv-aids
http://nordiqc2017.dk/wp-content/uploads/Roche_NordiQC2017_Abstract.pdf
http://nordiqc2017.dk/wp-content/uploads/Roche_NordiQC2017_Abstract.pdf

APENDICES

48



APENDICE A — Aprovagio do CEP

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 062/2008.

Titulo: “Estudo c ivo entre os de citologia esfolativa convencional e em meio liquido

P

para rastreamento de lesdes intra-epiteliais anais associadas a infecgdo pelo papiloma virus humano
em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humano (HIV).”

Pesquisador Responsivel: Livia Bravo Maia.

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragio de responsabilidade,

protocolo de p termo de i livre e ido, cronograma, bibliografia pertinente

e curriculo (s) de pesquisador (es).
Data de entrega: 12/09/2008.

Proposigdo do (a) relato (a)
( X ) Aprovagio
( ) Niio aprovagio.

Data da primeira anilise pelo CEP-FM/UNB: 17/09/2008.
Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 25/03/2009.

PARECER

Com base na Resolugdo CNS/MS n° 196/96 ¢ resolugdes posteriores, que regulamentam a matéria, o

Comité de Etica em P isa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu

”

APROVAR “ad referendum”, conforme parecer do (a) relator (a), o projeto de pesquisa acima
especificado, quanto aos seus aspectos éticos.
1. Modificagdes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagdo imediata
de eventos adversos graves;
2. O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatérios periédicos do andamento da pesquisa ao
~ CEP-FM.
3. Recomenda-se que seja evitada qualquer forma de dirigismo ou indugdo do paciente no

sentido de realizar o procedimento.

Brasilia, 02 de Abril de 2009.

Pref. Elaine Maria de Oliverra Alves
Coordesadora do Comité de Etica em Pesqufsa
Faculdade de Medictna 1T
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APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido

I-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,_ , identidade n® nascido em
—/_{_, residente em , declaro ter lido, ouvido ¢ concordado com este
doamento.Buaceitomwbmelaleolheiudomnaidpnmciwlégioo.uquﬂmfeiupormeiod-ﬁieﬂodeuma
escova, sobre a mucosa anal, a fim de que as células descamem. O exame serd feito nos ambulatérios de DST/AIDS do HUB. Tal
mpumhﬁtdmewmdalubm-epwidlnal(labmdodwumﬂ)daqulpossoserpmu)ﬁmho
mmmmkqmekwtuﬁlindompmquhdmdﬁumm&mwoemwm&cw
Wm«deemmhllquﬂomomdela&:mna-cpuelmsmi:mxhda:amfecdopela
Mlﬂqauvhnhmmmdmmpandomovbwdamﬁabnda

qummwwa)bvmammﬁmmaﬂw.emmdemmplmmm
m&mmwmmMMMemmWommém&bm
qmlmemﬁmomuodWw.Smemlmmoammmwm
sabendo que ndo possuo nenhuma lesdo externa. Tenho conhecimento de que a colheita poderd ser desconfortével. £ um exame
simpleseltpidoenloofuecenmhmnriscoimhhasﬂde.Euseitanbem,quemeucxnneserteonﬁnmdopehbiologin
nnbwlu.queéom&odonnismtvdmnomﬁm&loedaamimﬂodoﬁpovhl.Casohajaindicnclocllnicademlim
mmwamowmdhmmwnﬁmdh@ma

Fui esclarecido(a) que serei atendido(a) por médicos dos ambulatérios de origem ¢ que a colheita citologica serd realizada
pumn\édbommnopmbgimmxpamap-domdedomﬁolemmdéMedkm-UNB.,mvmhadlpelos
mprofesolu‘Sﬁqmehmcmndutmmtmduummaﬁvidm,equ&depmdommdmm
mmmmommommmmqmwwammm-m.mmmm
professores, ou por outras clinicas do HUB, caso seja necessrio.

Amimquesejmptovideociadlsminlnsﬁdmdmbseqmsej-nmlindutodososmclhioosecomplemmuu
MmaW&WMmﬁmq&mMﬁmMmmﬂoeWﬁn&
MepmmwﬁmmmmuBmmm,WMuWﬁmmmmm.Toda
hfumaqbdomwowtmmﬁdwdﬂesigilm;wammﬁnmho.
P-ﬁdpoapuqmpamhhnvonudeeﬁlisdmidodequpodmimapﬂﬁcipuroudaisﬁnqmlqwmonm,m
WMM.WMpmlimemMBmoMﬁguefom(ﬂ}Mﬁ”

Brasilia DATA:

Assinatura do Médico.

Assinatura da Paciente ou Representante ou Responsével

TESTEMUNHA.

Emusodedesis&nciadopuciamanminwpmicipmdodlpdquist

Revogo o consentimento prestado no did............cooooeoovevonn, ¢ afimo que ndo descjo prosseguir no tratamento que me foi

CIDADE: Brasilia DATA:

Assinatura do Médico.

