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RESUMO

Objetivo: avaliar a possibilidade de deteccao do HIV em amostras de liquido
amniético obtido no momento do parto, de gestantes infectadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e correlacionar os niveis de carga viral no
liquido amnidtico com os valores encontrados no sangue periférico materno e
do recém-nascido. Métodos: foram recrutados 40 binémios. Todas as
gestantes foram submetidas a cesariana eletiva. Realizou-se coleta de sangue
periférico das puérperas e de seus recém-nascidos, com quantificacao
imediata da carga viral. A metodologia usada para quantificacao da carga viral
em sangue periférico foi branched-chain acido desoxirribonucléico (bDNA). O
liquido amnidtico foi coletado durante a cirurgia e armazenado a -70°C. Todas
as amostras foram dosadas em tempo Unico utilizando-se o Nucleic Acid
Sequence-Based Amplification (NASBA) NucliSens easy MAG (Biomérieux).
Comparou-se a carga viral detectada em liquido amnidtico com a encontrada
em sangue periférico. Resultados: a mediana de idade das pacientes
avaliadas foi de 28,5 anos e a mediana de consultas pré-natais a que
compareceram foi de oito. Quanto a época de inicio de pré-natal, 13 pacientes
(32,5%) iniciaram no primeiro trimestre e 17 (42,5%) no segundo trimestre
de gestacdo. A carga viral sérica materna no momento do parto variou de <50
copias/mL a 99.882 cdpias/mL. Avaliando a dosagem de células CD4 no
puerpério observou-se que cinco pacientes (13,9%) apresentaram contagem
<200 cels/mm?, 16 (44,5%) entre 200 e 499 e 15 (41,6%) maior que 500
cels/mm?3. Caracterizando os recém-nascidos quanto ao peso e a idade
gestacional ao nascimento, oito (20%) tinham baixo peso (<2500 gramas) e
trés (7,5%) eram pré-termos (menos de 37 semanas). Apenas um recém-
nascido apresentou carga viral positiva coletada pés-parto imediato, com
negativacdo da mesma apos dois meses de vida. Os recém-nascidos (RNSs)
foram seguidos até o terceiro més de vida, 38 eram sororrevertor e dois
perderam o seguimento. Quanto a dosagem da carga viral no liquido
amniotico, trés amostras foram positivas; duas destas foram novamente
reextraidas, amplificadas e quantificadas com deteccdo positiva em apenas
uma delas. Todas as pacientes que apresentaram carga viral detectavel no
liquido amnidtico possuiam carga viral indetectavel pré-parto e apds o parto,
assim como seus recém-nascidos. Conclusao: foi possivel detectar o virus da
imunodeficiéncia humana no liquido amnidtico, mas nao houve correlagao
dessa deteccao com os valores da carga viral sérica materna e do recém-
nascido.

Palavras-chave: HIV. Transmissdo vertical. Liquido amnidtico. Fatores de risco.
Carga viral.



ABSTRACT

Objectives: evaluate possibility to HIV detection in amniotic fluid, collected at
delivery, in HIV positive pregnant and to compare viral load in this fluid with
the maternal and newborn child blood samples. Methods: we enrolled 40 HIV-
1 positive women with healthy, singleton pregnancies and newborn child. All of
then were submitted to elective cesarean section. The bDNA was used to
determinated of maternal and child plasma viral load. Blood samples were
collected after delivery. The amniotic fluid was obtained during surgery and
was stored at —-70° C. The NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification)
NucliSens easyMAG (Biomérieux) was used for quantification of amniotic fluid
viral load. The viral load in maternal and child blood and amniotic samples
were compared. Results: the median age of women was 28,5 years. The
median of prenatal visits was 8 during pregnancy. 13 (32,5%) patient began
pre-natal in first trimester and 17 (42,5%) began in second trimester.
Maternal plasma viral load after delivery range <50 to 99.882 copies/ml. CD4
lymphocyte count, at the same time, was: 5 (13,9%) < 200 cels/mm?, 16
(44,5%) 200 to 499 cels/mm? and 15 (41,6%) > 500 cels/mm?>. Newborn
infant characteristics were: eigth (20%) infants had weight less than 2500g
and 3 (7,5%) were preterm (less than 37 weeks). One child had plasma viral
load positive at delivery, but it became negative after 2 month. 38 children
were HIV negative after 3 month. Three samples amniotic fluid viral load were
positive. In the two samples viral load was repeated and one sample remained
positive. All of mothers with amniotic fluid viral load positive had plasma viral
load undetectable during pregnancy and after delivery. The mother of the child
who had viral load positive after birth also had plasma viral load undetectable
after delivery. Conclusion: HIV-1 RNA was detectable in amniotic fluid but we
wouldn’t identify co-relation with mother and child plasma viral load.

Keywords: HIV. Vertical transmission. Amniotic fluid. Risk factors. Virus load.
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O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), reconhecido em 1983, é o
responsavel pela maior epidemia mundial do ultimo século. O programa
das Nagdes Unidas para o HIV/AIDS! estimou, para o final de 2007, que
33,2 milhdes de pessoas viveriam com o HIV em todo o mundo. As
mulheres representam metade desse total, aproximadamente 15,4
milhdes, e estdao sob risco mais alto de infecgdao, especialmente em
localidades em que a via de contaminagdo heterossexual é a
predominante. Estima-se que 85% dessas mulheres estejam em idade
reprodutiva, o que chama atencdo especial para a prevencao da

transmissao vertical do HIV.!

A transmissao vertical é responsavel por aproximadamente 99% dos
casos de criancas infectadas pelo HIV. Em dezembro de 2007 estimou-se

que 2,5 milhdes de criancas abaixo de 15 anos estavam infectadas.’

Minha formagao em Obstetricia e Ginecologia muito influenciou a decisdo
de fazer pods-graduacdao. No Hospital das Clinicas (HC) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) tive contato com profissionais
competentes e admiraveis. Muitos me incentivaram a trabalhar com esta
area de pesquisa: pacientes portadoras do HIV. A busca por mais
conhecimentos dos fatores de risco e medidas profilaticas visando a
reduzir as taxas de transmissao do virus estimulou-me a ingressar neste e
em outros projetos. Iniciei-me, entdo, nesta estrada, trabalhando mais
intensamente com pré-natal de alto risco no grupo de pacientes
portadoras do HIV.

O grupo materno-infantil HIV/AIDS é referéncia na assisténcia as
gestantes HIV positivas na Faculdade de Medicina e Hospital das Clinicas
da UFMG e tém uma importante linha de pesquisa nesta area. Os esforcos
sao continuos na procura de mais conhecimentos sobre a infeccao pelo

HIV. E de reconhecida importancia o diagndstico em gestantes, com o
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intuito de serem adotadas medidas profildticas capazes de reduzir

significantemente a taxa de transmissao vertical.

