UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE - FURG
‘ ’ Instituto de Ciéncias Biologicas — ICB
a4

Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina \

Prevaléncia molecular de Citomegalovirus em bidpsias placentarias em um

hospital universitario no sul do Brasil

Jenifer Matos de Avila

Trabalho de conclusédo de curso apresentado como
requisito da Disciplina de Trabalho de Graduacéao Il -
15125 - do Curso de Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas.

Orientadora: Ana Maria Barral de Martinez

Coorientadora; Emiliana Claro Avila

Outubro
2016



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre me dar forcas de seguir em frente, me proporcionar novas
oportunidades, permitir estar perto de minha mae e familia e pelas grandes amizades que
colocou em meu caminho.

A minha amada m&e Goreti e a0 meu padastro Ariomar, por me oferecer todo apoio e
incentivo que eu precisava para realizar a graduacao. Sou grata a vocés por terem me recebido
de bracos abertos quando eu mais precisei. Sou eternamente grata a minha mée, pelo amor,
carinho e tudo o que fez por mim.

A minha vo Alda, que por muitos anos cuidou de mim como uma mae e de alguma
maneira ajudou na minha educacéo.

A minha tia Isabel, por me aconselhar, incentivar e me fazer sorrir em momentos
dificeis.

Ao André, meu terapeuta, por me ouvir, tranquilizar e despertar o melhor de mim.
Serei sempre grata por me fazer ver as situacdes de forma leve e positiva.

A minha amiga Paulinha, por me alegrar e me transmitir boas energias. Estamos
juntas desde o inicio da graduacdo e contigo vive melhores momentos de minha vida e tu
também me proporcionou as amizades que tenho hoje. Tenho sorte de ter vocé como amiga!l

As minhas amigas Isis e Dieni, pela amizade durante toda a graduacio e que com
certeza sera para a vida. Com vocés vive os melhores anos da minha vida, obrigada por
fazerem parte disso.

A minha amiga Gabriela, por todos esses anos de amizade e que mesmo longe esta
sempre comigo.

A Emiliana, minha coorientadora, que me ajudou e esteve presente em todo o
processo deste trabalho. Grata por me ensinar, orientar no laboratério e pelos trabalhos que
tive oportunidade de apresentar em congressos. Obrigada também pelos momentos de alegria
e amizade.

A Nani, minha querida orientadora, pela oportunidade, apoio e confianca. Pelos
ensinamentos com muito carinho e humildade. Obrigada por fazer parte de minha jornada e
acrescentar a minha formagéo..

A Vanusa, minha professora, pela oportunidade de estagio, monitoria e projetos o
qual participei. Obrigada por acrescentar a minha formacao.

A banca, Carla, Fabiana, Michele, por aceitarem gentilmente o convite.

A minha colega Rosana, por participar deste trabalho.



Aos meus colegas do Laboratorio de Biologia Molecular pelos ensinamentos.
A FURG pelo apoio financeiro, com bolsa de iniciacio cientifica e monitoria.



SUMARIO

LiSta A8 TIQUIAS....c.viiiieiiee et nne s
Lista de taDEIAS ......cvivieeieeeee s
Lista de @DreVIATUIAS ........ccceiveiiiiieieire e
RESUMO ...ttt ettt nnee s
ABSTRACT e
I. INTRODUGAO GERAL ..ot

1 CItOMEGAIOVITUS ...ecvveiiecic ettt re e

I I o 113 (o oo ST
1.2 MOrfologia € SINTESE ....ccuecieiieie e

1.3 PAEOGENIA ...ttt
1.4 EPIAeMIONOQIA ...cvveuvieiiiieiieieee e
1.5 TransSMiSSAO VEITICAL .....cvevviiiiiiiiiiiieieie e
1.6 Manifestac6es clinicas da Infeccdo por CMV em neonatos .......................
A B TT-To 010 1) ol o PSSP
RS I o (o1  [or: o PSSP SUPRTRPR

I PLACENT A e e e e e e s e e e nraeeenes
2.1 Estrutura e desenvolvimento da placenta humana ...........c.ccocovviinniennn.

2.2 Membrana PIaCeNtAria ........c..cvevvevieieieie s
2.3 Anatomia dos anexodss FELAIS .........ccevererereiiie e
2.4 Circulag@o Placentaria ............cceeveieeiiiie e
2.5 Transporte PIACENTANIO ........ccveviiiiiece e
1. METODOLOGIA ESTENDIDA ...

3.1 AMOSEIAGEIM ..ttt ettt nne s
3.2 Calculo de tamanho da @mMOSEIa .......vvveeeeeee et

3.3 Procedimentos eXPerimentais .........ccuevveiieeieeiiieesee et see e
3.4 Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) .......cccccc.....

3.5 ANALISE EStAtIStICA ... ettt



1T a LU o ] (o USROS
RESUMO ....oooiviieicee ettt
INTRODUGAOD ..ot
MATERIAL E METODOS .....ooiiiiceeeeeeseee ettt

AMOStragem € ASPECLOS ELICOS .........ccveevevereriieerceeeee e sesisse s
Extragdo do DNA a partir das bidpsias de placenta .........c.ccoceoevniiencienennn

Amplificagdo do DNA do CMV por PCR ..o,
ANALISE ESTALISICA ....cvevieiiieiesieie e

RESULTADOS .....oooreieineeeiesessessseessesseessssssssssss st ssessssasssssanssansans
DISCUSSAO E CONCLUSAO .....c.cvieieeeeeeee e,
REFERENCIAS ..ottt
CONSIDERAGOES FINAIS .....ovveveeereeeveseeesees e ssssessiessesssssses s sssins
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......o.ooveveeeeeeeeseieeeeseessessissesn s
ANEXOS ..ot es st n s
QUESTIONANTO ...ttt sttt et st e e reeneeneanes

Termo de CONSENLIMENTO .....eeeeeeee et e e e e e e e eeeens



Lista de Figuras

Figura 1. CMV, componentes do VIFUS .........ccocerereieenenieieseneese e 13
Figura 2. Composigdo celular utero-placentéria no inicio da gestacao ........... 17
Figura 3. Visédo geral da placenta, membranas fetais € feto ............c.ccocevenne. 24

Figura 4. - Estrutura da placenta humana ............cccccevvevviieveene e 25



Lista de Tabelas

Tabela 1: Perfil Sociodemografico das parturientes estratificados de acordo

com a prevaléncia do DNA do CMV pelo método de PCR na placenta

Tabela 2: Dados Ginecoldgicos e obstétricos das parturientes atendidas no
HU-FURG estratificados de acordo com a prevaléncia do DNA do cmv nas
placentas 34



LISTA DE ABREVIATURAS

CMV - Citomegalovirus

HCMV - Virus Citomegélico Humano
HHV-5 — Herpesvirus Humano tipo 5
DNA — Acido Desoxirribonucleico
PCR - Reacdo em cadeia da polimerase
°C — Graus Celsius

pL — Microlitros

dNTP — Desoxinucleosideo trifosfato
MgCL2 — Cloreto de Magnésio

DST — Doenca sexualmente transmissivel
HIV - Virus Imunodeficiéncia Humana
IgM — Imunoglobulina M

19G — Imunoglobulina G

hCG - gonodatrofina coriénica humana



Prevaléncia molecular de Citomegalovirus em biopsias placentarias em um hospital

universitario no sul do Brasil

RESUMO

O Citomegalovirus (CMV) é um Herpesvirus e apresenta como principal
caracteristica a laténcia. Trata-se do virus mais associado a infec¢Ges congénitas e sua
transmissdo vertical pode ocorrer em trés periodos principais: intra-utero de maneira
transplacentaria, no parto pelo contato com secre¢cdes maternas e na amamentacao que € a sua
principal forma de transmissdo vertical.. A infeccdo no primeiro trimestre pode causar aborto
e a longo prazo ocasionar microcefalia, baixo peso ao nascer e prematuridade. Atualmente a
infeccdo pelo CMV em gestantes ndo € diagnosticada de forma padronizada e o virus
geralmente ndo provoca sintomas, mas pode ser reativado de forma intermitente. Este trabalho
tem como objetivo investigar a prevaléncia de CMV em bidpsias de placenta de parturientes
atendidas no Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Correa Jr. (HU-FURG), no municipio de
Rio Grande/RS. Foram coletadas 303 amostras de placenta, logo ap6s o parto, incluindo parte
fetal e materna de parturientes atendidas no Centro Obstétrico do Hospital Universitario (HU-
FURG). A extracdo do DNA foi adaptada ao Kit comercial. Para detec¢do do CMV, foram
realizadas técnicas de PCR com primers especificos, contando com controle positivo e
negativo na reacdo. A visualizacdo do CMV foi através de eletroforese em gel de agarose
2.0% e corados com loading, revelados com Brometo de Etidio e identificados por iluminacéo
UV. A prevaléncia do DNA do CMV foi de 26 (8,6%) nas faces maternas das placentas. Entre
estas 10 (38,4%) também o demonstraram na face fetal complementar. Evidencia-se assim a
importancia de alertar os profissionais da salde a possibilidade de uma infeccdo fetal e

neonatal por esse virus.

Palavras-chave: transmisséo vertical, infeccéo, placenta, CMV



Molecular prevalence of Cytomegalovirus in placental biopsies at a university hospital

in southern Brazil

ABSTRACT

Cytomegalovirus (CMV) is a Herpesvirus and its main characteristic is the latency. It’s the
most associated virus with congenital infections and its vertical transmission can occur in
three main periods: Intra-uterus transplacentally, in labor due to contact with maternal
secretions and breastfeeding, which is the main form of vertical transmission. Infection in the
first trimester can cause abortion and in the long term cause microcephaly, low birth weight
and prematurity. Currently CMV infection in pregnant women is not diagnosed in a
standardized way and the virus usually does not cause symptoms, but can be reactivated
intermittently. This study aims to investigate the prevalence of CMV in pregnant women
placental biopsies treated at Obstetric Center of the University Hospital Dr. Miguel Riet
Correa Jr. (HU-FURG) in the city of Rio Grande / RS. 303 placenta samples were collected
immediately after delivery, including fetal and maternal faces. The DNA extraction was
adapted a commercial kit. For detection of CMV, PCR was performed with specific primers,
with positive and negative controls in the reaction. The CMV visualization was by agarose gel
electrophoresis 2.0% and stained with loading and identified by Ethidium Bromide and UV
illumination. The prevalence of CMV DNA was 26 (8.6%) in the maternal placentas faces. Of
these, 10 (38.4%) also demonstrated CMV DNA in additional their fetal faces. Thus, the
importance of alerting health professionals to the possibility of a fetal and neonatal infection

by this virus is evident.

