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RESUMO

A infeccdo pelo Papiloma Virus Humano (HPV) é responsavel pela doenca
sexualmente transmissivel (DST) mais frequente e um dos micro-organismos que
mais causa infec¢fes em individuos imunossuprimidos. O DNA-HPV est4 presente
em 99,7% de todos os casos de cancer cervical. Além disso, quando se trata de
cancer anal, o HPV é encontrado nos sitios da lesdo em mais de 90% dos casos.
Estima-se que mulheres transplantadas submetidas a terapias de imunossupressao
tém até quatorze vezes mais chances de desenvolver cancer cervical e cem vezes
mais chances de desenvolver cancer anal, quando comparadas a mulheres normais.
A citologia oncotica € o método de rastreio de lesbes do colo do utero e anus.
Atualmente, existem varios métodos de biologia molecular, entre eles a reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), que se destaca por sua alta
sensibilidade e por detectar individualmente os tipos de HPV. Assim, a proposta do
estudo foi avaliar a frequéncia de infeccdo por HPV em colo de Gtero e canal anal de
pacientes transplantadas renais (TR), através de citologia em meio liquido e RT-
PCR. Trata-se de um estudo de corte transversal realizado no Hospital Geral de
Fortaleza (HGF) no periodo de marco a setembro de 2015. Foram incluidas 31
mulheres com TR, onde foi realizada a coleta de material cervical e anal para
citologia em base liquida e RT-PCR. Foram anotados dados sociocomportamentais e
as frequéncias dos achados de citologia e RT-PCR em colo e anus em planilha de
Excel. Para avaliar significancia e o risco relativo foi aplicado o teste exato de Fisher.
A idade média das pacientes foi de 42,6(x10,4) anos, o numero médio de parceiros
sexuais foi 2,4(x1,8), ao coitarca foi referide em média com 19,7(x3,8) anos, 0
namero de gestacdes em meédia 1,9(x1,7). Dentre os casos45,2% das mulheres
referiram coito anal. Nenhuma mulher referiu tabagismo, uso de alcool ou outras
drogas. A citologia cervical atipica e a citologia intra-anal atipica ocorreram em
25,4% das mulheres submetidas a transplante renal. A pesquisa de HPV de alto
risco por RT-PCR foi positiva no colo uterino em 22,6% dos casos. Ja no anus foi
identificado HPV de alto risco em 35,5%. No colo uterino o tipo 16 foi observado em
6,6% e 0 18 em 16,1% de mulheres, enquanto no anus o tipo 16 foi observado em
18,8% e o0 18 em 6,6% de mulheres. Em 70,9% dos casos houve concordancia de
diagndstico de atipia citolégica entre colo uterino e canal anal e em 67,8% dos casos

houve concordancia de genétipos de HPV entre colo uterino e canal anal. O risco



relativo para citologia em meio liquido intra-anal atipica conforme a citologia cervical
anormal foi cerca de 4 vezes maior, enquanto,a presenca de HPV de alto risco por
PCR no colo ndo apresentou risco aumentado e o HPV intra-anal identificado foi
associado a um risco relativo cerca de 10 vezes maior.Conclui-se que as citologias
cervical e anal atipicas e a presenca de DNA-HPV de alto risco nos dois sitios foi
relativamente frequente e com risco relativo importante para atipia a partir de

citologia cervical atipica e HPV de alto risco positivo no anus.

Palavras-chave: DNA-HPV.Anus. Imunossupresséo. Transplante renal.Citologia em

meio liquido.



ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) is responsible for the sexually transmitted disease
(STD) more common and one of the micro-organisms that cause most infections in
immunosuppressed individuals. The DNA HPV is present in 99.7% of all cervical
cancer cases. Furthermore, when dealing with anal cancer, HPV is found in lesion
sites in over 90% of cases. It is estimated that transplanted women undergoing
immunosuppression therapies have up to fourteen times more likely to develop
cervical cancer and a hundred times more likely to develop anal cancer compared to
normal women. The cytology is the screening method of the uterus and cervix anal
lesions. Currently, there are several methods of molecular biology, including the
polymerase chain reaction in real time (RT-PCR), which stands out for its high
sensitivity and individually detect the HPV types. Thus, the purpose of this study was
to evaluate the frequency of HPV infection in cervical and anal canal of kidney
transplanted patients (TR) through cytology in liquid medium and RT-PCR. It is a
cross-sectional study conducted at the General Hospital of Fortaleza (HGF) in the
period from March to September 2015. We included 31 women with TR, where the
collection of cervical and anal material for cytology was performed on a net basis and
RT-PCR. They were noted socio-behavioral data and the frequencies of the cytology
and RT-PCR in colon and anus in Excel spreadsheet. To assess significance and
relative risk Fisher's exact test was used. The average age of patients was 42.6 (+
10.4) years and the average number of partners was 2.4 (+ 1.8), the first sexual
intercourse was refried an average of 19.7 (£ 3.8) years, the average number of
pregnancies 1.9 (x 1.7). Among the cases 45.2% of women reported anal
intercourse. No woman said smoking, use of alcohol or other drugs. The atypical
cervical cytology and atypical intra-anal cytology occurred in 25.4% of women
undergoing kidney transplantation. The high-risk HPV research by RT-PCR was
positive in the cervix in 22.6% of cases. In the anus has identified high-risk HPV in
35.5%. The cervix type 16 was observed in 6.6% and the 18 in 16.1% of women,
while the anus type 16 was observed in 18.8 % and 18 in 6.6% of women. In 70.9%
of cases there was agreement diagnostic cytologic atypia of cervical and anal canal
and in 67.8% of cases there was agreement HPV genotypes between cervical and
anal canal. The relative risk for cytology in atypical intra-anal liquid medium as

abnormal cervical cytology was about 4 times higher, while the presence of high-risk



HPV PCR in colon showed no increased risk and intra-anal HPV identified was
associated a relative risk about 10 times higher. It follows that the atypical cytology
cervical and anal and the presence of HPV DNA in both high-risk sites was relatively
frequent and important relative risk for atypia from atypical cervical cytology and high

risk HPV positive anus.

Keywords: HPV DNA.Anus.Immunosuppression. Renal transplant.Liquid-based

cytology.
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1 INTRODUCAO

O Papiloma virus humano (HPV) € um Papovaviris composto por cerca
de 8.000 pares de bases, cuja variagdo gendmica permite a identificacdo de mais de
200 tipos virais, dos quais, cerca de 50 sdo associados a lesGes genitais e destes,
em torno de 14 identificados como de alto risco oncogénico (BORGES; SCHOR,
2005; GIRALDO et al., 2009).0 HPV é um virus capaz de infectar células basais de
todas as camadas mucosas e pele humanas e eles geralmente sdo classificados em
HPV de alto ou baixo risco oncogénico. Sua replicacdo € lenta e ocorre
exclusivamente no nucleo da célula infectada. Eles ndo se disseminam para outros
sitios através do sangue nao existindo viremia no curso da infeccdo (MUNGER,;
HOWLEY, 2002).

A transmisséo do virus geralmente acontece por via sexual, mas também
pode ocorrer transmissdo vertical e através de fomites (COLLINSet al., 2009). O
genoma desse virus codifica 9 proteinas diferentes, onde se destacam E6 e E7. A
proteina E6 é responsavel por inibir a acdo de uma proteina celular chamada p53,
que esta relacionada a indugdo da apoptose na célula. Ja a proteina viral E7
interage inativando outra proteina celular chamada pRb, que esta relacionada a
inibicdo da proliferacédo celular. As interagfes das oncoproteinas E6 e E7 com P53 e
pRb causam instabilidade no material genético da célula. Isso faz com que ela acabe
acumulando mutacdes que podem levar a formacdo da neoplasia (COLLINSet al.,
2009). A acao oncogénica induzida pelo HPV é um processo que se inicia pela
persisténcia da infecgéo viral, se fazendo necessarias as alteracfes genéticas para
que a célula infectada se torne totalmente maligna (BAEZet al., 2012).