As medidas adotadas durante o pré-natal e intraparto ja sdo bem
definidas. O estudo proposto busca o melhor conhecimento da
transmissao intra-utero, avaliando a presenca do HIV e sua quantificacao
no liquido amnidtico, comparando os valores encontrados com a carga
viral detectada no sangue periférico materno e do recém-nascido apds o

parto.

A deteccao do HIV no liquido amnidtico e sua quantificacdo comparada
com a carga viral sérica materna e do recém-nascido periparto poderia
estabelecer correlagdo com a transmissao vertical intra-atero e dar inicio a

identificacao de fatores de risco e formas de profilaxia mais eficazes.



2 Literatura
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2.1 Primordios da infeccao

Desde os relatos dos primeiros casos da sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) no inicio da década de 1980 até o isolamento e
identificagdo do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) como
agente causador da sindrome, em 1983-1984, os pesquisadores vém
buscando o rapido conhecimento da fisiopatogenia da AIDS, do complexo
ciclo replicativo do HIV-1 e métodos laboratoriais capazes de auxiliar no

diagndstico da afecgdo.?

Existem dois retrovirus capazes de levar a AIDS: o HIV-1 e o HIV-2. Este
ultimo tem sido descrito em diferentes regides do mundo, mas sempre em
individuos que tiveram algum contato com o continente africano ou sua
populacdo.®> Em 1985, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou os

primeiros testes para deteccdo do HIV.*

Nos primérdios da infeccao, inicio dos anos 80, a doenca era encontrada
em homens homossexuais e usuarios de drogas injetaveis, o grupo de
risco também incluia haitianos, hemotransfundidos, prisioneiros e
africanos.* No decorrer dos anos a infeccdo passou a ser observada em
mulheres que tinham contato com parceiros infectados e criancas. A
disseminacdao da doenca se deu de forma rdpida e a busca pelo
conhecimento das formas de infeccao, profilaxia e tratamento tornou-se

mandatoria.

A predominancia heterossexual da transmissao do HIV transforma as
mulheres em um grande grupo de risco para adquirir a infecgdao. Parcela
significativa delas encontra-se em idade reprodutiva, portanto, a
concomitancia de uma gestacao com a infeccao materna pelo HIV nao

pode ser considerada evento raro.’
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Estimou-se, no final de 2007, que 15,4 milhdes de mulheres em todo o
mundo eram portadoras do HIV. Por outro lado, 420 mil criangas abaixo
de 15 anos foram infectadas naquele ano, sendo que em mais de 90%
delas a infecgdo ocorreu durante a gravidez ou no periodo do aleitamento
materno. Além disso, havia na América Latina 1,6 milhdes de pessoas

vivendo com o virus, dos quais 36% (612 mil) eram mulheres.?

Sem duvidas, as pesquisas dos ultimos anos possibilitaram melhor
entendimento e conhecimento dos fatores que aumentam a transmissao
perinatal do HIV-1,° fato que possibilitou, dentro do possivel, equacionar
0S recursos para combate a esta forma de transmissdo do virus. No Brasil,
o estimulo a pesquisa ativa da infeccdo com o exame soroldgico
aconselhado para todas as gestantes e a implementacao progressiva de
medidas pré-natais, obstétricas e pds-natais apropriadas fizeram com que
os percentuais de transmissao vertical (TV) desse virus se reduzissem,
paulatinamente, de 34,8% no inicio da década de 90 para 1,2% nos dois

Gltimos anos.’”

2.2 O virus da imunodeficiéncia humana

O virus da imunodeficiéncia humana, conhecido como HIV (sigla originada
do inglés: human immunodeficiency virus), pertence a classe dos
retrovirus, na subfamilia dos lentivirus. Ao entrar no organismo humano,
pode ficar silencioso e incubado por muitos anos. O HIV age no interior
das células do sistema imunoldgico, atingindo preferencialmente células
que expressam molécula CD4 em sua superficie, tais como os linfocitos T

CD4+, usando-os para se replicar.”

Uma particula infecciosa do HIV consiste de dois filamentos idénticos de

RNA, acondicionados dentro de um centro de proteinas virais e cercado
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por um envoltério de bicamada lipidica derivada da membrana celular do
hospedeiro, mas incluindo proteinas da membrana codificadas

viralmente.®

Na primeira fase da infeccdo ocorre a ligacao de alta afinidade da
glicoproteina viral gp120 as moléculas CD4 presentes na superficie de
uma célula T ou de um fagocito mononuclear. Apds a ligagao, as particulas
do HIV penetram na célula por fusdao direta da membrana, sendo o
processo facilitado pelas moléculas da glicoproteina viral gp41. Esse
processo é dependente de co-receptores expressos na membrana das
células-alvo, sendo os mais bem definidos as quimiocinas que incluem a
CCR5 e a CXCR4. Estas moléculas estao expressas nas células T, nos

mondcitos teciduais e em outros tipos de células.®

Na infeccdo pelo HIV e na progressao da imunossupressao, além das
células T CD4+, dois outros tipos de células exercem importante papel: os
macroéfagos e as células dendriticas foliculares. Os macréfagos expressam
CD4 e receptores de quimiocinas como o CCR5, podendo se tornar
reservatorio para o virus. As células dendriticas foliculares dos centros
germinativos do baco e linfonodos também aprisionam grande quantidade
do HIV.B

Cepas do HIV podem ser divididas de acordo com o tropismo preferencial
para infectar células da linhagem macrofagica ou células da linhagem
linfocitica. O que determina esse tropismo preferencial sao os co-
receptores de membranas. Cepas linfocitico-tropicas utilizam o co-
receptor CXCR4, ao passo que as macrofagico-trépicas utilizam o receptor
CCR5.° A infeccdo pelo HIV é crdnica. O virus se replica constantemente,
sem ser eliminado. No sangue ele pode estar associado as células sob
forma de provirus integrado ao genoma celular, mas aparece também sob

a forma livre (virion infeccioso), produto da replicagao ativa do virus.
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2.3 Métodos diagnosticos

Os testes laboratoriais caminham lado a lado com o rapido conhecimento

da fisiopatogenia da AIDS e do complexo ciclo replicativo do HIV-1.%°

Finalmente, em 1985, os testes dos doadores de sangue passaram a ser
disponiveis, rotineiramente, a partir do primeiro kit de ensaio
imunoenzimatico enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), que
estabeleceu HIV-1 ELISA como a primeira ferramenta de triagem
diagndstica.!! A sua implantacdo ocorreu, primeiramente, nos bancos de
sangue e, posteriormente, como método diagndstico para os individuos

com risco de infeccao pelo HIV-1.

