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RESUMO

Introducdo - O exame anatomopatoldgico das placentas HIV soropositivas
geralmente nao revela alteragfes, porém, quando métodos mais sensiveis sdo
aplicados, algumas alteracdes podem ser evidenciadas. Objetivo - Analisar
dados morfométricos e de imunoreatividade em placentas de gestantes HIV
soropositivas e compara-las com aquelas de gestantes HIV soronegativas.
Método - Amostras de placentas sem alteragBes histopatolégicas foram
divididas em 2 grupos: HIV soronegativas (controle = C = 60) e HIV
soropositivas (experimento = E = 56). A relacdo CD4/CD8, terapia antiretroviral,
peso do bebé e taxa de transmissao vertical da populacédo foram analisados. A
imunohistoquimica para o0 p24 e para o virus herpes (Dako ®) foi realizada em
todos os casos e para 0 CMV (Zymed®) em 10 casos de cada grupo.
Resultados e Conclusbes - As vilosidades do grupo E (experimento)
apresentaram area meédia de 3932,94u2 e perimetro de 246,15u. J4 as do C
(controle) apresentaram area de 4339,93u2 e perimetro de 258,054, com p <
0,05. Sendo assim as vilosidades do grupo E sédo menores que o grupo C. Isto
pode significar aceleracdo da maturacdo. Obtivemos um caso positivo para o
p24 no grupo E e nenhum para o grupo C, 8 casos positivos para o herpes
virus no grupo E e 12 no grupo C; nenhum dos casos foi positivo para o CMV,
sendo p > 0,05. Isto é, quando analisamos a chance de infecgBes congénitas
tipo herpes e CMV na populagéo E, ela é idéntica as do grupo C. Isto pode ser
devido a terapia antiretroviral (47 das 56 gestantes E realizaram), relacéo
CD4/CDS8 proximas do normal (média da relacdo CD4/CD8 neste estudo = 0,7)
e carga viral baixa (média de 4.248,83 cépias neste estudo). Nao houve
diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos quando
analisamos idade gestacional, idade materna e peso do bebé. A taxa de
transmissao vertical do HIV confirmado pelo exame do recém-nascido foi de 3
casos em 56 neste estudo (5,35%).

(Palavras-chaves: HIV, transmissao vertical, p24, placenta)
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No Brasil, em torno de 620.000 pessoas estdo infectadas pelo HIV,
compreendendo 1/3 de todas as pessoas com O virus na América Latina
(UNAIDS, 2006). A énfase dada sobre a prevencdo e o tratamento tem
colaborado para manter a epidemia do HIV estavel nestes ultimos anos. No
entanto, mesmo com a promoc¢ao da educacdo sexual e prevencao da AIDS
nas escolas, em profissionais do sexo e em usuarios de drogas, as taxas de
infeccdo pelo HIV ainda permanecem altas, principalmente na regido Sul do
pais, onde a epidemia tem apresentado indices preocupantes (HACKER et al.,
2006, 751). No inicio da epidemia havia um predominio de casos entre
homossexuais masculinos e a relagdo homem/mulher na década de 1980 era
de cerca de 23:1. Desde a década de 1990, no entanto, tem-se observado uma
diminuicdo dessa relacdo. Em 1997 ela ja era de dois homens infectados para
cada mulher, sendo que na faixa etéria de 15-19 anos, essa relagdo ja é de 1:1
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DE AIDS, 2004). Uma das preocupagbes que
decorrem da mudanca dessa proporcdo € o aumento do numero de casos
entre mulheres em idade fértil. Até o ano de 2004, foram notificados 114.052
casos de AIDS em mulheres entre 15 e 45 anos no pais (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO DE AIDS, 2004). Como conseqiiéncia disso, surge a
preocupacdo com a transmissédo vertical do HIV. A transmissdo vertical ou
materno-infantil € a principal via de infeccdo pelo HIV em criancas. No Brasil,
ela é responsavel por mais de 80% dos casos de HIV em menores de 13 anos,
e pela guase totalidade dos casos diagnosticados atualmente. Até junho de
2004, foram notificados 9.162 casos de HIV por transmissao vertical,
representando 2,5% de todos os casos de AIDS notificados no Brasil
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DE AIDS, 2004). Dados do Ministério da Salde
estimam que 0,6% das gestantes sejam infectadas (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO DE AIDS, 2004). Outros estudos chegaram a estimar que 1
a 3,6% das gestantes s&o infectadas pelo HIV (ORTIGAO, 1995, 11). Se
nenhum tipo de profilaxia for realizado nessas pacientes, as taxas de
transmissao vertical podem variar de 13% a 45%, dependendo do percentual
de criangcas amamentadas ao sei0 materno nos diferentes grupos
populacionais (LINDEGREN et al., 2000).

A transmissao vertical € o modo dominante de aquisicdo do HIV entre

criangas de todo o mundo, resultando em 1600 novas infec¢gbes a cada dia ou



pelo menos uma infec¢cdo a cada minuto (WORLD HEALTH ORGANIZATION
AND UNITED NATIONS PROGRAMME ON AIDS, 1999). No Brasil, todas as
intervencdes preconizadas para prevencdo da transmissdo vertical estdo
disponiveis para a populacdo de gestantes infectadas pelo HIV e seus filhos.
No entanto, as dificuldades dos servicos de saude em fazer o diagnostico da
infecc@o, cobertura insuficiente dos testes para HIV no pré-natal, e o préprio
pré-natal inadequado, resultam na administracdo de zidovudina (AZT) injetavel
em menos de 50% dos partos do total de mulheres estimadas como sendo
infectadas. Apesar de todas essas dificuldades, a incidéncia de casos de AIDS
em criancas vem decrescendo progressivamente no nosso pais. A
probabilidade de transmissdo vertical do HIV ja esta estabelecida, sendo
evidenciado que a maioria dos casos de transmisséo ocorre durante o trabalho
de parto e no parto propriamente dito (60-65%), o restante da transmisséo
ocorre no periodo intra-atero (35-40%) (NISHIMOTO, et al., 2005, 51). O
aleitamento materno representa risco adicional de transmisséo, de 7% a 22%
(BULTERS, 2000, 22; EKPINI, et al., 1997, 349). Em estudo sobre a prevencédo
da transmissao vertical do HIV realizado 1994, foram publicados os resultados
do protocolo Aids Clinical Trial Group (ACTG 076), que avaliou 0 uso da AZT
nas gestantes e no recém-nascido e a suspensao do aleitamento materno.
Esse estudo demonstrou uma reducao de 68% na taxa de transmissao vertical,
com 22,6% no grupo controle (placebo) e 7,6% no grupo que usou AZT
(SPERLING, et al, 1996, 335). Além disso, sabe-se, atualmente, que o uso de
terapia antiretroviral combinada, ou seja, a utilizacdo simultanea de duas ou
mais drogas antiretrovirais, € capaz de reduzir significativamente a carga viral
plasmatica da mae para niveis ndo detectaveis, diminuindo ainda mais o risco
de transmissao vertical do HIV (BARTLETT, 2001-2002). A via de parto
também pode ajudar na queda das taxas de transmissdo vertical. Foi
observado que o uso do protocolo ACTG 076 associado com parto por via
cesariana diminuiu a transmissdo vertical até cerca de 2% (READ, 1998).
Nesses casos, a cesariana deve ser realizada de maneira eletiva ou pelo
menos antes da ruptura das membranas amnidticas.

O Servico de Infectologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Paranad (HC-UFPR) acompanha aproximadamente

100 bebés/ano expostos ao HIV. Em levantamento realizado como parte de um



estudo multicéntrico conduzido pela Sociedade Brasileira de Pediatria, com
dados de diversas regides do Brasil (incluindo o HC-UFPR), observou-se que
nesta regido as taxas de transmisséo vertical encontravam-se préoximas a 5%
(SUCCI, 2003). No periodo compreendido entre 2000 a 2004, o Servico de
Infectologia Pediatrica atendeu 490 criancas expostas ao HIV, sendo que 100
(20,4%) ndo completaram a investigacdo. A taxa média de transmissao vertical
nos 5 anos foi de 5,9% com um total de 23 criancas infectadas pelo HIV entre
as 390 que concluiram a investigacdo (GUEDES, 2005). Dados de literatura
demonstram a possibilidade de reducao das taxas de transmissao vertical do
HIV para indices proximos a 1-2%. Embora o Brasil disponha de protocolos,
orientacdes, medicamentos antiretrovirais gratuitos, exames complementares
como carga viral e contagem de CD4/CD8, além de profissionais capacitados
para o atendimento da gestante infectada e do recém-nascido exposto, as
taxas de transmissao vertical do HIV continuam inaceitaveis (SOUZA et al.,
2004).

A semelhanca do que ocorre em adultos, criancas infectadas pelo HIV-1
apresentam alteragbes da funcéo imune, predispondo-as a um maior risco de
infecgbes secundarias. Entretanto, criangas infectadas intra-Utero ou no
periodo perinatal apresentam laténcia relativamente curta antes do surgimento
da fase sintomatica (ORTIGAO, 1995, 11). A viremia plasmaética nesses
pacientes é superior a daqueles infectados apds os trés meses de idade
(SAAG, 1991, 164). Clinicamente, as criancas infectadas por transmissao
vertical tendem a apresentar evolucdo mais rapida e severa do que aquelas
infectadas por outras vias (ORTIGAO, 1995, 11).

Paralelamente, outros fatores certamente contribuem para a transmissao
vertical do HIV, dentre estes, a presenca de co-infecgbes, como sifilis,
toxoplasmose, hepatites B e C e infec¢des pelos virus da familia herpesviridae.
A presenca destas infeccdes pode ser pesquisada por testes rotineiramente
realizados no pré-natal, entretanto alguns resultados podem ser
comprometidos devido a desregulagdo imune nestas pacientes. Assim, a
analise do tecido placentario das pacientes HIV positivas para a pesquisa
destes agentes infecciosos pode contribuir para a deteccdo dos mesmos,

propiciando a instituicdo de terapia antiretroviral mais precocemente.



A placenta € uma barreira funcional entre a circulagdo materna e fetal e,
apesar do tropismo pelas células placentarias, a transmissao intra-atero parece
ser restrita a mecanismos ainda ndo completamente elucidados. Alguns destes
tém sido citados, como as micro-transfusdes materno-fetais que podem ocorrer
no inicio da separagdo da placenta durante o parto, a corioamnionite e a
presenca de co-infec¢des, como sifilis, toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus,
virus herpes simplex e hepatites pelos virus B e C. Estes agentes séo citados
como de alta frequiéncia neste grupo de pacientes, podendo estar envolvidos
no mecanismo de quebra de barreira placentaria e, consequentemente,
aumentando o risco transmissdo vertical do HIV. Diversos estudos tém
ressaltado a necessidade de pesquisas que avaliem o complexo mecanismo
fisiopatoldgico, na placenta, que pode levar a infec¢cdo ou, mais comumente, a
prevencao da infeccdo (BULTERS, 2000, 22).

A maneira mais efetiva de evitar a transmissdo materno-infantil do HIV é
com acOes dirigidas a prevencdo da infeccao pelo HIV entre mulheres.
Entretanto, uma vez que se identifigue a gestante infectada, acbes tomadas
durante o pré-natal, parto e puerpério podem reduzir drasticamente as taxas
transmissao vertical, destacando a utilizacdo de antiretrovirais durante a
gestacdo e parto, monitoramento da situacdo virologica e imunoldgica da
gestante, com avaliacdes periodicas de carga viral e CD4/CD8, adequada
assisténcia ao parto e ao recém-nascido. Varios fatores estdo associados a
transmissao vertical, entre eles destacam-se a viremia materna elevada, a
doenca materna avancada, tipo de parto, aleitamento materno,
corioamnionites, ruptura prematura da placenta, prematuridade e tabagismo
(NISHIMOTO, et al., 2005, 51). A associacao de outras infecgbes na gestante,
como por exemplo, sifilis, CMV, toxoplasmose e hepatites podem ser fatores
facilitadores da transmisséo vertical do HIV bem como desses outros agentes.

A avaliacdo constante das taxas de transmissao vertical do HIV, das
caracteristicas clinico-laboratoriais das mées infectadas e de seus conceptos, e
a identificacdo dos fatores de risco que possam estar associados com a
transmissao vertical do HIV podem contribuir, sobremaneira, na elaboracao de

estratégias para conter o avan¢o da epidemia na populagcéo pediatrica.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo realizar uma avaliagao
anatomopatologica das taxas de transmissao vertical do HIV e de co-infecgbes
nas gestantes soropositivas atendidas no HC-UFPR durante o periodo de 2004
e 2005, através da pesquisa de HIV e de outros agentes infecciosos (herpes
simples e CMV) em amostras parafinadas de placentas de histologia normal;
bem como investigar alteracdes anatomopatoldégicas minimas possivelmente
presentes nestas placentas.

A hipotese principal € de que a transmissédo vertical é influenciada por
co-infecgbes que auxiliam na quebra da barreira feto-placentaria, mesmo na
auséncia de processo inflamatorio. Esta hipotese baseia-se em evidéncias de
que a placenta e sua respectiva funcdo de barreira, quando integra,
desempenham importante papel na prevencao da transmissao vertical do HIV.

Para avaliar alteracbes morfolégicas minimas, mesmo na auséncia de
processos inflamatérios e infecciosos, utilizaremos a morfometria. Para avaliar
as taxas de transmissdo vertical do ponto de vista anatomopatolégico
utilizaremos a imunohistoquimica através do anticorpo primario anti-p24. Para
avaliar o risco de co-infeccbes nestas pacientes utilizaremos a
imunohistoquimica através dos anticorpos anti-herpes e anti-cmv. Os
resultados serdo comparados com o0s do grupo controle e com dados clinicos

de transmissao vertical, niveis sorologicos de CD4/CD8 e carga viral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar as alteracbes anatomopatolégicas morfométricas nas
vilosidades placentarias de gestantes soropositivas com aquelas do grupo
controle (gestantes soronegativas), a fim de investigar alteracdes morfologicas

minimas.