Assinnndal’ndmoukmmtewkmﬁvcl
TESTEMUNHA.
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APENDICE C - Questionario de coleta de dados

APENDICES

9.1 APENDICE A — QUESTIONARIO
1-Sexo: ( ) feminino ( ) masculino

2-Idade: _____ anos

3- Auséncia de lesdo anal externa ( ) sim ( ) ndo
4-Estado imunitario (dosagem de CD4): /mm3
5-Tempo de infecgdo pelo HIV: anos
6-Uso de terapia ARV: ( ) sim ( ) ndo

7- Pratica coito anal: ( ) sim () ndo

8-Quando iniciou o coito anal: anos

9- Nimero de parceiros/ano:

10-Tabagismo: ( ) sim ( ) ndo

11- Etilismo: ( ) sim ( ) ndo
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APENDICE D - Manuscrito

Expression of p16/Ki-67 in anal samples of HIV-infected patients

Running head: p16/Ki-67 expression in anal samples
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ABSTRACT

BACKGROUND: Considering the role of co-expression of p16 and ki-67 (CINtec PLUS) in detection
of cervical high-grade intraepithelial neoplasia and carcinoma, we hypothesized that CINtec PLUS
has the same performance in detection of anal high-grade intraepithelial neoplasia and carcinoma.
The aim of this study was to evaluate the performance of CINtec PLUS and high-risk DNA HPV
(human papilloma virus) detection by PCR on anal cytological samples. METHODS: Liquid based
cytology and biopsy of anal samples of 33 HIV-positive men and women, without visible lesions
detected on external examination, were evaluated by immunocytochemistry using a morphology-
independent interpretation pl6/Ki-67 dual-stain and by PapilloCheck testing for HPV detection.
RESULTS: HR-HPV+ samples were observed in 77.77% of the samples with cytological
abnormalities and in 42.85% of the negative samples. Concomitant positive expression of p16/Ki-67
was observed in 33.33% of the samples with cytological abnormalities. P16/Ki-67 + cytology samples
showed clusters of double-stained cells and most positive cells were atypical cells. In biopsy with
high grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) double-stained cells were observed in full thickness
of the epithelium. Expression of p16/Ki-67 was observed on the only sample with biopsy diagnosis
of HSIL but only one of the 7 samples diagnosed with low grade squamous intraepithelial lesion was
pl6/Ki-67+. CONCLUSION: The results suggest that p16/Ki67 stain is a method easy to perform
and interpret and may be useful to improve specificity of cytology for detecting anal HSIL.

Keywords: HPV, anal cytology, immunocytochemistry, p16/Ki67
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INTRODUCTION

Anal cancer is an uncommon disease in the general population, but the incidence gradually is
increasing particularly in those individuals who are HIV-positive®. The proposed screening methods
for detecting anal intraepithelial neoplasia (AIN) include digital rectal examination, anal visual
inspection and cytological test, and abnormal cytological results should be investigated using high-
resolution anoscopy (HRA), with biopsy of the suspicious lesions 2. The sensitivity of anal cytology
for high-grade AIN, using atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US) as the
threshold for triage to HRA, is considered high but the specificity is low °. HPV (human
papillomavirus) tests can be very useful improving sensitivity of cytology to detect anal intraepithelial
neoplasia (AIN) and for the post-treatment follow-up, because of its excellent negative predictive
value (NPV)®. However, the specificity and the positive predictive value (PPV) are low, because of
the high prevalence of high-risk HPV in HIV-positive patient °.

p16 (a cyclin-dependent kinase inhibitor) is known to be overexpressed in cervical high-grade
precursor lesions (CIN2+) and invasive cervical squamous cancer. However, the clinical utility of
this marker has been limited since p16 expression can occur in benign squamous or glandular lesions
and in normal epithelium as well "8, Recently, several reports have shown that the co-expression of
p16 and Ki-67 protein (a marker associated with cell proliferation) is rarely observed in normal tissue
or in benign lesions of the squamous or glandular mucosa being a potential diagnostic approach to
enhance the accuracy of cervical diagnosis®!°. CINtec PLUS (Roche, USA), an immunostaining kit
that simultaneously detects both of these biomarkers, might have a relevant clinical role, since the
positivity for this biomarker is strongly related to the presence of a CIN2+ lesion in cytology and
histology*-*3. Considering the potential role of such marker in anal screening cancer, the aim of this
study was evaluating the expression of the CINtec PLUS dual immunostaining and HPV detection

on anal cytological samples.
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MATERIAL AND METHODS

This study included 33 HIV-positive men and women older than 18 years, without visible
lesions detected on external examination, treated at Infectious Disease Service and at Department of
Coloproctology, both of Brasilia University Hospital. The patients were invited to participate of this
study, and those that agreed were asked to sign an informed consent. This study was approved by the

Ethics in Research Committee of Brasilia University (CEP-FM 062-2008).