O método laboratorial mais direto para detectar HIV-1 em pacientes é a
cultura do virus por meio do cocultivo de células mononucleares do
sangue periférico, plasma ou células ganglionares, com estimulacdo de
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) de doadores ndo infectados.!?
Esse método tem alto custo, pressupde uma equipe de técnicos treinados
e condicOoes laboratoriais de isolamento e seguranca e é uma técnica
demorada, obtendo-se resultados apds 15 a 30 dias, ou mais, de cultivo.
Por isso, sua indicacdo, atualmente, vem se restringindo a area de

pesquisa clinica.!®

As técnicas mais freqlientemente utilizadas para pesquisa de anticorpos
anti-HIV sao: teste imunoenzimatico (ELISA), fluorimetria,
guimioluminescéncia, radioimunoprecipitacao (radio immunoprecitation
assay - RIPA), aglutinacdo de particulas de latex, imunofluorescéncia
indireta (If) e western-blot (WB). O ELISA e o WB tém, atualmente, alta
sensibilidade (99%). Em termos de diagnodstico soroldgico de infecgao pelo
HIV, o Ministério da Saude do Brasil preconiza que seja realizado o ELISA

em duplicata, como método de triagem, e outro método como teste
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confirmatdrio de positividade, que pode ser a aglutinacdo de particulas de

latex ou a If, na dependéncia das condi¢des do laboratério.®
Existem alguns testes usados para a ampliacao do genoma do HIV:

e Deteccao do DNA do HIV-1 integrado ao genoma leucocitario
(PCR-DNA quantitativo)

Usa-se a reacao em cadeia de polimerase - polymerase chain reaction
(PCR), em especial para o diagnéstico de infeccdo pelo HIV-1, em criancgas
nascidas de maes soropositivo, sendo altamente especifico e sensivel em
lactentes de um a dois meses de idade e para o esclarecimento

diagndstico de individuos com perfis indeterminados ao WB.!3

e Deteccao do acido ribonucléico (RNA) do HIV-1 no plasma (PCR-
RNA qualitativo)

Emprega-se PCR apds transcricdo reversa (RT-PCR). E indicada para o
diagnéstico da infeccdo pelo HIV-1 em criancas nascidas de maes
soropositivo e diagnostico de infeccdo pelo HIV-1 em adultos expostos
recentemente (até dois ou trés meses), portanto, antes de

soroconvers3o.!3

e Deteccaito do RNA do HIV-1 no plasma (quantitativo) ou

determinagdo da carga viral (CV)

A carga viral corresponde a quantidade de virus replicativo ou latente
presente em um individuo infectado. A utilizacdo da técnica de PCR
permitiu mostrar que o HIV se replica de maneira variavel em todos os
estagios da doenca, o que contradiz a concepcdo inicial de laténcia

viroldgica apos a primoinfecgdo.'*
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A determinacao da carga viral tornou-se ferramenta indispensavel para o
melhor acompanhamento clinico das pacientes portadoras do HIV. Varias

tecnologias tém sido utilizadas para esta quantificacdo.'®

As técnicas mais freqlientemente empregadas para determinacao da carga
viral sdao: PCR quantitativo por competicao, bDNA, nucleic acid sequenced
based amplification (NASBA). A quantificacdo do RNA viral plasmatico
pode ser realizada, atualmente, por meio de kits comerciais, que utilizam
amplificacdo génica, tais como a PCR ou NASBA e hibridizagao molecular,
como a técnica do DNA ramificado. Cada um destes kits permite obter
medicao extremamente confidvel da carga viral plasmatica, mas necessita

de pessoal qualificado e equipamento especifico.®

2.3.1 Deteccao do HIV em outros fluidos corporais

Como ja é sabido, o virus esta presente em outros compartimentos
corporeos, além do sérico, de pessoas contaminadas. Em fluidos como o
esperma, residuo vaginal e leite materno, a taxa de transmissao é
significativa.'® Estd também em outros liquidos (saliva, lagrimas, urina e
suor), mas a quantidade é tdo pequena que ndo apresenta riscos de

transmissdo.’

O HIV ja foi identificado a partir de cultura de PCR-DNA em material
oriundo de abortamentos: na placenta, na oitava semana de gestacao; e

no feto, na 102 semana.!®

O liguido amnidtico é alvo de grandes estudos na area da transmissao
vertical do HIV.'%?° A grande maioria das pesquisas desenvolvidas avalia a
presenca e a concentracao de anti-retrovirais no liquido de gestantes

submetidas ao uso desses medicamentos durante a gravidez. A existéncia
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do HIV no liquido amnidtico ainda é incerta. Estudos recentes tém sido
desenvolvidos para sua deteccdo nesse compartimento, objetivando

melhor conhecimento da transmisséo intra-utero.?°

2.3.1.1 Liquido amnidtico

O ser humano estd envolvido, desde a sua formacdo, pelo liquido
amniotico (LA). A sua origem e o seu volume variam conforme a idade
gestacional e dependem de uma série de trocas envolvendo o feto, a
placenta, as membranas e o0 organismo materno. Apesar dessas
alteracbes serem nitidas, até o presente pouco se sabe sobre os
mecanismos fisioldgicos que regulam a sua composicao e o seu volume

nos diferentes trimestres gestacionais.?!

A degluticdo é a principal via pela qual o fluido deixa a cavidade
amnidtica, sendo a micgao fetal a maior fonte de LA, desde o inicio da

segunda metade da gestagdo.?!

A pele fetal desempenha importante papel na formagdao do LA nas
primeiras semanas da gestacao, mas, a partir da queratinizacao que
ocorre aproximadamente com 25 semanas, sua participacdao na producgao
e composicao do liquido vai sendo substituida. A placenta é também um
local importante de troca de fluidos desde o final do primeiro trimestre,
permanecendo durante toda a sequnda metade da gestacdo. Ha inclusive
entrada preferencial pela placenta de produtos deciduais, como
prostaglandinas e a prolactina, que passam direto para o LA sem circular

pelo sangue materno.??

Os principais componentes presentes nesse liquido estdo em suspensao e

em dissolucdo. Entre os elementos em suspensao encontram-se células
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esfoliadas do amnio, principalmente do feto, assim como lanugem e
goticulas de gordura. Como elementos de dissolucdao sdo encontradas
substancias organicas e inorgadnicas. Os eletrdlitos representam as
substancias inorganicas, sendo alguns relacionados com a idade
gestacional. Entre os compostos organicos estao as proteinas, os
aminoacidos, a alfa-fetoproteina, as substancias nitrogenadas nao-
protéicas, os lipidios, os carboidratos, as vitaminas, as enzimas, a

bilirrubina, os horménios e as prostaglandinas.?!