2. Avaliar a taxa de transmissdo vertical anatomopatoldgica
determinando quantas gestantes HIV soropositivas apresentam positividade

imunohistoquimica para o p24 em tecidos placentarios parafinados
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comparando estes dados com o niumero de gestantes HIV soropositivas que
nao apresentam esta positividade.

3. Avaliar as taxas de co-infeccbes anatomopatolégicas determinando
guantas gestantes HIV soropositivas apresentam positividade
imunohistoquimica em amostras parafinadas de placenta para os virus CMV
e/ou Herpes Simples, comparando estes dados com aqueles do grupo controle

(gestantes HIV soronegativas)
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3. REVISAO DE LITERATURA
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3.1 HIV E TRANSMISSAO VERTICAL - DADOS
EPIDEMIOLOGICOS

Em Curitiba, onde os primeiros casos registrados de AIDS sdo de 1984,
observam-se importantes avangcos nas estratégias de abordagem desta
epidemia. Hoje os testes para deteccao do HIV sdo ofertados em todas as
Unidades Basicas de Saude para as gestantes, assim como para a populacdo
em geral. A andlise dos resultados das sorologias para o HIV, realizadas pelo
Laboratério Municipal de Curitiba, apresentou uma taxa de positividade de
2,12%, sendo encontrado 0,26% de gestantes positivas (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO DE CURITIBA, 2006, 1), indice bem abaixo dos dados do
estudo “Sentinela Parturiente” do Ministério da Saude, que estima que cerca de
0,6% das gestantes sejam infectadas (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DE AIDS
2001, 2002). A notificagdo da gestante HIV e da crianca exposta ao virus foi
implantada em Curitiba em 1999 e nacionalmente em 2002. O total de casos de
AIDS notificados em Curitiba até o ano de 2005 foi de 6.762 pacientes. Da
mesma forma como se tem observado em outros paises, tem ocorrido a
feminilizacdo da epidemia, sendo que nos ultimos 5 anos a taxa foi de 2
homens soropositivos para cada mulher. Com relacdo a faixa etaria, observa-
se que a populacdo mais afetada esta entre 20 e 40 anos, cerca 67% dos
casos (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DE CURITIBA, 2006, 1). Ao observar
esta concentracdo de casos em jovens e, principalmente em mulheres, surge a
preocupacdo com a transmissao vertical do HIV. A transmissao vertical, ou
materno-infantil, € a principal via de infeccdo pelo HIV em criancas. No Brasil
ela é responsavel por mais de 80% dos casos de HIV em menores de 13 anos
e pela guase totalidade dos casos diagnosticados atualmente. Até junho de
2004 foram notificados 9.162 casos de HIV por transmissao vertical,
representando 2,5% de todos os casos de AIDS notificados no pais (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO DE AIDS 2004). Na cidade de Curitba a taxa de
transmissdo vertical do HIV estava se mantendo em torno de 4%. Com a
implantacdo de medidas de prevencdo (Programa Mae Curitiba), observou-se
que, no triénio 2003 a 2005, houve uma reducdo para 0,31% (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO DE CURITIBA, 2006, 1).
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Nos ultimos 5 anos, um total de 386 gestantes soropositivas foram
cadastradas no ambulatério de gestantes do Hospital de Clinicas. Atualmente o
servico de pediatria acompanha cerca de 150 criancas infectadas pelo HIV, em
sua maioria de Curitiba e Regidao Metropolitana, além de pacientes do interior
do estado do Parana. Nesse ambulatério de pediatria sdo atendidos os recém-
nascidos expostos ao HIV e demais doencgas infecciosas, encaminhados pela
Maternidade do Hospital de Clinicas, além de atender ainda criancas
encaminhadas de outras Maternidades ou Unidades Bésicas de Saude de
Curitiba e Regidao Metropolitana. Tanto Curitiba, como a Regiao Metropolitana,
compreendem uma area geografica formada por 26 municipios, sendo que
estes estdo agrupados em cinco microrregides, totalizando 3.595.662

habitantes, segundo estimativas do ano de 2006.

3.2 O EXAME ANATOMOPATOLOGICO DAS PLACENTAS
DE GESTANTES HIV SOROPOSITIVAS

A importancia do exame anatomopatolégico dos anexos fetais (placenta,
corddo umbilical e membranas) em mées portadoras do HIV vem sendo
reconhecida por profissionais da area ha varios anos. Isto por que contribui
para o diagnodstico de varias doencas e também por que pode fornecer
informacdes e dados estatisticos a serem somados aos ja existentes
(BRASILEIRO FILHO, 2000, 563).

O exame anatomopatolégico de rotina geralmente encontra apenas
alteracdes discretas em pacientes apenas portadoras do virus HIV, tais como o
aumento da celularidade do estroma vilositario por macréfagos e linfécitos T e
0 espessamento da parede da membrana basal de seus vasos. O mesmo
exame anatomopatolégico de placentas de gestantes HIV soropositivas pode
ainda revelar, ocasionalmente, focos de necrose e vasculite aguda nos vilos
placentarios. Estas altera¢cdes sdo mais comuns em pacientes com AIDS, que
podem apresentar as mesmas alteracbes ja citadas, porém em maior
intensidade, além de corioamnionites, onfalites, deciduites e intervilosites
agudas, frequentemente relacionadas as infeccdes recorrentes oportunistas ou
nao (BRASILEIRO FILHO, 1993, 568). Contudo, um estudo concluiu que
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mulheres soropositivas tém risco aumentado para lesdes inflamatorias
placentarias (SCHWARTZ et al., 2000, 1652). BHOOPAT et al., (2005), afirma
em seu estudo que os abortos precoces ndo sdao um fator consideravel em
placentas infectadas por HIV, pois o nimero dos mesmos parece ser maior em
mulheres soronegativas. Nao houve diferenca significante entre as placentas
dos dois grupos, com excec¢ao da presenca de coroamnionite, sinais de fibrose,
necrose tecidual e maturacdo anormal. O estudo conclui, ainda, que ha uma
significante associacao entre a transmissdo do HIV para o feto e os achados

histologicos da coroamnionite e células necroticas.

3.3 O EXAME IMUNOHISTOQUIMICO DAS PLACENTAS DE
GESTANTES HIV SOROPOSITIVAS

Em geral, mées apenas portadoras do virus HIV possuem placenta de
aspecto macroscopico e microscopico normal ou muito pouco alterado.
(BRASILEIRO FILHO, 1993, 570). Porém, amostras submetidas a analise,
mostram diferentes reacfes imunohistoquimicas quando expostas a alguns
anticorpos para virus (VILLEGAS-CASTREJON et al., 1996, 173).

BRUCH et al. (1992), concluiu em seu estudo que 0 exame
imunohistoquimico pdde revelar a presenca de proteinas ou de alguns
antigenos especificos do virus, mesmo na auséncia de lesdes histoldgicas,
assim como na auséncia do virus replicado, além disso, o estudo afirma que o
exame placentario em casos de infec¢des virais € fundamental.

E fato que algumas infecgdes ocorrem mais freqientemente e de
maneira mais severa nas gestantes, como infec¢cdes por CMV, herpes e
papiloma virus humano. Além disso, as co-infec¢gbes pré-natais em gestantes
portadoras de HIV devem ser consideradas como um dos fatores de risco para
a transmisséo vertical do mesmo, além dos ja citados anteriormente como
amamentacao, via de parto e auséncia de terapia antiretroviral (BIEDERMANN
et al. 1995, 191).

O citomegalovirus (CMV) se transmite ao feto em 30-40% das méaes com
infeccdo priméaria. Na placenta visualiza-se infiltrado linfoplasmocitario nas

vilosidades, necrose e trombose de vasos fetais e fibrose do estroma viloso,
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sendo que o virus pode ser detectado em cortes histolégicos através da
imunohistoquimica ou da hibridacéo in situ. O diagndstico apenas € confirmado
a visualizacdo de inclusbes virais caracteristicas, presenca de material
antigénico ou sequéncias gendmicas do CMV em células endoteliais de vasos
associados a capilarite (BRASILEIRO FILHO, 2000, 569).

Nos Estados Unidos, aproximadamente 1500-2000 casos da infecgao
neonatal pelo herpes simples (HSV) ocorrem todos os anos, e o risco da morte
ou de sequelas sérias sdo pelo menos de 50%. A maioria dos casos é
adquirida no periodo perinatal. A transmissao transplacentaria, tendo por
resultado infecgdo congénita pelo HSV, ocorre muito menos frequentemente. A
infeccdo congénita pelo HSV, cuja transmissdo se da durante os primeiros dois
trimestres pode estar associada com as anomalias fetais, incluindo
microcefalia, calcificacdo intracranial e corioretinite. Esta baixa freqiiéncia do
HSV-1 e 2 congénito pode ser atribuida a diversos fatores, incluindo: 1) a
prevaléncia em mulheres em idade reprodutiva de anticorpos anti-HSV; 2) o
fato de que a viremia ndo € uma caracteristica das infec¢des pelo HSV; e 3) a
possibilidade da placenta funcionar como uma barreira fisica que impede a
transmissao vertical de HSV da mée a circulacédo fetal. Entretanto, as infec¢des
maternas pelo HSV-1 e 2 sdo comuns durante a gravidez e sdo associadas
com um risco aumentado de aborto, presumidamente em consequéncia da
disfuncéo placentaria. Estas observagfes sugerem que a placenta esta exposta
ao HSV-1 e 2 em algumas mulheres, mas que a mesma impede geralmente a
transmissao vertical do virus. Infelizmente, os mecanismos por que a placenta
resiste ou permite a transmissdo de HSV e de outros virus da mée a circulacao
fetal séo ainda pouco conhecidos (KOl et al., 2002, 1572).

Como as afecgbes em imunocomprometidos se manifestam por meio de
quadros clinicos e respostas imunitarias atipicas, tornam-se necessarios
exames complementares utilizando-se métodos diagndsticos mais precisos. As
técnicas de imunohistoquimica, por exemplo, tém importante papel no
diagnéstico de agentes infecciosos ou de seus produtos antigénicos, sendo
também essenciais para a caracterizagéo fenotipica das células envolvidas na
resposta tecidual e das citocinas produzidas localmente. As técnicas de
biologia molecular também apresentam grande aplicabilidade nas doencas

infecciosas.
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Ao buscar evidéncias de que a co-infecgdo viral persistente atua como
importante fator para a progressdo da imunodeficiéncia humana pelo HIV-1
observou-se que a citomegalovirose possui efeito na progressdo do HIV no
sentido de acelerar a transmissao vertical do mesmo (NORTHFIELD, 2005, 5).
N&o é improvavel que o mesmo ocorra com outros tipos de infec¢des virais
como o HSV.

Ao analisar as interagcbes entre o HIV-1 e o CMV em células
sinciciotrofoblasticas a termo, cultivadas in vitro, demonstrou-se que a
replicacéo do HIV-1 foi potencializada pelo CMV quando ambos os virus foram
adicionados simultaneamente. As células ja infectadas pelo CMV que foram
superinfectadas pelo HIV-1 demonstraram o efeito estimulador do CMV sobre a
replicacdo do HIV-1 (devido a producdo de IL-6 induzida pelo CMV). Além
disso, a infeccdo prévia das células sinciciotrofoblasticas com HIV-1 converteu
a infeccado pelo CMV para uma infeccao ativa. (TOTH et al., 1995, 2225 e
KILANI et al., 1997, 6365).

3.4 O EXAME MORFOMETRICO DAS PLACENTAS DE
GESTANTES HIV SOROPOSITIVAS

O estudo de diferentes parametros morfométricos em placentas
coletadas entre 22 e 40 semanas de gestacdo tem mostrado que no meio da
gestacdo a termo, dois estagios sdo claramente distintos no desenvolvimento
da placenta humana. O primeiro estagio do desenvolvimento, que termina em
aproximadamente 36 semanas de gestacao, € caracterizado por aumento nos
componentes do parénquima. O segundo estagio que se estende da 362
semana até o final € chamado de estdgio de maturagdo, porque é
caracterizado por um substancial crescimento do feto, mas sem qualquer
aumento funcional nos tecidos placentarios (TEASDALE, 1979).

O desenvolvimento morfolégico das vilosidades das placentas acontece
no primeiro e segundo trimestre da gravidez. De acordo com dados atuais, 0
desenvolvimento e a diferenciacdo das vilosidades placentarias estédo
completos na 282 semana de gestacdo. Métodos morfométricos ja tém sido

aplicados para placentas insuficientes, sendo que a maior descoberta € um
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retardo do desenvolvimento das vilosidades. Enormes vilosidades predominam
na gravidez precoce. A presenca de um satisfatorio nUmero de pequenas
vilosidades, de qualquer modo, cria uma consideravel variacdo no tamanho das
vilosidades durante a 122 semana. Subsequentemente, a variacdo do tamanho
das vilosidades diminui também devido a um aumento da diferenciagéo ou pela
selecdo natural de vilosidades derivadas da periferia da placenta (STOZ, et
al.,1988).

N&ao foram encontrados na literatura revisada trabalhos que relatem

dados sobre analise morfométrica de placentas de gestantes HIV positivas.

35 A DETECCAO DO HIV EM PLACENTAS DE
GESTANTES SOROPOSITIVAS

Ao analisar placentas humanas infectadas pelo HIV in Gtero e in vitro,
por meio de PCR, verificou-se que o virus se distribui de maneira similar em
ambos 0s grupos, localizando-se principalmente nos sinciciotrofoblastos e nos
histiocitos de Hofbauer (SHEIKH, 2000, 210). Além disso, as sequéncias do
RNA do HIV-1 foram detectadas tanto nas vilosidades coribnicas como nas
células trofoblasticas de todas as placentas analisadas no estudo, indicando
que estas sequéncias estdo sempre presentes em placentas de mulheres
soropositivas (MENU et al., 1999, 48).