Cytology, anoscopy and biopsy

Samples were collected first for cytology and then for HPV genotyping. The technique used
for collection consisted of introducing a regular endocervical brush 4 cm into the anal canal and
rotating it 180 degrees?*. The samples were transferred to PreservCyt and the slides were prepared
using ThinPrep 2000 processor (Hologic, Bedford, Massachusetts, USA). The slides were kept in
100% ethanol and then stained using the Papanicolaou method. Cytological abnormalities were
classified according to the 2001 Bethesda criteria using categories: negative for malignancy; atypical
squamous cells of undetermined significance (ASC-US); low grade squamous intraepithelial lesion
(LSIL); atypical squamous cells - cannot exclude a high-grade lesion (ASC-H); and high grade
squamous intraepithelial lesion (HSIL) and invasive carcinoma®®. After specimen collection, all
patients underwent High-Resolution Anoscopy (HRA) and anal biopsy was performed when lesions

were observed.

HPV typing using microarrays
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A PAPILLOCHECK® kit (GREINER BIO-ONE) was used for molecular analysis using
microarrays . Microarrays for DNA genotyping may also be called DNA chips, biological chips or
biochips. The collection technique was the same used for cytology and the sample was transferred to
PapilloCheck collection medium provided by the manufacturer. PAPILLOCHECK® kit detects 24
HPV subtypes, 6 of which are low risk (6, 11, 40, 42, 43, 44, 55) and 18, high risk (16, 18, 45, 31,
33, 52, 58, 35, 59, 56, 51, 39, 68, 73, 82, 53, 66, 70). Positive results were those with a viral load
(signal-to-noise ratio [SNR]) greater than 20. Results are expressed qualitative and semi-
quantitatively (SNR) for the 24 low and high-risk HPV types simultaneously. SNR values lower than
100 indicate a small number of viral copies per cell, which might be a sign of initial infection or
spontaneous remission. High SNR values suggest a greater probability of recurrence or persistent

infection.

Immunocytochemistry

Stained slides were destained using xylol, alcohol, acid-alcohol and water, and then
immunostained utilizing CINtec PLUS kit (MTM laboratories, Heidelberg, Germany) according to
the manufacturer instructions. CINtec PLUS Kit contains a ready-to use primary antibody cocktail
comprising a mouse monoclonal antibody (clone E6H4) directed against human pl16INK4a (p16)
protein and a rabbit monoclonal antibody (clone 274-11 AC3) directed against human Ki-67 protein.
Horseradish peroxidase-mediated conversion of 3,30-diaminobenzidine (DAB) chromogen, and
alkaline phosphatase-mediated conversion of Fast Red chromogen results in brown and red staining
at the p16 and Ki-67 antigen sites, respectively. All immunostained slides were analyzed and scored
independently by two cytopathologists blinded to the cytological and histological diagnoses and HPV
test results. Samples were scored as positive when p16 and Ki-67 were co-expressed in the same cell
(cytoplasmic brown staining for pl6 and nuclear red staining for Ki-67). According to the

manufacturer's instruction, one double-stained cell was enough to score the sample as positive.
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Immunohistochemistry
HRA and biopsy were performed in the only case of anal HSIL, using anoscope and surgical
tweezers. CINtec PLUS kit immunostaining was applied to the sample, according to the

manufacturer's instructions.

RESULTS

From the 33 cases studied, 18 (54,54%) had cytology alterations (ASC-US, n=5; LSIL, n=10;
ASC-H, n=2; HSIL, n=1) and 15 cases (45.45%) were negative, as shown in Table 1.

From the 18 cases with altered cytology, co-expression of p16/Ki-67 was observed in 6 cases
(33.33%). P16/Ki-67 + cytology samples showed clusters of double-stained cells and most positive
cells were atypical cells (immature cells with karyomegaly) (Figure 1). In biopsy with high-grade
squamous intraepithelial lesion, double-stained cells were observed in full thickness of the epithelium
(Figure 2).

From the 33 cases, high-risk HPV (HR-HPV) was detected in 20 cases (60.6%), in 14
(77,77%) cases with altered cytology and in 6 cases (42,85%) without alterations in cytology.

Cytology and biopsy results according to p16/Ki67 expression and HR-HPV detection are
shown in table 1.