O liguido amnidtico apresenta-se rico em células descamadas que
delimitam a cavidade amnidtica e também células provenientes do feto. A
base morfoldgica da citologia amnidtica esta estritamente relacionada ao
feto, decorrendo a necessidade de ser conhecido o desenvolvimento intra-
uterino da pele, das mucosas respiratérias e digestivas, das coberturas
geniturinarias e dos demais elementos que tenham contato com esse
liguido. Torna-se necessaria a investigacao da fisiologia de cada epitélio,

de seus ritmos de crescimento e maturagdo.?

Encontram-se no liquido amnidtico células do epitélio escamoso
estratificado e sem cornificacdo, presentes na boca, no eséfago e no anus
do feto e células dos epitélios glandulares no restante do tubo digestivo e
glandulas anexas. Nas vias urindrias ha, fundamentalmente, epitélio

transicional também no liquido amniético.?®

Alguns estudos tém sido realizados em busca da deteccdo do HIV no
liquido amnidtico com a finalidade de mais conhecimento dos fatores de
transmissdo intra-Utero. Mundy et al. (1987)'° detectaram a presenca do
HIV no liquido amnidtico e em células colhidas por amniocentese em uma
paciente isoimunizada pelo fator Rhesus (Rh) e contaminada com o virus.
A paciente era usuaria de droga injetavel, motivo pelo qual foi testada a

infeccao pelo HIV. Iniciou o pré-natal no terceiro trimestre da gestacao e
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nao fez uso de anti-retroviral nesse periodo. Foi submetida a duas
amniocenteses devido a isoimunizacdo Rh, para avaliacdo do
acometimento fetal. Na segunda amniocentese foram colhidos 60 mL de
liqguido amnidtico, parte utilizada para avaliar a presenca do HIV. A técnica
adotada para deteccao foi a cultura viral por PCR. O liqguido amnioético foi
colocado em contato com células mononucleares do sangue periférico,
colhidas de individuos nao infectados. Apds cinco semanas foi identificada
contaminacdo dessas células mononucleares, confirmando-se a presenca
de virus livre em liquido amnidtico, com capacidade de infeccdo. A grande

/.19

guestdo era que Mundy et a nao poderiam excluir a contaminacgao

desse liquido por sangue materno durante a amniocentese.?°

Maiques et al. (2003)?* publicaram estudo realizado na Espanha entre
1984 e 2000 procurando rastrear o HIV no liquido amnidtico a partir de
amniocentese. Foram avaliados 356 bindmios (mae e recém-nascido). A
metodologia utilizada para deteccao do virus no liquido foi NASBA. Foram
formados trés grupos distintos de pacientes, todos comparados com o
grupo-controle, posteriormente, para a avaliagao da transmissao vertical.
O primeiro grupo abrangia 11 pacientes submetidas a amniocentese entre
16 e 18 semanas de gestacao, realizada antes de 1987; o segundo grupo
envolvia 18 pacientes e a amniocentese foi realizada entre 37 e 38
semanas de gestacao, com inclusdo de pacientes entre 1987 e 1999; o
terceiro grupo tinha 38 pacientes, o liquido amnidtico foi coletado durante
a cesarianas realizadas apos 1999. Ndo foi verificado o HIV em nenhuma
amostra analisada e a diferenca de transmissdo vertical entre as pacientes
submetidas a amniocentese e as ndo submetidas ndo foi estatisticamente
significativa (risco relativo - RR 95%, intervalo de confianca - IC = 1,85 -
0,69-4,98).

A contaminagdao do liquido amnidtico pelo HIV foi investigada em 26

pacientes entre 29 e 41 semanas de gestacao, por meio da deteccdao da



28

presenca do antigeno proteina 24 (p24). As amostras de liquido amniotico
foram obtidas por amniocentese.?®> Ndo se encontrou o antigeno p24 em

nenhuma amostra, somente o anticorpo p24.

Usando metodologia NASBA, Mohlala et al. (2005)%° publicaram estudo
para avaliacdo da carga viral no liguido amnidtico. As pacientes eram
recrutadas durante o pré-natal entre 30 e 36 semanas de gestacao.
Mulheres com complicacdes obstétricas ou em uso de outras medicagoes
além dos anti-retrovirais eram excluidas. A cesariana procedia-se como de
rotina até a exposicdo das membranas, sem sua rotura, para a coleta de
liguido amnidtico. As amostras grosseiramente contaminadas com sangue
ou meconio eram descartadas, implicando a exclusdo da paciente do
estudo. O leito placentario era biopsiado apds a cesariana, para avaliacao
de anormalidades como hemorragias, tromboses ou infartos. No caso de
anormalidades placentarias, as pacientes eram excluidas. Foi dosada
carga viral no liquido amniotico de 26 gestantes infectadas pelo HIV. As
amostras foram processadas dentro de quatro horas apds a coleta e
estocadas a -70° C. As amostras colhidas nao foram centrifugadas antes
da extracdo do RNA, podendo haver contaminacdo celular no liquido

analisado. Nenhuma amostra apresentou resultado positivo.

2.4 Transmissao vertical
2.4.1 Fatores de risco
A patogénese da transmissao vertical do HIV estd relacionada a multiplos

fatores, entre eles:

e fatores virais: carga viral, genotipo e fenétipo viral;
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o fatores maternos: estados clinico e imunolégico, presenca de
doencas sexualmente transmissiveis (DST) e outras co-
infeccdes,?® estado nutricional e o tempo de uso de anti-
retrovirais na gestacdo;?’

o fatores comportamentais: uso de drogas ilicitas e pratica sexual
desprotegida;

o fatores obstétricos: duracdo da ruptura de membranas
amnidticas, via de parto e hemorragia intraparto;

o fatores inerentes ao recém-nascido: maturidade e baixo peso ao
nascer;

e fatores relacionados ao aleitamento materno.?®

A transmissdo sé é possivel se existir penetracdao do liquido contaminado
no organismo sadio. Devem-se cumprir obrigatoriamente duas condicoes:
a) o virus tem que estar em quantidade suficientemente importante no
liquido contaminante;
b) o virus tem que encontrar uma porta de entrada para penetrar no
organismo. As portas de entrada podem ser lesdes das mucosas

(genital, anal, bucal) ou lesdes de pele.?’

A maior parte dos casos de transmissao vertical do HIV ocorre durante o
trabalho de parto e no parto propriamente dito. Um percentual de 35%
ocorre intra-Utero, principalmente nas Ultimas semanas de gestacdo,?
havendo ainda o risco adicional de transmissao pds-parto por meio do
aleitamento materno.3® O aleitamento materno representa risco adicional
gue se renova a cada exposicao da crianca ao peito e a taxa de

transmissdo vertical situa-se entre 7 e 22%.3!