Cerca de 80% das mulheres sexualmente ativas irdo adquirir, ao longo de
suas vidas, infec¢ao por HPV. Em todo o mundo, aproximadamente 291 milhdes de
mulheres sé&o portadoras do HPV, sendo 32% infectadas pelos tipos 16 e 18 ou
ambos (SANJOSEget al., 2007).

A integracdo do genoma do HPV ao genoma humano é uma etapa
fundamental para a transformacgao neoplésica. A infeccdo por HPV isoladamente ndo
€ capaz, por si sO, de induzir progressao para neoplasia invasora se fazendo
necessario outros eventos moleculares para o surgimento de fendtipo invasivo
(VALENTEet al., 2013).
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O virus de alto risco dos tipos 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59, e 68
tem probabilidade maior de persistirem e estarem associados a lesdo maligna. Em
mais de 90% dos casos de cancer de colo de utero sdo encontrados DNA de HPV
de alto risco. Por outro lado, o cancer anal tem associacdo com o HPV em 90% dos
casos. Vagina e pénis também apresentam lesdes associadas ao virus, porém, com
menor frequéncia (NADAL; MANZIONE, 2010). A associa¢do do virus HPV com o
cancer do colo do utero esta muito bem estabelecida, especialmente os tipos 16 e
18, responsaveis por 70% dos canceres cervicais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014).

Ocorrem aproximadamente 530mil casos novos de carcinoma cervical por
ano no mundo, sendo o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres,
responsavel por 265 mil 6bitos por ano e a quarta causa de morte por cancer em
mulheres. A estimativa para cancer do colo do utero no Brasil para 2016 € de
16.340. Em 2013 ocorreram 5.430 6bitos por esta neoplasia no Brasil (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2015).

O cancer anal € raro e representa 1 a 2% de todos os tumores de
colén/reto e de 2 a 4% de todos os tipos de cancer que acometem o intestino
grosso. Sao tumores que ocorrem no canal e bordas externas do anus. Os tumores
no canal do anus sdo mais frequentes entre as mulheres. Os que surgem nas
bordas do anus sdo mais comuns no homem. Os tumores malignos surgem em tipos
diferentes de tecidos, sendo o carcinoma epidermoide responsavel por 85% dos
casos (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2015). O grupo mais predisposto a ter
esse tipo de cancer sdo pessoas com mais de 50 anos, fumantes, com histéria de
fistula anal, infectados pelo HPV e com feridas no anus. O numero de mortes por
cancer anal, no Brasil, em 2013 foi de 348 casos, sendo 106 homens e 242
mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2015). Entretanto, o nimero de
casos tem aumentado nos ultimos anos, em especial em determinados grupos,
como homossexuais masculinos, HIV positivos e imunossuprimidos (DARRAGHet
al., 2012).Noventa por cento dessas neoplasias estdo associadas ao HPV de alto
risco oncogénico (SEHNALet al., 2014).

Em individuos imunocompetentes a maioria das infec¢des € transitoria,
pois o0 sistema imune é capaz de eliminar a infeccdo sem que 0 virus cause
nenhuma anormalidade. Estudos sugerem que 90%das infeccbes irdo desaparecer

em dois anos (BAEZet al., 2012). As NIC(inserir significado da sigla) podem regredir,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sehnal%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24315797
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persistir ou progredir para carcinomas invasivos. O periodo de evolu¢do de uma NIC
para 0 carcinoma invasivo é de aproximadamente 12 a 15 anos (SNIJDERS;
STEENBERGEN; HEIDEMAN, 2006). As taxas de regressao espontanea entre as
mulheres infectadas pelo HPV variam de 56,7%, 50,4% e 12,2% nas NIC 1, 2 e 3,
respectivamente. A progressao para carcinomas invasivos nas mulheres positivas
para HPV é de 14,2%, 22,4% e 64% nas NIC 1, 2 e 3, respectivamente (BRENNA;
SYRJANEN,2003). Na imunossupressio tem sido atribuida uma maior persisténcia
de infeccdo cervical por HPV (STRICKLERet al.,, 2005). O sistema imune dos
pacientes imunossuprimidos dificilmente sera capaz de conter a infec¢do e o virus
pode se replicar com maior facilidade. Tomemos como exemplo a incidéncia de
lesGes pré-malignas associadas ao HPV em mulheres transplantadas renais. Nestas
pacientes o risco de desenvolver cancer cervical aumenta em quatorze vezes e 0
risco de cancer anal chega a aumentar em cem vezes, fortalecendo que a
imunodeficiéncia é um fator de risco para a malignidade (HINTENet al., 2012). Por
esse motivo, nos pacientes sob terapia imunosupressora o rastreio e a genotipagem
desse virus deve receber atencdo redobrada. A imunossupressao pode tambéem
aumentar o risco de progressao da doenca (KELLER et al.,2012).

Dentre os muitos fatores presentes na fase pos-transplante capazes de
induzirem uma maior incidéncia desta complicagcdo estdo as alteracbes da
imunidade induzida pelo uso crénico de agentes imunossupressores, acarretando
distarbios da vigilancia imunoldgica, da estimulacdo antigénica crbnica e da
imunorregulacao (PAULA; IANHEZ, 1999).

Estudos anteriores relataram um aumento do risco para lesbes pré-
malignas, em receptores de transplante renal, causadas pelo Papilomavirus humano
(HPV), em regides anogenitais associadas.Um percentual de trés a seis vezes maior
risco foi encontrado para céancer cervical e um aumento de dez vezes do risco para
cancer anal (ADAMI, 2003; BUELL; GROSS; WOODLE, 2005). Essa incidéncia tem
aumentado nas ultimas décadas ascendendo cerca de trinta vezes em pacientes
adeptos do sexo anal receptivo (PALEFSKY, 2006). Regimes imunossupressores
atuais tém melhorado a aceitacdo do enxerto e sobrevida do paciente apdés o
transplante renal. O lado negativo do tratamento imunossupressor por tempo
prolongado € um aumento na ocorréncia acumulada de lesdes pré-malignas,
especialmente aqueles associados com infec¢cbes virais (BUELL; GROSS;
WOODLE, 2005).
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Savaniet al. (2008) encontraram aumento de prevaléncia de displasia
cervical em pacientes transplantadas, sem vida sexual ativa por um longo tempo,
sugerindo a reativacdo do HPV nesse grupo.

O Brasil € o segundo pais no mundo em numero de transplante e o
segundo em numero absoluto em transplante renal, entre 30 paises, durante os
anos 2013. A estimativa de transplante renal para 2014 foi de 11.445 no Brasil,
tendo, no entanto, sido realizados 5.639 (GARCIA; PACHECO, 2015).

Os pacientes que sao submetidos a transplante renal devem fazer uso, no
periodo péds-transplante, de imunossupressores, medicamentos que evitam a
rejeicdo de oOrgdos transplantados, conhecido como principal causa de perda do
enxerto (RIELLA et al., 2003).

Até pouco tempo atras, o principal problema que o0s pacientes
transplantados enfrentavam, era a rejeicdo ao oOrgdo transplantado. Mas apoés a
introducéo das terapias de imunossupressao aos protocolos de transplantes, o
namero de rejeicdes diminuiu consideravelmente. Hoje, pacientes submetidos ao
transplante renal (RT), por exemplo, tém sobrevida maior que um ano em mais de
90% dos casos (HINTENet al., 2012).

Técnicas de protecdo ao 6rgdo transplantado estdo cada vez mais
sofisticadas e eficientes, contudo, mesmo com o grande avanc¢o alcancado nos
altimos anos, os pacientes transplantados ainda precisam de acompanhamento
especial. Apesar dessas drogas, imunosupressoras, serem capazes de aumentar
significativamente a qualidade e sobrevida desses pacientes, existe um grande
aumento na incidéncia de infec¢des oportunistas (HINTENet al., 2012).

Um estudo americano realizou uma comparacdo da incidéncia de
canceres associados ao HPV entre uma amostra de 187.649 pacientes
transplantados e a populagéo geral. O que se observou foi um elevado aumento na
incidéncia de neoplasias associadas ao HPV no grupo de transplantados
(MADELEINEet al., 2013).