O anticorpo p24, através da imunohistoquimica, também mostra células
com citoplasma reativo nas vilosidades de placenta de mulheres soropositivas,
células estas que sdo compativeis com histiocitos de Hofbauer (MATTERN et
al., 1992).

O exame imunohistoquimico realizado com o anticorpo gp4l em
amostras de placentas de gestantes HIV soropositivas sem qualquer
tratamento antiretroviral revela células do estroma e da superficie vilositaria
reativas, indicando que o virus pode estar presente em qualquer parte da
vilosidade coribnica. O mesmo exame, em amostras de pacientes em
tratamento com AZT e dll, ndo revela a presenca do virus. (VILLEGAS-
CASTREJON et al., 1996, 172)

Apesar de terem sido detectadas sequéncias HIV-gag por RT-PCR em

células placentarias de mulheres HIV soropositivas (LEE et al., 1997, 3631),
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placentas obtidas de mulheres HIV soropositivas fazendo uso de terapia
antiretroviral ndo apresentaram nenhuma anormalidade macroscopica ou
histoldgica e 0 exame imunohistoquimico ndo detectou os antigenos p24 e
gp120 do HIV-1. Além disso, nao foram encontrados por PCR o DNA e RNA do
HIV nos trofoblastos purificados. Isto pode indicar que a barreira trofoblastica
nas placentas a termo pode impedir a transmissdo vertical do HIV
(TSCHERNING-CASPER et al., 1999, 9673).

BHOOPAT et al. (2005), ao comparar placentas de mulheres
soropositivas sem tratamento antiretroviral com as soronegativas, obtidas com
6 a 23 semanas de gestacdo, por meio de imunohistoquimica e PCR, verificou
que a presenca de corioamnionite, deciduite e necrose de células deciduais
estdo diretamente relacionadas a transmissao vertical do HIV para o feto. O
exame imunohistoquimico realizado com o anticorpo p24 em amostras de
placenta de pacientes HIV soropositivas com corioamnionite revela que estas
alteracdes podem estar relacionadas a presenca do virus (CHANDWANI et al.,
1991, 1137).

A disseminacao do virus HIV-1 no tecido placentario e a sua passagem
através da barreira trofoblastica dependem de agbes sinérgicas de varios
fatores placentarios solluveis. Alguns destes fatores tém papel na limitacdo da
disseminacao do HIV na placenta, como as quimiocinas RANTES e MIP-1 beta
e a citocina fator inibidor de leucemia, que exibem uma potente atividade anti
HIV-1 impedindo a infec¢cdo das células trofoblasticas (DERRIEN et al., 2005).
Em outro estudo foi demonstrado que é estabelecido um limite para a infeccéo
dos trofoblastos pelo HIV-1, no que diz respeito a producdo e ao
desenvolvimento de virions, devido a expressdo de doses fisiologicas de TNF-
alfa e interleucina 1 (VIDRICAIRE, 2003). Ao analisar culturas de tecidos
placentarios, nos quais fragmentos de vilosidades coridnicas foram infectados
com HIV-1, verificou-se que a expressdo do virus € significativamente
aumentada quando se adiciona TNF-alfa, fato este que pode facilitar a
transmissdo vertical do HIV, particularmente em contexto inflamatorio
(KFUTWAH et al., 2006).

Em um estudo para diferenciar o tropismo e a expressao dos receptores
de quimiocinas do HIV-1 em histiécitos de Hofbauer observou-se que o HIV-1

ndo induz efeitos citopaticos nos macréfagos placentarios e nenhuma alteragéo
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morfolégica foi observada coincidente com a infec¢do. Porém, foi comum o
achado de antigenos p24 nos macréfagos placentarios para a maioria dos
isolados testados (FEAR et al., 1998, 1336).

Ao estudar a influéncia da interacdo entre a molécula ligante do CD40
(CD40L), expressa na superficie de linfocitos T, com seu receptor nos
histiocitos, demonstrou-se que o CD40L inibe a infeccdo de histiécitos pelo
HIV-1 de maneira dose-dependente e coincide com variadas respostas do
sistema imune com expressao do RANTES e TNF-alfa e com a diminuicdo da
expressado do CD4 (COTTER et al., 2001). Foi constatado que as interacdes
entre as células sinciciotrofoblasticas e os macrofagos placentarios com HIV
latente interrompem o periodo de laténcia do HIV e induzem a sua replicacéo
nas células sinciciotrofoblasticas, sugerindo que esta interacdo tem papel na
disseminacao do HIV-1 na placenta (BACSI et al., 2001, 1084).
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4. METODO
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Para este trabalho, foram utilizadas as amostras de placentas
provenientes do Servigo de Anatomia Patolégica (SAP) do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana (HC) através de convénio ja firmado com a
UFPR.

O SYSLAB é um software utilizado no SAP-HC-UFPR que atua como
banco de dados do material armazenado no arquivo. Ele foi a ferramenta
utilizada para a escolha e definicho das amostras a serem analisadas bem
como os livros de registro e as requisicdes de exame do SAP-HC-UFPR.

Foram escolhidas as amostras a partir do ano de 2003 até o de 2005
cujos laudos diagnosticos foram descritos como “normais” ou “sem alteracfes
histopatolégicas”.

As amostras foram divididas em 2 grupos (controle e experimento)
conforme os seguintes critérios de incluséo:

» placentas normais de gestantes HIV soronegativas (controle);
» placentas normais de gestantes HIV soropositivas (experimento).

Antes de definir a populacdo de estudo, todas as laminas coradas em
hematoxilina e eosina (H.E) contendo cortes histologicos de placentas
caracterizadas como “normais” ou “sem alteragcdes” dos dois grupos, foram
separadas e revisadas pelo patologista a fim de confirmar o laudo inicial de
normalidade.

Para ambos os grupos foram utilizados os seguintes critérios de
exclusao: pacientes portadoras de hipertensao, diabetes, infec¢gbes, doencas
prévias, AIDS, fator Rh negativo e casos cujos artefatos técnicos néo
permitiram a analise morfométrica e imunohistoquimica.

A amostra total foi composta por 116 casos, sendo 56 soropositivas para
HIV e 60 soronegativas, todas consideradas de histologia normal. As amostras
dos dois grupos foram pareadas por idade gestacional e idade da mae. A idade
gestacional variou entre 25 e 42 semanas e a idade da mae entre 13 e 42
anos.

Dados soroldgicos e terapéuticos das gestantes e seus conceptos foram
pesquisados em prontudrios tais como carga viral, niveis de CD4 e CD8 e tipo
de terapia antiretroviral, além do peso de bebé e estado soroldgico atual do
bebé — se HIV soropositivo ou HIV soronegativo — para posterior discussao

com os dados morfométricos e imunohistoquimicos.
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Os dados referentes a cada paciente foram compilados em planilha
Excel, contendo as seguintes informacoes:

- ano do exame

- numero do exame anatomopatologico

- namero de registro do prontuéario das gestantes

- idade das gestantes em anos

- idade gestacional do bebé em semanas

- peso do bebé em gramas

- carga viral da gestante e do bebé em nimero de cépias virais

- tipo de terapia antiretroviral das gestantes

- relacdo CD4/CD8 da gestante e do bebé

- estado soroldgico do bebé em relagéo ao HIV

- tratamentos feitos no bebé.

No presente trabalho, foram feitos o0s estudos morfologico e

morfométrico, além de realizacdo de provas imunohistoquimicas.

4.1 TESTES MORFOMETRICOS

O material de todos os casos do estudo (blocos em parafina e laminas
coradas em H.E) armazenados na Unidade de Patologia Pediatrica do SAP-
HC-UFPR foram encaminhados para o Laboratério de Patologia Experimental
(LPE) da PUCPR para confeccdo de novas laminas histologicas coradas em
H.E.

As novas laminas histologicas coradas em H.E. foram avaliadas por
microscopia Optica, utilizando-se microscépio binocular marca Olympus®
modelo BX50 acoplado a computador marca DELL® onde se encontra
instalado o software Image Pro Plus® para realizacdo da analise morfométrica
das vilosidades.

A morfometria consistiu em medidas lineares das vilosidades em
desenho livre, tendo estas vilosidades, seus limites contornados, tomando-se 0
seu perimetro e a sua area, sendo que estas medidas foram tomadas apos

calibragem do software com régua micrometrada.
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Figura 1- llustracdo do método de morfometria. Plac  enta de gestante HIV
soropositiva mostrando vilosidades placentarias com areas e perimetros
demonstrados em amarelo. Medidas morfométricas fora  m realizadas
automaticamente pelo software Image Pro Plus ® (em verde) apés os

contornos em amarelo terem sido realizados.

Cinco casos de cada grupo foram submetidos a esta técnica de
morfometria das vilosidades, sendo medidas as areas e perimetros em vinte
vilosidades de cada caso. Estes dez casos foram submetidos a analise
estatistica para calculo do erro amostral. Com este calculo ficou determinado
que teriam que ser realizadas 100 medidas de vilosidades em cada caso do

estudo a fim de se obter diferencas estatisticamente significativas (quadro 1).
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Quadro 1 - Analise estatistica para calculo de erro  amostral para a

morfometria

Grupo Numero de Erro percentual
leituras (amostral)

Controle |40 21,82% (78,18%)
60 17,81% (82,19%)
80 15,43% (84,57%)
100 13,79% (86,21%)

Estudo 40 20,14% (79,86%)
60 16,44% (83,56%)
80 14,24% (85,76%)
100 12,73% (87,27%)

A partir do célculo de erro amostral para a morfometria determinamos
que com 100 leituras de vilosidades placentarias de cada caso do estudo
(n=116) configurando 11.600 leituras, teriamos mais de chance de obter dados

estatisticamente significantes (p<0,05) entre os dois grupos.
4.2 ANALISE II\/IUNOHISTOQUI'I\/IICA

Os mesmos casos submetidos a analise morfométrica foram, em
seguida, analisados pela imunohistoquimica.

Os blocos dos casos deste projeto (n=116) foram recortados a 4u
(micrometros) sendo retirados 6 cortes de cada bloco para realizacdo de
imunohistoquimica pelo processo da imunoperoxidase.

Este processo passou por 2 fases distintas: padronizacdo da técnica de
pesquisa de antigenos virais (CMV, HSV e p24) em controles conhecidos e
recomendados pela bula e prova do funcionamento da técnica padronizada nas
placentas.

O anticorpo Anti-Herpes Simplex (HSV) Tipo 2 (MS) de coelho, marca
DAKOcytomation®, reage com antigenos especificos do HSV Tipo 2 e com
antigenos comuns ao HSV Tipos 1 e 2. O anticorpo reage com todas as
principais glicoproteinas presentes no envelope viral e com pelo menos uma

proteina do core viral, como determinado por imunoeletroforese cruzada. O
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Anti-Herpes Simplex Tipo 2 € um anticorpo policlonal e adequado para a
detecgdo do HSV em material celular humano, obtido a partir de lesbes
superficiais ou bidpsias, e para a identificacdo do HSV em cultura de tecidos
infectados. Como controle positivo para este anticorpo, usamos laminas
citologicas com cultura de HSV em células de carcinoma nasofaringeo,
preparadas pelo Laboratoério de Virologia — HC — UFPR, o material de cultura e
seu sobrenadante foi centrifugado em citospin marca Shandom®, sendo
preparadas um total de 11 laminas. A diluicdo recomendada pela bula do
anticorpo € de 1:100, apds sua padronizacdo, determinamos que a diluicdo
usada seria de 1:300 com a qual se obteve menos fundo (background) e
melhores resultados de detecc¢éao viral, principalmente por se tratar de anticorpo
policlonal .

O anticorpo monoclonal anti-citomegalovirus de camundongo, marca
Zymed®, reconhece as proteinas 43kD e 76kD da glicina extraida do antigeno
do citomegalovirus. Este anticorpo € usado para marcar células infectadas pelo
CMV com reatividade nuclear. Num estagio tardio de infeccdo a reatividade
poderd ser nuclear e citoplasmatica. O anticorpo anti-citomegalovirus €
apropriado para tecidos fixados em formalina ou cortes histologicos de
congelacdo, mesmo sendo pré-diluido, apos os testes, padronizamos a diluicéo
em 1:10 obtendo, assim, melhores resultados. Como controle positivo usamos
laminas com corte histolégico de intestino grosso de paciente transplantado de
medula 6ssea com CMV disseminado.

O anticorpo monoclonal Anti-Humano Imunodeficiéncia Virus de
camundongo (p24), marca Dakocytomation®, é recomendado para o0 uso em
imunohistoquimica. O HIV-1 & um retrovirus caracterizado pelo RNA gendémico
gue é transcrito para o DNA pela transcriptase reversa. O anticorpo é usado
para estudar a expressao da proteina p24 nas células infectadas pelo HIV-1. A
p24 € uma proteina viral do capsideo do HIV-1e fica situada no nucleo do virus,
€ inicialmente expressa como parte da proteina p55 (gag).Para tecidos fixados
em formalina e embebidos em parafina a diluicAo recomendada pelo fabricante
é de 1:5 e como controle positivo da reagdo recomenda-se cortes histoldgicos
de amigdalas de humanos infectados pelo HIV -1. ApOs os testes para
padronizacdo do anticorpo p24, utilizamos a diluicdo de 1:10 e como controle

positivo usamos cortes histolégicos de cérebro de pacientes sabidamente
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infectados pelo HIV-1 com AIDS, niveis baixos de CD4/CD8 e carga viral acima
de 150.000 copias.