Keywords: vertical transmission, infection, placenta, CMV
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INTRODUCAO

Capitulo 1
CITOMEGALOVIRUS

1.1 Histérico

Células contendo inclusdes intracelulares foram demonstradas pela primeira vez em
1904 por Ribbert e, posteriormente em 1921, Lipschutz denominou tais sinais como “doenca
de inclusdo citomegélica” (SANTOS, 2008; HO, 2008). O isolamento do agente viral ocorreu
somente em 1956 (HO 2008): Smith o realizou a partir de glandulas salivares e rins de
criancas com sintomas de infec¢do congénita; Rowe observou a partir de amostras de
adenoides e por seguinte, Thomas Weller, a partir de urina de criancas com infecgdo
congénita (SANTOS 2008). Em 1970 foi proposta por Weller a denominacdo de
Citomegalovirus para substituir o nome de “doenca de inclusdo citomegalica” (MATOS
2011). Hoje € denominado Virus Citomegalico Humano (HCMV) ou Herpesvirus Humano
tipo 5 (HHV-5), também conhecido como Citomegalovirus (CMV), (SANTOS, 2008).

Atualmente o CMV se tornou um problema em casos de infecgdo congénita, sendo o
principal responsavel por mortalidade ou doengas no neonato. A infecgdo pelo virus também é
preocupante em individuos imunodeprimidos ou que foram submetidos a transplante de
Orgaos, neste Ultimo caso devido a imunossupressao terapéutica (CAMPQOS, 2012).

O CMV é um virus pertencente & familia Herpesviridae, subfamilia
Betaherpesvirinae, género Citomegalovirus (BELTRAN & CRISTEA 2014). O virus é
linfotrépico, tem afinidade pelas glandulas salivares e enddcrinas podendo infectar humanos e
outros animais (SANTOS, 2008).

1.2 Morfologia e Sintese

A particula viral possui estrutura tipica dos herpesvirus, e contém o maior genoma
medindo 200 nan6metros. Possui envelope contendo glicoproteinas, tegumento e capsideo
com proteinas e enzimas que atuam em sua replicagdo (Figura 1) (BELTRAN & CRISTEA,
2014). Seu material genético é composto por molécula de desoxiribunucleotideos (DNA) de
fita dupla linear, com aproximadamente 200.000 pares de bases (TAVARES et al., 2011).
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Glicoproteinas virais (gB, gH, gM)
Proteina da célula hospedeira (anexina ||)
T
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Figura 1 — CMV, componentes do virus (Adaptado de Junqueira et al. 2008)

Para que ocorra a replicacdo o material genético viral deve atingir o nucleo da célula
hospedeira através de varias etapas, entre elas, a adsorcao das glicoproteinas do envelope com
receptores na membrana celular hospedeira, fusdo do envelope com a membrana celular para
liberar o capsideo e o genoma viral no ndcleo da célula (SANTOS, 2008). O genoma
apresenta ciclo de replicacdo longo, dividido em trés fases: imediata, precoce e tardia
(SCHLEISS, 2011). Sua expressdo génica ocorre em cascata, a qual permite a formacdo de
novos virus. Primeiramente 0s genes sdo transcritos para ocorrer a sintese de proteinas iniciais
imediatas importantes para a regulacdo da transcri¢cdo génica. A seguir, na fase precoce inicia-
se a sintese de proteinas iniciais que consistem em fatores de transcricdo e enzimas, incluindo
entre outras a DNA polimerase a qual é necessaria para o inicio da replicacdo do genoma viral
na célula hospedeira. Subsequentemente, na fase tardia ocorre a sintese de proteinas
estruturais (BELTRAN e CRISTEA, 2014; SANCHEZ et al., 2016). O genoma € transcrito
por RNA polimerases e é regulado por fatores nucleares que determinam o curso da infeccéo.
Durante a replicacdo viral, capsideos vazios no nucleo séo preenchidos com DNA do virus,
estes virus entdo obtém um envoltorio e sdo transportados para fora da célula por exocitose
(SANTOS, 2008).

2.3 Patogenia
O CMV pode ser excretado de forma intermitente pela saliva, sangue, secre¢des do

trato genital, sémen, urina e leite materno anos apds a primo-infec¢éo e também em caso de
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reativacio (CANNON et al. 2005; PEREIRA et al, 2005; MINISTERIO DA SAUDE 2010).
A transmissdo do virus ocorre pelo contato direto com fluidos corporais de individuos
infectados, durante a gestacdo, ato sexual, e amamentacdo (HO, 2008; PASS & ANDERSON
2014). Através da corrente sanguinea ele dissemina-se a fim de infectar células de 6rgéos ou
tecidos, incluindo pulmdes, figado, trato gastrointestinal, rins e cérebro, desenvolvendo
inclusdes nucleares (CHEN, 2006). O CMV também pode ser transmitido através de
transplantes de 6rgdos solidos e transfusdes de sangue (ROCHA et al., 2012; MEDEIROS et
al., 2007).

O tropismo celular facilita a disseminag@o do virus no corpo humano (BELTRAN &
CRISTEA, 2014). O CMV possui a capacidade de se replicar em varios tipos celulares como
fibroblastos, macrofagos, células endoteliais, epiteliais, neuronais e musculares e possui
grande afinidade pelas glandulas salivares e enddcrinas. (SCHLEISS 2011; BELTRAN &
CRISTEA 2014). Ele também infecta células de vérios 6rgdos como pulmdes, figado,
pancreas, rins e cérebro e possui como caracteristica as inclusdes nucleares (SANTOS, 2008).

A infeccdo primaria ocorre através do contato com o virus pela primeira vez, ou seja,
guem nunca apresentou a infeccdo anteriormente. A reinfeccdo ocorre quando o individuo
possui anticorpos para o virus, mas € reinfectado por uma nova cepa ou subtipo do virus
(CAMPOS, 2012).

A infeccdo por CMV ¢é geralmente assintomatica, porém sua excrecdo ocorre de
maneira intermitente mesmo em individuos assintomaticos devido a imunidade diminuida ou
reativacdo da infeccdo latente, o que permite sua replicacdo (PASS et al., 2014). A infeccédo
aguda ocorre em pequena proporcdo de individuos infectados, no entanto em individuos
imunodeprimidos, cuja resposta imunoldgica é comprometida, o virus pode levar a morte.
Pacientes receptores de transplante de 6rgdos, os quais utilizam terapia imunossupressora
podem ter maior suscetibilidade a infeccdo pelo virus. Em portadores de Virus
Imunodeficiéncia Humana (HIV) o CMV atua como uma infecgdo oportunista (BELTRAN et
al., 2014). A infeccdo por esse virus tem uma das maiores taxas de incidéncias de morbidade e
mortalidade em pacientes HIV positivo, a prevaléncia ¢ alta e pode levar a problemas graves
como: alteragbes gastrointestinais, retinite, pneumonia, encefalite, polirradiculoneurite,
neuropatia periférica, colite (TERRA 2000; LUCHETTI et al., 2015).

O CMYV apresenta como principal caracteristica no processo de infeccdo a laténcia,
na qual o virus se aloja no organismo do hospedeiro sem produzir ativamente novas particulas
apos a primeira infeccdo e utiliza células mieldides como sitio de laténcia (REEVES et al.,

2012). Eventualmente o CMV pode sofrer reativacdo apos estimulos, em condicbes de
13



imunossupressdo, gravidez ou lactacdo, e se replicar em mondcitos e em células glanglionares
(OLIVEIRA, 2011).

2.4 Epidemiologia

O Citomegalovirus apresenta cardter endémico e sem variagdo sazonal. A maior
prevaléncia de infeccdo esta associada com pessoas de nivel socioecondmico inferior e 0
predominio também aumenta com a idade (STARAS 2006; SANTOS 2008; TAVARES et al.,
2011; PASS et al., 2014).

A incidéncia da infeccdo varia nas populacGes de acordo com &rea geografica e
com as condi¢bes socioeconémicas, assim como as condices de higiene e saneamento
(TAVARES et al., 2011). A infeccdo pelo CMV ocorre em praticamente todo o mundo e no
Brasil entre 90% e 95% das mulheres em idade fértil ja tiveram contato com o virus
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Provavelmente grande parte dos individuos em algum
momento da vida sera infectado pelo virus, no entanto a idade para ocorrer o primeiro contato
com o CMV pode variar nas diferentes regides (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

E o virus mais associado com a infecgdo congénita e também a principal causa de
perda auditiva na infancia (GANDHI et al., 2009). No Brasil a estimativa é de que
aproximadamente 1% dos neonatos sd@o acometidos pela infeccdo congénita. A maioria ndo
apresenta sintomas ao nascimento, porém podem desenvolver sequelas ao longo da vida, e
cerca de 5 a 10% revelardo sinais clinicos envolvendo varios 6rgdos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

2.5 Transmissdo Vertical

Infecgbes durante a gestacdo apresentam risco de transmissao podendo causar
sérios danos ao feto. Dependendo da imunidade da gestante, o virus pode cruzar a barreira
transplacentaria e infectar o embrido ou feto, podendo causar malformacdes ou doencas
congénitas (SANTQOS, 2008).

Ao contrario da infecgdo perinatal, a infeccdo congénita pelo virus pode causar
sequelas aos neonatos. Cerca de 80% a 90% dos recém-nascidos infectados ndo apresentam
sinais da doenca citomegdlica, entretanto restante dos neonatos podem apresentar sintomas
clinicos graves da infecgdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

A transmissdo vertical da mée para o feto € uma das principais formas de infecgéo

pelo CMV e efetua um importante papel na manutencao da infeccdo pelo virus na populacéo
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em geral (KUMAZAKI et al., 2002). A primoinfec¢do materna pelo CMV durante a gestagéo
é fator de risco de transmissdo intrauterina ao feto, resultando em 40 a 50% dos casos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010), a reinfeccdo também pode ser transmitida ao neonato,
porém as chances sdo menores (MINISTERIO DA SAUDE 2010; ALKHAWAJA et al.,
2012; YEDIDIA et al., 2016).