Grupos como homens que fazem sexo com homens e HIV positivos tém
sido bastante estudados com relagdo ao uso de citologia intra-anal, principalmente
convencional, na prevencdo de cancer de anus (PALEFSKY., 2011). No entanto,
outros grupos e mesmo individuos imunocompetentes tém sido motivo de pesquisa.
Foi possivel observar que a prevaléncia de DNA-HPV entre 222 homens

heterossexuais foi 16,6% para canal anal e 21,3% para area perianal (NYITRAYet
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al.,, 2008). J& em um estudo de coorte em mulheres no Havai (Hawaii HPV
Cohortstudy) foi observada uma prevaléncia de 27% de HPV anal. Durante um
seguimento meédio de 1,3 anos, 70% das mulheres desenvolveram infeccéo anal por
HPV (GOODMAN et al., 2008).

O diagnostico de infeccdo por HPV pode se da por exames de citologia
oncadtica, estudo anatomopatolégico e por deteccdo do DNA viral em amostras
coletadas (VALENTEet al., 2013).

Além do teste de citologia convencional, tradicionalmente usado ha mais
de 30 anos, novas tecnologias tém se juntado ao arsenal diagnostico disponivel para
a deteccgao precoce desse tipo de neoplasia, entre as quais se incluem a citologia
em meio liquido e os testes para deteccdo do HPV por PCR em tempo real. A
citologia em meio liquido € um método segundo o qual as células sdo imersas em
liguido conservante antes da fixacdo da lamina, o que evita o ressecamento do
material e reduz a quantidade de artefatos. O material residual pode ser utilizado
para o diagndéstico, por meio de métodos biomoleculares, de infec¢cdes sexualmente
transmissiveis (como clamidia e gonococcia) e também para o HPV (BERNADETEet
al., 2002).

A reacdo de amplificacdo em tempo real (RT-PCR) € uma variante da
reacdode PCR convencional, tecnologia inovadora que se destaca por facilitar
sobremaneira as tarefas de quantificacdo da expressdo génica em determinado
tecido ou amostra biolégica, sem a necessidade de eletroforese ou hibridizacdes
posteriores a PCR. Na biologia molecular, a PCR quantitativo em tempo real (real
time quantitative PCR) € uma técnica de laboratorio baseada no principio da reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) para multiplicar acidos nucleicos e quantificar o DNA
obtido. Combina a metodologia de PCR convencional com um mecanismo de
deteccéo e quantificacao por fluorescéncia. A metodologia permite que 0S processos
de amplificacédo, deteccdo e quantificagdo de DNA sejam realizadas em uma Unica
etapa, agilizando a obtencado de resultados e diminuindo o risco de contaminacao da
amostra e dando maior precisdo. No que tange a contaminag¢des por amplicons, é
uma técnica muito segura, uma vez diminui, substancialmente, o risco de
contaminagao ambiente uma vez que néo existe a necessidade de se abrir os tubos
apos o término da reacdo. Um dos testes comercialmente disponiveis e que se
utiliza dessa metodologia € o Cobas® 4800 HumanPapillomavirus (ROCHE), que se

trata de um teste qualitativo in vitro para a deteccéo desse virus. O teste possibilita a


https://pt.wikipedia.org/wiki/Biologia_molecular
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A3o_em_cadeia_da_polimerase
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A3o_em_cadeia_da_polimerase
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A3o_em_cadeia_da_polimerase
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_nucleico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
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deteccédo de 14 tipos de HPV de alto risco (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66
e 68) numa Unica analise sendo capaz de identificar o tipo especifico de HPV
quando se tratar de infec¢cdes causadas pelos tipos 16 e/ou 18.

A citologia anal pode ser util para rastreio de cancer anal em populagcdes
de alto risco, e, associados aoshiomarcadores podem ajudar como controle de
gualidade da citologia anal (DARRAGHet al., 2013).A sensibilidade e especificidade
de uma unica amostra de citologia anal sdo comparaveis a de uma amostra unica
cervical, mas a interpretacdo citoldgica nem sempre se correlaciona com a
severidade da lesdo (BEAN; CHHIENG, 2010).

A citologia anal € uma ferramenta Util para detecgdo precoce de displasia
intra-anal em pacientes de risco como as mulheres HIV (+) (GINGELMAIERet al.,
2010). Portanto, o rastreio de lesao intra-anal e mesmo infeccdo por HPV em
mulheres submetidas a imunossupressdao é de extrema importancia para a
prevencéao, avaliagdo e acompanhamento (SEHNALet al., 2014).

A citologia anal destaca-se pela sua alta sensibilidade, entre 69% a 98%,
no entanto, € um método que ndo tem uma boa especificidade (NADALet al., 2007).

A citologia anal pode servir para rastreamento de lesdes pré-neoplasicas,
selecionando doentes para colposcopia anal e biopsias (JACYNTHO, 2009). J4 a
pesquisa de HPV de alto risco, por sua maior sensibilidade, pode ser realizada
previamente a citologia, principalmente entre imunossuprimidos(SENDAGORTAet
al., 2015).

Neste intento, poucos estudos tém avaliados métodos de rastreio para
lesdo intra-anal em transplantadas renais. Nao havendo nenhum no estado de

Ceara.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sehnal%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24315797
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2 JUSTIFICATIVA

Mulheres submetidas a transplante renal sob regime de
imunossupressores tendem a ter uma maior possibilidade de infeccdo por HPV e
desenvolvimento de lesGes precursoras de carcinoma intra-anal. No entanto, nao
tem sido realizado estudo em mulheres nestas circunstancias no Brasil tendo como
instrumento de rastreio e diagnadstico, citologia em meio liquido e genotipagem de
HPV por RT-PCR. Muito menos avaliando a correlagdo entre colo e anus. O
diagnostico precoce de lesbes intraepiteliais do anus, reconhecidamente como
lesbes precursoras do céancer anal, com maior frequéncia em mulheres

imunodeprimidas, favorece tratamento precoce e maior possibilidade de cura.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a frequéncia de infec¢éo por HPV e lesbes associadas de colo de
Gtero e canal anal de pacientes imunodeprimidas por transplante renal, através de

citologia em meio liquido e PCR em tempo real.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a frequéncia de lesdo por HPV em colo de utero em mulheres
transplantadas renais através de citologia em meio liquido;

e Avaliar a frequéncia de lesdo por HPV em canal anal em mulheres
transplantadas renais através de citologia em meio liquido;

e Avaliar a frequéncia de genétipo de HPV, em especial os tipos 16 e 18
em colo de utero em mulheres transplantadas renais através de PCR
em tempo real;

e Avaliar a frequéncia de genotipos de HPV, em especial o 16 e 18, em
canal anal em mulheres transplantadas renais através de PCR em
tempo real,

e Avaliar a concomitancia e concordancia de citologia em meio liquido de
colo de utero e canal anal em mulheres transplantadas renais;

e Avaliar a concomitancia e concordancia de genaotipo de HPV de colo de
Utero e canal anal em mulheres transplantadas renais;

e Identificar risco de citologia intra-anal atipica conforme citologia cervical
e pesquisa de DNA-HPV no colo;

e Identificar risco de DNA-HPV intra-anal conforme citologia cervical e

pesquisa de DNA-HPV no colo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal, realizado no periodo de abril
de 2015 a setembro de 2015, no Hospital Geral de Fortaleza (HGF), no municipio de

Fortaleza-Ceara.

4.2 Populacéo do estudo

Participaram do estudo mulheres submetidas a transplante renal, em uso
de drogas imunossupressoras, que procuraram atendimento ginecolégico no
ambulatdrio de Patologia do Trato Genital inferior (PTGI) do HGF e encaminhada do
setor de transplante. Incluidas pacientes com mais de 18 anos, ndo gravidas e que

aceitaram se submeter ao estudo.

4.3 Considerac0des éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Geral de Fortaleza sob o numero de registro 1.021.512 de 09/04/2015
CAAE: 41837615.7.0000.5040.

Os critérios éticos foram baseados em diretrizes e normas regulamentares
de pesquisas que envolvem seres humanos no territério brasileiro, conforme as
regulamentacdes da Resolucdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) N° 466/12
que incorpora, sob a o6tica do individuo e das coletividades, os referenciais basicos
da bioética, e que visa, sobretudo, assegurar os direitos e deveres da comunidade
cientifica, dos participantes da pesquisa e do estado.