Para a demonstracdo de antigenos em tecidos, através da
imunohistoquimica, a obtencdo de uma coloracdo ideal depende da diluicéo
correta do anticorpo primario. Todos os anticorpos foram diluidos com diluente
de anticorpos Dakocytomation®, que consiste em um tampéao Tris-HCL 0.05M
contendo 0,1% de Tween, proteina transportadora, para reduzir a coloracao de
fundo (background) e Azida Sédica 15mM.

Como anticorpo  secundario utiizamos o  EnVision®+Dual
Link/Peroxidase, marca Dakocytomation®. Este reagente contém
imunoglobulinas de cabra anti-coelho e anti-camundongo, conjugadas a um
polimero marcado com peroxidase, em tampao Tris-HCL, contendo proteina
carreadora e um agente anti-microbiano.

Utilizamos como cromdgeno, para revelar as reacdes, o 3,3-
diaminobenzidina ou DAB; Sistema Substrato-Cromogeno, marca
Dakocytomation®. Este substrato-cromdgeno € um sistema DAB de alta
sensibilidade adequado para a utilizacdo em imunohistoquimica, baseada na
peroxidase e nos métodos de coloracao por hibridizacdo in situ. Na oxidacao, o
DAB forma um produto final marrom no sitio do antigeno ou acido nucléico
alvo. Na preparacdo do reagente adicionamos 1ml de substrato tamponado

para cada gota de DAB cromoégeno.

Etapa 1 — Padronizacdo da técnica de imunoperoxidas e para pesquisa de

antigenos virais em material parafinado em controle s conhecidos

Foi realizada a desparafinizacdo com xilol quente (37°C), a desidratacdo
com banhos sucessivos de alcool e a rehidratacdo com agua. Todos os
anticorpos foram testados utilizando-se a diluicdo recomendada pelo fabricante
e mais duas diluicbes, duas vezes (2x) e quatro vezes (4x) a diluicdo
recomendada pela bula do anticorpo, utilizando-se uma lamina como controle
negativo. Utilizou-se alcool metilico e H,O, para o primeiro bloqueio da
peroxidase enddgena e a agua destilada e H,O, para o segundo bloqueio.
Para recuperacdo antigénica, utilizou-se immunoretriever com citrato marca

BioSB® em banho-maria a 99°C por 40 minutos. Procedeu-se com a incubacéo
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com anticorpo priméario overnight e com anticorpo secundario associado ao
polimero de dextrana durante 30 minutos. Para a revelagdo, foi adicionado
complexo DAB + substrato sobre as laminas e a contra-coloracéo foi realizada
com hematoxilina de Harris, seguida de desidratacdo com banhos de alcool
etilico 100% e da clarificagcdo com xilol. Para a montagem das laminas utilizou-
se Entellan®. Apds esta fase chegou-se a conclusédo que as melhores diluicbes
para cada anticorpo foram:

Quadro 2 — Dilui¢Bes utilizadas apds padronizacao

Anticorpo Diluicéo Diluicéo utilizada
recomendada
CmVv Pré-diluido (uso 1:10
direto)
P24 15 1:10
HSV 1:100 1:300
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Figura 3 — Controle positivo para CMV

Figura 4 — Controle positivo para p24 (HIV)




30

Figura 5 — Controle positivo para HSV

Etapa 2 — Aplicac&o do protocolo padronizado

Apoés a passagem pela etapa de padronizagdo o protocolo foi aplicado
aos casos selecionados para o estudo (n=116). Foram testados 56 casos do
grupo experimento e 60 casos do grupo controle para o anticorpo anti-herpes,
56 casos do grupo experimento e 60 do grupo controle para o anti-p24 e 10
casos para o anti-CMV de ambos os grupos. As amostras para a realizacéo
dos testes do anti-CMV foram reduzidas pela pouca disponibilidade de

anticorpos.

4.3 METODO ESTATISTICO

4.3.1 Método estatistico para a morfometria

Para a andlise estatistica foram calculados os intervalos de 95% de
confianca para a média. A comparacao de pacientes HIV soropositivas com

pacientes HIV soronegativas em relacdo a area e perimetro foi feita usando-se
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0 teste t de Student para amostras independentes, levando-se em
consideracdo a homogeneidade das variancias. Esta comparagéo,
considerando-se conjuntamente a area e perimetro, foi feita usando-se a
estatistica de Rao. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

Na andlise dos dados quanto a sua distribuicdo de frequéncias, foram
encontrados 5 casos (3 soronegativas - grupo controle e 2 soropositivas - grupo
experimento) com valores de area e/ou perimetro maiores do que o 3° quatrtil
mais trés vezes a amplitude interquartilica. Esses casos foram considerados
outliers e retirados da andlise, pois continham artefatos graves que
prejudicariam os resultados morfométricos, permanecendo 57 casos de
pacientes HIV soronegativas e 54 pacientes HIV soropositivas (n=111) para um

total de 60 soronegativas e 56 soropositivas (n=116).

4.3.2 Método estatistico para a IHQ e dados clinico s

Neste estudo foram incluidas um total de 116 placentas, sendo 60 de
pacientes HIV soronegativas e 56 de pacientes HIV soropositivas. As variaveis
consideradas na analise foram: area e perimetro (morfometria), idade da mae,
idade gestacional e peso do bebé (variaveis clinicas) e imuno VSH, imuno P24
e imuno CMV (viral). O objetivo da andlise foi descrever e comparar pacientes
HIV soropositivos com pacientes HIV soronegativas em relagdo a estas
variaveis.

Os resultados obtidos no estudo foram descritos por médias, desvios
padrbes, medianas, valores minimos e maximos. Para as variaveis area e
perimetro foram construidos os intervalos de 95% de confianca para a média. A
comparacao de pacientes HIV soropositivas com pacientes HIV soronegativas
em relacdo as variaveis quantitativas foi feita usando-se o teste t de Student
para amostras independentes ou o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney,
quando apropriado. Esta mesma comparacdo em relagdo a variaveis hominais
dicotdbmicas foi feita usando-se o teste exato de Fisher. Valores de p<0,05

indicaram significancia estatistica.
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4.4 ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

A dissertacdo de mestrado intitulada “Analise morfométrica e
imunohistoquimica em amostras parafinadas da placenta de gestantes HIV
soropositivas”, a qual ja tem aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
PUCPR (N°601), utilizou uma populacdo de 56 gestantes HIV soropositivas e
60 gestantes HIV soronegativas que foram testadas com o anticorpo anti p24
para o HIV, além de anti-CMV e anti-herpes. Este trabalho serd encaminhado
para publicacéo ainda este ano.

O exame anatomopatoléogico da placenta de gestantes HIV
soropositivas, bem como de outras gestantes de risco, jA é realizado como
rotina diagnostica no Servico de Anatomia Patologica-HC-UFPR. Os testes
sorologicos e laboratoriais, pesquisados em prontuarios, também sé&o
realizados, rotineiramente, em gestantes HIV soropositivas e seus recém-
nascidos, atendidos pela maternidade e pela infectologia pediatrica do HC-
UFPR. Os testes imunohistoquimicos ja fazem parte de uma rotina investigativa
do Laboratério de Patologia Experimental do Centro de Ciéncias Biologicas e
da Saude da PUCPR, sendo que varios dos anticorpos propostos ja foram
testados em outros projetos de pesquisa, com sucesso.

Por se tratar de um estudo retrospectivo - em que foi analisado material
armazenado em arquivo do banco de dados do Servico de Anatomia Patolégica
do HC-UFPR e em prontuario de pacientes atendidos nesta instituicdo - foi
encaminhado ao Comité de Etica de Pesquisa do HC-UFPR a solicitagdo de
autorizagdo da utlizacdo destas informagdes, respeitando as regras
determinadas por este, para a protecao dos pacientes envolvidos na pesquisa.
As pesquisas em amostras teciduais de blocos parafinados sdo seguras, sem
risco de contaminagdo, uma vez que este material ja foi processado
anteriormente. Além disso, no caso de pesquisa em prontuarios e em amostras
ja estocadas, fica dispensado o termo de consentimento informado das

pacientes estudadas.
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5. RESULTADOS
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5.1 RESULTADOS DA MORFOMETRIA:

Nas tabelas e graficos 1 a 4 sdo expressos 0s resultados dos testes de
distribuicao de frequéncias.

Para esta primeira andlise estatistica foram retirados 2 casos do grupo
HIV soropositivo — outliers que apresentavam artefatos de fixacdo e

processamento e 3 casos do grupo HIV soronegativo — outliers (artefatos).

Tabela 1 - Distribuicbes de frequéncias de &rea de vilosidades
placentarias para gestantes HIV soropositivas
Area Frequéncia | Percentual
2000,1 a 2500 pm 1 1,85
2500,1 a 3000 pum 6 11,11
3000,1 a 3500 um 11 20,37
3500,1 a 4000 pm 13 24,07
4000,1 a 4500 pm 14 25,93
4500,1 a 5000 pm 4 7,41
5000,1 a 5500 pum 3 5,56
5500,1 a 6000 pm 0 0,00
6000,1 a 6500 pum 2 3,70
Total 54 100,00

Legenda:um- micrébmetro
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Gréfico 1 - Distribuicbes de frequéncias de area de vilosidades
placentarias para gestantes HIV soropositivas
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Tabela 2 - Distribuicbes de frequéncias de area de Vvilosidades

placentarias para gestantes HIV soronegativas

Area Frequéncia | Percentual
2500,1 a 3000 pm 1 1,75
3000,1 a 3500 pm 10 17,54
3500,1 a 4000 pum 13 22,81
4000,1 a 4500 pum 13 22,81

4500,1 a 5000 pm 9 15,79
5000,1 a 5500 pm 5 8,77
5500,1 a 6000 um 2 3,51
6000,1 a 6500 um 3 5,26
6500,1 a 7000 pm 1 1,75
Total 57 100,00

Legenda:um- micrébmetro
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Gréfico 2 - Distribuicbes de frequéncias de area de vilosidades

placentarias para gestantes HIV soronegativas

16

AREA
HIV -

Frequéncia
= =
» o [ee) o N I

)

v

2500 3000 3500

A

\

%

7

4000 4500 5000

A\
>
1]

_

.

5500 6000 6500 7000 — Curvanorma !

_

Legendas: HIV - : gestantes soronegativas

As tabelas 1 e 2 e os gréficos 1 e 2 demonstram a distribuicdo das

frequéncias de éarea de vilosidades placentarias das gestantes do grupo

experimento (HIV+) e controle (HIV-) onde observa-se uma concentracao de

casos entre 3.500 e 4.500 micrometros quadrados em ambos 0s grupos

Tabela 3 - Distribuicbes de frequéncias de perimetr o de vilosidades

placentarias para gestantes HIV soropositivas

Perimetro Frequéncia | Percentual
180,1 a 200 pm 3 5,56
200,1 a 220 pm 4 7,41
220,1 a 240 pm 13 24,07
240,1 a 260 pm 20 37,04
260,1 a 280 pm 10 18,52
280,1 a 300 um 2 3,70
300,1 a 320 um 1 1,85
320,1 a 340 pm 1 1,85
Total 54 100,00

Legenda:pum- micrébmetro
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Gréfico 3 - Distribuicbes de frequéncias de perimetro de vilosi dades
placentarias para gestantes HIV soropositivas
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Tabela 4 - Distribuicbes de frequéncias de perimetro de vilosi dades

placentarias para gestantes HIV soronegativas

Perimetro Frequéncia | Percentual
200,1 a 220 pm 2 3,51
220,1 a 240 pm 12 21,05
240,1 a 260 pm 18 31,58
260,1 a 280 um 16 28,07
280,1 a 300 pm 6 10,53
300,1 a 320 pm 2 3,51
320,1 a 340 um 1 1,75
Total 57 100,00

Legenda:pm- micrémetro
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Gréfico 4 - Distribuicbes de frequéncias de perimetro de vilosi dades

placentarias para gestantes HIV soronegativas
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As tabelas 3 e 4 e os graficos 3 e 4 demonstram a distribuicdo das
frequéncias de area e perimetro de vilosidades placentarias das gestantes do
grupo experimento (HIV+) e controle (HIV-) onde se observa uma concentracéo
de casos entre 220 e 280 micrometros.

Para cada uma das variaveis area e perimetro, testou-se a hipétese nula
de que as médias sdo iguais para gestantes HIV soropositivas e gestantes HIV
soronegativas, versus a hipotese alternativa de médias diferentes. Na tabela 5
sdo apresentados os valores de médias, medianas, valores minimos, valores
maximos e desvios padrdes (dp) para area e perimetro, considerando-se 0s
dois grupos de gestantes do estudo: HIV soropositivas (HIV+) e HIV

soronegativas (HIV-).
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Tabela 5 — Valores de médias, medianas, valores min  imos e maximos e dp

para area e perimetro de vilosidades placentéarias

Variavel Grupo Média + dp Mediana (valores minimo- | Valor de p*
mMaximo)
Area HIV + (n=54) 3932,94 + 821,95 3842,37 (2483,98 -
6486,03)
HIV — (n=57) 4339,93 + 882,63 4231,80 (2897,87 - 0,014
6597,75)
Perimetro HIV + (n=54) 246,15 +25,14 244,60 (196,55 - 320,56)
HIV — (n=57) 258,05 + 25,38 255,74 (209,30 - 320,20) 0,015

Legendas: (*) Teste t de Student para amostras independentes; dp:desvio padrdo; HIV - :

gestantes soronegativas; HIV + : gestantes soropositivas

Para as duas variaveis, area e perimetro, os resultados dos testes
indicam a rejeicdo da hipdtese nula no nivel de significancia de 5%. Sendo
assim, podemos afirmar que existe diferenca significativa entre gestantes HIV
soropositivas e gestantes HIV soronegativas quanto a média da area e a meédia
do perimetro. Na tabela 5, observa-se que para gestantes HIV soronegativas
os valores de médias de area e de perimetro sdo maiores do que para
gestantes HIV soropositivas.