A infeccdo primaria no neonato pode ser adquirida no inicio da vida uterina
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). A maneira mais comum de transmissao aos neonatos € a
infeccdo perinatal que consiste na transmissdo pelo contato com secrecfes vaginais durante a
passagem pelo canal do parto ou aleitamento (MARTINEZ, 2011).

O CMV é o virus mais associado a infec¢des congénitas ocorrendo entre 0,5% a
2,0% dos recém nascidos (WU et al., 2011). E a causa mais freqiiente de seqilelas no neonato
atingindo principalmente o sistema nervoso central (SANCHEZ et al., 2016). Sua transmissdo
vertical pode ocorrer em trés periodos principais: no pré-natal de maneira transplacentéria,
perinatal durante o parto pelo contato com secregdes maternas € OU pOs-parto, principalmente durante
o aleitamento (MOURA et al., 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

A transmissdo transplacentaria, envolve a capacidade do virus em infectar a placenta
e assim o liquido amnidtico (LANZIERI et al., 2013). Existem varias rotas potenciais de
infeccdo da placenta durante a gravidez, incluindo a infec¢do ascendente do trato genital, bem
como a transmissao hematogénica (DINC et al., 2010; MCDONAGH 2006). A infeccdo
ascendente pode ocorrer em casos de transmissdo sexual, o virus pode se espalhar pelo
endomeétrio, endotélio vascular, células deciduais e citotrofoblastos que durante a gestacdo
ancoram a placenta ao Utero (MC DONAGH et al., 2004). A placenta é um reservatério para o
CMV e possui um importante papel na transmissao vertical (KUMAZAKI et al., 2002).

Os citotrofoblastos formam colunas de células das vilosidades de ancoragem e
permanecem como células individuais que invadem o miométrio e realizam invasao
intersticial e através da decidua se misturam as células imunes maternas (Figura 2). Eles
permanecem em contato direto com o sangue materno para as trocas gasosas, nutrientes e
produto de residuos produzidos pelo feto (MC DONAGH et al., 2004). Segundo Mc Donagh
e colaboradores (2004), este processo pode ser uma forma a transmisséo de microorganismos,
pois citotrofoblastos podem invadir a vasculatura uterina permitindo a passagem de sangue
materno no espago interviloso. E as células da decidua materna podem chegar aos vilos da
parte fetal e assim ocorrer a transmissdo do virus para a placenta (MC DONAGH et al., 2004).

Durante a formagdo da placenta ocorre invaséo endovascular, processo no qual

ocorre um remodelamento da vasculatura uterina, os citotrofoblastos alteram a vasculatura
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resultando em uma vasculatura composta por citotrofoblastos fetais e células de masculo liso
maternas, a qual fornece sangue materno para a superficie das vilosidades da placenta, assim
formam uma vasculatura hibrida. Este processo também pode ser precursor de infeccdes
placentarias (MC DONAGH et al., 2004).

Fisher e colaboradores (2000), em um estudo com placentas infectadas, detectaram a
proteina IE1 do CMV em células do citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto, células endoteliais
vasculares e macréfagos, corroborando com a idéia de que a transmissdo de CMV ao feto
ocorre através da placenta (FISHER et al., 2000). Os estudos também revelaram que o virus
infecta a decidua materna (Figura 2, da zona Ill, o local 1), células vasculares endoteliais
linfaticas e citotrofoblastos endovasculares. O CMV também pode infectar os citotrofoblastos

e vasos sanguineos das vilosidades (Figura 2, zona 1, locais 2-4), (FISHER et al., 2000).

MOTHER
FETUS (Uterine Decidua)
(Placenta)
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Figura 2 - Composicao celular atero-placentaria no inicio da gestacéo. (Zonal)
vilosidades coribnicas em contato direto com o sangue materno; (zona Il1) Citotrofoblastos
formam as colunas de células das vilosidades de ancoragem; (zona Ill) Diferenciacdo de
citotrofoblastos, invadindo o estroma uterino e arteriolas; (zona 1ll) Vasos sanguineos,
linfaticos e glandulas endometriais; Locais 1-4 onde ocorre a replicacdo do CMV. As células
infectadas estdo em cor vermelha. Abreviaturas: AV, vilosidades de ancoragem; DC, de
células dendriticas; MO, macréfagos; NK, células Natural Killer; PMN, neutréfilos
polimorfonucleares. (Adaptado de PEREIRA et al. 2013).

Invasion

As infecgdes no inicio da gestacdo aumentam as chances de transmissédo para o feto
por consequéncia elevam a probabilidade de doencas congénitas sintoméaticas (MOURA et al,
2007; PEREIRA 2014), pois o feto esta em fase critica de desenvolvimento, podendo causar
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prematuridade, baixo peso (MC DONAGH et al., 2006; PEREIRA et al. 2013), restri¢do do
crescimento intra-uterino, retardo mental, retardo neuromotor, perda auditiva (NOZAWA et
al., 2009), microcefalia ou aborto (PEREIRA et al. 2013). J& nas infeccBes ocorridas meses
antes da concepcao a taxa de transmissao do virus ao feto é inferior, e raramente resulta em
infeccdo congénita sintomatica (ADLER et al., 2007; PASS & ANDERSON 2014).

Criancas nascidas de maes que sofreram infeccdo priméaria materna comparadas a
criancas nascidas de mées que tiveram infec¢des secundarias ou reativacdo do CMV durante a
gravidez, possuem maior probabilidade de doenca congénita sintomatica resultando em pior
prognostico e sequelas mais graves (ADLER et al., 2007; JUNQUEIRA et al., 2008;
TAVARES et al., 2011; ALKHAWAJA et al,, 2012). Este fato pode ser ratificado, pois
durante a infeccdo priméria ndo existem anticorpos IgG anti-CMV maternos que sdo 0s
passam da mae para o feto pela barreira transplacentaria. A soropositividade (IgG +) ocorre
ap6s uma infeccdo primaria, no qual o CMV estabelece laténcia (WANG et al., 2016).
Durante a infeccdo priméria a gestante primeiramente produz anticorpo IgM (marcador de
infeccdo recente) contra o virus e fatores inflamatérios que aumentam o risco de aborto e
doenca sintomatica grave (JUNQUEIRA et al., 2008). Ja as infec¢des recorrentes geralmente
sdo assintomaticas devido a presenca de anticorpos IgG materno, embora o individuo possa
ser re-infectado com uma outra estirpe de CMV (NOZAWA et al., 2009; WANG et al., 2016).

Recém nascidos a termo podem ser menos suscetiveis a infeccdo pelo CMV, devido
a passagem de anticorpos maternos durante o terceiro trimestre. No entanto, nos prematuros, o
risco do desenvolvimento de doenca citomegalica é mais elevado, por possuirem sistema
imunolodgico imaturo (LANZIERI et al, 2013; SWANSON et al., 2013). A maioria destes
nascem antes da fase de maior transferéncia de anticorpos que € a partir da 282 semana de
gestacdo, ou seja, terceiro trimestre (BRYANT et al.,, 2002). Segundo Lanzieri e
colaboradores (2013), a prematuridade também aumenta o risco de infeccBes congénitas
perinatais e infeccBes pos-natais podendo apresentar alteragdes neuroldgicas tardias
(LANZIERI et al, 2013).

Outra fonte de infeccdo para o recém nascido € o leite materno (MARQUES et al.,
2013; WU et al., 2011; YOO et al., 2015). O Virus é comumente excretado pelo colostro de
mulheres soropositivas, da primeira a oitava semana ap6s o parto (NUMAZAKI, 2005;
MARQUES et al., 2013). Em casos de prematuros ou que nasceram com baixo peso, Sao 0S
mais suscetiveis a adquirir a citomegalia com sintomas clinicos graves como

comprometimento respiratorio, neutropenia e trombocitopenia (KURATH et al.,, 2010),
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segundo Numazaki 2005, por apresentarem baixa concentracdo de anticorpos, assim como as
criangas de baixo peso (NUMAZAKI, 2005).

Atualmente a infeccdo pelo CMV em gestantes ndo é diagnosticada de forma
padronizada e o virus geralmente ndo apresenta sintomas, mas pode ser reativado de forma
intermitente (TAVARES, 2011). N&o ha consenso sobre o rastreamento desses virus no pré-
natal, embora o acompanhamento seja importante devido a sua elevada incidéncia (MOURA
et al, 2007). Segundo Ministério da saude (2010), a maioria das gestantes & assintomatica
durante a infeccdo priméaria ou recorrente. E o anticorpo IgM anti-CMV o qual representa
infeccdo recente, pode ser detectado por um periodo de até seis meses, indicando uma
infeccdo recente ou infeccdo que ocorreu antes da concepcdo. Além disso, a deteccéo de IgM
também pode acontecer em casos de infeccdo recorrente. Portanto, a deteccédo de 1gG e IgM
ndo caracteriza a infecgdo primaria (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

N&o existe tratamento aprovado para gestante que previna a transmisséo ao feto,
assim a préatica de testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos anti-CMV durante o pré-
natal ndo é recomendada no Brasil por ndo haver consenso quanto a efetividade do
tratamento. (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Segundo Ministério da satde (2010), devido a alta prevaléncia infeccdo congénita
pelo CMV, é importante que as gestantes sejam esclarecidas sobre as medidas para prevencdo
que reduzem o risco de infecgdo durante a gestagio (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

2.6 Manifestac0es clinicas da Infeccdo por CMV em neonatos

O CMV ¢ o virus mais associado a infecgdes congénitas, e a maioria dos neonatos
infectados congenitamente € assintomatico, ndo apresentando sintomas clinicos da doenga ao
nascimento (SWANSON et al., 2013). Entretanto, estas criancas podem desenvolver alguns
sinais clinicos nos primeiros anos de vida, podendo apresentar sinais ou sequelas tardias e em
longo prazo (MOURA et al., 2007). Neste caso incluem atraso neuropsicomotor, crises
convulsivas, perda auditiva e alteracées neurologicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

A infecgdo congénita pode resultar em restricdo do crescimento intra-uterino, aborto,
malformacdes, parto prematuro ou pode ser assintomatica apresentando efeitos anos apos a
infeccdo (MARTINEZ 2011; TABATA et al., 2015). Tambem podem ser apresentados outros
sinais da infeccdo como, coriorretinite, problemas pulmonares, esplenomegalia e baixo peso
ao nascimento (PALHARES & XAVIER, 2011).
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Aproximadamente 10% dos recém nascidos apresentam sinais e ou sintomas da
doenca citomegalica ao nascer (MINISTERIO DA SAUDE, 2010, LANZIERI et al., 2013,
BOPPANA 2013; SANCHEZ et al., 2016). As principais manifestacdes clinicas da infeccio
congénita pelo CMV incluem atraso mental ou motor, perda auditiva e doenca citomegalica
(MIURA et al. 2006; MOURA et al., 2007). Os sintomas clinicos incluem restricdo no
crescimento intrauterino, microcefalia hepatoesplenomegalia, calcificagbes cerebrais,
hidropsia, ictericia, convulsdes, trombocitopenia, petéquias e purpura (MINISTERIO DA
SAUDE 2011; LANZIERI et al., 2013; SWANSON et al., 2013; BOPPANA et al., 2013).