Todos os envolvidos foram consultados previamente sobre o interesse de
participar da pesquisa, apos esclarecimento sobre o0s objetivos da pesquisa e 0s
seus beneficios. A fase de coleta de exames teve inicio apds terem sido prestados
estes esclarecimentos. Foi solicitado que assinassem o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido — TCLE, para a participacdo na pesquisa (ANEXO A).
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4.4 Amostra

Foram incluidas mulheres que realizaram transplante renal, em uso de
drogas imunossupressoras, oriundas do setor de transplante do Hospital Geral de
Fortaleza e atendidas no ambulatério de Patologia do Trato Genital Inferior (PTGI)
com idade acima de 18 anos, que aceitaram se submeter ao estudo. Excluidas
mulheres que compareceram a consulta, gravidas, com histéria de cancer cervical
ou anal e em uso de quimioterapia ou radioterapia.Foram obtidos dados como,
idade, paridade, uso de drogas, cor, inicio de vida sexual (IVS), nimero de parceiros
na totalidade e no dltimo ano, DST anteriores, métodos contraceptivos nos ultimos
dois anos, pratica de coito anal, uso de drogas, fumo ou alcool (ANEXO B).

ApoOs os esclarecimentos a paciente, realizado a coleta de citologia do
canal cervical com escova de Rovers® Cervex-Brush® e fixada em kit de meio
liguido Surepath seguido de coleta de canal anal com escova de Campos da Paz
(cytobrush), seguindo os mesmos passos. O material foi encaminhado para
processamento de citologia em meio liquido com preparo de laminas e o material
residual foi processado em sistema de Cobas® 4800 para genotipagem de HPV.

Feito registro da ultima citologia e realizado exame de colposcopia do colo
do utero em um aparelho DF Vasconcelos.

4.5 Métodos
4.5.1 Coleta e processamento do material cervical
Apos posicdo de litotomia onde a paciente permanece em decubito
dorsal, com as pernas flexionadas, afastadas e apoiadas em perneiras, procedeu-se
a coleta da citologia cervical.
4.5.1.1 Técnica de coleta
a) Afastamento dos pequenos labios vulvares com introdug¢éo do espéculo
em posicao vertical e ligeiramente inclinado (45° da posicdo da mesa) em

rotacdo, deixando-o em posicao transversa, de modo que a fenda da

abertura do espéculo fique na posi¢édo horizontal,
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b) Apés visualizagcdo do colo, iniciado a coleta de material cervical
utilizado escova do tipo Rovers® Cervex-Brush® (FIGURA 1a).A seguir foi
realizado movimento de rotacdo em 360° no sentido horario;

c) Retirada da escova do canal cervical, desconectado a ponta e colocado
em um tubo de 10 ml de solucdo conservante a base de etanol do
SurePath, cujo objetivo € preservar as células, possibilitando tanto o
estudo molecular como a preparacdo do esfregaco para a coloracao de
Papanicolaou (FIGURA 1b);

d) Retirada do espéculo em movimento rotatério;

e) ApoGs a transferéncia da ponta da escova de Rovers® Cervex-Brush®
para o frasco e desprezado a haste, o frasco foi fechado, identificado com

0 nome da paciente, e encaminhado para o laboratoério.

Figural — Escova de Rovers® Cervex-Brush® e frasco para

armazenar amostras BD SurePathLiquid-BasedPap Test.

a) b)

Fonte: a) Rovers Medical Devices B.V. (2017); b) BD - Becton, Dickinson and
Company (2017).

4.5.1.2 Técnica de processamento da amostra

a) Em laborat6rio, todo o material contido no frasco foi processado para
montagem das laminas. Em nenhum momento o frasco foi aberto.
Utilizado seringas para transferir o liquido para tubos de centrifugacéo
com liquido de densidade, a fim de separar as células de hemacias, muco
e leucocitos e facilitar a visualizagdo das células, em equipamento

BDPrepMate®. Apds a centrifugacdo retirou-se o sobrenadante com a
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bomba de vacuo e utilizou-se solugdo tampédo. Agitou-se o frasco com o
material coletado no agitador vortex e pipetado500 a 1000ul no Mega funil
e centrifugado a 1.000rpm por 10 min e, posteriormente, foi lavado com
alcool para fixar as células por diversas vezes;

b) Para coloracdo foi utilizado corador automatico de marca Cellstain-15. Apés
coradas, as laminas foram montadas em capela, utilizando laminulas
especificas fornecidas pela BD (Becton, Dickinson andCompany)e
encaminhadas para a microscopia, onde as laminas foram lidas. A leitura foi
feita em microscépio Optico e os laudos foram dados utilizando a
nomenclatura do sistema de Bethesda(2001apud INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2012).

4.5.2 Coleta e processamento do material anal

4.5.2.1 Técnica de coleta

a) Ap6s a retirada do espéculo vaginal e com a paciente ainda em
posicdo de litotomia, procedeu-se o afastamento das nadegas,
visualizacdo do canal anal, com introducdo de escova do tipo cytobrush
(FIGURA 2) até o desaparecimento completo de suas cerdas, cerca de 3
centimetros do esfincter anal externo até alcancar a linha pectinea,
seguido de movimento de rotagéo de 360°;

b) Retirada da escova do canal anal, desconectado a porcao superior e
colocado em um tubo contendo 10 ml de solucdo conservante a base de
etanol do SurePath, cujo objetivo é preservar as células, possibilitando
tanto o estudo molecular como a preparacdo do esfregaco para a
coloracdo de Papanicolaou (FIGURA 3);

c) Apés transferéncia de parte da escova de cytobrush para o frasco e
desprezado a haste, o frasco foi fechado, identificado com o nome da
paciente, e encaminhado para o laborat6rio;

d) Apos realizado os exames, a amostra coletada permaneceu refrigerada
(2-8°C).
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Figura 2 — Coleta de material de canal anal com

escova de Cytobrush.

Fonte:Benicio (2013).

Figura 3 - Representacdo da juncao
escamocolunar do canal anal.

Fonte: Internet (2017).

4.5.2.2 Técnica de processamento da amostra

a) Em laboratorio, todo o material contido no frasco foi processado para
montagem das laminas. Em nenhum momento o frasco foi aberto.
Utilizado seringas para transferir o liquido para tubos de centrifugacdo
com liquido de densidade, a fim de separar as células de heméacias, muco
e leucdcitos e facilitar a visualizagdo das células, em equipamento
BDPrepMate®. Ap6s a centrifugacdo retirou-se o sobrenadante com a
bomba de vacuo e utilizou-se solugdo tampédo. Agitou-se no vortex e

pipeta dentro de um delimitador na lamina, onde ficou por alguns minutos,
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e posteriormente foi lavado com alcool por diversas vezes para fixar as
células;

b) Para coloracao foi utilizado corador automatico de marca Cellstain-15.
ApoOs coradas, as laminas foram montadas em capela, utilizando
laminulas especificas fornecidas pela BD e encaminhadas para a
microscopia, onde as laminas foram lidas. A leitura foi feita em
microscopio 6ptico e os laudos foram dados utilizando a nomenclatura do
sistema de Bethesda(200lapud INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
2012) (FIGURA4). Negativo para lesao intraepitelial ou neoplasia (NML),
atipias de células escamosas de significado indeterminado (ASC
US), células escamosas atipicas que néo permitem excluir uma leséo de
alto grau (ASC H), leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL),
leséo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e carcinoma de células
escamosas (CEC) (FIGURAS 5 e 6).

Figura 4 — Sistema de Bethesda.

Bethesda
(cytology)
Negative for

intraepithelial lesions
malignancy (NILM

ASCUS
ASC-H

LSIL

HSIL

Cancer

Fonte: Internet (2017).
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Figura 5 — Citologia em meio liquido (Surepath®) de colo uterino

evidenciando leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) (1000x).

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

Figura 6 — Citologia em meio liquido (Surepath®) de amostra intra-anal

evidenciando lesé&o intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) (400x).