Na tabela 6 sdo apresentados os intervalos de 95% de confianca para a
meédia de area e a meédia de perimetro, considerando-se os dois grupos de
gestantes - HIV soropositivas (HIV+) e HIV soronegativas (HIV-) — onde
observa-se que as gestantes soropositivas tém vilosidades menores que as

gestantes soronegativas. Isto, também, observa-se nos gréaficos 5 e 6.



Tabela 6 — Médias de area e perimetro de vilosidade

intervalo de 95% de confianca
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s placentérias para

Variavel Grupo Intervalo de 95% de confianca para a
média

Area HIV +

(n=54) 3708,59 - 4157,29

HIV -

(n=57) 4105,74 - 4574,13
Perimetro | HIV +

(n=54) 239,29 - 253,02

HIV -

(n=57) 251,32 - 264,79

Legendas: HIV - : gestantes soronegativas; HIV + : gestantes soropositivas

Grafico 5 - Médias de area de vilosidades placentar
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Gréfico 6 - Médias de perimetro de vilosidades placentérias par  a intervalo
de 95% de confianca
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Legendas: HIV - : gestantes soronegativas; HIV + : gestantes soropositivas

Testou-se a hipotese nula de que os vetores com componentes de
meédias de area e meédias de perimetro sdo iguais para o grupo de gestantes
HIV soropositivas e para o grupo de gestantes HIV soronegativas, versus a
hipotese alternativa de vetores de médias diferentes. O resultado do teste
indicou a rejeicao da hipotese nula no nivel de significancia de 5% (p = 0,047).
Sendo assim, podemos afirmar que existe diferenca entre gestantes HIV
soropositivas e gestantes HIV soronegativas quando comparados de forma
conjunta em relacdo a média de area e média de perimetro das vilosidades
placentarias.

Na tabela 7, bem como, nos graficos 7 e 8 sdo apresentados 0s
intervalos de 95% de confianca para a média de area e a média de perimetro
das Vvilosidades, considerando-se o0s dois grupos de gestantes: HIV
soropositivas e HIV soronegativas, onde se observa que as gestantes

soropositivas tém vilosidades menores que as gestantes soronegativas.
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Tabela 7 - Médias de perimetro e area de vilosidade s placentarias para
intervalo de 95% de confianca

Variavel Grupo Intervalo de 95% de confianca para a média
Area HIV + (n=46) 3680,10- 4153,55

HIV — (n=51) 4027,3- 4505,88
Perimetro HIV + (n=46) 238,20- 253,02

HIV — (n=51) 249,30- 263,03

Legendas: HIV - : gestantes soronegativas; HIV + : gestantes soropositivas

Grafico 7 - Médias de area de vilosidades placentar ias para intervalo de

95% de confianca
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Gréfico 8 - Médias de perimetro de vilosidades plac  entarias para intervalo
de 95% de confianca
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Legendas: HIV - : gestantes soronegativas; HIV + : gestantes soropositivas

Apés esta primeira andlise estatistica os pesquisadores fizeram uma
nova analise morfolégica das laminas histolégicas coradas em H.E., a fim de
detectar alteracdes minimas que, porventura, ndo tinham sido detectadas na
primeira revisdo. Nestas novas avaliagoes foram observados alguns casos com
alteracdes minimas, sendo feita uma nova analise estatistica.

Para esta nova analise estatistica foram retirados 10 casos do grupo HIV
soropositivo — 2 outliers que apresentavam artefatos de fixacdo e
processamento e mais 8 com algumas alteracdes minimas (discreto aumento
de celularidade do estroma viloso) que poderiam alterar os testes
morfométricos. Também foram retirados 9 casos do grupo HIV soronegativo — 3
outliers (artefatos) e mais 6 casos com alteracdes minimas. Para cada uma das
variaveis area e perimetro de vilosidades placentarias, testou-se a hipétese
nula de que as médias sao iguais para gestantes HIV soropositivas e gestantes
HIV soronegativas, versus a hipotese alternativa de médias diferentes. Na
tabela 8 abaixo sdo apresentados os valores de médias, medianas, valores
minimos, valores maximos e desvios padrbes (dp) das variaveis analisadas,
considerando-se os dois grupos de gestantes do estudo: HIV soropositivas e

HIV soronegativas.
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Tabela 8 - Valores de médias, medianas, valores min  imos e maximos e dp

das variaveis

Variavel Grupo | n | Média |Mediana| Minimo | Maximo DeS\Qo Valor
padrdo | de p*

Area HIV + | 46 |3916,81|3847,28 | 2483,98 |6486,03| 797,22
HIV- 51 14266,59|4177,72|2897,87|6597,75| 850,80 | 0,040

Perimetro HIV + | 46 | 245,61 | 244,60 | 196,55 | 320,56 | 24,94
HIV- 51 | 256,16 | 254,50 | 209,30 | 317,55 | 24,42 | 0,038

Legendas: (*) Teste t de Student para amostras independentes; dp:desvio padrdo; HIV - :

gestantes soronegativas; HIV + : gestantes soropositivas

Para as variaveis, area e perimetro, de vilosidades placentarias, os
resultados dos testes indicam a rejeicdo da hipdtese nula no nivel de
significancia de 5%. Sendo assim, podemos afirmar que existe diferenca
significativa entre gestantes HIV soropositivas e gestantes HIV soronegativas
guanto a média da area e a média do perimetro de vilosidades placentarias. Na
tabela 8, observa-se que para gestantes HIV soronegativas os valores de
meédias de area e de perimetro de vilosidades placentarias sdo maiores do que

para gestantes HIV soropositivas.

5.2 RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUIMICA:

Tabela 9 — Resultados imunohistoquimicos obtidos co m 0s anticorpos
anti CMV, anti HSV e anti-p24 nas placentas de gest antes HIV

soropositivas e HIV soronegativas.

Anticorpo soropositivas soronegativas
HSV+ 8 12
HSV- 48 48
P24 + 01 00
pP24- 55 60
CMV+ 0 0
CMV- *10 *10

Legendas - HSV+ : positivo para anticorpo anti-herpes; HSV - : negativo para anticorpo anti-
herpes; P24+ : positivo para anticorpo anti-HIV; P24 - : negativo para anticorpo anti-HIV;
CMV+ : positivo para anticorpo anti-CMV; CMV - : negativo para anticorpo anti-CMV; (*) Foram

testados somente 10 casos para este anticorpo.
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Para cada uma das variaveis imunohistoquimicas, testou-se a hipétese
nula de que a proporcdo de casos com resultado positivo € igual para
gestantes HIV soropositivas e para gestantes HIV soronegativas, versus a
hipotese alternativa de proporc¢des diferentes. Nas tabelas 10, 11 el2 abaixo
sao apresentados os resultados obtidos no estudo.
Tabela 10 — Teste de hipdtese para os resultados im  unohistoquimicos

com o anticorpo anti herpes nos grupos de gestantes HIV soropositivas e

soronegativas
HIV
Imuno-HSV Negativo Positivo
Positivo 12 8
20% 14%
Negativo 48 48
80% 86%
Total 60 56
Valor de p: 1

Tabela 11 — Teste de hipbtese para os resultados im  unohistoquimicos

com o anticorpo p24 nos grupos de gestantes HIV sor opositivas e
soronegativas
HIV

Imuno-P24 Negativo Positivo
Positivo 0 1

0% 1,79%
Negativo 60 55

100% 98.,21%
Total 60 56

Valor de p: 1




Tabela 12 - Teste de hipbtese para os resultados im
com o anticorpo anti CMV nos grupos de gestantes Hi

unohistoquimicos

V soropositivas e

soronegativas
HIV
Imuno-CMV Negativo Positivo
Positivo 0 0
0% 0%
Negativo 10 10
100% 100%
Total 10* 10*
Valor de p: 1

(*) Foram testados somente 10 casos para este anticorpo

Observamos nas tabelas 9, 10, 11 e 12 que ndo foram encontradas
diferencas significativas entre gestantes HIV soropositivas e gestantes HIV

soronegativas em relacao as variaveis imunohistoquimicas.

5.2.1 Comparacao entre os grupos de gestantes HIV s
idade da

oropositivas e

HIV soronegativas em relacdo as variaveis mae, idade

gestacional e peso do bebé.

Para as variaveis idade da méae e peso do bebé, testou-se a hipdtese
nula de que as médias séo iguais para gestantes HIV soropositivas e para
gestantes HIV soronegativas, versus a hipdtese alternativa de médias
diferentes. Para a variavel idade gestacional, testou-se a hipétese nula de que
os resultados para gestantes HIV soropositivas sao iguais aos resultados para
gestantes HIV soronegativas, versus a hipotese alternativa de resultados
diferentes. Na tabela 13 abaixo sdo apresentados os valores de médias,
medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrdes (dp) das
variaveis analisadas, considerando-se 0s dois grupos de gestantes do estudo:

HIV soropositivas e HIV soronegativas.
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Tabela 13 - Valores de médias, medianas, valores mi nimos e maximos e

dp das variaveis

Variavel Grupo | n | Média |Mediana| Minimo | Maximo DeS\Qo Valor
padrdo | de p*

Idade da mae HIV + | 50 | 26,68 26 13 42 6,66

HIV- | 44 | 26,11 25 15 42 7,25 | 0,694
ldade HIV+ | 41 | 36,95 | 38 25 40 | 3,63
gestacional

HIV- 47 | 36,38 38 25 40 4,16 |0,714**
Peso do bebé |HIV+ | 16 [2830,63| 2832,5 | 2260 | 3690 | 378,60

HIV- | 33 |3071,52| 2960 1530 | 5305 | 818,64 | 0,166

Legendas : (*) Teste t de Student para amostras independentes; (**) Teste ndo-paramétrico de

Mann-Whitney; Dp- desvio padrdo; HIV - : gestantes soronegativas;, HIV + : gestantes

soropositivas

N&o foram encontradas diferencas significativas entre gestantes HIV
soropositivas e gestantes HIV soronegativas em relacéo as variaveis idade da
mae, idade gestacional e peso do bebé.

A média da relacdo de CD4/CD8 pouco antes do parto, neste estudo, foi
de 0,7 e carga viral média foi de 4.248,83 cdpias. Somente 9 gestantes, das 56
HIV soropositivas, ndo realizaram terapia antiretroviral. A taxa clinica de
transmissao vertical do HIV confirmado pelo exame sorologico do recém-
nascido foi de 3 casos em 56 neste estudo, sendo que os trés bebés ja foram a
Obito, antes do término deste estudo (taxa de transmissao vertical do HIV neste
estudo = 5,35%).
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6. DISCUSSAQO
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Neste estudo analisamos placentas obtidas de gestantes HIV
soropositivas, cujo exame  histologico ndo revelou alteragbes
anatomopatoldgicas comparando com os casos do grupo controle, ou seja,
placentas de gestantes HIV soronegativas com exame anatomopatoldgico
normal. Isto porque, apesar do aspecto normal do tecido placentario, ndo se
pode afirmar que ndo existam alteragbes anatomopatoldégicas minimas nao
detectadas no exame de rotina para os casos HIV soropositivos. Estas
alteracdes poderiam se tornar evidentes utilizando-se métodos diagndsticos
mais especificos ou sensiveis tais como a morfometria e a imunohistoquimica.

O exame anatomopatolégico da placenta de gestantes portadoras do
HIV, embora geralmente sem alteracfes, € de suma importancia por que pode
contribuir para o diagndstico de varias doencas, além de fornecer informacdes
e dados estatisticos adicionais a serem somados aos ja existentes na literatura
(BRASILEIRO FILHO, 2000, 563). Nestes casos, o exame anatomopatoldgico
mais detalhado pode encontrar alteracfes placentérias discretas, tais como o
aumento da celularidade do estroma vilositario e 0 espessamento da
membrana basal de vasos. O mesmo exame anatomopatolégico também pode
ainda revelar, ocasionalmente, focos de necrose e vasculite aguda nos vilos
placentarios. Estas Ultimas alteracbes sdo raras em gestantes apenas
soropositivas, entretanto sdo mais comuns em pacientes com AIDS. As
gestantes com AIDS podem apresentar ainda corioamnionites, onfalites,
deciduites e intervilosites agudas, frequentemente relacionadas as infec¢fes
recorrentes oportunistas, lesbes estas geralmente ndo encontradas em
gestantes apenas portadoras do HIV (BRASILEIRO FILHO, 1993, 568).
Schwartz e colaboradores (2000) concluiram em seu estudo com placentas de
mulheres apenas soropositivas que as mesmas podem ter um risco aumentado
para lesdes inflamatorias placentarias tais como corioamnionites e onfalites.
Em outro estudo que analisou 0 nUmero de abortos de primeiro trimestre em
gestantes soropositivas, 0s autores concluiram que estes eventos podem néo
estar relacionados a infec¢cdo pelo HIV, desde que 0 numero dos mesmos
parece ser maior em mulheres soronegativas. O mesmo estudo ainda conclui
qgue ha uma significante associacdo entre a transmissdo do HIV para o feto e
os achados histolégicos da coroamnionite e células necroticas (BHOOPAT et
al., 2005).
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O nosso estudo ndo analisou as placentas das gestantes soropositivas
com lesdo, isto é, com corioamnionites, deciduites entre outras infec¢des e
inflamac0des. Estes casos foram excluidos ja no inicio do projeto, bem como os
casos de gestantes com AIDS. Em vista disso, ndo podemos determinar a
influéncia destas lesdes nas taxas de transmisséao vertical do HIV, uma vez que
este ndo era o objetivo deste estudo. Este estudo teve como objetivo realizar
uma avaliacdo das taxas de transmisséo vertical do HIV e de co-infec¢des nas
gestantes soropositivas em amostras parafinadas de placentas de histologia
normal. A hipotese principal deste estudo foi de que a transmisséo vertical seria
influenciada por co-infeccbes que auxiliam na quebra da barreira feto-
placentaria, mesmo na auséncia de processo inflamatorio. Esta hipotese
baseia-se em evidéncias de que a placenta e sua respectiva funcdo de
barreira, quando integra, desempenham importante papel na prevencdo da
transmissao vertical do HIV e que os agentes infecciosos, principalmente os
agentes virais, podem ter um efeito de quebra de barreira quando associados
ao HIV.