2.7 Diagndstico

O diagnostico laboratorial da infeccdo pelo CMV pode ser determinado por técnicas
como o isolamento do virus por meio de cultura de fibroblastos, a identificacdo do DNA viral
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e testes soroldgicos IgM anti-CMV e 1gG anti-
CMV (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Para a deteccio podem ser utilizadas amostras de
urina, saliva, liquido amnidtico ou outros fluidos corporais (KIM 2010; XAVIER 2012). O
isolamento viral em cultura de fibroblastos é um método convencional, pois utilizando
amostras de urina e saliva de neonatos proporcionam resultados em poucos dias devido a
elevada concentragéo de virus nestas amostras (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A coleta de material por amniocentese pode ser realizada para o diagndstico de
infeccdo congénita, utilizando-se 0 método de PCR ou cultura para a deteccdo do CMV.
Também podem ser realizados teste de visualizacdo de alteracdes especificas pelo exame
ultrassonografico, que no caso, detectam as malformacdes ja instaladas no feto, ou dosagem
das imunoglobulinas IgM e 1IgG (MIRANDA et al., 2012).

Os testes sorologicos limitam o diagnostico da infeccdo por CMV, estes
proporcionam baixa sensibilidade e especificidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Além
disso, tais testes sdo dificeis de interpretar, pois, grande parte das mulheres gestantes tem 1gG
antiCMV que é transmitido via transplacentaria, assim, a presenca de IgG no sangue do
neonato ndo é obrigatoriamente indicativa de infec¢do congénita (MELLO et al., 2008).

A utilizacdo de técnicas de biologia molecular, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) é altamente sensivel e tem maior especificidade para o diagnostico de
infeccdo (DINC et al., 2010). Embora a PCR n&o seja um método de rotina, esta possui
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vantagens sobre os demais métodos, possibilitando rapidez da obtencdo do resultado em
comparaco com o isolamento viral (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

2.8 Prevencao

A infeccdo primaria materna pode ser evitada durante a gestacdo atraves de
mudancas de comportamento, entretanto, muitas mulheres desconhecem a infec¢éo por CMV,
inclusive qual o seu status soroldgico para o virus. A falta de conhecimento das gestantes é
particularmente preocupante, a qual prejudica o controle da doenga, pois a maneira mais
eficaz de prevencéo atualmente é através das boas praticas de higiene e evitando exposicdo a
potenciais fontes do virus CMV (SWANSON et al., 2013).

A transmissdo do virus se da por contato com fémites contaminados ou individuos
infectados. Criangas infectadas com CMV no inicio da vida tendem a eliminar o virus por
longos periodos ap6s a primeira infec¢do, portando sendo os principais vetores para a
transmissdo do CMV, amplificando a transmissdo horizontal. Desta maneira mulheres em
idade fértil que estdo em contato com criangas estdo mais expostas a infeccdo (WU et al.,
2011; WALDORF 2013).

De acordo com Ministério da satde (2010), varias medidas de prevencdo reduzem o
risco de adquirir a infeccdo pelo CMV ou por outros agentes infecciosos durante a gestacao.
Essas medidas incluem lavar as maos apos contato com pessoas, principalmente com as
criangas, pois estas podem excretar o virus na urina, saliva e fezes por longos periodos. Evitar
aglomeracoes, reduzir o numero de parceiros sexuais, uso de preservativo durante as relacdes
sexuais e ndo compartilnar objetos de uso pessoal, principalmente pérfuro-cortantes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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Capitulo 11
PLACENTA

O desenvolvimento embrionério se realiza através da relagdo entre a gestante e o
feto, e isso acontece através da placenta que exerce um importante papel no desenvolvimento
fetal devido a atuacdo em funcdes fisioldgicas. A placenta possui funcdes principais que
incluem o transporte de gases respiratorios, nutrientes e agua necessarios para manter o
embrido e o desenvolvimento fetal (JONSSON & POWELL 2007; MOORE 2012; ZHANG et
al., 2015). E nela também que ocorrem outros processos fisioldgicos como a excrecao fetal de
metabolicos e defesa imune permitindo a passagem de anticorpos maternos ao feto (DUMM
2006). Também apresenta funcdo enddcrina produzindo horménios como gonodatrofina
corionica humana (hCG), estrogénios, progesterona e somatomamotrofina coriénica (DUMM
2006; SADLER 1995; JUNQUEIRA, 2013).

2.1 Estrutura e desenvolvimento da placenta humana

A placenta é um érgdo constituido por por¢éo fetal que se desenvolve a partir do saco
coridnico e materna que se origina a partir do endométrio (MOORE, 2012). E um 6rgéo
discéide medindo em média 22 cm de didmetro e pesa cerca de 500 g. A placa coridnica se
localiza no lado fetal, onde se conecta o corddo umbilical e a placa basal se conecta ao
endométrio (BURTON & FOWDEN 2015). Entre essas placas existe 0 espaco interviloso
onde se encontram as vilosidades, e estas surgem a partir placa coridnica e sdo amplamente
vascularizadas por uma rede capilar fetal. (BURTON & FOWDEN 2015). As vilosidades da
face fetal ligam o corio fetal ao Gtero e nelas contém a vasculatura fetal (REGAL et al., 2015).
O espaco interviloso se origina das locunas no sinciciotrofoblasto (MOORE, 2012).

A placenta é composta por duas faces, a fetal no qual é formada pelo cério viloso e
face materna formada pela decidua basal. A parte fetal prende-se a materna pela capa
citotrofoblastica e o seu desenvolvimento ocorre pela proliferacdo do trofoblasto e pelo
desenvolvimento do saco coridnico e vilosidades corionicas (MOORE, 2012). O trofoblasto
constitui o tecido epitelial da placenta e também da origem a células trofoblasticas
extravilosas. A mesoderme forma o estroma da placenta, do qual se originam os fibroblastos,
rede vascular e macrofagos (BURTON, 2015). Com o crescimento do saco coribnico, as
vilosidades associadas a decidua se comprimem, essas vilosidades se degeneram produzindo o

corion liso (MOORE, 2012).
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O processo de desenvolvimento é gradual e ocorre com a diferenciacdo dos
citotrofoblastos. As células trofoblasticas se diferenciam em vilosidades flutuantes e
vilosidades de ancoragem cori6nica. Nas vilosidades flutuantes, os citotrofoblastos se fundem
com os sinciciotrofoblastos que cobrem a superficie das vilosidades, e estes estdo em contato
com a circulagdo sanguinea materna. Nas vilosidades de ancoragem, os citotrofoblastos se
reinem em colunas de células individuais e invadem o endométrio e 0 miométrio, havendo
uma invasao intersticial. Eles também estabelecem uma invasdo endovascular, propagando-se
em arteriolas maternas. Essa camada de células substitui o revestimento endotelial e a maioria
do masculo liso da parede dos vasos, resultado em uma vasculatura composta por células
fetais e maternas (FISHER et al., 2000).

A camada do endométrio gravidico é denominada decidua que se desprende durante
0 parto. A decidua se divide em trés regides de acordo com a implantacdo e sdo nomeadas
como: decidua basal, decidua capsular e decidua parietal. Com o aumento dos niveis de
progesterona, as células do tecido conjuntivo da decidua aumentam de tamanho formando
células deciduais (DUMM, 2006; MOORE, 2012)

2.2 Membrana Placentéaria

A membrana placentaria € composta por tecidos que separam a circulacdo materna e
fetal. Até a 20° semana a membrana é formada por sinciotrofoblasto, citotrofoblasto, tecido
conjuntivo viloso e endotélio de capilares fetais. Apos este periodo se formam ramificaces
vilosas que desenvolvem o citotofroblasto, por seguinte as células citotrofoblasticas
desaparecem permanecendo somente o sinciotrofoblasto. A membrana placentaria se torna
extremamente fina ao decorrer da gestacdo, tornando os capilares fetais mais proximos ao

sangue materno no espaco interviloso (MOORE, 2012).

2.3 Anatomia dos anexos fetais

As membranas fetais sdo compostas por amnio e cério. O @mnio esta em contacto
com o conteudo do fluido amnidtico, o feto e corddao umbilical. O @mnio é a membrana mais
interna, em contato direto com o liquido amnidtico. O coério é uma membrana que possui na

sua face interna ao amnio e na sua face externa a decidua (Figura 3), (FRAGA, 2013).

As vilosidades sdo de origem fetal e possuem estruturas que carregam Vvasos
sanguineos fetais para o espago interviloso, é neste espago onde ocorrem as trocas de

substancias entre a mée e o feto (Figura 3). As vilosidades da placenta e o espaco interviloso
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sdo revestidos por trofoblastos, e estes invadem a decidua materna para modificar as artérias
espiraladas e aumentar o fluxo sanguineo no espaco interviloso (REGAL et al., 2015). O
trofoblasto é a camada exterior da vilosidade e determina o contato entre 0 sangue materno e
fetal. E a Gnica célula fetal em contato com o sangue materno, sendo um importante local para
possiveis infeccdes (REGAL et al., 2015).

Figura 3 - Visdo geral da placenta, membranas fetais e feto. (Adaptado de Fraga. 2013).

