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Resumo

Introdugao: O papilomavirus humano (HPV) é considerado a infeccao sexualmente transmissivel com maior prevaléncia na populacéo, podendo conduzir
o tecido epitelial a expressar fendmenos neoplésicos. Devido a predilecdo do HPV por epitélio estratificado, o virus também pode se manifestar em
tecido hemorroidario. Objetivo: Avaliar a positividade para o marcador p16 no tecido hemorroidario externo e analisar sua positividade por faixas etarias
e sexo. Materiais e métodos: Estudo retrospectivo observacional com analise imuno-histoquimica com anticorpo p16 para verificar o risco de progressao
oncogénica no tecido hemorroidario de 44 pacientes com alteracdes celulares compativeis com infeccao pelo HPV. Resultado: Dos 44 pacientes analisados,
26 eram do sexo feminino e 18 do sexo masculino, sendo que 84% dos pacientes tinham 36 anos ou mais. Os pacientes que apresentaram positividade
tém em média 51,62 anos. Cinquenta e quatro por cento dos pacientes do sexo feminino apresentaram positividade frente a 39% do sexo masculino.
Conclusao: Dos pacientes submetidos a hemorroidectomia com alteracdes similares a coildcitos, cerca de 50% expressavam positividade para o p16,
podendo beneficiar-se, portanto, de um acompanhamento e pesquisa para p16 a fim de detectar lesdes pré-cancerosas.
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Abstract

Introduction: Human Papillomavirus (HPV) is considered the most prevalent sexually transmitted infection in the population and can induce neoplastic
changes in epithelial tissue. Given HPV's tropism for stratified epithelium, the virus may also manifest in hemorrhoidal tissue. Objective: To assess p16
marker positivity in external hemorrhoidal tissue and to analyze its distribution by age group and sex. Materials and Methods: This was a retrospective
observational study involving immunohistochemical analysis using the p16 antibody to evaluate the risk of oncogenic progression in hemorrhoidal tissue
from 44 patients with cellular changes consistent with HPV infection. Results: Among the 44 patients analyzed, 26 were female and 18 were male; 84%
were aged 36 years or older. The mean age of p16-positive patients was 51.62 years. Fifty-four percent of female patients tested positive, compared with
39% of male patients. Conclusion: Among patients undergoing hemorrhoidectomy with alterations resembling koilocytes, approximately 50% showed
p16 positivity and may therefore benefit from p16 testing and extended follow-up to detect precancerous lesions.
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INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) é um DNA viral de fita
dupla pertencente a familia Papillomaviridae™ que possui
tropismo para tecidos epiteliais® por se beneficiar da reno-
vacdo celular para adentrar no epitélio e infectar as células da
camada basal.®’ O HPV é a infeccao sexualmente transmissivel
(IST) mais comum no mundo.”?

O HPV pode ser classificado em de baixo risco, respon-
savel por verrugas anogenitais e cutaneas, e de alto risco,
que pode levar ao desenvolvimento de canceres anogenitais
e orofaringeos,”” os quais possuem as oncoproteinas E6 e
E7 especificas para a proliferacao celular e inativacao dos
checkpoints do ciclo celular, pois interferem nas proteinas P53
e PRb reguladoras do ciclo.® Assim, proteinas do HPV podem
conduzir o tecido epitelial para fenétipos neoplasicos,®
podendo ocorrer em tecidos como o hemorroidario, o qual
favorece o tropismo do virus do HPV, que frequentemente
é encontrado de forma acidental apos analise patologica do
tecido removido na hemorroidectomia.

O tratamento padrao-ouro para hemorroidas externas
(HE) é a hemorroidectomia, sendo preconizado, atualmente,
um acompanhamento por trés anos para o paciente operado
para avaliacdo da possibilidade de recidiva hemorroidaria. No
entanto, o HPV pode estar presente no tecido e apresentar-se
como fator de risco para desenvolvimento de cancer anorretal
e permanecer latente no tecido residual por até cinco anos.
Nesse sentido, mostra-se necessaria avaliacdo do tecido
removido durante a hemorroidectomia para que, em casos
de pacientes portadores do HPV, esse acompanhamento
seja ampliado de modo a contemplar o maior periodo de
laténcia do virus no tecido hemorroidario.

OBJETIVO

Avaliar a positividade para o marcador p16 no tecido
hemorroidario externo e analisar sua positividade por faixas
etarias e sexo.