Alguns fatos ja conhecidos na literatura suportam esta hipétese: por
exemplo, sabe-se que algumas infec¢cbes ocorrem de maneira mais severa nas
gestantes, principalmente nas soropositivas, como infeccdes por CMV, herpes
e papiloma virus humano. Além disso, as co-infec¢des pré-natais em gestantes
soropositivas, mesmo que apenas portadoras de HIV, sdo consideradas como
fator de risco para a transmissdo do mesmo ao concepto associadas ou nao a
via de parto e ao aleitamento, mesmo na presenca de terapia antiretroviral
(BIEDERMANN et al. 1995, 191). Além disso, alguns autores puderam
observar que a citomegalovirose possui um efeito somatorio na progressado do
HIV no sentido de acelerar a transmissao do mesmo. Ao analisar as interacdes
entre o HIV-1 e o CMV em células sinciciotrofoblasticas a termo, cultivadas in
vitro, demonstrou-se que a replicagcdo do HIV-1 foi potencializada pelo CMV
quando ambos os virus foram adicionados simultaneamente. As células ja
infectadas pelo CMV que foram superinfectadas pelo HIV-1 demonstraram o
efeito estimulador do CMV sobre a replicacdo do HIV-1. Além disso, a infec¢édo
prévia das células sinciciotrofoblasticas com HIV-1 converteu a infec¢cado pelo
CMV para uma infecgéo ativa (NORTHFIELD, 2005, 5; TOTH et al., 1995, 2225

e KILANI et al., 1997, 6365). Outro fato interessante acerca das infeccdes virais
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€ que as infec¢cbes maternas pelo HSV-1 e 2 sdo muito comuns durante a
gravidez e estdo associadas com um risco aumentado de aborto, entretanto, a
transmissao feto-placentaria do HSV é rara. Estas observacfes sugerem que a
placenta estd muito exposta ao HSV-1 e 2, mas que a mesma impede
geralmente a transmisséo vertical do virus. Infelizmente, os mecanismos por
gue a placenta resiste ou permite a transmissdo de HSV e de outros virus da
mae a circulacdo fetal sdo ainda pouco conhecidos e, mais ainda, os
mecanismos pelo qual o HIV pode influenciar neste delicado equilibrio da
barreira placentaria estdo pouco elucidados até o momento (KOI et al., 2002,
1572).

A morfometria foi utilizada neste estudo no sentido de detectar minimas
alteracdes de tamanho nas vilosidades placentarias de gestantes soropositivas,
gue porventura ndao tenham sido detectadas nos exames de rotina e na reviséao
das laminas, realizada antes da inclusdo dos casos neste estudo. Isto €, apesar
do aspecto anatomopatologico ser compativel com a normalidade, levantou-se
a hipotese de que a morfometria poderia ser Gt em detectar minimas
alteracGes na forma e no tamanho destas.

Apds a primeira andlise estatistica, os achados morfométricos deste
estudo revelaram alteracbes do diametro e do perimetro de vilosidades
placentarias de gestantes HIV soropositivas. Porém, depois de uma nova
revisdo de laminas, alguns casos tiveram que ser excluidos desta analise
estatistica. Estes casos apresentavam exame anatomopatoldégico com
discretas alteracdes relacionadas ao aumento da celularidade do estroma
vilositario. Em vista disso, a fim de respeitar o objetivo principal deste estudo
que seria uma analise de casos totalmente normais, estas amostras foram
excluidas e uma nova analise estatistica foi realizada. Novamente, os achados
morfomeétricos revelaram alteracdes do diametro e do perimetro de vilosidades
placentarias, sugerindo alteracdes de maturacédo, que poderiam ser causadas
pela prépria infeccéo viral e/ou até mesmo pelo uso de drogas antiretrovirais,
uma vez que a grande maioria das pacientes realizou este tipo de profilaxia.
Evidéncias indicam que, geralmente, as infec¢des virais costumam causar
retardo na maturacéo das vilosidades placentarias (BRASILEIRO FILHO, 2000,
569), nos causando surpresa este achado de provavel aceleracdo da

maturacdo. Por este motivo acreditamos que esta aceleracdo pode n&o estar



52

relacionada a infeccéo pelo HIV e sim pelo uso de medicamentos antiretrovirais
e talvez pelo proprio grupo de risco a que estas pacientes pertencem, tal como
drogadicdo, por exemplo. Quase todos os medicamentos podem causar
aceleracdo da maturacdo das vilosidades (BRASILEIRO FILHO, 2000, 569)
bem como o uso de drogas ilicitas e o tabagismo. A idade gestacional das
gestantes foi pareada, portanto este fato ndo poderia estar influenciando na
alteracdo de maturacdo encontrada. Nao foi possivel comparar nossos dados
com os dados de literatura, uma vez que ndo encontramos trabalhos que
utilizaram morfometria de vilosidades em gestantes soropositivas. Seréo
necessarios outros desenhos de estudo, englobando a analise de grupos de
risco para o HIV e anélise de grupos que nao utilizaram terapia antiretroviral,
entre outros, para que se possa chegar a alguma conclusdo acerca da causa
desta aceleragdo de maturacdo, encontrada nas gestantes soropositivas deste
estudo.

As técnicas de imunohistoquimica, aplicadas em amostras parafinadas
de qualquer tipo tecidual, sdo muito Uteis na deteccdo de agentes infecciosos
em geral. Em gestantes, as infec¢Bes crénicas perinatais mais tipicas tais como
a rubéola, citomegalovirose, herpes e toxoplasmose podem ser detectadas por
meétodos imunohistoquimicos. O CMV, por exemplo, € um virus que pode ser
detectado em cortes histologicos através da imunohistoquimica ou da
hibridacao in situ. O diagndstico € confirmado a visualizacéo de inclusdes virais
caracteristicas, presenca de material antigénico ou seqiiéncias genémicas do
CMV em células endoteliais de vasos associados a capilarite (BRASILEIRO
FILHO, 2000, 569). O mesmo acontece com o grupo HSV.

As afeccbes em imunocomprometidos se manifestam por meio de
qguadros clinicos e anatomopatoldgicos geralmente atipicos. Em vista disso,
tornam-se necessarios exames complementares utilizando-se métodos
diagnésticos mais precisos a fim de detectar os agentes infecciosos. As
técnicas de imunohistoquimica, por exemplo, tém importante papel no
diagndstico de agentes infecciosos ou de seus produtos antigénicos.

Em geral, como ja foi relatado, maes apenas portadoras do virus HIV
possuem placenta de aspecto normal, porém, amostras submetidas a analise
imunohistoquimica, mostram reacdes positivas quando expostas a alguns
anticorpos para virus (VILLEGAS-CASTREJON et al, 1996, 173).
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BRUCH et al. (1992), relata que o exame imunohistoquimico podde
revelar a presenca de alguns antigenos especificos do HIV, mesmo na
auséncia de lesdes histolégicas, assim como na auséncia do virus replicado,
além disso, o estudo afirma que o exame placentario detalhado em casos de
infeccgdes virais é fundamental.

No nosso estudo, a frequéncia dos achados de positividade
imunohistoquimica para virus causadores de infec¢des intra-uterinas, tais como
CMV e Herpes Simples, em placentas normais de gestantes HIV soropositivas,
nao foi diferente daquela encontrada no grupo controle. Este achado pode ser
explicado por diversos fatores: 1 — quase todas as pacientes deste estudo
realizaram terapia antiretroviral (somente 9 do 56 casos ndo realizam
tratamento); 2 — a carga viral média no periodo peri-parto das 56 pacientes
estudas foi muito baixa e 3 — a relagdo CD4/CD8 destas pacientes no periodo
peri-parto esteve muito préxima de 1. Em vista disso, podemos supor que do
ponto de vista imunoldgico estas pacientes sdo muito semelhantes as do grupo
controle, isto €, elas ndo sdo imunossuprimidas. Por este motivo, a incidéncia
de co-infecgbes virais nestas 56 gestantes soropositivas (CMV e herpes)
poderia ser semelhante a incidéncia vista em gestantes ndo HIV soropositivas.
No entanto, deve-se levar em consideracdo que testamos somente 10 casos
para o CMV.

Quando analisamos os achados de literatura sobre a detecgéo do HIV
em tecidos placentarios ndo fixados de gestantes soropositivas através de
métodos moleculares (PCR), observamos que placentas humanas infectadas
pelo HIV apresentam o virus, o qual se localiza principalmente nos
sinciciotrofoblastos e nos macrofagos ou histiécitos de Hofbauer (SHEIKH,
2000, 210 e MENU et al., 1999, 48). Porém, quando estudamos a detecc¢ao do
HIV em amostras fixadas em formol e embebidas em parafina pudemos
observar que o método mais adequado seria atravées da técnica de
imunohistoquimica, porém ainda com pouca sensibilidade quando se utilizam
amostras de gestantes soropositivas em uso de terapia antiretroviral. Isto se
deve provavelmente ao fato de que estas pacientes geralmente tém carga viral
muito baixa a niveis de CD4 e CD8 proximos do normal, 0 que minimiza a
disseminacdo do HIV em tecido placentarios. Ha diversos anticorpos

disponiveis comercialmente contra antigenos do HIV, tais como o anti-p24,
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anti-gp120 e anti-gp4l, entre outros. O anticorpo anti-p24, através da
imunohistoquimica, mostra geralmente positividade citoplasmatica em células
das vilosidades de placentas de mulheres soropositivas sem terapia
antiretroviral, células estas que sdo compativeis com macréfagos ou histiocitos
de Hofbauer (MATTERN et al., 1992). O exame imunohistoquimico realizado
com o anticorpo anti-gp4l em amostras de placentas de gestantes HIV
soropositivas sem qualquer tratamento antiretroviral também revela células do
estroma e da superficie vilositaria reativas, indicando que o virus pode estar
presente em qualquer parte da vilosidade corionica (VILLEGAS-CASTREJON
et al., 1996, 172). As placentas obtidas de mulheres HIV soropositivas fazendo
uso de terapia antiretroviral frequentemente n&o apresentaram nenhuma
anormalidade macroscépica ou histologica, e 0 exame imunohistoquimico
geralmente ndo detecta os antigenos anti-p24, anti-gp41 e anti-gp120 do HIV-
1. Além disso, ndo foram encontrados, por PCR, o DNA e RNA do HIV nos
trofoblastos. Isto pode indicar que a barreira trofoblastica nas placentas a termo
pode impedir a transmissédo do HIV (LEE et al., 1997, 3631 e TSCHERNING-
CASPER et al., 1999, 9673). Entretanto, quando se estudam placentas com
anormalidades macro e microscopica, tais como a corioamnionite a deciduite, o
exame imunohistoquimico realizado com o anticorpo anti-p24 demonstra que
estas alteracbes podem estar relacionadas a presenca do virus (CHANDWANI
etal., 1991, 1137 e BHOOPAT et al., 2005).

Todos os dados dos estudos apresentados acima vém corroborar
achados desde trabalho onde apenas uma paciente apresentou positividade
para 0 p24 em amostra parafinada de placenta, sendo que a paciente em
questao nao realizou terapia antiretroviral e o seu bebé faleceu de AIDS antes
de um ano de vida. Os baixos indices de deteccéo do p24 neste estudo podem
ser devidos a presenca de terapia antiretroviral em quase a totalidade das
pacientes, bem como carga viral baixa e boa relacdo CD4/CD8. Além disso, a
taxa de transmisséo vertical clinica foi baixa neste estudo (3 em 56), isto €,
somente 3 pacientes tiveram confirmadas a TV do HIV para o concepto,
portanto seriam candidatas a positividade do P24.

A limitacdo da disseminacao do virus HIV-1 no tecido placentario e da
sua passagem através da barreira trofoblastica dependem de acdes sinérgicas

de varios fatores tais como as quimiocinas RANTES e MIP-1 beta e a citocina
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fator inibidor de leucemia, que exibem atividade anti HIV-1 impedindo a
infeccdo das células trofoblasticas (DERRIEN et al., 2005). O TNF-alfa e
interleucina 1 também parecem ter papel limitante na progressao da infeccéo
pelo HIV em doses fisioldgicas, uma vez que atuam diminuindo a producéo e o
desenvolvimento de virions (VIDRICAIRE, 2003). J& quando a secrecao destes
dois Ultimos fatores esta elevada, a expressdo do virus também é
significativamente aumentada, fato este que pode facilitar a transmissdo do
HIV, particularmente em contexto inflamatorio. Isto pode explicar o aumento
das taxas de transmissao feto-placentéria do HIV associada a presenca de co-
infeccbes perinatais e, consequentemente, de processos inflamatérios com
maior secrecdo de quimiocinas e TNF (KFUTWAH et al., 2006). No que diz
respeito ao papel das células inflamatérias envolvidas nas respostas imunes
associadas a presenc¢a do HIV bem como a presenca co-infec¢des perinatais,
pudemos observar que o macréfago fixo da vilosidade placentaria ou histidcito
de Hofbauer parece ter um importante papel de apresentacédo de antigeno e de
progressao da doenca. Parece que o HIV-1 nédo induz efeitos citopaticos nos
macréfagos placentarios e nenhuma alteragdo morfologica € observada
coincidente com a infec¢do. Porém, € comum o achado de antigenos p24 nos
macréfagos placentarios (FEAR et al, 1998, 1336). Além disso, foi constatado
que as interacbes entre as ceélulas sinciciotrofoblasticas e os macrofagos
placentarios com HIV latente interrompem o periodo de laténcia do HIV e
induzem a sua replicagdo nas células sinciciotrofoblasticas, sugerindo que esta
interacdo tem papel na disseminacdo do HIV-1 na placenta e
consequentemente no aumento das taxas de transmisséo vertical. Além disso,
a presenca de co-infeccbes pode ativar sobremaneira os macrofagos,
aumentando as interagcbes entre estas células e as células
sinciciotrofoblasticas, facilitando assim a progressao do HIV (BACSI et al, 2001,
1084).