2.4 Circulacgdo Placentaria

No primeiro trimestre é estabelecido o fornecimento de sangue materno, no qual
ocorre atraves de artérias espiraladas na decidua basal, estas fornecem sangue ao espaco
interviloso (Figura 4), (JONSSON & POWELL 2007). O sangue oxigenado materno chega ao
endométrio pelas arteriolas espiraladas, estes penetram o trofoblasto e difundem o sangue nos
espacos intervilosos (DUMM, 2006). O sangue chega ao espaco interviloso através de lacunas
citotrofoblaticas (MOORE, 2012). As ramificacdes das vilosidades proporcionam maior area
de superficie onde ocorrem as trocas através da membrana placentaria (Figura 4). E através
dessas ramificacbes que ocorrem as trocas de substancias ndo havendo contato entre
circulacdo sanguinea materna e fetal, pois as circulagcdes sdo separadas por finas membranas

placentérias constituidas por tecidos extrafetais (MOORE, 2012).

O sangue materno chega ao espaco interviloso para fornecer nutrientes e oxigénio
através dos vasos sanguineos fetais e os anticorpos maternos de classe 1gG atingem a

circulacéo fetal por endocitose (REGAL et al 2015).
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No lado fetal, o sangue venoso com baixa concentracdo de oxigénio e nutrientes
provenientes do feto chega a placenta através de duas artérias umbilicais, segue pelos vasos
coridnicos e capta o oxigénio nos capilares que formam uma rede nas vilosidades e sai da
placenta através da veia umbilical (figura 3), (JONSSON & POWELL 2007).

Figura 4- Estrutura da placenta humana. 1. trofoblasto; 2. capilar fetal; 3. microvilos 4.
membranas plasmaticas basais; 5. veia umbilical; 6. artérias umbilicais; 7. corio; 8. decidua;
9. miométrio; 10. espaco interviloso com sangue materno; 11. veias; 12. artérias em espiral;
13. vilosidades; 14. trofoblasto; 15. distancia para difusdo entre materna e sangue fetal.
Ampliacdo da membrana placentéaria a direita. (Adaptado de JONSSON & POWELL 2007).

2.5 Transporte placentéario

A placenta e o corddo umbilical funcionam como um mecanismo de troca de gases e
nutrientes entre a mée e o feto. Esta tem como sua principal funcdo o fornecimento de
oxigénio e nutricdo ao feto (ZHANG et al., 2015). O transporte de gases e nutrientes através
da membrana placentéria pode ocorrer através de processos passivos e ativos incluindo
difusdo simples e facilitada, endocitose, exocitose ou mediados por proteinas transportadoras.
E as vilosidades permitem um aumento da capacidade de difusdo (SIBLEY et al., 1998;
BURTON & FOWDEN 2015).

A difusdo de gases ocorre rapidamente, mas o fluxo depende do gradiente de
concentracdo nas membranas das vilosidades. Este gradiente é determinado por fatores
ambientais e pelo fluxo de sangue através da membrana (BURTON & FOWDEN 2015).

O feto adquire imunidade passiva pela transferéncia de anticorpos IgG maternos
através da placenta, captados pelo sinciciotrofoblasto, assim adquirindo imunidade
(SADLER, 1995). A placenta e as membranas fetais realizam funcdo de protegéo, nutricéo,

respiracéo, excregédo e produgéo hormonal (MOORE, 2012).
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Capitulo 111

METODOLOGIA ESTENDIDA

3.1 Amostragem

A amostragem foi feita por conveniéncia e composta por parturientes que aceitaram
participar do estudo. Parturientes menores de 18 anos que aceitaram, participaram mediante
assinatura do responsavel. Esse processo de coletas ja é realizado pelo Laboratério de
Biologia Molecular da Faculdade de Medicina desde 2011 e abrange a investigacdo de uma
série de patdgenos.

A amostragem foi composta por parturientes atendidas no Centro Obstétrico do
Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Corréa Jr, localizado no municipio do Rio Grande. As
participantes assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e responderam a um
questionario para coletar informagfes sdcio-demograficas e fatores de risco. Este estudo foi
aprovado pelo comité de ética do HU FURG, sob o nimero 54/2011.

3.2 Calculo de tamanho da amostra

O célculo da amostra foi obtido utilizando o programa Epi-info®, com base nas
prevaléncias encontradas na literatura em estudos que utilizaram placentas (4% a 23,6%) para
CMV, para um intervalo de confianca de 95% (KUMAZAKI et al., 2002; SATOSAR et al.,
2004; McDONAGH et al., 2004; SYRIDOU et al., 2008, AI-BUHTORI, et al., 2011).
Empregando a média de 2700 partos/ano no hospital estudado, foram utilizadas 303 amostras

para que a pesquisa tenha maior poder epidemioldgico.

3.3 Procedimentos experimentais

Foram coletadas bidpsias de 303 placentas, logo apds o parto, separadas em faces
fetal e materna. A coleta de tecido placentario foi realizada com o auxilio de pingas e tesouras
diferentes para cada face da placenta. Os fragmentos de diferentes partes da face fetal foram
coletados e colocados em tubos contendo solugdo tampdo. Este procedimento foi realizado
novamente na face materna. O material coletado foi enviado para o Laboratorio de Biologia
Molecular da FAMED/FURG e armazenado a -20°C.
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3.4 Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A extracdo do DNA do tecido da placenta foi adaptada a partir do kit Purelink
Genomic DNA (Life Technologies, Carlsbad, CA). Brevemente, foram utilizados 160 pl de
PBS e adicionados a amostra de tecido em ependorff de 1,5 ul, adicionado 20 ul de proteinase
k, 200 pul de CDL e colocado em termobloco por 30 minem 56 C. Nessa primeira etapa do
procedimento procura-se expor a células para que se tenha o material genético disponivel,
com auxilio de enzimas e alta temperatura para que haja a quebra de proteinas e exposicao do
material genético. Apos esse periodo foi adicionado 20 pl de RNAse A e colocado em
termobloco por 10 min. 250 pl foi adicionado e entdo retirado o liquido sobrenadante e
colocado em tubos com filtro e centrifugado a 9.000 RPM por 1 min. Dentro do tubo com
filtro foi adicionado CWD e centrifugado por 2 min a 12.00 rpm, este ultimo processo foi
repetido por duas vezes. Logo 100 pl de nuclease-free water foi adicionado ao filtro e
centrifugado por 1 min a 12.000 rpm. Na segunda etapa, é realizada lavagem e centrifugacao
das amostras para se obter um DNA mais limpo e puro, livre de proteinas, aminoacidos e
RNA. Os fragmentos foram visualizados por meio de luz UV através do Transluminador
LPIX® apos eletroforese em gel de agarose 0,8%, corados com Bluee Green.

Para determinagdo do CMV, os ensaios de PCR foram realizados de acordo com o
protocolo adaptado a partir de Kumazaki et al, 2002. A reagdo de PCR foi compostas de 5 pL
do DNA molde. Os reagentes utilizados na reacdo foram: 1,5 mM MgCI2, 0,5 mM de
primers, 0,2 mM dNTP, Buffer 1x, 1 U de enzima Taq DNA polimerase e dgua milique. Os
ensaios de PCR foram realizados em um termociclador com as seguintes ciclagens: etapa
inicial de desnaturacdo a 94° C por 4 minutos, seguido por 35 ciclos nas seguintes condicdes:
94° C, 30 segundos,64 °C, 60 segundos, 72° C, 60 segundos e 72 °C, 5 minutos e mais uma
ciclagem de extens&o final a 10 ° C.

Duas regides diferentes do CMV foram amplificadas: parte do gene imediato precoce
(IE) e o gene da fosfoproteina 71 (pp71). O IE pertence a uma familia de genes do virus que
s80 0s primeiros a serem expressos no caso de uma infeccdo priméria ou reativacdo
(STENBERG et al., 1983). O gene pp71 é responsavel pela producdo da fosfoproteina 71,
presente no envelope do virus (RUGER et al, 1987). As sequéncias de primers que foram

utilizadas séo:
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Imediato Precoce (IE): 5’TATACCCAGACGGAAGAGAAATTCAY’ 426pb
5’ATAAGCCATAATCTCATCAGGGGAG3’

pp71 5’TGACGCGCATACATCCCGAGTACATY’ 316pb
5’ATGACGTTGCTCCGTGGAAAGAGACCY’

As amostras foram processadas com controles positivo comercial, negativo e branco
em cada reacdo. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2%, corados com loading, revelados com Brometo de Etidio e identificados por iluminacao

UVv.

3.5 Andlise Estatistica

As estatisticas dos dados foram codificados através do software Microsoft Excel e a
sua validagdo ocorreu mediante dupla digitacdo. Para a analise dos dados foi utilizado o
software estatistico SPSS for Windows versdo 12.0 (Software Statistical Package for Social

Sciences).
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RESUMO

Introducdo: O Citomegalovirus (CMV) € um Herpesvirus e apresenta como principal
caracteristica a laténcia. Trata-se do virus mais associado a infec¢des congénitas. A infeccéo
durante o primeiro trimestre de gestacdo é o mais prejudicial, pois o feto esta em fase critica
de desenvolvimento, podendo causar prematuridade, baixo peso, microcefalia e aborto.
Obijetivos: investigar a prevaléncia de CMV em bidpsias de placenta de parturientes atendidas
no Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Correa Jr. (HU-FURG), no municipio de Rio
Grande/RS.

Métodos: foram coletadas 303 amostras de placenta, logo ap6s o parto, incluindo parte fetal e
materna de parturientes atendidas no Centro Obstétrico do Hospital Universitario (HU-
FURG). A extracdo do DNA foi realizada com Kit comercial, de acordo com as instrucfes do
fabricante. Para deteccdo do CMV, foram realizadas técnicas de PCR com primers
especificos, contando com controle positivo e negativo na reagdo. A visualizacdo do CMV foi
através de eletroforese em gel de agarose 2.0% e identificados por iluminacdo UV.
Resultados: A prevaléncia do DNA do CMV foi de 8,6% (26) nas faces maternas das
placentas. Entre estas 10 (38,4%) também o demonstraram na face fetal complementar.
Conclusdo: Este trabalho contribui para o entendimento da infec¢do pelo virus como uma
infeccdo importante que pode prejudicar a satde dos neonatos. Evidenciando a importancia de
alertar os profissionais da saude para a prevencdo principalmente das gestantes, devido a

possibilidade de infeccéao fetal e neonatal por esse virus.