Os fatores de risco mais significativos para a avaliagdo da possivel
transmissao vertical sdo: carga viral materna, gravidade da doenca

materna, tempo de rotura de membranas anteparto e a via de parto.>* A
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carga viral nas secregdes cérvico-vaginais € no leite materno tem-se
mostrado um importante determinante de risco de transmissao intraparto
e pela amamentacdo.>* Com o melhor conhecimento dos varios fatores de
risco, algumas medidas profildticas foram adotadas objetivando-se a

reducdo das taxas de transmissao vertical.

2.4.2 Medidas profilaticas

Em 1994 foram publicados os resultados do primeiro ensaio clinico
randomizado que avaliou a eficacia do uso profilatico da zidovudina (AZT)
- durante a gravidez, o parto e para o recém-nascido - com o objetivo de
reduzir a transmissao vertical do HIV-PACTG 076 - Pediatric Aids Clinical
Trials Group.>* Os resultados do protocolo 076 evidenciaram reducdo de
67,5% na transmissao vertical com o uso da zidovudina (AZT) durante a
gestacao, no trabalho de parto, no parto e pelos recém-nascidos que

foram alimentados exclusivamente com férmulas infantis.?®

Estda amplamente comprovado que o uso combinado dos anti-retrovirais é
capaz de reduzir significativamente a carga viral plasmatica para niveis
indetectdveis.>>3® Dados epidemioldgicos e de ensaios clinicos sugerem
que mulheres que receberam terapia anti-retroviral (TARV) combinada e

potente apresentam taxas muito baixas de transmissdo vertical.®’

A via de parto de acordo com a carga viral materna e a substituicao do
aleitamento materno por formula lactea sdo consideradas determinantes
na reducgdo da transmissdo materno-fetal.*® Outros fatores como o ndo
abuso de substancias ilicitas, o tratamento de infeccbes durante a
gestacdo e o bom estado nutricional materno também sdo de grande

importancia.
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Estudo realizado no Hospital das Clinicas da UFMG demonstrou
significativa reducdao da taxa de transmissao vertical com a adocdo de

medidas profildticas eficazes.’

2.4.3 Transmissao intra-Utero x transmissdo intraparto

Um dos possiveis fatores que envolvem a transmissdo vertical periparto
incluem a microtransfusdo transplacentaria do sangue materno dentro da
circulacao fetal durante as contracdoes, parto e dequitacao da placenta
antes da clampagem do corddo umbilical®®. Outro fator é a infecgdo
ascendente pela vagina apds a rotura das membranas, com infeccao do
liqguido amnidtico e absorcao do virus pelo trato gastrintestinal ainda
imaturo do feto. Microtraumas da pele fetal durante o parto, com
exposicao sanguinea e secrecoes cérvico-vaginais infectadas, também sao

formas possiveis de se adquirir o virus nesse periodo.*°

Atribuiu-se diferenciado valor a algumas variaveis constitucionais do feto
e/ou do recém-nascido como fatores de risco para a infecgdo vertical do
HIV-1. Entre eles estao a integridade da pele, a resposta imune celular e a
presenca constitucional de genes que irdo expressar 0s receptores
secundarios do HIV-1."' Parece que a resposta imunoldgica deficiente do
recém-nascido (RN) representada por reduzida atividade celular citotdxica
também tem papel significativo sobre o aumento das taxas de TV desse

virus.#?

Ao lado do CD4 atuam co-receptores de beta quimiocinas responsaveis
pela ligacao e infeccdo do HIV. Os macréfagos placentarios (células de
Hofbauer) expressam receptores (CCR5) e a expressao destes encontram-
se aumentadas nos estados de ativacao imunoldgica, podendo facilitar a

transmissdo do HIV.!® O padrdo genético de certas células fetais as define
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como mais ou menos suscetiveis a infeccdo por esse virus, a exemplo da
mutacdo homozigdtica no gene que expressa o CCR5, receptor secundario
do HIV-1.° A presenca dessa mutacdo no feto tem sido aventada como

protecdao contra a TV desse virus.*

Outra hipotese sugere que particulas virais livres poderiam aderir-se as
células M presentes na superficie do lumen intestinal do concepto,
ocorrendo endocitose e transporte para o espaco intra-epitelial, que

contém linfocitos e macréfagos susceptiveis a infeccdo pelo HIV.!®

Os fatores de risco relevantes para a transmissao intraparto e por meio do
leite materno sdo bastante conhecidos, entretanto, a infeccdao fetal no
curso da gestacao tem sido menos estudada, com uma lacuna no que se
refere a fatores de risco para a transmissdo intra-atero. Teoricamente, a
transmissao intra-uterina do HIV é possivel ao longo de toda a gestacdo.
A presenca do HIV no liquido amnidtico ou em células encontradas dentro
do liquido, antes da rotura de membranas, poderia ser responsavel por

grande parte da transmissdo vertical intra-Gtero.?°

As culturas virais e a amplificacdo génica do HIV-1 s3o recursos
tecnoldgicos que permitem estimar o periodo em que a TV ocorreu.
Baseado nesses exames, considera-se que 29% a 34% das TV ocorrem
por via transplacentaria, das quais 59% a 76% no periodo periparto e
9,3% a 29% pos-natais,** associadas geralmente ao aleitamento
materno.*> Estudo realizado no Zaire, com populacdo em aleitamento
materno, indicou taxa de transmissao intra-uterina de 23%, intraparto de

65% e pelo aleitamento materno de 12%.®

Uma das dificuldades em distinguir os fatores de risco durante os
diferentes tempos da gestacao é determinada pela questao de quando a

crianca adquiriu o virus. Magder et al. (2005)* relatam que a transmissdo
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intra-Utero esta amplamente associada a fatores maternos como alta
carga viral, uso de drogas ilicitas, uso de anti-retrovirais durante a

gestacdo e tempo de rotura de membranas.

O PACTG, em 1992, estabeleceu critérios para diagnosticar o periodo em
gue ocorreu a transmissao vertical, com base na avaliagao laboratorial do
sangue do RN:*’

e infeccdo intra-utero: quando a PCR-DNA ou cultura viral for
positiva em amostra de sangue periférico colhida nas primeiras
48 horas apds o nascimento;

e infeccdo periparto: se os testes diagndsticos anteriores forem
negativos em amostras de sangue obtidas na primeira semana
de vida e positiva entre o sétimo e o 90° dia de vida, se ausente
o aleitamento materno.