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

4.5.3 PCR em tempo real

Para o RT-PCR foi utilizado o restante do material presente no frasco da
citologia em meio liquido. O teste é capaz de detectar 14 tipos de DNA HPV, Alto
Risco (AR) 31,33,35,39,45,51,52,56,58,66,68, em uma Unica andlise, e 0s tipos
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especificos 16 e 18. E um teste quantitativo in vitro que permite a deteccdo do DNA
HPV em amostras do paciente, sem a necessidade de eletroforese ou hibridizacdes.
A analise de positividade ou negatividade se faz em tempo real, na tela do
computador. O teste tem a sua propria extracdo de acidos nucleicos automatizados
e acoplada ao preparo das placas, cabendo ao operador simplesmente colocar as
placas de PCR no termociclador.

O principio do método consiste em multiplicar um trecho especifico do
DNA (gene ou parte dele, regides supervariaveis, Junk DNA, etc.) utilizando
desoxinucleotideos como mondmeros até um ponto em que sua concentragdo em
dada solucdo seja tdo alta que possa ser facilmente detectavel por métodos simples
e classicos de separacédo e identificacdo de substancias. A multiplicacdo destes
trechos especificos se da alternando-se a temperatura de ensaio entre: a)
desnaturacdo das cadeias do DNA gendmico; b) anelamento (“annealinng”) dos
“primers”, usados para delimitar a sequéncia a ser amplificada; c) temperatura 6tima
especifica da enzima: 72°C; d) reinicio do ciclo.

O sistema Cobas® 4800 é um teste automatizado que tem como objetivos
eliminar a dificuldade o fluxo manual, reduzir o TAT e aumentar a escala, oferecer
uma plataforma para testes de “screening” (ex.: Clamidia/Neisseria Gonorreia e
HPV), desempenho tanto do ponto de vista analitico quanto clinico, ajustado aos
algoritmos e “guidelines” dos testes atuais (FIGURA 7). E um teste qualitativo
multiplex em um dnico tubo, com deteccao simultanea de 12 gendtipos de alto risco
(31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68), identifica separadamente HPV tipos
16 e 18 e tem R-globina como controle interno, que reduz a possibilidade de
resultado falso-negativo, alertando quando a amostra ndo possuir células coletadas.

E apresenta quatro canais de deteccéo para medir os diferentes alvos.

Figura 7 — Cobas® 4800 System.
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Fonte: Laboratdrio Professor Eleotério da Costa(LABPEC) (2017).

4.5.4 Colposcopia
Todas as mulheres foram submetidas a exame de colposcopia do colo do
Utero apds a coleta do material cervical, pelo proprio pesquisador. Para o exame foi

utilizado um aparelho de marca DFVasconcelos, CP-M1255 (FIGURA 8).

Figura8 — Aparelho colposcépioDFVasconcelos.

it

Fonte:DFVasconcelos (2017).

45.4.1 Passos do exame

a) Avaliacdo macroscopica do colo do Utero com descricdo dos aspectos
gerais (coloracdo da mucosa, aspecto do muco, etc.);

b) Registro de exame adequado ou inadequado;

c) Especificado a visibilidade da juncdo escamocolunar: completamente
visivel, parcialmente visivel, e ndo visivel bem como o tipo de zona de
transformacao (ZT) (1, 2 ou 3). ZT tipo 1 é completamente ectocervical e
completamente visivel, de pequena ou grande extensdo. A ZT tipo 2 tem
componente endocervical completamente visivel e pode ter componente
ectocervical de pequena ou grande extensao. A ZT tipo 3 tem componente
endocervical que ndo € completamente visivel e pode ter componente
ectocervical de pequena ou grande extensao;

d) Ap6és a aplicagdo de &cido acético a 5%, descrito os achados
colposcopicos utilizados de acordo com as recomendacdes das diretrizes
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brasileiras para o rastreamento do cancer do colo do Utero(INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2016);

e) Achados anormais foram divididos em grau 1, grau 2 e nao
especificos:Grau 1 (menor): epitélio acetobranco fino, de borda irregular
ou geogréafica; mosaico fino; pontilhado fino; Grau 2 (maior): epitélio
acetobranco denso, acetobranqueamento de aparecimento rapido,
orificios glandulares espessados; mosaico grosseiro; pontilhado grosseiro;
margem demarcada; sinal da margem interna;

f) ApOs a aplicagcdo da solucédo de lugol, descrito o achado como corado

ou hao corado.

4.6 Analise estatistica

Os guestionarios foram devidamente revisados pelo pesquisador com 0s
dados digitados em programa Microsoft Excel 2007.

Foram avaliadas as frequéncias dos achados de citologia e PCR em colo
e anus em planilha de Excel e foram aplicados teste exato de Fisher e risco relativo
considerando dois grupos (um com citologia intra-anal negativa e outro com citologia
intra-anal atipica) para um intervalo de confianca de 95% (IC95%) utilizando o

software GraphPadPrism 6.0.
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5 RESULTADOS

Foram avaliadas 31 mulheres transplantadas renais com idade que variou
de 31 a 70 anos média de 42,6(x10,4). Em relacdo ao numero de parceiros sexuais,
em toda a vida, apresentou uma média de 2,4(+1,8). Sobre o inicio de vida sexual
apresentaram idades variando entre 14 a 30 anos, média del9,7(x3,8). Quanto a
paridade apresentou uma meédia de gestacao de 1,9(+1,7), sendo, partos 1,6(x1,7) e
abortos 0,3(x0,7). A pratica de coito anal foi referida em 14(45,2%) das mulheres.
Dentre os métodos contraceptivos usados o condom representou 10(32,3%), a
laqueadura tubaria2(6,5%) e histéria de vasectomia 1(3,2 %). Nenhuma mulher
referiu tabagismo, uso de alcool ou outras drogas. Historia de DST foi referido
11(35,5%) das mulheres (TABELAS 1 e 2).

Tabela 1 — Caracteristicas sociocomportamentais do
grupo de mulheres transplantadas renais no periodo
de marco de 2015 a setembro de 2015 (n=31).

Variaveis X(DP)
Idade 42,6(10,4)
Paridade
gestacao 1,9(1,7)
partos 1,6(1,7)
abortos 0,3(0,7)
N° parceiros sexuais na vida 2,4(1,8)
N° parceiro ultimo ano 1(0,7)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

X=média; DP=desvio padrao.
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Tabela 2 — Caracteristicas sociocomportamentais do
grupo de mulheres transplantadas renais no periodo
de marco de 2015 a setembro de 2015 (n=31).

Variaveis n (%)
Historia de DST 11(35,5)
Coito anal 14(45,2)
Contracepcao

condom 10(32,3)

laqueadura tubaria 2(6,5)

vasectomia 1(3,2)
Fumo 0(0)
Alcool 0(0)
Drogas 0(0)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

n(%)= nimero de casos/%

Em relagdo aos resultados da ultima citologia cervical, 15(48,4%) das
mulheres apresentaram resultado negativo para lesao intraepitelial ou malignidade
(NML), 3(9,7%) ASC US, 5(16,2%) LSIL e 8(25,8%) nao portavam os resultados. Ja
nos achados da colposcopia 22(71%) mostraram resultados normais, 8(25,9%)
achados menores e 1(3,2%) achado maior.

Nos achados da citologia cervical em meio liquido, 23(74,2%) das
mulheres tinham resultado negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade, com
ASC US em 2(6,2%) dos resultados, ASC H em 1(3,1%) dos resultados,LSIL em
4(12,9%) dos resultadose carcinoma espinocelular em e 1(3,2%) dos
resultados(TABELA 3).

Tabela 3 — Citologia em meio liquido (Surepath) do colo

uterino em 31 mulheres submetidas a transplante renal.

CML colo n(%)
NML 23(74,2)
ASC-US 2(6,2)
ASC-H 1(3,1)
LSIL 4(12,9)
HSIL 0(0)
CEC 1(3,2)
Inadequado 0 (0,0)
Total 31(100)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).
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n(%) = ndmero de casos/%

Nos achados da citologia anal em meio liquido, obteve-se que20(64,6%)
dos resultados foram negativos para lesdo intraepitelial ou malignidade,
1(3,2%)mostrou resultado de ASC US, 7(21,7%) mostraram resultados de LSIL e
3(9,7%) o material foi inadequado para estudo citologico (TABELA 4).