Palavras chaves: infec¢do, neonato, transmisséo vertical, placenta
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INTRODUCAO

O Citomegalovirus (CMV) € um virus pertencente a familia Herpesviridae,
subfamilia Betaherpesvirinae, género Citomegalovirus.® A transmisséo do virus ocorre pelo
contato direto com fluidos corporais de individuos infectados, durante a gestacdo, ato sexual,
e amamentac&o.>> O CMV apresenta como principal caracteristica no processo de infeccéo a
laténcia, na qual o virus se aloja no organismo do hospedeiro sem produzir ativamente novas
particulas, ap6s a primeira infeccéo e utiliza células mieldides como sitio de laténcia.’

A transmissdo vertical da mée para o feto € uma das principais formas de infecgédo
pelo CMV e efetua um importante papel na manutencdo da infeccéo pelo virus na populacédo
em geral.°’A primoinfeccdo materna pelo CMV durante a gestacdo é fator de risco de
transmissdo intrauterina ao feto, resultando em 40 a 50% dos casos,’ a reinfeccdo também

pode ser transmitida ao neonato, porém as chances sdo menores.®”®

O CMV ¢ o virus mais associado a infeccGes congénitas ocorrendo entre 0,5% a
2,0% dos recém nascidos.” E a causa mais freqilente de seqiielas no neonato atingindo
principalmente o sistema nervoso central.’® Sua transmissdo vertical pode ocorrer em trés
periodos principais: no pré-natal de maneira transplacentéria, perinatal e ou p6s-parto, durante
o aleitamento. ®'* A maneira mais comum de transmissdo aos neonatos é a infeccdo
perinatal que consiste na transmissao pelo contato com secrecdes vaginais durante a
passagem pelo canal do parto ou aleitamento.?

E comprovado que a placenta é um reservatdrio para a transmisséo vertical do CMV.
No Sistema Unico de Salde (SUS) ndo é realizada a triagem deste virus em mulheres
gravidas, no entanto, é importante alertar os profissionais de salde sobre o virus e a
possibilidade de transmisséo vertical, pois ele é assintoméatico na maioria das vezes e medidas
de prevencado devem ser informadas principalmente as gestantes.

Portanto, torna-se importante a investigacdo da prevaléncia deste virus em placentas
de gestacOes saudaveis, para se conhecer a prevaléncia desse virus e ressaltar a possibilidade
de sua transmissdo vertical. Este estudo tem por objetivo estimar a prevaléncia do
Citomegalovirus (CMV) em placentas de parturientes atendidas no Hospital Universitario da

Universidade Federal do Rio Grande.
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METODOLOGIA

Amostragem e Aspectos Eticos

A amostragem foi composta por parturientes atendidas no Centro Obstétrico do
Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Corréa Jr. que assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e responderam a um questionario auto-aplacavel para coletar informacdes
socio-demograficas e fatores de risco. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do HU
FURG, sob o numero 54/2011.

Procedimentos experimentais:
Extracdo do DNA a partir das bidpsias de placenta

Foram coletadas bidpsias de 303 placentas, logo apds o parto, separadas em faces
fetal e materna. O material coletado foi armazenado e mantido sob refrigeracdo. A extragédo
do DNA do tecido da placenta foi realizada de acordo com o kit Purelink Genomic DNA (Life
Technologies, Carlsbad, CA). Para confirmar o sucesso da extracdo fragmentos foram
visualizados por meio de luz UV através do Transluminador LPIX® ap0s eletroforese em gel

de agarose 0,8%, corados com Bluee Green.

Amplificacdo do DNA do CMV por PCR

Para determinacdo do CMV, foram utilizadas as amostras de bidpsia da face materna
de placenta. Os ensaios de PCR foram realizados de acordo com o protocolo e adaptado de
Kumazaki et al, 2002. Duas regides diferentes do CMV foram amplificadas: parte do gene
imediato precoce (IE) e o gene da fosfoproteina 71 (pp71). As seqliéncias de primers
utilizadas foram: Imediato Precoce (IE): S’TATACCCAGACGGAAGAGAAATTCA3’;
5’ATAAGCCATAATCTCATCAGGGGAG3’ para amplificar um fragmento de 426pb.
pp71: 5’TGACGCGCATACATCCCGAGTACAT3’;
5’ATGACGTTGCTCCGTGGAAAGAGACC3’ para amplificar um fragmento de 316pb
(Kumazaki et al, 2002).

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%,
corados com loading, revelados com Brometo de Etidio e identificados por iluminagdo UV.

Todos os resultados para o virus foram repetidos para confirmacdo, sempre contando com
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controles positivos, negativos e branco para cada reacdo, bem como foi verificada a presenca
do DNA do CMV na face fetal complementar, quando positivo.

Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software SPSS for Windows

versdo 12.0 (Software Statistical Package for Social Sciences).

RESULTADOS

Foram analisadas 303 amostras de tecido placentério, das parturientes estudadas 26
(8,6%) apresentaram DNA do CMV na face materna. Entre estas 10 (38,4%) também o

demonstraram na face fetal complementar.

As amostras foram coletadas de placentas de mulheres em sua maioria com
companheiro (77,9%), com média de idade de 25 anos, e os seus dados socioecondmicos
estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Perfil Sociodemogréfico das parturientes estratificados de acordo com a
prevaléncia do DNA do CMV pelo método de PCR na placenta. Rio Grande, 2016.

Variéavel (n) n (%)* CMV+ n(%)*  CMV- n(%)*

Idade (anos)
<20

81 (29,1%) 7 (2,5%) 74 (26,6%)
21-30

138 (49,6%) 15 (/5,4%) 123 (44,2%)
31-40 59 (21,1%) 3 (1,1%) 56 (20,1%)
Total* 278 25 (9%) 253 (91%)
Cor
Branca

165 (58,9%) 13 (4,6%) 152 (54,3%)
Né&o Branca

115 (41,1%) 11 (3,9%) 104 (37,1%)
Total* 280 24 (8,6%) 256 (91,4%)
Estado Civil
Sem companheiro

62 (22,1%) 6 (2,1%) 56 (20,0%)
Com companheiro

218 (77,9%) 19 (6,8%) 199 (71,1%)
Total* 280 25 (8,9%) 255 (91,1%)
Nivel Escolar
(anos)
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<8 125 (45,6%) 8 (2,9%) 117 (42,7%)

>9 149 (54,4%) 15(5,5%) 134 (48,9%)
Total* 274 23 (8,4%) 251 (91,6%)
Renda (salarios)?
<1 62 (24,7%) 10 (4%) 52(20,7%)
>2 97 (38,6%) 8 (3,2%) 89 (35,5%)
Acima de 2 salarios 92 (36,7%) 5(2,0%) 87 (34,7%)
Total*

251 23(9,2%) 228 (90,8%)

* De acordo com o total de respondentes.
% referente ao salario minimo vigente no Brasil, durante a pesquisa.

Entre as amostras positivas para 0 CMV, a maioria era de parturientes com idade entre
21 a 30 anos (57,7%), com companheiro (73,1%) e que possuiam renda igual ou inferior a um
salario minimo (38,5%).

Em relacdo as informagdes ginecoldgicas, (55,3%) das parturientes relataram ndo fazer
uso de preservativo e (8,4%) relataram algum tipo de doenca sexualmente transmissivel

(DST). Seus dados obsteétricos estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Dados Ginecoldgicos e obstétricos das parturientes atendidas no HU-FURG
estratificados de acordo com a prevaléncia do DNA do cmv nas placentas materna e
fetal. Rio Grande, 2016.

Variavel (n) n (%)* CMV+ n (%)* CMV - n(%)*

Uso de preservativo

Sim 123 (44,7%) 12 ( 4,4%) 111 (40,4%)
N&o 152 (55,3%) 13 (4,7%) 139 (50,5%)
Total* 275 25 (9,1%) 250 (90,9%)
DST

Sim 23 (8,4%) 1 (0,4%) 22 (8%)
N&o 251 (91,3%) 24 (8,7%) 227 (82,5%)
Né&o sabe 1 (0,4%) 0 1(0,4%)
Total* 275 25 (9,1%) 250 (90,9)

N° de gestacOes
Primigesta 106 (38,5%) 11 (4.0%) 95(34,5%)
Secundigesta 79 (28,7%) 6 (2,2%) 73 (26,5%)
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+3 (multigesta)
Total*

N° de Abortos
0

1

2

Total*

Tipo de Parto
Vaginal
Vaginal+forceps
Cesarea
Total*

Tempo de ruptura
(min)

<360

361 <X< 720
>721

Total*

Capurro
(semanas)

<37

Maior ou = 38
Total*

Peso RN

Menor que 2499
Maior que 2500

Total*

90 (32,7%)
275

203 (84,2%)
30 (12,4%)
8 (3,3%)
241

118 (41,4%)
6 (2,1%)
161 (56,5%)
285

154 (68,8%)
35 (15,6%)
35 (15,6)
224

38(14,6%)
222 (85,4%)
260

43 (14,2%)
241 (79,5%)
284

7 (2,5%)
24 (8,7%)

10 (4,1%)
2 (0,8%)
1 (0,4%)
13 (5,4%)

11 (3,9%)
0

14 (4,9%)

25 (8.8%)

10 (4,5%)
6 (2,7%)
2 (0,9%)
18 (8%)

4 (1,5%)
19 (7,3%)
23 (8,8%)

4 (1,4%)
21 (7,4%)
25 (8,8%)

83 (30,2%)
251(91,3%)

193 (84,2%)
28 (11,6%)
7(2,9%)
228 (94,6%)

107 ( 37,5%)
6 (2,1%)
147 (51,6%)
260 (91,2%)

144 ( 64,3%)
29 (12,9%)
33 (14,7%)
206(92%)

34 (13,1%)
203 (78,1%)
237 (91,2)

39 (13,7)
220 (77,5%)
259 (91,2%)

* De acordo com o total de respondentes.



De acordo com os dados ginecoldgicos, as parturientes que tiveram bidpsia de
placenta contendo DNA do CMV detectado por PCR, reportaram ter algum tipo de DST
(3,9%). Quanto ao uso de preservativo (50,0%) relataram ndo fazer uso deste. A sua maioria
eram gestantes primigestas (42,3%) e realizaram cesarea (53,8%). O tempo de gestacdo em
semanas foi maior ou igual a que 38 semanas (73,1%) e o0 peso dos recém nascidos era maior
que 2,500 Kg na maioria dos casos positivos (80,8%).