A taxa de transmisséo vertical neste estudo, entre os anos de 2004 e
2005 foi de 5,35%, ficando bem abaixo dos 13%, valor minimo estimado
guando ndo ha profilaxia antiretroviral, porém muito acima dos valores de 1 a
2,5%, meta a ser alcancada pelo governo brasileiro com a distribuicdo gratuita

de medicamentos antiretrovirais.
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Os dados gerados por este estudo, sdo interessantes e nortearam 0s
pesquisadores a ampliar a amostra de pacientes gestantes HIV soropositivas,
bem como os testes a serem realizados a fim de obter resultados mais
consistentes e que possam nortear as acdes de saude publica em relacdo a

transmissao vertical do HIV.
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7.CONCLUSOES
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1. A taxa clinica de transmisséo vertical neste estudo, entre os anos de
2004 e 2005, foi de 5,35%;

2. No nosso estudo apenas uma das 3 pacientes que apresentaram TV
clinica apresentou positividade para o p24 em amostra parafinada de placenta
(taxa de transmissao anatomopatoldgica);

3. Os achados morfométricos deste estudo revelam diferencas de
diametro e de perimetro de vilosidades placentarias de gestantes HIV
soropositivas, as quais sao menores que aquelas do grupo controle, sugerindo
alteracdes de maturagao;

4. A frequéncia dos achados de positividade imunohistoquimica para
virus causadores de infeccbes intra-uterinas (CMV e Herpes Simples) em
placentas de gestantes HIV soropositivas ndo foi diferente daquela encontrada

no grupo controle.
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9.1 ANEXO 1 — ARTIGO PARA PUBLICACAO
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HIV SOROPOSITIVAS
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Introdugdo - O exame anatomopatolégico das placentas HIV seitiyes geralmente ndo revela
alteracdes, porém, quando métodos mais sensiveisagiicados, algumas alteracdes podem ser
evidenciadasObjetivo - Analisar dados morfométricos e de imunoreatividath placentas de gestantes
HIV soropositivas e compara-las com aquelas deagtest HIV soronegativasiétodo - Amostras de
placentas sem alteracdes histopatolégicas foramidias em 2 grupos: HIV soronegativas (controle = C
= 60) e HIV soropositivas (experimento = E = 56)reflacdo CD4/CD8, terapia antiretroviral, peso do
bebé e taxa de transmissao vertical (TV) da pogolégram analisados. A imunohistoquimica para o p24
e para o herpes (Dako ®) foi realizada em todosagss e para 0 CMV (Zymed®) em 10 casos de cada
grupo.Resultados e ConclusdesAs vilosidades do grupo E (experimento) apresaniearea média de
3932,942 e perimetro de 246,15u. J4 as do C (enapresentaram area de 4339,93u2 e perimetro de
258,05, com p < 0,05. Sendo assim as vilosidadegrupbo E s&o menores que o grupo C. Isto pode
significar aceleracdo da maturacdo. Obtivemos wsu pasitivo para o0 p24 no grupo E e nenhum para o
grupo C, 8 casos positivos para o herpes viruguqmogdE e 12 no grupo C; nenhum dos casos foi positi
para o CMV, sendo p > 0,05. Isto é, quando anatisamnchance de infec¢des congénitas tipo herpes e
CMV na populacéo E, ela & idéntica as do grups0.pode ser devido a terapia antiretroviral (45 5&
gestantes E realizaram), relacdo CD4/CD8 préxinsasadmal (média da relacdo CD4/CD8 neste estudo
= 0,7) e carga viral baixa (média de 4.248,83 cdpiste estudo). Nao houve diferencas estatistitame
significativas entre os dois grupos quando analisaitiade gestacional, idade materna e peso do Aebé.
taxa de TV do HIV confirmado pelo exame do recémscito foi de 3 casos em 56 neste estudo (5,35%).

(Palavras-chave: HIV, transmisséo vertical, p2d¢c@hta)

1. Introducédo

No Brasil, em torno de 620.000 pessoas
estdo infectadas pelo HIV, compreendendo 1/3
de todas as pessoas com 0 virus na América
Latine?’. Até o ano de 2004, foram notificados
114.052 casos de AIDS em mulheres entre 15 e
45 anos no pais Como conseqiiéncia disso,
surge a preocupacao com a transmissao vertical
(TV) do HIV. Alguns estudos chegaram a
estimar que 1 a 3,6% das gestantes s&o
infectadas pelo HIY¥. Se nenhum tipo de
profilaxia for realizado nessas pacientes, as
taxas de TV podem variar de 13% a 45%,
dependendo do percentual de criancas
amamentadas ao seio materno nos diferentes
grupos populaciondis

A probabilidade de TV do HIV ja esta
estabelecida, sendo evidenciado que a maioria
dos casos de transmissdo ocorre durante o

trabalho de parto e no parto propriamente dito
(60-65%), sendo que o restante da transmisséo
ocorre no periodo intra-ttero (35-4095)

Paralelamente, outros fatores
certamente contribuem para a TV do HIV,
dentre estes, a presenca de co-infec¢des, como
sifilis, toxoplasmose, hepatites B e C e
infeccBes pelos virus da familia herpesviridae.
A presenca destas infec¢Bes pode ser pesquisada
por testes rotineiramente realizados no pré-
natal, entretanto alguns resultados podem ser
comprometidos devido a desregulagdo imune
nestas pacientes. Assim, a andlise do tecido
placentario das pacientes HIV positivas para a
pesquisa destes agentes infecciosos pode
contribuir para a deteccdo dos mesmos,
propiciando a instituicdo de terapia
antiretroviral mais precocemente.

A transmissdo intra Utero parece ser
restrita a mecanismos ainda ndo completamente



elucidados. Alguns destes tém sido citados,
como as micro-transfusées materno-fetais que
podem ocorrer no inicio da separacdo da
placenta durante o parto, a corioamnionite e a
presenca de co-infeccbes, como sifilis,
toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus, virus
herpes simplex e hepatites pelos virus B e C.
Estes agentes sdo citados como de alta
freqiiéncia neste grupo de pacientes, podendo
estar envolvidos no mecanismo de quebra de
barreira placentaria e, consequentemente,
aumentando o risco TV do HIV. Diversos
estudos tém ressaltado a necessidade de
pesquisas que avaliem o complexo mecanismo
fisiopatolégico, na placenta, que pode levar a
infeccdo ou, mais comumente, a prevencao da
infeccad.

A avaliagdo constante das taxas de TV
do HIV, das caracteristicas clinico-laboratoriais
das mées infectadas e de seus conceptos, e a
identificacdo dos fatores de risco que possam
estar associados com a TV do HIV podem
contribuir, sobremaneira, na elaboracdo de
estratégias para conter o avan¢o da epidemia na
populacdo pediatrica.

Objetivo

Este estudo tem como objetivo realizar
uma avaliacdo das taxas de transmissao vertical
TV do HIV e de co-infeccBes nas gestantes
soropositivas atendidas no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR)
durante o periodo de 2004 e 2005, através da
pesquisa de HIV e de outros agentes infecciosos
(CMV e Herpes Simples) em amostras
parafinadas de placenta. Comparar as altera¢cfes
morfométricas nas vilosidades placentarias de
gestantes soropositivas com aquelas do grupo
controle (gestantes soronegativas). Determinar
quantas gestantes HIV soropositivas apresentam
positividade imunohistoquimica em amostras
parafinadas de placenta para os virus CMV e/ou
Herpes simples, comparando estes dados com
aqueles do grupo controle (gestantes HIV
soronegativas) e determinar a positividade
imunohistoquimica para o p24 entre as gestantes
HIV soropositivas.

Método

Para este trabalho, foram utilizadas as
amostras de placentas entre os anos de 2004 e
2005 cujos laudos diagndsticos foram descritos
como “sem alteragBes histopatoldgicas
significativas”, as quais em seguida foram
divididas em 2 grupos (controle e experimento)
conforme os seguintes critérios de incluséo:
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e placentas normais de gestantes
HIV soronegativas (controle -

C);
e placentas normais de gestantes
HIV soropositivas

(experimento - E).

Para ambos os grupos foram utilizados
0s seguintes critérios de exclusdo: pacientes
portadoras de hipertensdo, diabetes, infec¢des,
doencgas prévias, AIDS e gestantes com fator Rh
negativo.

A amostra total foi composta por 116
casos, sendo 56 soropositivas para HIV e 60
soronegativas. As amostras dos dois grupos
foram pareadas por idade gestacional.

Dados soroldgicos e terapéuticos das
gestantes e seus conceptos foram pesquisados
em prontudrios (carga viral, niveis de CD4 e
CD8, terapia antiretroviral, além do peso de
bebé e estado sorologico atual do bebé — se HIV
soropositivo ou HIV soronegativo) para
posterior discussao com os dados morfométricos
e imunohistoquimicos.

No presente trabalho foram feitos os
estudos morfolégicos e morfométricos, além de
realizacdo de provas imunohistoquimicas em
amostras parafinadas de placentas.

Testes Morfométricos

Todos os casos do estudo foram
avaliadas por microscopia Optica através de
laminas em Hematoxilina-Eosina, utilizando-se
microscopio  binocular marca Olympus®
modelo BX50 acoplado a computador marca
DELL® onde se encontra instalado o software
Image Pro Plus® para realizacdo da analise
morfométrica das vilosidades.

A morfometria consistiu em medidas
lineares das vilosidades em desenho livre, tendo
estas vilosidades, seus limites contornados,
tomando-se 0 seu perimetro e a sua area.

Foi realizado o calculo do erro amostral
a fim de determinar o nimero de vilosidades a
serem mensuradas, sendo que foram medidas
100 vilosidades de cada caso (n=116).

Analise Imunohistoquimica

Os mesmos casos submetidos a analise
morfométrica foram, em seguida, analisados
pela imunohistoquimica. Este processo passou
por 2 fases distintas: padronizacédo da técnica de
pesquisa de antigenos virais (CMV HSV e p24)
em controles conhecidos e recomendados pela
bula e prova do funcionamento da técnica
padronizada nas placentas.

Para a padronizacdo da técnica foi
realizada a desparafinizagdo com xilol quente
(37°C). Utilizou-se alcool metilico e,B8, para
o primeiro bloqueio da peroxidase enddgena e a
agua destilada e B, para o segundo bloqueio.
Para recuperacdo antigénica, utilizou-se
immunoretriever com citrato marca BioSB® em




banho-maria a 99°C por 40 minutos. Procedeu-
se com a incubagcdo com anticorpo primario
overnight (anti CMV na diluicdo de 1:10, anti
p24 em 1:10 e anti HSV em 1:300) e com
anticorpo secundario associado ao polimero de
dextrana (EnVision®+Dual Link/Peroxidase,
marca Dakocytomation®) durante 30 minutos.
Para a revelacéo, foi adicionado complexo DAB
+ substrato sobre as laminas e a contra-
coloracdo foi realizada com hematoxilina de
Harris.

Método estatistico

Para a andlise estatistica foram
calculados os intervalos de 95% de confianca
para a média. A comparacdo de gestantes HIV
soropositivas com gestantes HIV soronegativas
em relacdo a area e perimetro foi feita usando-se
o teste t de Student para amostras
independentes, levando-se em consideracdo a
homogeneidade das varidncias ou o teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney, quando
apropriado. Esta mesma comparacéo em relacdo
a variaveis nominais dicotdmicas foi feita
usando-se o teste exato de Fisher. Esta
comparacao, considerando-se conjuntamente a
area e perimetro, foi feita usando-se a estatistica
de Rao. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica.

Resultados

Resultados da Morfometria

Na tabela 1 abaixo sdo apresentados os
valores de médias e desvios padrées (dp) para
area e perimetro, considerando-se o0s dois
grupos de gestantes do estudo.

Tabela 1- Valores de médias e dp para area e
perimetro das vilosidades

Variavel | Grupo | Média | Valor
+dp de p*
Area HIV + | 3932,94
ooo (n=54) | +
821,95
HIV — | 4339,93| 0,014
(n=57) | +
882,63
Perimetro| HIV + | 246,15
0 (n=54) | £25,14
HIV — | 258,05 | 0,015
(n=57) | + 25,38

Legendas: (*) Teste t de Student para amostras
independentes; dp: desvio padrdo; HIV-:
gestantes soronegativas; HIV+ gestantes
soropositivas; (1) Foram retirados 5 casos (2
do grupo E e 3 do grupo C) por apresentarem
resultados outliers.

Para uma nova analise estatistica foram
retirados 10 casos do grupo HIV soropositivo —
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os 2 outliers que apresentavam artefatos de
fixacdo e processamento e mais 8 com algumas
alteracdes minimas (discreto aumento de

celularidade do estroma viloso) que poderiam

alterar os testes morfométricos. Também foram

retirados 9 casos do grupo HIV soronegativo —

os 3 outliers (artefatos) e mais 6 casos com
alterag6es minimas.

Na tabela 2 abaixo sdo apresentados os
novos valores de médias e desvios padrdes das
variaveis analisadas, considerando-se os dois
grupos de gestantes do estudo.