Estudo publicado em 2005

relata que, em criancas infectadas intra-
Utero, as provas virais sao positivas ao nascer ou positivam-se até o
sétimo dia pds-nascimento. Caso haja positivacao entre o oitavo e o 28°
dia, considera-se que a TV tenha ocorrido no periodo periparto. Apos 28
dias, sugere-se contaminacdo pos-natal, geralmente por aleitamento
materno. Na pratica clinica utiliza-se a PCR do sangue do recém-nascido
para esse diagndstico.!® A transmissdo foi significantemente associada ao
uso de droga ilicita da mae durante a gestacdao, carga viral antenatal,

tratamento anti-retroviral (ARV) e baixo peso ao nascer.

Com o desenvolvimento de métodos de deteccao de proteinas (antigeno
p24) e acidos nucléicos, foi possivel comprovar a infeccdo do HIV em
tecidos fetais e na placenta. A transmissao intra-uterina pode ocorrer por
acesso do virus livre ou por células infectadas pelo HIV presentes na

circulagdo materna para a placenta. Estudos in vitro indicam que o virus
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associado as células infecta mais eficientemente células do sincicio

trofoblasto.!®

Ainda ndo se sabe se o HIV esta presente no liquido amnidtico antes da
ruptura das membranas e se sua dosagem é semelhante a dosagem
sérica materna. Estudo realizado na Africa do Sul apresentou resultado
negativo em todas as amostras.?’ Outros estudos que investigaram a
deteccao do HIV no liquido amnidtico utilizaram a amniocentese para

coleta, apenas um deles detectou a presenca do virus em 1987, 192

Os fatores de risco para a infeccao periparto sdao bem conhecidos e as
medidas profilaticas adotadas apresentam forte impacto na reducdo da
tansmissdo vertical tornando a infeccao intra-utero alvo de pesquisas
recentes. Estudo realizado nos Estados Unidos da América (EUA) observou
aumento significativo da transmissao vertical intra-utero e reducao da
taxa de transmissdo intraparto nos Ultimos anos.*® Este estudo, objetiva
um maior conhecimento do compartimento intra-uteino buscando a
presenca do HIV no liquido amniotico. Na hipdtese da deteccao do virus
serd realizada comparacao dos valores no liquido amnidtico com a carga
viral plasmatica materna e neonatal numa tentativa de identificar fatores

de risco para esta forma de transmissao.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar a possibilidade de deteccao do HIV em liquido amniético.

3.2 Objetivo especifico

Associar os niveis de carga viral do liguido amnidtico com os valores

encontrados no sangue periférico materno e do recém-nascido.



4 Pacientes e Métodos
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O estudo foi realizado na Universidade Federal de Minas Gerais

envolvendo o Hospital das Clinicas e a Faculdade de Medicina.

Foram recrutados 40 bindmios (materno-infantil) durante a admissao no
referido Hospital, que preenchiam todos os critérios de inclusao e

exclusao.

Todas as gestantes apresentavam sorologia confirmatdria positiva para o
HIV e submeteram-se a cesariana eletiva no Hospital das Clinicas da
UFMG. Todas receberam AZT venoso periparto por pelo menos trés horas

antes da cirurgia.

As gestantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(APENDICE A), sendo informadas quanto ao objetivo, & seguranca e aos
tipos de exames propostos para a realizacao do estudo. A paciente e o RN

receberam um numero de identificacdao de paciente (NIP).

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG) - Processo ETIC no
249/06 (ANEXO A), Colegiado de Pés-graduacdao em Ginecologia e
Obstetricia e Camara do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
UFMG, tendo sido respeitados os principios para pesquisa em seres

humanos.

4.1 Critérios de selecao

Os critérios de inclusdo foram:
e gestantes infectadas pelo HIV;
e membranas integras;

e indicacao para cesariana eletiva;
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e liquido amnidtico limpido no momento da coleta, observado a
macroscopia.

e ter assinado o TCLE (termo de consentimento livre e esclrecido)

4.2 Métodos

O estudo avaliou o resultado quantitativo da carga viral no momento do
parto, em liquido amnidtico, e o comparou com os valores encontrados no
sangue periférico materno-infantil, periparto de gestantes infectadas pelo

HIV e seus recém-nascidos.

4.2.1 Liquido amnidtico

4.2.1.1 Coleta

A coleta do liquido amnidtico foi feita durante a cesariana, que foi
procedida como de rotina até a abertura da cavidade uterina na regiao
segmentar.

A membrana amnidtica foi exposta, sem ser rompida, seguida de

aspiracao de no minimo 2 mL de liquido amnidtico utilizando-se agulha de

calibre 18 gauge acoplada a uma seringa de 20 mL.
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FIGURA 1a - Incisao uterina durante a cesariana.

FIGURA 1b - Divulsdo uterina, apds incisdo,para expor

a membrana amniotica.

Apds a coleta, a cesariana prosseguiu como de rotina. As amostras de
liguido amnidtico contaminadas com meconio espesso ou sangue foram
descartadas. O liquido amniotico foi armazenado a -70° C até a obtencao
de 40 amostras para dosagem da carga viral simultanea, devido ao

periodo de validade do teste a ser utilizado.
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FIGURA 2 - Coleta do liquido amniético.

4.2.1.2 Dosagem da carga viral

As amostras do liquido amnidtico obtidas durante a cirurgia para a anéalise
da carga viral foram imediatamente estocadas a —20° C e posteriormente

transferidas para armazenamento a -70° C.

O NASBA e NucliSens easy MAG (Biomérieux) foram usados para isolar,
amplificar e quantificar a carga viral no liquido amniético. A sensibilidade
do teste é de aproximadamente 50-3.000.000 UI/mL. A técnica utilizada

esta descrita detalhadamente a seguir.

4.2.1.3 NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) e Nuclisens
Easy Q

O teste de amplificacdo de acido nucléico tornou-se muito importante nas
rotinas laboratoriais e, em conjunto com o Nuclisens Easy Q, 0s ensaios
qualitativos de amplificacdo de RNA detectam, em tempo real, o virus
utilizando moléculas beacons (capazes de se ligarem a seqliiéncia se RNA

liberando fluorescéncia para sua detecgao).
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FIGURA 3 - Imagem positiva da fluorescéncia emitida

pelo Easy Q analisador.

FIGURA 4 - Imagem negativa da fluorescénciaemitida

pelo Easy Q analisador.