DISCUSSAO

A transmissdo vertical da mée para o feto € uma das principais formas de infeccao
pelo CMV e efetua um importante papel na manutencéo da infeccéo pelo virus.®> Neste estudo
com 303 bidpsias de placenta foi verificada a freqiiéncia de (8,6%) do DNA do virus CMV na
face materna da placenta por técnica molecular. Kumazaki e colaboradores (2002), em um

estudo utilizando placentas foi encontrado 23,6% de DNA do virus.

Neste trabalho as faces maternas que possuiam DNA do CMV foram entdo
especuladas a face fetal e dessas 38,4% possuiam DNA do virus, mostrando assim que a
placenta embora atue como uma barreira existe a possibilidade de transmissdo, ou seja, ela

possui um papel importante na possibilidade de transmitir o virus para o feto.

McDonagh e colaboradores (2006) também utilizando placentas de gestagdes
saudaveis verificaram o DNA viral em 62% das placentas. As amostras de placentas foram
coletadas de 78 mulheres que estavam em trabalho de parto ou ceséria. Imediatamente apds o
parto, cinco amostras de cada placenta foram coletadas, sendo uma central e quatro da regido
periférica, 41% das amostras apresentaram baixos niveis de DNA viral, detectado em apenas
uma ou duas das cinco amostras de bidpsia e 21% apresentaram o DNA do CMV no qual foi
detectado em trés a cinco amostras de bidpsias.12 Diferentemente desse trabalho, utilizando
outra metodologia McDonagh encontrou uma alta prevaléncia do CMV, mas com um padrao
diferente de infeccdo, sendo que algumas partes da placenta possuiam do DNA do virus e
outras ndo. Segundo McDonagh e colaboradores (2006), os padrdes de infeccdo sugerem que
a via de transmissao € do sangue materno para os citotrofoblastos e 0 CMV pode se difundir
para as células estromais da circulacdo fetal.12 Todas as placentas utilizadas no estudo eram
saudaveis, porém obteve um caso confirmado de infeccdo congénita por CMV sintomaético
mostrando defeitos na morfologia do sinciciotrofoblasto, hemorragia e infiltracdo de
leucdcitos. Eles utilizaram técnicas combinadas através de biopsias de placenta, sangue do
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corddo e o padrdo de replicacdo de proteinas, e sugeriu no seu estudo que 5 a 9 % dos
neonatos poderiam ter CMV assintomatico, comprovando a importancia do papel da placenta
como reservatorio de virus De acordo com o0s estudos citados, cada um com uma
metodologia, os resultados deste trabalho podem ter sido influenciado de acordo com o tipo
de coleta que foi realizada, embora seja o0 primeiro a investigar este virus nesta populacéo e
nesta regido.

Syridou e colaboradores (2008) pesquisaram varios virus em casos de morte fetal
intrauterina, diferentemente de MCDonagh e colaboradores (2006), Kumazaki e
colaboradores (2002) e do que foi feito em nosso estudo. Syridou utilizou placentas de
gestacdes que resultaram em aborto, e comparou 62 tecidos de casos de morte fetal com 35
saudaveis, utilizando apenas a face fetal da placenta no estudo e os tecidos eram da placa
coridnica incluindo vilosidades da face fetal. No grupo de morte fetal o0 CMV foi detectado
em 16%, e nas placentas a termo o virus foi detectado em 3%.13 No seu trabalho foi
comparado o grupo controle de nascidos de gestacdes saudaveis com placentas resultantes de
morte fetal, e os virus estudados bem como o CMV foi associado a morte fetal uterina.
Destacando que o CMV esteve presente em 16% no grupo em gue houve morte uterina e no
grupo controle em apenas 3%. Assim como no presente trabalho, os dois grupos tinham
aspectos demograficos semelhantes.

Como confirmado em outros estudos, 0 CMV é relacionado a casos de aborto.***

Estes estudos demonstram que a presenca do virus na placenta é frequente e ressaltam a
importancia da atencdo para a infeccdo durante a gestacdo devido as complica¢fes neonatais

causadas pelo CMV.

As infeccBes primérias aumentam as chances de transmissdo para o feto por
conseqiiéncia elevam a probabilidade de doencas congénitas sintomaticas.’* E em casos de
primoinfeccdo as chances de transmissdo ao feto sdo elevadas e ocorrem entre 20 a 40% dos
incidentes.’® Essas incidéncias sdo preocupantes devido & possibilidade de infecgdes severas e

desenvolvimento de sequelas ou morte do neonato.

A prevencdo é a maneira mais eficaz de reduzir os riscos de infec¢do principalmente
durante a gestacdo. Para isso é importante que os profissionais da salde orientem as gestantes
sobre formas de contagio e prevencdo da infeccdo pelo CMV. Principalmente para o uso de
preservativo durante a gestagdo que € essencial para prevenir os riscos de infeccdo e

transmissdo vertical do virus CMV, bem como outros patégenos que sao um problema de
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salde publica como o HIV e sifilis. Em casos suspeitos de infeccdo congénita fetal por este
virus é importante realizar exames no recém-nascido e dar maior atencdo principalmente aos

prematuros.

Este estudo apresentou como resultado a prevaléncia do DNA do virus de 8,6%,
diferente dos estudos citados anteriormente, no entanto é a primeira que se faz este trabalho
com placentas na regido estudada e ndo se tinha conhecimento da prevaléncia desse virus na

placenta. Levando-se em conta que cada regido pode apresentar uma caracteristica.

As limitacdes do estudo incluem a falta de sorologia das gestantes, pois o resultado
de prevaléncia de CMV em placentas pode ser porque a area estudada possui menos mulheres
infectadas pelo virus.

Em concluséo essa investigacao a partir da metodologia escolhida permitiu verificar
fatores importantes da transmissdo, que contribuem para o entendimento da infec¢do pelo

CMV como uma infeccdo importante, que pode levar a agravos na salde dos neonatos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo investigar a prevaléncia do DNA do CMV em
placentas de parturientes atendidas em um hospital universitario no sul do Brasil. Foi
encontrada uma prevaléncia molecular do virus de 8,6% na amostra estudada, evidenciando a
presenca do CMV na placenta. A presenca do virus ndo evidencia a transmissdo vertical,
porém indica um risco de transmisséo intrautero.

A presenca do CMV foi detectada em amostras de placentas de parturientes com idade
média de 25 anos, o que indica a infecgdo durante a idade fértil, sendo uma preocupacédo
devido a possibilidade de transmissdo vertical. Segundo relataram eram mulheres que
possuiam parceiro fixo e que ndo faziam uso de preservativo. A andlise estatistica foi
descritiva das parturientes incluindo seus aspectos demogréaficos, ginecoldgicos e obstétricos.

Este estudo expde a importancia da deteccdo do CMV como causador de infeccdes
congeénitas, seu risco de transmissao vertical, o que pode aumentar a possibilidade de doengas
congénitas. Permitiu verificar a incidéncia de CMV em placentas e contribui para o
entendimento da adaptacdo do virus ao tecido placentario, a qual deve ser considerada
importante devido a possibilidade de transmissdo vertical e infeccdo que comprometem a

saude dos neonatos.
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ANEXOS

QUESTIONARIO
Prevaléncia de Infecgdes Sexualmente Transmissiveis (IST) na placenta e colosire de Nimero do
gestantes atendidas ne Hospital Universitdario (HU-FURG) do Rio Grande — RS, incidéncia
. - . , uestionario
de IST no corddo umbilical dos neonatos dessas gestanies ¢ os fatores de risco associados. 1 ‘
Categoria da paciente: (1) Gestanfe  (2) GestanreHIV+ catp

“AS PERGUNTAS DESTE QUESTIONARIO SAQ SIGILOSAS, NAO EXISTE A
POSSIBILIDADE DE VOCE SER IDENTIFICADO. PORTANTO CONTAMOS COM A S5UA

SINCERIDADE.”
“VAMOS FALAR SOBRE SEUS DADOS PESSOAIS™ NAO
. . . o : ESCREVER
1. Qual a cor da sua pele: (1) Branca (2) PardaMiorena {3) Preta AQUI
2. Quantos anos vocé tem?  anos (comipleio) cor
3. Vocée: (1) Solteira (2) Casada ou tem companheiro  (3) vidva  (4) Separada idad__ .
4. Até que série vocé estudou? _ *do _ ° grau (jd completou) estactv__
serim
5. Vocé fuma? (1) Sim. Quantos cigarros por dia? (2yNio (3) Parou de fumar oraum
6. No més passado quanto ganharam as pessoas da sua casa que trabalharam? f'ﬁ_
qlum
Pessoal:!R$ _ . cendl
Pesspa22R% rend.?_'_ o
Pesspa 3RS _ rend3

“AGOREA VAMOS FALAR SOBRE SEXO, GRAVIDEZ E DOENCAS DO SEXO”

7. Que idade voce tinha quando manteve relagdo sexual pela primeira vez?  anos _

8. Com quantas pessoas vocé fez sexo na sua vida? idsex____

0. Com quantas pessoas voce fez sexo nos ultimos 6 meses? SV

10. Quantas vezes vocé ficon gravida (partos mais abortos)? SeRm__

11. Quantos partos vece teve (pario normal mais cesarea)? gest____

12. O que a vocé faz para nio engravidar? (1) pilula anticoncepcional  (2) canusinha para____
(3)DIU {4 higadura das trompas  {3) Outro meétodo. Qual? faz__

13. Vocé usa camisinha durante as relagdes sexuais? qoutro__
(1)sim  (2) ndo. Por que nio usa? usa_

14. Vocé ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel? porn __
(1) sim. Qual? (Zyndo (9 Nio lembro dst__

15. Vocé ja ouvin falar de Herpes genital? (1) sim (2ynio (9 Nio lembro Edﬂ —

EIp
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16. Se vocé conhece o Herpes. Como se pega?