Throughout the cohort, p16/Ki-67- HR HPV+ status was observed in 16 cases (48,48%). Most
(62.5%, 10/16) p16/Ki-67- HR HPV+ samples had cytological abnormalities (ASC-US, n=1; ASC-
H, n=1, LSIL, n=8). The diagnosis of anal intraepithelial neoplasia grade 1 (AIN1) was confirmed in
the biopsy of 3 patients with cytology diagnosis of LSIL and in one patient with ASC-H; no lesions
were observed in HRA of the other patients and the biopsy was not performed. In one patient with

pl16/Ki-67- HR HPV+, cytology was negative but at HRA one lesion was detected and biopsied, with
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the diagnosis of AINL1. In the remaining 5 patients (31,25%) p16/Ki-67- HR HPV+ samples, cytology
and HRA were negative.

Eleven cases (33,33%) had p16/Ki-67- HR HPV- status. Most (81.81%, 9/11) p16/Ki-67- HR
HPV- samples were cytology negative, but in 2, lesion was observed in HRA with the follow
diagnosis of the biopsies: AIN1 and normal. Only two p16/Ki-67 - HR HPV- samples had cytological
abnormalities (ASC-US, n=1; LSIL, n=1). No lesions were observed in HRA of these patients and
biopsy was not performed.

P16/Ki-67 + HR HPV+ samples corresponded to 12.12% (4/33) of all samples. All p16/Ki-
67+ HR HPV+ samples had cytological abnormalities: ASC-US, n=1; LSIL, n=1; ASC-H, n=1,;
HSIL, n=1. The patients with LSIL and HSIL had the diagnosis confirmed by biopsy, no lesions were
observed in HRA of the patients with ASC-US and ASC-H and biopsy was not performed.

P16/Ki-67 + HR HPV- samples corresponded to 6.06% (2/33) of the samples. The two p16/Ki-
67+ HR HPV- samples were cytological diagnosed as ASC-US. No lesions were observed in HRA

of these patients and biopsy was not performed.

DISCUSSION

A poor correlation between the cytological and histological grade of AIN has been observed
since cytology underestimates the grade of dysplasia compared to the corresponding biopsy*’.
Because the interpretation of the pl6/Ki-67 expression is independent of cytomorphology and is
significantly associated with the increasing grade of the cervical lesions, this stain has the potential
to provide a more objective method for the triage of AIN. In the present study, CINtec PLUS dual
stain was performed on anal cytology and biopsy samples. Expression of p16/Ki-67 was observed in
18.18% (6/33) of the cytological samples and all these pl6/Ki-67+ samples had cytological

abnormalities (ASC-US, n=3; LSIL, n=1; ASC-H, n=1; HSIL, n=1). The cytological diagnosis of the



59

samples with LSIL and HSIL was confirmed by biopsy, but no lesions were observed in HRA of the
patients with ASC-US and ASC-H and biopsy was not performed.

Co-expression of p16/Ki-67 was observed in only sample with biopsy diagnosis of HSIL, but
only one of the 7 samples diagnosed with LSIL was pl16/Ki-67+. In negative cytology samples,
pl6/Ki-67 expression was not observed. According to previous study, none of the NILM cases was
positive for the dual staining, while the proportion of p16/Ki-67 positive cases increased significantly
with the severity of the histological diagnosis being 39.4% among the cases with a CIN1 diagnosis,
70.8% in CIN2, and 86.5% in CIN3 and SCC cases!!. Increasing percentage of samples with p16/ Ki-
67 staining is also associated with increasing severity of AIN 1819,

On cervical samples, p16/Ki-67 is significantly more specific when compared to either Ki-67
or p16 alone and to HPV test for detection of an underlying or subsequent HSIL on smears with
atypical squamous cells of undetermined significance and low grade squamous intraepithelial
lesion?%-22, In the present study, no patient with p16/Ki-67+ cells and with diagnosis of ASC-US and
ASC-H presented lesion in HRA but, considering the possibility of development of a subsequent
HSIL, these patients should be followed-up, mainly those with high-risk HPV.

Most of the anal cytology samples (48.48%) of the present study were p16/Ki-67 - HR HPV+.
This high number of samples with high-risk HPV can be explained by the high prevalence of high-
risk HPV in anal samples of HIV-positive patients®. No expression of p16/Ki-67 was observed in
negative cytology samples but high-risk HPV types were detected in 42.85% of them suggesting a
higher specificity of pl6/Ki-67 expression when compared to high-risk HPV test. However, in
samples with cytological abnormalities, pl16/Ki-67 expression was very low (33.33%) when
compared to high-risk HPV detection (77.77%) suggesting a lower sensitivity.

The criteria for the interpretation of CINtec PLUS positivity include double expression in

even a single cell independent of cytomorphology. In present study most p16/Ki-67 positive cytology
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samples showed clusters of double-stained cells and most positive cells were atypical cells thus
decreasing the potential for a false positive interpretation.

In conclusion, the results suggest that p16/Ki67 stain is a method easy to perform and interpret
and may be useful to improve specificity of cytology for detecting anal high-grade squamous

intraepithelial lesion. However, other studies with major number of cases are required to confirm it.
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