MATERIAL E METODO

Estudo retrospectivo observacional em que foi reali-
zado levantamento dos laudos anatomopatolégicos de 44
pacientes submetidos a hemorroidectomia que apresen-
tavam alteragdes celulares compativeis com coilocitose na
microscopia 6ptica (MO).

Apos a selecao, as dreas com essas alteracdes celulares
foram demarcadas e localizadas através do sistema de espe-
Iho, no qual a lamina marcada é utilizada para localizacao da
mesma regiao no bloco doador. Foi realizada uma perfura-
¢ao no bloco doador na area previamente marcada com a
obtencdo de cilindro de tecido com posterior implantacdo
deste tecido no bloco receptor (Figura 1A). Cada fragmento
amostral retirado do bloco doador foi colocado no bloco-
-receptor conforme o mapa “plano cartesiano” (Figura 1B).
Dessa forma, foi realizada a confeccdo de blocos teciduais
multiamostrais (TMAs) (Figura 1C) utilizados para a confec-
¢do de laminas multiamostrais, com as regides amostrais
representativas de lesao (Figura 1D).

As laminas histoldgicas provenientes dos blocos em TMA
artesanal foram submetidas ao processo de imuno-histoqui-
mica com o marcador p16 em duas fases: aplicacao da técnica
de imuno-histoquimica padronizada no material do estudo
e a leitura microscépica da area positiva nas laminas, tendo
como controle duas laminas de figado imunocoradas com
o anticorpo p16, utilizadas como padrao para definicdo em
série da area média de expressao dos marcadores nas demais
laminas. Em sequéncia, as leituras microscdpicas foram plani-
Ihadas em tabela Excel e submetidas a tratamento estatistico.

Variaveis continuas foram expressas como média +
desvio padrao e comparadas com os testes t de Student e
Mann-Whitney. Varidveis categdricas foram expressas em por-
centagens e comparadas com o teste qui-quadrado ou teste
exato de Fisher, conforme apropriado. Valores de p menores
que 0,05 sdo considerados estatisticamente significativos.

Confeccdo de laminas amostrais
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Os pacientes selecionados foram analisados em positi-
vidade e negatividade para o p16 apds imuno-histoquimica,
correlacionando com a prevaléncia por sexo e idade, dividida
em trés faixas etarias (18 a 25, 26 a 35 e acima de 36 anos).

RESULTADOS

Foram coletadas amostras de tecido da mucosa hemor-
roidaria de 44 pacientes com alteragdes celulares coilocitérias,
indicando a presenca de HPV, sendo 26 do sexo femininoe 18
do sexo masculino. Dois tinham entre 18 a 25 anos (4,55%), 5
entre 26 a 35 anos (11,36%) e 37 possuiam 36 anos ou mais
(84,09%). A média de idade foi de 48,34 anos.

Dos 44 pacientes, 21 apresentaram o tecido hemorroida-
rio corado com a imuno-histoquimica p16, indicando risco
de progressao oncoldgica (47,73%) (Figura 2).

Os casos positivos tém em média 51,62 anos, enquanto os
negativos tém em média 45,35 anos. Nao houve diferenca sig-
nificativa entre os grupos quanto a idade (p=0,13) (Tabela 1).

Das 26 pacientes do sexo feminino, quase 54% apresen-
taram positividade, enquanto entre os pacientes do sexo
masculino houve positividade em quase 39% dos casos. No
entanto, esta diferenca nao foi estatisticamente significativa
(p=0,33).

AN

R 2
Figura 2 |
Andlise da positividade
*Amostra de tecido hemorroidario para o p16 (4rea marrom x400)
Relacdo entre idade e positividade

Idade

Positividade ~ Média n DP Minimo Maximo
Sim 51,62 21 14,86 25 96
Nao 45,35 23 11,44 20 68
Total 48,34 44 13,41 20 96

Fonte: As autoras (2023)

DISCUSSAO

A infeccdo pelo HPV estd associada ao carcinoma de
células escamosas e a neoplasia intraepitelial no canal anal,
regido perianal, vulva, vagina e pénis.”’ O tecido hemorroida-
rio, por apresentar tecido epitelial escamoso, pode ter suas
células basais como alvo para a infeccdo pelo HPV, o que pode
atuar como fator predisponente para displasias e neoplasias.
®9 Aproximadamente 48% dos pacientes portadores de HE
submetidos a hemorroidectomia e com alteragdes celulares
compativeis com coildcito apresentaram amostra corada
pela imuno-histoquimica com o marcador p16, indicando o
risco de desenvolvimento oncolégico na presenca de HPV
em seu tecido.