17. Se vocé conhece o Herpes. O que ele causa?

18. Voceé ja ouvin falar do Papiloma Virus Humano (HPV)?(1) sim(2) ndo(9) Nio lembro

19. Se vocé conhece a HPV. Como se pega?

20. Se vocé conhece o HPV. O que ele causa?
“AGORA VAMOS FALAR SOBRE O CANCER DO COLO DO UTERO”

21. Vocé ja ouviu falar no exame de pré-cancer (preventive) do colo do utero?
(1)Sim  (2)Nie (9) Nio lembro
22. Voce ja fez este exame alguma vez? (1) 5m  (2) Nio (9) Nio lembro
23. Marcar o que vocé acha importante para a mulher ter o cincer do colo uterino: {pode ser
mais de uma)
(1) mae ter tido cancer (2) irmA ter tido cincer  (3) corrimento  (4) usar DIU
{3) Papiloma Virus Humano (HPV) {6) ter ferida no colo do utero
{7) Ser fumante (8) Ter muitos filhos () Outro fator?

“AGORA VAMOS FALAR SOBEE CORERIMENTO NA GRAVIDEZ”
24. A Senhora tem ou teve corrimento vaginal nesta gravidez?
(1) Sim, tratado (2) Sim, ndo tratade (3)Nio (9) Nio lembro
25, SE SIM Quantas vezes a senhora teve corrimento durante toda a gravidez?  vezes
(77=durante toda a gravidez; 88=ndo se aplica; 99=IGN)

26. Que cor era a maioria destes corrimentos?

Branco—amarelado: (1)5m () Nio (%) Nio lembro
Amarelado: (1)5Sm () Nio (%) Nio lembro
Esverdeado: (1)5Sm () Nio (%) Nio lembro
Cutra cor

27. Este corrimento tinha cheire mim?
(1) Sim, sempre (2) Sim, as vezes  (3)Nio (9) Nio lembro

28. Quando a senhora estava com corrimento, o que mais a senhora tinha?
Coceira: (135m (2)Nio (9)Nio lembro
Ardéncia para urinar: (135m (2)Nio (9)Nio lembro
Dor durante relactes sexpais: (1) Sim  (2) Nao  (9) Nio lembro

20, Alguma vez a senhora fez tratamento para este corrimento?

(1) Sim: Qual? () Nao {9) Nio lembro

(1) creme vaginal. Qual e por quanto tempo?

{2} comprimido. (QJual e por quanto tempo?

pherp
cherp
phpv __
chpv

falacp

fezcp

causal
causal
causa i
causad
causa s

causatd

georl
geor?
geord

geord

gcheiro

gooc
gard

gdor

gtrat

gCreme

qqer
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MUITO OBRIGADO PELA SUA PACIENCIA!

“PARA USO DO PESQUISADOR"™

30, STATUSHIV __ / ) CD4

Carga viral

Terapia anti-retrovriral (1) Nio

(2) Sim

J1.STATUSHCV: ENA(PCR): (1) negativo
Tippdo HCV:

J2.STATUSHBV: DNA(PCR): (1) negativo
Tipedo HBV:

33. STATUS HERPES: DNA(PCR): (1) negative
Tipo do HEREPES:

3. STATUS HPV: DNA-HPV (PCE): (1) negativo
Gendtipo HPYV:
Genotipo HPV:
Genotipo HPV:

Genotipo HPV:

35. Resultado do CITOPATOLOGICO:
(3) lesdo de baixo grau (HPV e NIC I)
(4) lesdo de alto gran (WIC I1 e III e carcinoma “in sim™)

(1) Normal

36. Tipo de parto:

)ywvaginal (2) vaginal + forceps  (3) cesariana
37. Tempo de ruptura da membrana amniotica (min)
=360 (2)36l=a=720 (3)=721

38. Peso Becém-nascido:

{2) positivo

(2) positivo

(2) positivo

(2) positivo

{2) Inflamatorio

(3) Carcinoma invasor

ger
goomp

gqromp

gicomp

cidd

cv

teranti

RNAHCV

tipo

DNAHBV __

tipo

DNAHSV

tipo

DNAHPV

genol
geno 2
geno 3
geno 4

cp__

tipart

temrupt

pesoBIN
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO | ,
HOSPITAL UNIVERSITARIO DO RIO GRANDE @

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PREVALENCIA DE INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS (IST) NA PLACENTA E
COLOSTRO DE GESTANTES E INCIDENCIA DE IST NO CORDAO UMBILICAL DE NEONATOS
ATENDIDOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO (HU-FURG), RIo GRANDE — RS

Investigador principal: Ana Maria Barral de Matinez/ tel: 32338857
Médico responséavel: Carla Vitola Gongalves/ tel:32338842

EXPLICACAO DO PROJETO DE PESQUISA AOS PACIENTES :

Propdsito de estudo

O propésito desta pesquisa é estudar os agentes infecciosos que se
transmitem sexualmente e que podem ser isolados a partir da bidpsia da placenta,
sangue periférico (venoso) das parturientes e sangue do corddo umbilical de seus

recém-nascidos no Hospital Universitario da cidade de Rio Grande.

Procedimentos

Noés solicitamos que vocé responda ao questionario anexo a este termo de
consentimento para que possamos conhecer algumas informacfes a seu respeito.

Suas respostas sao importantes para a realizacédo da pesquisa.

Além disso, nés solicitaremos que sejam recolhidas amostras do sangue do
corddo umbilical e biépsia da placenta para esta pesquisa, que serdo coletadas logo
apos o parto e amostra de sangue sua (restante) de coleta ja colhida pelo laboratério

do HU. Reiteramos que ndo sera necessaria nova coleta de sangue.

Estas amostras serédo usadas para diagnostico microbioldgico e molecular da
infeccdo, através da detecgdo do DNA por técnicas de biologia molecular e método
sorologico, para determinar se vocé é portador de HSV — Herpes e que tipo de HSV
vocé esteja portando, caso esteja infectada.

As amostras serdo enviadas para o Laboratério de Biologia Molecular, no

Hospital Universitario da FURG e sera utilizada apenas para esta pesquisa. A
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tel:32338842

amostra retirada ndo serd enviada para outros laboratorios e ndo serd usada para

propdsitos comerciais.

A coleta da amostra ndo vai afetar a sua saude nem a do seu recém-nascido.

1.1. Beneficios:

O beneficio da pesquisa sera diagnosticar através de técnicas
moleculares e sorolégicas a presenca do Herpesvirus e a associagdo com a
prevaléncia molecular, a carga viral e a transmissao vertical (mae-filho) desse virus
em parturientes e seus neonatos atendidos no Centro Obstétrico do Hospital
Universitario- FURG

A prevaléncia desse modo nao-sexual de transmissédo viral pode ter um
impacto importante sobre as estratégias de vacinacdo, prevencdo da infeccdo e

manejo clinico de mulheres infectadas antes da gravidez.

1.2. Alternativas para a participacao

Sua participagdo nesse estudo é voluntaria. Caso vocé ndo queira participar,
continuara a receber o melhor tratamento nesse servigo. Vocé é livre para retirar o

seu consentimento a qualquer hora.
Caso vocé se recuse a participar isso ndo afetara seu tratamento atual ou

futuro, de qualquer forma.

1.3. Custos e compensacdes

Vocé ndo pagara nada para participar desse estudo. Vocé nao serd pago por
estar no estudo.

1.4. Confidenciabilidade

Este estudo envolve informacgbes confidenciais. Essas informacdes seréo
mantidas estri$tamente confidenciais. O seu nome ndo sera dado para ninguém
além dos profissionais do Laboratorio de Biologia Molecular, localizado na
Faculdade de Medicina da FURG. Qualquer publicacdo cientifica dos resultados néo

identificara vocé.
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1.5. Risco Global do Estudo

As duas biopsias que serao realizadas no disco da placenta (uma na por¢cao
materna e a outra na porcao fetal) ocorrerdo apds o parto, assim como a coleta
da amostra de sangue do corddo umbilical, que sera realizada na porcao inserida
na placenta, ndo oferecendo risco ao recém-nascido.

O soro das pacientes sera proveniente do sangue coletado pelo laboratoério do
HU, durante o pré-natal das mesmas. Portanto ndo ha a necessidade de nova
coleta e os pesquisadores n&o terdo este contato com as pacientes.

As informacfes contidas nos questionarios e prontuarios assim como 0s
resultados obtidos com a pesquisa serdo sigilosas e somente disponiveis aos
pesquisadores envolvidos no estudo, de forma a proteger a identidade dos
sujeitos da pesquisa.

Com relacdo aos pesquisadores, 0s riscos existentes dizem respeito a
manipulacdo de amostras clinicas e todas as implicacdes referentes as mesmas.
A equipe de pesquisadores sera treinada com objetivo de minimizar esses riscos,
sendo que estes procedimentos séo realizados rotineiramente no Laboratério de

biologia molecular.
1.6. Perguntas ou problemas

Se vocé tem alguma pergunta ou problema quanto a esse estudo, pode entrar

em contato com a pesquisadora Emiliana Claro Avila, fone 53 99439067

Consentimento

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Prevaléncia de Infeccbes
Sexualmente Transmissiveis (IST) na placenta e colostro de gestantes atendidas no
Hospital Universitario (HU-FURG) do Rio Grande — RS, incidéncia de IST no cordao
umbilical dos neonatos dessas gestantes e fatores de risco associados”. Eu discuti
com o Dr. Ana Maria Barral de Martinez sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao 0s propésitos do estudo, o0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a

tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
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deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal

Data / /

(Somente para o responséavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data / /
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PREVALENCIA DE INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS (IST) NA PLACENTA E
COLOSTRO DE GESTANTES E INCIDENCIA DE IST NO CORDAO UMBILICAL DE NEONATOS
ATENDIDOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO (HU-FURG), RIo GRANDE — RS

Investigador principal: Ana Maria Barral de Matinez/ tel: 32338857

Médico responséavel: Carla Vitola Gongalves/ tel:32338842

Casos especiais de consentimento:
Paciente menor de 18 anos — com a assisténcia de um dos pais ou responsavel;

Paciente e/ou responsavel analfabeto — o presente documento devera ser lido em
voz alta para o paciente e seu responsavel na presenca de duas testemunhas,
que firmardo também o documento;

Eu, ,RG n° ,

responsavel legal por , RG n°
, declaro ter sido informado e concordo com a sua

participacdo, como voluntario, no projeto de pesquisa acima descrito.

Assinatura
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