Tabela 4 — Citologia em meio liquido (Surepath) intra-

anal em 31 mulheres submetidas a transplante renal.

CML anus n(%)
NML 20(64,6)
ASC-US 1(3,2)
ASC-H 0(0)
LSIL 7(21,7)
HSIL 0(0)
CEC 0(0)
Inadequado 3(9,7)
Total 31(100)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

n(%) = numero de casos/%

NLM: negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade; ASC
US:atipias de células escamosas com significado indeterminado;
ASC H: células escamosa atipica que ndo podem afastar lesdo de
alto grau; LSIL: lesdo intrepitelial de baixo grau; HSIL: leséo
intraepitelial de alto grau; CEC: carcinoma espinocelular.

Considerando-se os resultados de citologia cervical em meio liquido e
citologia anal em meio liquido, pode-se observar que em 18(58%) dos casos o
diagnoéstico de NML foi concordante nos dois, enquanto em 3(9,7%) mostraram LSIL
na citologia de canal anal e normal no canal cervical. Duas citologias cervicais
normais de canal cervical tiveram resultados inadequados na citologia do canal anal.
Dentre os diagnosticos de ASC US em citologia cervical, 1(3,2%) se manteve na
citologia anal e 1(3,2%) mostrou-se NML na citologia anal. No diagndstico de LSIL,
3(9,7%) dos casos mantiveram o mesmo diagndstico na citologia anal e cervical
enquanto, 1(3,2%) caso de LSIL de canal cervical mostrou resultado normal no canal
anal. Um anico caso de carcinoma espinocelular (CEC) foi mostrado na citologia
cervical com amostra inadequada na citologia anal. Nenhum dos exames citolégico
de meio liquido mostrou HSIL (TABELA5).
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Tabela 5 — Comparacao entre achados de citologia em meio liquido (Surepath) de

colo e intra-anal em 31 mulheres submetidas a transplante renal.

Colo Anus

NML ASC-US ASC-H LSIL CEC INADE
NML 18(58%) 0(0%) 0(0%) 3(9,7%)  0(0%)  2(6,6%)
ASC-US 132)  1(3.2%) 0(0%) 0(0%)  0(0%) 0(0%)
ASC-H 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1(0%)  0(0%) 0(0%)
LSIL 1(3,2%) 0(0%) 0(0%) 3(9,7%)  0(0%) 0(0%)
HSIL 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)  0(0%) 0(%)
CEC 1(3,2) 0(0%) 0(0%) 0(0%)  0(0%)  1(3,2%)
Total 21(67,7%)  1(3,2%) 0(0%) 7(22,6%)  0(0%)  3(9,7%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

NLM: negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade; ASC US:atipias de células escamosas com
significado indeterminado; ASC H: células escamosa atipica que ndo podem afastar lesdo de alto
grau; LSIL: les&o intraepitelial de baixo grau; HSIL: leséo intraepitelial de alto grau; CEC: carcinoma
espinocelular; INAD: inadequado.

Mediante os resultados observados e criando dois grupos de estudo, um
de mulheres com citologia intra-anal negativa e outro de mulheres com citologia
intra-anal positiva, foi possivel avaliar o risco relativo para citologia intra-anal atipica
em casos com citologia cervical com atipias. Assim, aplicando-se o teste exato de
Fisher se observou uma significativa diferenca com relacdo possibilidade de uma
citologia intra-anal alterada quando de atipia citologica cervical (p=0,014), desta
forma apresentando um risco relativo de 4,375 (IC 95%:1,3482 a 14,1976) (TABELA
6).

Tabela 6 — Risco relativo para citologia em meio liquido (Surepath) intra-anal atipica

conforme os resultados da citologia em meio liquido (Surepath) do colo uterino.

Colo - _Anus

NML Atipico p* RR
NML 18(58%) 3(9,7%) 0,014 4,375
ASC-US/LSIL 2(6,6%) 4(12,9%) (1,3482 a 14,1976)
ASC-H/HSIL 0(0%) 1(3,2%)
CEC 1(3.2%) 0(0%)
Total 21(67,7%) 8(25,8%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

NLM: negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade; ASC US:atipias de células escamosas com
significado indeterminado; ASC H:células escamosa atipica que ndo podem afastar lesdo de alto
grau; LSIL: leséo intraepitelial de baixo grau; HSIL: lesé@o intraepitelial de alto grau; CEC: carcinoma
espinocelular.

*Teste exato de Fisher; RR: risco relativo.

Excluidos 3 testes inconclusivos
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Na identificacdo do DNA HPV cervical por PCR (Polymerase Chain
Reaction) em tempo real, obteve-se 24(77,5%) de casos negativos, 1(3,2%) de
casos positivos para o tipo 16,5(16,2%)de casos positivos para o tipo AR, 1(3,2 %)

de caso positivo para os tipos AR+16 e 1(3,2%) inconclusivo (TABELA 7).

Tabela 7 — Resultado da pesquisa de DNA-HPV
de alto risco por PCR em tempo real no colo

uterino de 31 pacientes transplantadas renais.

PCR colo n(%)
Negativo 24(77,5)
16 1(3,2)
AR 5(16,2)
AR+1 1(3,2)
Inconclusivo 1(3,2)
Total 31(100)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

n(%) = ndmero de casos/%
PCR: reacdo de cadeia polimerase; AR: alto risco.

J& a identificacdo do DNA HPV anal por PCR em tempo real 16(51,2%)
dos casos apresentaram resultados negativos, 7(22,6%) dos casos apresentaram
resultados positivo para os tipos de AR, 2(6,6%) dos casos apresentaram resultados
positivos para os tipos AR+16, 1(3,1%) dos casos positivo para os tipos AR+18 e
1(3,2 %) dos casos foi positivo para os tipos AR+16+18 e 4(12,9%) dos casos foi
inconclusivo (TABELA 8).

Tabela 8 — Resultado da pesquisa de DNA-HPV de alto risco por PCR em tempo

real no anus de 31 pacientes transplantadas renais.

PCR anus n(%)
Negativo 16 (51,2)
AR 7 (22,6)
AR+16 2 (6,6)
AR+18 1(3,1)
AR+16+18 1(3,1)
Inconclusivo 4(12,9)
Total 31 (100)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

PCR: reacéo de cadeia polimerase; AR: alto risco.
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Considerando-se os resultados dos PCR em tempo real do colo do utero
e 0 PCR em tempo real do canal anal, 15(48,4%) dos casos mostraram resultados
negativos nos dois exames. Em 2(6,6%) resultados negativos do colo do utero
tinham resultado positivo para o tipo 16 no canal anal. Em 1(3,2%) caso negativo do
colo do utero mostrou resultado positivo para o tipo 18 no canal anal, e em 6(19,4%)
casos negativos de colo de Utero mostraram resultado positivo para os tipos de Alto
Risco (AR) no canal anal. Em relagéo ao tipo 16,1(3,2%) caso mostrou-se positivo
para o canal anal e colo de utero na mesma paciente e 1(3,2%) resultado positivo
para o tipo 16 no colo do utero mostrou resultado positivo para o tipo de AR no canal
anal. Nenhuma positividade isolada para o tipo 18 foi mostrado no PCR do canal
anal ou colo do utero. O grupo de AR se mostrou positivo em 1(3,2%) caso de canal
cervical com positividade para o tipo 16 no canal anal. Encontrado 5(16,2%) casos
positivos para AR no colo do Utero e canal anal da mesma paciente e 1(3,2%) Unico
caso inconclusivo no colo do utero com resultado negativo no canal anal (TABELA
9).

Tabela 9 — Comparacao dos resultados da pesquisa de DNA-HPV por PCR em

tempo real no colo uterino e anus de 31 pacientes transplantadas renais.

PCR PCR anus

colo utero Negativo 16 18 AR
Negativo 15(48,4%) 2(6,6%) 1(3,2%) 6(19,4%)
16 0 (0%) 1 (3,2%) 0 (0%) 1 (3,2%)
18 0 (%) 0 (%) 0 (%) 0 (%)
AR 0 (0%) 1 (3,2%) 1 (3,25%) 5 (16,2%)
Inconclusivo 1 (3,2%) 0 (%) 0 (%) 0 (%)
Total 16 (51,4%) 4 (12,9%) 2 (6,4%) 12 (38,7%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

PCR: reacdo de cadeia polimerase; AR: alto risco.