Segundo a metanalise de Pelizzer et al. (2016),"” a rela-
¢ao entre o cancer colorretal e o HPV é sélida: em 51,5%
dos canceres colorretais analisados foi encontrado HPV, e
a maioria teve associagao com o HPV tipos 16 e 18, com
incidéncia semelhante entre os sexos. A confirmacdo das
neoplasias estudadas foi mais frequentemente estabelecida
em estagios ja avangados, provavelmente por conta de seu
diagndstico tardio, que talvez possa ser justificado por falhas
nos métodos de rastreio desta afeccao.”

Ao realizar aimuno-histoquimica com o marcador p16 nos
tecidos com alteracdes sugestivas de presenca de coilocitose,
este estudo observou que dos 44 pacientes submetidos a
hemorroidectomia 47,73% (21) apresentaram positividade
na imuno-histoquimica do p16. Este achado diverge relativa-
mente quando comparado ao da pesquisa de Jian-xiang Geng
etal.(2011),"" que utilizou PCR quantitativo fluorescente para
pesquisa do HPV e demonstrou que 69,6% de suas amostras
de hemorroida externa apresentavam HPV. Tal discrepancia
pode ser justificada pela sensibilidade e especificidade das
diferentes técnicas utilizadas nos estudos comparados, visto
que o PCR quantitativo, utilizado no estudo de Jian-xiang
Gengetal (2011)"" é uma técnica muito sensivel, que detecta
o virus mesmo quando presente em menor quantidade,
enquanto a imunohistoquimica com p16, utilizada neste
estudo, mostra-se eficaz para detectar alteracdes provocadas
pelo HPV, as quais usualmente evoluem para lesdes com alto
potencial cancerigeno.('23)

A escolha do uso, para este estudo, do marcador p16, na
imuno-histoquimica, se deu pelo seu elevado valor preditivo
negativo. Dessa forma, a auséncia de expressao elevada de
p16 em amostras de tecido é altamente indicativa da auséncia
de risco de displasia pela infeccdo por HPV, o que tornao p16
particularmente importante na triagem para identificacao de
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lesoes,"” desempenhando papel crucial na prética clinicaao
ajudar a determinar quais pacientes podem ser monitorados
com seguranca ao longo do tempo, sem a necessidade de
procedimentos invasivos, uma vez que a hemorroidectomia
é um procedimento menos agressivo que a remocdo de
por¢oes do tecido anorretal e, além disso, a presenca de
infeccao na hemorroida aumenta a probabilidade de haver
alteragdes semelhantes nos demais tecidos suscetiveis a essa
infeccdo."” O estudo de Lu DW et al. (2003)""® realizado com
carcinoma espinocelular anorretal encontrou em 100% dos
seus casos positividade citoplasmatica para p16, enquanto
0 epitélio escamoso e mucoso nao neoplasico adjacente
a neoplasia ndo apresentou nenhuma coloracao nuclear
evidente. Dessa forma, neste estudo as amostras negativas
(52,27%) podem ter o HPV como um fator de risco descartado
no desenvolvimento do carcinoma anorretal.

Para uma andlise baseada nas faixas etarias, os pacientes
foram separados em trés grupos etarios: 18 a 25 anos, 26 a
36 anos e maior que 36 anos. Com isso, foi possivel observar
que pouco mais de 84% dos pacientes portadores de DH
apresentavam 36 anos ou mais, sendo a média de 48,34 anos
(variando de 20 a 96 anos), corroborando com os achados
de Cristea e Lewis (2023),"” que afirmam que o intervalo
de idade mais prevalente para a DH é de 45 a 65 anos. No
entanto, apesar de a idade mais avancada ser fator de risco
para o desenvolvimento de HE, este estudo demonstrou que
nao houve relacao significativa entre idade e positividade
(p=0,25). Desse modo, ndo é possivel atrelar a coexisténcia
do HPV no tecido a idade do paciente, implicando que o
rastreio de infeccdo pelo HPV no tecido hemorroidario deve
ser oferecido a todos os pacientes submetidos a hemorroi-
dectomia por DH, independente de sua idade.