O Nuclisens Easy Q utiliza a tecnologia Boom®*® com silica magnética
para o isolamento do RNA alvo da amostra nos equipamentos NucliSens
miniMag (semi-automatico) ou NucliSens easy MAG (automatizado).
Posteriormente, sao realizadas amplificagcdo e detecgcao em tempo real na
plataforma NucliSens Easy Q Analisador, pela metodologia NASBA. O
sistema usado apresenta um calibrador interno para melhor apuragao dos
resultados. O Nuclisens Easy Q traz as seguintes caracteristicas
demonstradas no QUADRO 1:
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QUADRO 1

Caracteristicas da performance do Nuclisens Easy Q

Caracteristicas de performance

Valores de carga viral de HIV-1  Unidades internacionais / mL

Sensibilidade 50 - 3.000.000 UImL
Especificidade 99,7% (IC 98,5 - 100%)
Reatividade do subtipo do HIV-1 HIV-1 grupo M subtipos A a ]
Amostra 1 mL de plasma humano

O NASBA é amplamente usado para a deteccao de RNA viral no plasma
humano. E um método que permite a amplificacdo isotérmica de
filamentos simples de RNA do HIV-1 utilizando-se trés enzimas: a
transcriptase reversa do virus da mieloblastose aviaria, uma RNAse H e a
RNA polimerase do fago T7. A técnica possibilita a obtencdo de 10° a 10°
copias em menos de uma hora. Sua metodologia baseia-se na lise e em
propriedades enzimaticas inativadoras do agente guanidina juntamente
com a capacidade de ligacao dos acidos nucléicos com a silica na presenca

desse agente.

Entre as técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos de HIV, a mais
empregada em fluidos biolégicos € a NASBA. Optou-se, entdo, pela sua

utilizacdo na deteccao da carga viral no liquido amniético.

4.2.1.3.1 Extracao das amostras

As amostras foram retiradas do freezer a -70°C e descongeladas a

temperatura ambiente. Depois foram centrifugadas por trés minutos a

1.200 rotagdes por minuto (rpm).
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As amostras foram separadas em tubos de 1,5 mL, sendo desprezado o

sobrenadante. Iniciou-se, entdo, o processo de extracao do RNA viral.

No primeiro passo, descristalizaram-se os tampdes de lise e de lavagem
centrifugando-os por 10 segundos a 3.000 rpm. Apds a centrifugacdo,
acrescentou-se 1 mL de amostra ja centrifugada ao tampao de lise e
vortexeando levemente. Aguardaram-se 10 minutos para incubacdo a

temperatura ambiente.

A seqguir, foram adicionados 20 pul da solugdo de controle interno,
previamente suspenso com o tampado de eluicdao, e 50 pl da silica, ambos
vortexeados. Aguardaram-se 10 minutos a temperatura ambiente para

nova incubacao.

Apds esse processo de lise e adesao viral a silica, procedeu-se a lavagem
do tampdo, uma vez que a guanidina, substancia utilizada para a lise, é
toxica e impede a adequada deteccao viral pelo Nuclisens Easy Q

analisador.
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FIGURA 5a - Extracao das amostras. FIGURA 5b - Tubos de lise.

4.2.1.3.2 Lavagem do tampao

Centrifugou-se o tubo de tampao de lise por dois minutos a 3.000 rpm,
removendo o sobrenadante a seguir. Neste processo, o material aderido a
silica foi transferido para tubo de 1,5 mL do miniMag e realizada lavagem
em trés tempos com trés diferentes solugdes, sendo as duas primeiras por
30 segundos e a terceira por 15 segundos com o magneto on (silica e RNA

viral aderidos por magnetismo a parede do tubo).

A cada tampdo adicionado desprezava-se o anterior previamente,

deixando apenas o material e a silica aderidos.



46

FIGURA 6a - Amostras no miniMag. FIGURA 6b - Processo de

lavagem das amostras.

4.2.1.3.3 Eluicdo

Apds a lavagem da guanidina e a extracao dos tampdes adicionaram-se
25 ul do tampao de eluicao e colocou-se a nova solugao no termomixer a
60°C (velocidade 1.400 rpm), aguardando-se cinco minutos para
incubagdo. Realizou-se a transferéncia para o rak magnético para a
separacao do eluido formado da silica restante. O eluido foi transferido

para um tubo estéril.
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FIGURA 7a - Termomixer FIGURA 7b - Eluidos.

4.2.1.3.4 Amplificacdo e deteccao

Do eluido formado, extrairam-se 5 ul que foram colocados em uma forma
estéril propria para a amplificacdo, realizando-se, entdao, a diluicdo da

enzima e do primer.

Ao eluido adicionaram-se 10 pl do primer, em cada tubo, colocados no
Nuclisens Easy Q incubador, cuja reacao ocorre em um periodo de quatro
minutos, sendo dois minutos a 65° C e dois a 41° C. Adicionaram-se, a
seqguir, 5 pyl da enzima ja diluida em cada tubo e centrifugou-se por dois
segundos no mini-strip centrifuge duas vezes. As amostras preparadas
foram transferidas para o Nuclisens Easy Q analisador para deteccao do
RNA viral, que ocorre em cerca de uma hora. Optou-se pela realizagao de
cinco corridas para deteccao com no minimo nove amostras em cada para

melhor aproveitamento da quantidade primer e enzima disponiveis.
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FIGURA 8 - Nuclisens Easy Q analisador.

4.2.2 Sangue periférico (coleta e quantificacdo da carga viral)

Foram obtidas amostras de sangue periférico materno durante o pré-
natal, aproximadamente com 34 semanas, e sangue periférico materno e
do recém-nascido periparto, para quantificacdo da carga viral sérica,

conforme o protocolo padrao de acompanhamento desses casos.

Foi colhido sangue da mae e do recém-nascido, aproximadamente 16 mL
e 9 mL, respectivamente. O sangue foi centrifugado imediatamente para
dosagem da carga viral. A metodologia utilizada para essa detecgcao foi
bDNA da Simens.



5 Resultados
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Foram acompanhadas prospectivamente 40 gestantes infectadas pelo HIV

e seus recém-nascidos.

Todos os dados foram armazenados em formulario préprio (APENDICE B).
Cada parto foi considerado um caso. Neste estudo, analisaram-se o0s
dados referentes ao valor da carga viral nos compartimentos: sérico
(materno e neonatal) e em liquido amniético, comparando-se os valores

encontrados.

5.1 Caracteristicas maternas

Na TAB. 1 as pacientes foram caracterizadas quanto a idade cronoldgica
(em anos), escolaridade (em anos) e paridade incluindo o parto no
momento de inclusdao no estudo. Na TAB. 2 elas foram caracterizadas
gquanto ao numero de consultas pré-natais, época de inicio do pré-natal e

tempo de diagnostico (em anos) no momento de inclusdao no estudo.