Resultado de associag0es de tipo de DNA HPV em uma mesma amostra
foi observado em 1(3,2%)caso,comresultado de PCR emtemporealdo colodo utero
para os tipos AR e 16. Em 2(6,5%)casoscom resultadode PCR do canal anal para os
tipos AR e16. Em1(3,2%)caso comresultadonoPCRdecanal anal para os tipos AR e
18 e 1(3,2%)casocomresultadodePCRno canal anal para os tipos AR,16 e 18
(TABELA 10).
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Tabela 10 — Associacdo entre genotipos de HPV de alto risco

identificadospor PCR em tempo real entre 31 mulheres transplantadas

renais.

Associacdes Colo Anus
AR + 16 1(3,2%) 2 (6,6%)
AR + 18 0 (0%) 1 (3,2%)
AR + 16 +18 0 (0%) 1 (3,2%)
16 + 18 0 (0%) 0 (0%)
Total 1 (3,2%) 4 (12,9%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

PCR: reacdo de cadeia polimerase; AR: alto risco.

Considerando o risco de citologia intra-anal atipica, levando-se em conta

a pesquisa de DNA-HPV no colo uterino, observou-se nao haverdiferenca

significativa

(p=0,0704).Noentanto,quandodeumapesquisadeHPVpositivaintra-

analhouvediferenca (p=0,0197)eumrisco relativo deemtornode 10paracitologiaintra-
analalterada (IC95%: 1.4491 a71.5385) (TABELA 11).

Tabela 11 — Risco relativo para citologia em meio liquido (Surepath) intra-anal

atipica conforme os resultados da pesquisa de DNA-HPV por PCR em tempo real

em colo uterino e anus.

PCR Cito anal

PCR cervical NML Atipico p* RR (IC 95%)
Negativo 17(54,8%) 5(12,2%) 0.0704 -
Positivo 2(6,4%) 3(9,7%)
Total 19(61,2%) 8(25,8%)

PCR anal
Negativo 15(48,4%) 1(3,2%) 0.0197 10.1818
Positivo 4(12,9%) 7(22,6%) (1.4491 a 71.5385)
Total 19(61,3%) 8(25,6%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2017).

PCR: reacdo de cadeia polimerase; AR: alto risco

*teste de Fisher; RR: risco relativo

Excluido um teste inconclusivo e ndo foram levadas em conta associagdes.
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6 DISCUSSAO

S&o0 poucos os estudos mostrando a maior correlacdo de doencas pre-
neoplasicas, causadas pelo virus HPV, em colo de utero, em concomitancia com o
canal anal, em imunossuprimidos. No entanto, sdo muitos 0s estudos que
relacionam a gravidade da imunossupressdao com a persisténcia da infeccao HPV
em regido anal (BEACHLERet al., 2013; GIULIANO et al., 2002; NYITRAYet al.,
2011; STRICKLER et., 2003; XUE et al.,, 2010). Na imunossupressao tem sido
atribuida uma maior persisténcia de infeccédo cervical por HPV (STRICKLERet al.,
2005) como um maior risco de progressao da doenca (KELLERet al., 2012). J& foi
demonstrado uma maior susceptibilidade de pacientes transplantadas para infeccéo
cervical por HPV. Além disso, sabe-se que as lesdes neoplasicas mostram um perfil
agressivo muito alto associado com multifocalidade neste grupo.

Dados da literatura demonstram analogia entre carcinogénese anal e
cervical independente de ter ou ndo imunossupressao (JACYNTHO, 2005; MELBYE;
SPROGEL,1991; SCHOLEFIELDet al.,1989). Varios estudos mostraram que a
gravidade da imunossupressao esta associada a persisténcia do HPV anogenital
(BRANCA et al., 2003; MOSCICKI; PALEFSKY, 2011; REUSSEREet al., 2015).

Neste estudo, em 31 mulheres de transplante renal, quando realizado
CML, obtivemos 8(25,8%) de atipias citologicas de colo uterino e 8(25,8%) de atipias
citologias no canal anal.Jacyntho (2005) avaliou 211 mulheres com leséo
intraepitelial genital e das nove com lesdo anal e genital associadas,trés
eramimunossuprimidas (2 HIV e 1 transplantada renal) sugerindo a necessidade de
maior vigilancia analem pacientes imunossuprimidas com lesdo HPV induzida
genital. Ja em estudo de Eleutério et al.(2014) foi encontrado 17,8% de atipias
citolégicas em canal anal de um total de 62 pacientes imunocompetentes, sem leséo
HPV genital, n&o diferindo muito dos nossos dados.

Em relacdo ao RT-PCR para HPV oncogénico, o presente estudo mostrou
22,6% de positividade em colo uterino enquanto, Meeuwiset al. (2015) mostraram
uma prevaléncia de HPV oncogénico cervical em 17,4%.

O tempo de transplante renal ndo foi incluido em nossas variareis,
embora se saiba que dados na literatura indicam que a infec¢cao por HPV, na forma
de lesdo condilomatosa aumenta com a duracdo do efeito imunossupressor em
pacientes de transplante renal (DYALL-SMITHet al., 1991).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moscicki%20AB%5Bauth%5D
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A idade média foi de 42,6(10,4) e relato de coito anal em 45,2% das
mulheres. A idade média foi alta diferindo de estudos em imunocompentente que
mostram uma maior prevaléncia de infeccdo em mulheres mais jovens. Ja a
frequéncia de coito anal ndo difere de outros estudos (GOODMANet al., 2008;
JACYNTHO, 2005; PIETRZAKet al.,2012; TACHEZYet al.,, 2007). Beachleret al.
(2013) em estudo com homens e mulheres infectadas por HIV demonstraram que a
incidéncia de HPV anal foi alta em homossexuais, mas também entre homens e
mulheres heterossexuais sem historia de sexo anal receptivo. Mostraram, ainda, ser
a pouca idade, o numero elevado de parceiros sexuais e a menor contagem de T-
CD4, fatores associados a prevaléncia de infec¢cdo dor HPV (p<0,05).Benicio (2013)
mostrou que em 36 mulheres imunocompetentes com atipias celulares, 22(61,1%)
tinham histéria de coito anal, porém com p=0,2094. Nestas pacientes avaliadas, a
média no numero de parceiros sexuais recentes foi baixa de 1(x0,7).No entanto,
relataram uma média de 2,4(1,8) de parceiros sexual por toda a vida. Hoje se sabe
gque um Unico parceiro € suficiente para a transmissao viral e que o estado
imunodeprimido pode manter o virus e por uma reativacdo da infeccdo latente
devido ao estado imunodeprimido levar a lesdes (ADAMI et al., 2013; DOORBAR,
2013).

A InternationalAgency for ResearchonCancer (2005) classifica o
tabagismo como um cofator importante para lesdes anogenitais. No entanto, neste
estudo nenhuma paciente referiu ou de fumo ou outras drogas.