De maneira semelhante, no que se refere a presenca da
DH por sexo, foi observado que dos 44 pacientes seleciona-
dos, 59,09% (26) eram do sexo feminino, percentual similar
ao encontrado em estudo® sobre a DH no Brasil, em que a
incidéncia é de 53,9% em mulheres, demonstrando que o sexo
nao é um fator de risco para desenvolvimento de DH. Além
disso, ao analisar o p16 no tecido hemorroidario removido,
percebeu-se que quase 54% das pacientes do presente estudo
apresentaram positividade, enquanto que, entre os homens,
a positividade foi de 39%. Apesar de a positividade ser mais
prevalente no sexo feminino nesta pesquisa, a diferenca
entre os sexos ndo foi significativa (p=0,33), reforcando que
o risco neoplasico provocado pela coexisténcia do HPV no
tecido também néo pode ser atrelado ao sexo do paciente.
Em concordancia a esses achados, outras pesquisas sobre

HPV também evidenciaram que ndo ha distincao entre os
géneros e a incidéncia da infecgdo."” Nesse sentido, o sexo
do paciente também nao deve ser fator a ser considerado
pensando no rastreamento de uma possivel infeccao pelo
HPV no tecido hemorroidario.

Limitacoes do estudo

Como se trata de um estudo retrospectivo observacional,
nao se pdde avaliar o comportamento de risco do paciente
para a infeccao do virus do HPV, de modo que nao foi pos-
sivel correlacionar se esses pacientes poderiam apresentar
maiores taxas de incidéncia de lesdes por HPV no tecido
hemorroidario. No entanto, mesmo que esta afirmacao seja
verdadeira, ndo ha motivo para pensar que esses pacientes
seriam beneficiados de um segmento p6s hemorroidec-
tomia diferente do preconizado para os demais pacientes.
Por fim, também por limitacdo do aspecto retrospectivo do
estudo, nao foi possivel avaliar a incidéncia de CA anorretal
em pacientes que nado tiveram o seguimento ambulatorial
estendido pelo periodo maximo de laténcia do HPV no tecido
hemorroidario, ou seja, apds cinco anos do procedimento.

Essa pesquisa ndo analisou laminas com amostras de
tecido retal interno. Com isso, ndo é possivel afirmar que
a presenca de alteragdes coilocitarias no tecido hemorroi-
dario externo indique que também existam alteracdes no
tecido interno, o que poderia atuar como fator de risco para
desenvolvimento de lesdes precursoras de cancer anorretal.
Associado aisso, o alto valor preditivo negativo do marcador
p16 no tecido com HPV utilizado para analisar as amostras
reduz o risco de les6es presentes nao serem detectadas. No
entanto, ndo hd motivo para pensar que os pacientes com
positividade nado seriam beneficiados de um segmento
po6s-hemorroidectomia diferente do preconizado para os
demais pacientes, visto que a infeccao pelo HPV tem no seu
rastreio uma importante forma de deteccao precoce de lesdes
pré-neoplasicas e, consequentemente, prevencao de casos.

Implicacdes clinicas

Visto que a conduta, em casos de HE, é a hemorroidecto-
mia associada a um acompanhamento clinico por trés anos
para o paciente operado, e diante do fato de a laténcia do
HPV no tecido perdurar por até cinco anos, mostra-se neces-
sdria uma cuidadosa avaliacdo do tecido hemorroidario para
que, em casos de pacientes com a presenca de células com
nucleo excéntrico e halo claro perinuclear, indicativas da
presenca da infeccdo pelo HPV, a MO, o acompanhamento
p6s-hemorroidectomia seja ampliado de modo a investigar o
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risco de desenvolvimento neoplasico pela presenca do HPV
no tecido anorretal interior e contemplando o periodo de
laténcia do virus. Essa discrepancia entre o periodo de laténcia
do HPV em tecido hemorroiddrio e o tempo de seguimento
clinico pds-hemorroidectomia justifica, portanto, a adocao
de um protocolo investigativo que atue mais ativamente no
diagnéstico precoce, tratamento e prevencao dessas lesoes,
para evitar, assim, a ocorréncia de neoplasias ou realizar o
controle de seus danos precocemente.

CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo demonstram que dos
pacientes submetidos a hemorroidectomia e que apresen-
taram alteragdes a MO similares a coildcitos, indicativos de
HPV, cerca de metade expressava positividade para o p16,
sendo que a idade e o sexo ndo se demonstraram como
fator de risco.

Nesse sentido, reforca-se que pacientes submetidos a
hemorroidectomia que apresentarem tais achados a MO
podem se beneficiar de um acompanhamento e pesquisa
para p16 a fim de detectar lesdes pré-cancerosas.
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