Tabela 2 - Valores de médias e dp para area e
perimetro das vilosidades

Variavel | Grupo |n | Média Eaej:/;c)) g:lgi
gf§§ HIV + |46|3916,81 797,22

HIV- |51|4266,59 850,80 | 0,040
Eerimetro HIV + |46|245,61 | 24,94

HIV- |51|256,16 | 24,42 | 0,038

Legendas: (*) Teste t de Student para amostras
independente; dp:desvio padrdo; HIV - :
gestantes soronegativas; HIV + : gestantes
soropositivas; (1) Foram retirados 10 casos do
grupo E e 9 casos do grupo C.

Existe diferenca significativa entre
gestantes HIV  soropositivas e  HIV
soronegativas quanto a média da area e a média
do perimetro. Nas tabelas 1 e 2 acima, observa-
se que para o grupo HIV soronegativo o0s
valores de médias de area e de perimetro sédo
maiores do que para o grupo HIV soropositivo.

Resultados da imunohistoquimica

Na tabela 3 abaixo sao apresentados os

resultados imunohistoquimicos obtidos no
estudo.
Tabela 3 - Resultados dos testes

imunohistoquimicos anti-herpes, anti-p24 e anti-
CMV nos grupos HIV soropositivo e HIV
soronegativo.



HIV Negativo | Positivo
Positivo | 12 8

HSV 20% 14%
Negativo| 48 48
HSV 80% 86%
Total 60 56
HIV Negativo | Positivo
Positivo | O 1

P24 0% 1,79%
Negativo| 60 55

P24 100% 98,219
Total 60 56
HIV Negativo | Positivo
Positivo | O 0
CMV 0% 0%
Negativo| 10 10
CMV 100% 100%
Total 10 10
Valor de p: 1

N&do foram encontradas diferencas
significativas entre gestantes HIV soropositivas
e gestantes HIV soronegativas em relacdo as
variaveis imunohistoquimicas.

Variaveis Clinicas

Na tabela 4 abaixo sdo apresentados os
valores de médias e desvios padrdes (dp) das
varidveis analisadas, considerando-se os dois
grupos de pacientes do estudo.

Tabela 4- Valores de médias e dp das variaveis
clinicas.

Variavel |Grupo |n | Média Desv~|o Valoi
padrdo | de p

ldade  da .\, , |50 (2668 | 6,66
mae

HIV- |44 2611 | 725 | 0694
ldade 14\, 1 141 (3695 | 3,63
gestaCIOna

HIV- |47 | 3638 | 416 | 0714%
Peso  da v/ 4 |16 | 2830,63 378,60
bebé

HIV- |33 |3071,52818,64| 0,166

Legendas: (*) Teste t de Student para amostras
independentes; (**) Teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney; Dp - desvio padréo; HIV -
gestantes soronegativas; HIV + : gestantes
soropositivas

N&do foram encontradas diferencas
significativas entre gestantes HIV soropositivas
e gestantes HIV soronegativas em relagdo as
variaveis: idade da mae, idade gestacional e
peso do bebé. A idade gestacional variou entre
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25 e 42 semanas e a idade da mée entre 13 e 42
anos.

A média da relacdo de CD4/CD8 pouco
antes do parto, neste estudo, foi de 0,7 e carga
viral média foi de 4.248,83 copias. Somente 9
gestantes, das 56 HIV soropositivas, nao
realizaram terapia antiretroviral. A taxa de TV
do HIV confirmado pelo exame do recém-
nascido foi de 3 casos em 56 neste estudo,
sendo que os trés bebés ja foram a obito, antes
do término deste estudo (taxa de TV do HIV
neste estudo = 5,35%).

Discussdes e Conclusdes

A TV do HIV, ou materno-infantil, é a
principal via de infeccdo pelo HIV em criancas.
No Brasil ela é responsavel por mais de 80%
dos casos de HIV em menores de 13 anos e pela
quase totalidade dos casos diagnosticados
atualmente. Até junho de 2004 foram
notificados 9.162 casos de HIV por TV ,
representando 2,5% de todos os casos de AIDS
notificados no pafs

A taxa de TV neste estudo, entre os
anos de 2004 e 2005 foi de 5,35%, ficando bem
abaixo dos 13%, valor minimo estimado quando
ndo ha profilaxia antiretroviral. Porém muito
acima dos valores de 1 a 2,5%, meta a ser
alcancada pelo governo brasileiro com a

distribuicdo  gratuita de  medicamentos
antiretrovirais.
A importancia do exame

anatomopatolégico dos anexos fetais (placenta,
corddo umbilical e membranas) em mées
portadoras do HIV vem sendo reconhecida por
profissionais da area ha varios anos. Isto por que
contribui para o diagnéstico de varias doengas e
também por que pode fornecer informacdes e
dados estatisticos a serem somados aos ja
existented

Em geral, mées apenas portadoras do
virus HIV possuem placenta de aspecto
macroscopico e microscopico normal, como as
que foram selecionadas para este eétudo
Porém, amostras submetidas a analise, mostram
diferentes reacdes imunohistoquimicas quando
expostas a alguns anticorpos para ¥frumo
0 que foi observado neste estudo. Porém, a
frequéncia dos achados de positividade
imunohistoquimica para virus causadores de
infecgBes intra-uterinas em placentas de
gestantes HIV soropositivas ndo foi diferente
daquela encontrada no grupo controle.
Entretanto, BRUCHet af, concluiu que o
exame imunohistoquimico pbde revelar a
presenca de proteinas ou de alguns antigenos
especificos do virus, mesmo na auséncia de
lesdes histoldgicas, assim como na auséncia do
virus replicado, além disso, o estudo afirma que



0 exame placentario em periodo perinatal em
casos de infeccdes virais € fundamental.

O exame anatomopatolégico mais
detalhado pode também encontrar apenas
alteracdes discretas em pacientes portadoras do
virus HIV, tais como o aumento da celularidade
do estroma vilositario por macréfagos e
linfocitos T e o espessamento da parede da
membrana basal de seus vasos como foi
observado em alguns casos deste estudo, os
quais foram excluidos da andlise morfométrica
para efeitos de calculos estatisticos. Os achados
morfométricos deste estudo revelam ainda
alteracbes do didmetro e do perimetro de
vilosidades placentarias de gestantes HIV
soropositivas,  sugerindo  alteracbes de
maturacdo, que poderiam ser causadas pela
propria infecgdo viral e/ou até mesmo pelo uso
de drogas antiretrovirais, uma vez que a grande
maioria das pacientes realizou este tipo de
profilaxia.

Pode-se ainda encontrar, no exame
destas placentas, ocasionalmente, focos de
necrose e vasculite aguda nos vilos placentarios,
casos estes que foram excluidos completamente
do estudo. Estas altera¢cdes sdo mais comuns em
pacientes com AIDS, que podem apresentar as
mesmas alteracbes ja citadas, porém em maior
intensidade, além de corioamnionites, onfalites,
deciduites e intervilosites agudas,
freqUentemente relacionadas as infeccBes
recorrentes oportunistas ou A&€ontudo, um
estudo concluiu que mulheres soropositivas tém
risco aumentado para lesdes inflamatorias
placentéaria¥, o que ndo foi confirmado neste
trabalho.

BHOOPAT et af afirma em seu estudo
que os abortos prematuros ndo sdo um fator
consideravel em placentas infectadas por HIV.
O estudo conclui, ainda, que ha uma significante
associagdo entre a transmissdo do HIV para o
feto e os achados histologicos da coroamnionite
e células necrdticas.

Ao analisar placentas humanas
infectadas pelo HIV intra-atero e in vitro, por
meio de PCR, verificou-se que o virus HIV-1 se

distribui de maneira similar em ambos os
grupos, localizando-se principalmente nos
sinciciotrofoblastos e nos histiécitos de

Hofbauet®. Além disso, as seqiiéncias do HIV-1
foram detectadas tanto nas vilosidades
coridnicas como nas células trofoblasticas de
todas as placentas analisadas neste estudo,
indicando que estas seqUéncias estdo sempre

presentes em placentas de mulheres
soropositiva¥’.
O anticorpo p24, através da

imunohistoquimica, também mostra células com
citoplasma reativo nas vilosidades de placenta
de mulheres soropositivas, células estas que séo
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compativeis com histiécitos de Hofbalferdo
exame imunohistoquimico realizado com o
anticorpo gp 41, amostras de placentas de
pacientes HIV soropositivas sem qualquer
tratamento apresentam-se reativas, indicando
gue o virus pode estar presente em qualquer
parte da vilosidade coribnica. Ao mesmo
exame, em amostras de pacientes em tratamento
com AZT e dll, ndo ocorre a deteccdo do
virus?. Apesar de terem sido detectadas
seqliéncias HIV-gag por RT-PCR em células

placentarias de mulheres soropositi¥as
placentas obtidas de  mulheres HIV
soropositivas fazendo uso de terapia
antiretroviral, n&o apresentaram nenhuma

anormalidade macroscépica ou histolégica e o
exame imunohistoquimico ndo detectou o0s
antigenos p24 e gpl20 do HIV-1. Além disso,
nédo foram encontrados por PCR o DNA e RNA
do HIV nos trofoblastos purificados. Isto pode
indicar que a barreira trofoblastica nas placentas
a termo pode impedir a TV do Hi% No nosso
estudo apenas uma paciente apresentou
positividade para o p24 em amostra parafinada
de placenta, sendo que o bebé desta paciente
faleceu de AIDS antes de ano de vida. Os
baixos indices de deteccdo do p24 neste estudo
podem ser devidos a presenca de terapia
antiretroviral em quase a totalidade das
pacientes, bem como carga viral baixa e boa
relacdo CD4/CD8.

BHOOPAT et af ao comparar
placentas de mulheres soropositivas sem
tratamento antiretroviral com as soronegativas,
obtidas com 6 a 23 semanas de gestacdo, por
meio de imunohistoquimica e PCR, verificou
gue a presenca de corioamnionite, deciduite e
necrose de células deciduais esti diretamente
relacionada a transmisséo do HIV para o feto. O
exame imunohistoquimico realizado com o
anticorpo HIV p24 em amostras de placenta de
pacientes HIV soropositivas com
corioamnionite revela que estas alteragbes
podem ser relacionadas & presenca do%irus

Foi constatado que as interacdes entre
as células sinciciotrofoblasticas e os macréfagos
placentarios com HIV latente interrompem o
periodo de laténcia do HIV e induzem a sua
replicacdo nas células sinciciotrofoblasticas,
sugerindo que esta interacdo tem papel na
disseminac&o do HIV-1 na placehta

Ao buscar evidéncias de que a co-
infecgcdo viral persistente atua como importante
fator para a progressdo da imunodeficiéncia
humana pelo HIV-1, observou-se que a hepatite
C e a citomegalovirose possuem um efeito
deletério na progressdo do HPVAo analisar as
interacdes entre o HIV-1 e o CMV em células
sinciciotrofoblasticas a termo cultivadas in
vitro, demonstrou-se que a replicacdo do HIV-1



foi potencializada pelo CMV quando ambos os
virus foram adicionados simultaneamente. As
células ja infectadas pelo CMV que foram
superinfectadas pelo HIV-1 demonstraram o
efeito estimulador do CMV sobre a replicacdo
do HIV-1 (devido a producao de IL-6 induzida
pelo CMV). Além disso, a infec¢do prévia das
células sinciciotrofoblasticas com HIV-1
converteu a infeccdo pelo CMV para uma
infecc@o ativa (induzida pelo produto do gene
tat do HIV-1), sendo, contudo, este fenbmeno
tempo-dependente: o CMV provocou efeitos
citopaticos nos primeiros 11 dias apds a
infeccdo pelo HIV-¥. Contudo, utilizando
trofoblastos purificados, demonstrou-se que a
co-infeccéo pelo CMV néo resulta em infeccéo
dos trofoblastos pelo HIV-1. Porém, ao se
injetar plasmidios contidos em célula T clonada
e em provirus macrofagotropicos, foi
desencadeada infec¢do ativa, comprovando que
as células trofoblasticas ndo tém a capacidade
de suprimir a infec¢do viral em estagios mais
avancados

Como as afeccdes em
imunocomprometidos se manifestam por meio
de quadros clinicos e respostas imunitarias
atipicas, tornam-se  necessarios exames
complementares utilizando-se métodos
diagnosticos mais precisos. As técnicas de
imunohistoquimica, por exemplo, tém
importante papel no diagnéstico de agentes
infecciosos ou de seus produtos antigénicos,
sendo também essenciais para a caracterizagao
fenotipica das células envolvidas na resposta
tecidual e das citocinas produzidas localmente.
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Curitiba, 08 de agosto de 2005
Of. 310/05/CEP-PUCPR

Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacgao

Ref. “Analise morfométrica e imunchistoquimica em amostras de
pacientes HIV positivas”.

Prezado (a) Pesquisador (es),

Venho por meio deste informar a Vossa Senhoria que o Comité de Etica em
Pesquisa da PUCPR, no dia 03 de agosto do corrente ano aprovou o Projeto
Intitulado “"Analise morfometrica e imunohistoquimica em amostras de
pacientes HIV positivas’, pertencente ao Grupo lll, sob o registro no CEP n’
601, e sera encaminhado a CONEP para o devido cadastro. Lembro ao senhor
(a) pesquisador (a) que € obrigatérioc encaminhar relatério anual parcial e
relatério final a este CEP.

Atenciosamente,

Prof* M. Sc AR=Uristina Miguez Ribeiro
Coordenadora do Comité de Etica em Pesqguisa - PUCPR

lima Sr2.
Ana Paula Camargo

Rua Imaculada Conceigéo, 1155 - Prado Velho - CEP 80215-801 - Caixa Postal 16210 - CEP 81611-970
Telefone: (41) 3271-1521 - Telefax: (41) 3271-1661 - Curitiba - Parana - Brasil