Neste estudo, o tipo de HPV mais dominante esteve no grupo de AR,
sendo que, dos sete resultados de RT-PCR positivos no colo do uUtero, cinco foram
positivos para os tipos de AR e um foi positivo para os tipos 16+AR. Dos onze RT-
PCR positivo para o canal anal, sete foram positivos para os tipos AR, dois positivos
para os tipos AR+16, um positivo para os tipos AR+18 e um positivo para 0s tipos
AR+16+18. Estudos mostram que infec¢do por multiplos HPV esté relacionada com
fator de risco para persisténcia do virus (NIELSEN et al., 2010; SCHMEINKet al.,
2011), podendo aumentar a carga Vviral global superando o controle
imunoldgico.Pode-se especular que esse risco é ainda mais forte em pacientes
imunossuprimidos. Em estudo de Aggarwalet al. (2014) realizado no Norte da india
com mulheres de TR, inclui o0 31 como um dos mais prevalentes justificando os
nossos resultados. Ja a prevaléncia em estudos de imunocompetentes aponta o 16
como o mais comum (JACYNTHO, 2005;RIBEIRO, 2009).
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Levando em consideragdo os resultados de citologia em meio liquido de
canal cervical e da citologia em meio liquido de canal anal, 5(16,2%) das mulheres
apresentaram concordancia nos resultados, mostrando atipiascitologicas, sendo
3(9,7%) resultados para LSIL. Somente 2(6,5%) citologia positiva para o colo do
Gtero mostraram resultado negativo para o canal anal e 1(3,2%) citologia de
carcinoma do colo do utero ndo mostrou material adequado para citologia do canal
anal. Em 70,9% dos casos houve concordancia de diagndéstico de atipia citologica
entre colo uterino e canal anal. Assim obtivemos um risco relativo em torno de 4
vezes maior para atipia citolégica anal, quando se tem atipia citolégica em colo
uterino. Giraldoet al. (2009) em um estudo com 184 mulheres brasileiras,
imunocompetentes, mostraram que havia uma importante associacado entre lesées
intraepiteliais cervicais e lesdes intraepiteliais anais, encontrando uma prevaléncia
de 17,4% de lesdes anais nas pacientes com lesdes genitais (p=0,001), o que néao
difere dos nossos resultados mesmo n&o tendo sido realizado em mulheres
imunossuprimidas. Eleutério et al. (2015) em estudo com mulheres
imunocompetentes observaram que em mulheres com leséo de colo HPV induzidas,
56(70%) tinham citologia anal em meio liquido diagnosticado como NML, 11(13,8%)
com resultado de ASC US e 13(16,2%) com resultado positivo para LSIL (p=0.117).

No presente estudo, de 11(33,5%) mulheres com RT-PCR positivode
canal anal para tipos oncogénicos de HPV, 7(22,6%) apresentavam citologia de
canal anal mostrando LSIL. Das 6(19,4%) mulheres com RT-PCR positivo cervical,
4(12,9%) apresentavam LSIL. Em 67,8% dos casos houve concordancia de
gendtipos de HPV entre colo uterino e canal anal.

Estes dados estdo de acordo com outros estudos que mostram maior
prevaléncia de LSIL, dentre os achados citologicos alterados em pacientes
transplantadas (ORIGONI et al., 2011). Estudo em imunocompetentes, Eleutério et
al. (2015) observaram que em caso de positividade para DNA HPV anal, por captura
hibrida, 27,7% tinha CML anal atipica (p=0,0212).

O presente estudo mostrou que presenca de HPV de alto risco por PCR
intra-anal e atipias celulares intra-anal esta associada a um risco relativo cerca de 10
vezes maior. JA o estudo de Benicio (2013), em mulheres imunocompetentes, nao
demonstrou associacdo significativa entre presenca de DNA HPV anal e as atipias
citolégicas de canal anal. Um estudo de metanalise demonstrou a presenca de DNA

HPV por captura hibrida no carcinoma anal 84,3%, nas lesdes intraepitelias anais de
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baixo grau 91,5% a nas lesdes intraepiteliais anais de alto grau 93,9% (HUGOet al.,
2009).

Nossos resultados demonstraram que a presenca de HPV de alto risco
por PCR no colo ndo apresentou risco aumentado e o HPV intra-anal identificado foi
associado a um risco relativo cerca de 10 vezes maior.

Tratou-se de um estudo com um numero relativamente pequeno, 31
mulheres transplantadas renais.No entanto, em um apanhado de 12 trabalhos, com

metodologia semelhante a esse, a média de participante foi de 41,9.
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7 CONCLUSAO

Mediante os resultados observados conclui-se que:

a) a citologia cervical atipica ocorreu em 25,4% das mulheres submetidas
a transplante renal, portanto superior ao observado entre mulheres as
mulheres imunocompetentes;

b) a citologia intra-anal atipica ocorreu em 24,9% das mulheres
submetidas a transplante renal, portanto superior ao observado entre
mulheres as mulheres imunocompetentes;

c) DNA-HPV de alto risco foi detectado no colo uterino em 25,8%, sendo
que o tipo 16 foi observado em 6,6% e o 18 em 16,1% de mulheres
transplantadas renais;

d) DNA-HPV de alto risco foi detectado no anus em 35,5%, sendo que o
tipo 16 foi observado em 18,8% e o 18 em 6,6% de mulheres
transplantadas renais;

e) em 70,9% dos casos houve concordancia de diagnostico de atipia
citolégica entre colo uterino e canal anal

f) em 67,8% dos casos houve concordancia de gendétipos de HPV entre
colo uterino e canal anal,

g) o risco relativo para citologia em meio liquido intra-anal atipica
conforme a citologia cervical anormal foi cerca de 4 vezes maior;

h) no entanto, a presenca de HPV de alto risco por PCR no colo néo
apresentou risco aumentado. Enquanto HPV intra-anal identificado foi

associado a um risco relativo cerca de 10 vezes maior.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CITOLOGIA EM MEIO LIQUIDO E PESQUISA DE GENOTIPOS DE HPV POR RT-
PCR DE AMOSTRAS CERVICAIS E INTRA-ANAIS EM PACIENTES DE
TRANSPLANTE RENAL

Eu, : anos
portadora da identificacéo n endereco
cidade de
registrada no ambulatorio de Ginecologia de PTGI do
Hospital Geral de Fortaleza (HGF),prontuario n° , declaro concordar por

minha livre e espontadnea vontadeem participar dessa pesquisa que objetivaa
Citologia em meio liguido e pesquisa de gendétipos de HPV por RT-PCR de
amostras cervicais e intra-anais em pacientes de Transplante Renal,que sera
desenvolvido e realizado no Ambulatério de Ginecologia PTGI do Hospital Geral de
Fortaleza pelo Programa de Mestrado em Patologia da Universidade Federal do
Ceara,pelo aluno Liana Rabelo Cavalcante orientado e supervisionado pelo Prof. Dr.
José Eleutério Junior.

Com essa colaboragéo poderemos tragar a associacao de infeccao anal por HPV,
em mulheresimunodeprimidas, com infeccado genital por HPV, através de citologia
em meio liquido anal ePCR em tempo real.

Consciente diante do Estudo e seus objetivos, estou sabendo que:

a) Serei examinada pelos profissionais envolvidos na Pesquisa onde sera
colhido células de canal anal e colo de utero. Os procedimentos podem causar
desconforto temporario e nao trardo prejuizos na fungéo, nem estrutural a mim.

b) N&o serei beneficiada em participar do Estudo, a ndo ser recebendo o laudo
dos exames que a mim foram direcionados, com orientagédo de tratamento, e serei
conduzida a especialistas quando houver necessidade.

c) Tenho o direito de receber respostas sobre minhas dlvidas a respeito da
Pesquisa e dos resultados dos exames citologicos e de PCR

d) Tenho o direito de abandonar a Pesquisa quando eu achar necessario sem
gue me traga prejuizos atuais e no futuro tanto a mim quanto a minha familia

e) As informacdes a meu respeito jamais serdo elucidadas usando minha
identificacdo (meu nome)

f) Qualquer duvida que eu tenha a respeito da pesquisa e minha inser¢do nela
poderei entrar em contato com a pesquisadora Liana Rabelo Cavalcante e o
Professor Dr. José Eleutério pelos telefones (85) 99818161 (85) 31013215 e
(85)99868350 de segunda a sexta feira entre 8h e 17h ou com o Comité de Etica e
Pesquisa do Hospital Geral de Fortaleza pelo telefone 31013215.

Fortaleza, __ de de 2015

Colaboradora

Liana Rabelo Cavalcante
PESQUISADORA
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ANEXO B - PROTOCOLO DE PESQUISA

Nome

Pront
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Data:

Data de Nascimento: /[

Cor:

G__P__A

IVS:

NUmero de parceiros sexuais: Toda vida
Coito anal: sim ();n&o ()

Outras DST:

Ultimo ano

Habitos: Tabagismo () Etilismo () Outra droga

Contracepgao:

Uso de medicamentos:

Colposcopia:

()

Outros exames:

Ultima citologia cervical: data I

‘Resultado:

Citologias:
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