TABELA 1
Caracterizacao das pacientes quanto a idade cronolégica (em anos),

escolaridade (em anos) e paridade no momento da inclusao no estudo

Caracteristicas N Min-Max | Mediana Intervalo
interquartil
Idade (anos) 40 16 - 45 28,5 25,5-31,0
Escolaridade (anos) 30%* 0-13 4,0 4,0-8,0
Paridade 40 1-7 3,0 2,5-5,0

N= ndmero; Min= minimo; Max= maximo.
* Uma paciente tinha escolaridade desconhecida.
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TABELA 2
Caracterizacao das pacientes quanto ao numero de consultas pré-natais,
época de inicio pré-natal e tempo de diagnéstico (em anos),

no momento da inclusao no estudo

Caracteristicas N | Min-Max | Mediana | Intervalo
interquartil
Consultas 39% 1-15 8,0 5-11
Inicio pré-natal (semana) 39* 8 -40 17,0 10 - 24
Diagnoéstico (anos) 40 0-12 3,0 0,5- 5,0

N= ndmero; Min= minimo; Max= maximo.
*Nao se conheciam o numero de consultas nem a época de inicio do pré-natal de 1
paciente.

Quanto a época de inicio de pré-natal, 13 pacientes (32,5%) iniciaram no
primeiro trimestre, 17 (42,5%) no segundo trimestre e nove (22,5%)
tardiamente, no terceiro trimestre. Nao se conhecia a época de inicio do

pré-natal de uma paciente.

As pacientes foram caracterizadas, também, quanto ao estado civil e uso

de anti-retrovirais durante o pré-natal, conforme demonstrado no GRAF. 1

e na TAB. 3.
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GRAFICO 1 - Caracterizacao das pacientes quanto

ao estado civil no momento do estudo.

TABELA 3

Caracterizacao das pacientes quanto ao uso de anti-retrovirais

durante a gestacao

Terapia anti-retroviral

Freqiiéncia

Percentual (%)

Nenhuma 3 7,5
Triplice 33 82,5
Quadrupla 4 10,0

52

Avaliando a época de descobrimento do virus entre as pacientes do

estudo, 27 (67,5%) obtiveram o diagnéstico de infeccao pelo HIV em

periodo gestacional, tendo 10 recebido o diagndstico durante o presente

estudo e 13 (32,5%) fora do periodo gestacional.
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A indicacdo de cesariana como via de parto para as gestantes avaliadas é

demonstrada na TAB. 4.

TABELA 4
Caracterizacao das pacientes quanto a indicacao

da cesariana como via de parto

Indicacao da cesariana Freqiiéncia Percentual (%)
Carga viral >1000%* 8 20,0
Iteratividade 24 60,0
Outras 8 20,0

*Quatro pacientes possuiam carga viral maior que 1.000 cdpias/mL e cesariana prévia.

Em relacdo as outras indicagcbes para cesariana, quatro pacientes
apresentavam oligodramnio e gestacdo a termo, duas tinham a carga viral
desconhecida no terceiro trimestre da gestagcdao, uma desenvolveu
aumento dos niveis pressoéricos préximo do termo com crescimento intra-

uterino restrito (CIUR) e em uma o feto estava em posigao coérmica.

Todas as gestantes receberam zidovudina endovenosa periparto por

periodo minimo de trés horas antes da realizacdao da cesariana.

Na TAB. 5 as pacientes foram caracterizadas quanto a carga viral
(cépias/mL) e ao valor da contagem de células CD4 (cels/mm?) durante a
gestacao (aproximadamente com 34 semanas) e logo apds o parto. No
GRAF. 2 observa-se a variacdo da carga viral materna colhida até

periparto (até 30 dias).
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TABELA 5
Avaliacdo da carga viral (copias/mL) e do valor da contagem de
células CD4 (cels/mm?) maternas no terceiro trimestre

de gestacdo e apds o parto

Caracteristicas N Min-Max Mediana | Intervalo

interquartil

Carga viral (pré-natal) 27* <50 -115000 <50 -
Carga viral (pds-parto) 38** <50 - 99882 <50 -
CD4 (pré-natal) 7% 32-1084 518 291-674
CD4(pds-parto) 36%*x* 49-783 443,5 330-625

N= ndmero; Min= minimo; Max= maximo.

* cinco pacientes com pré-natal de inicio tardio, quatro freqlentaram o pré-natal
irregularmente, uma realizou o pré-natal em servico privado, duas faltaram a coleta
programada para esse periodo e uma teve o parto com 32 semanas por aumento dos
niveis pressoricos.

** duas pacientes ndo colheram a carga viral apos o parto.

*** quatro pacientes sem informagdo da contagem de células CD4.

25-
20-
151

10

Desconhecida<50copias’ml 50 a 1000 >1000
copias’ml  copias’ mi

O Carga Viral

N=40
GRAFICO 2 - Carga viral sérica materna no periparto.
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A dosagem de células CD4 materna foi avaliada e pdde-se verificar que
durante a gestacao seis (16,7%) pacientes apresentaram valores <200
cels/mm?3, 11 (30,6%) entre 200 e 499 cels/mm?3 e 19 (52,8%) maior que
500 cels/mm?®; quatro ndo tinham o valor conhecido na época. Na
dosagem apos o parto, cinco (13,9%) apresentaram contagem de células
CD4 <200 cels/mm?3, 16 (44,5%) dosagem entre 200 e 499 e 15 (41,6%)
maior que 500 cels/mm?>; quatro ndo tinham o valor conhecido naquele

momento.

A TAB. 6 mostra a classificacdao das gestantes baseada nos critérios do
Center for Disease Control and Prevention (CDC), que avalia as
caracteristicas clinicas apds a infeccao pelo HIV e seu perfil soroldgico

baseando-se nos valores da contagem de células CD4.

TABELA 6
Caracterizacao das pacientes baseada no

Centers for Disease Control and Prevention (CDC), durante a gestacao

CDC N Freqiiéncia (%)
Al 10 25

A2 8 20

A3 6 15

B1 1 2,5

B2 2 5,0

C2 1 2,5

C3 4 10,0
N=nuUmero.

e Qito pacientes ndo possuiam sua classificacao definida pelo CDC.
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Apenas duas pacientes mudaram sua classificacdo apds o parto imediato
de Al para A2, devido a queda na contagem de células CD4.

5.2 Caracteristicas dos recém-nascidos

Caracterizando o peso e a idade gestacional ao nascimento, oito recém-
nascidos (20%) apresentaram baixo peso (< 2500 gramas) e trés (7,5%)

eram pré-termo (menos de 37 semanas completas).

Na TAB. 7 os recém-nascidos foram caracterizados quanto a idade
gestacional no parto (em semanas), peso (em gramas) e apgar de

primeiro e quinto minutos de vida, na inclusdao no estudo.

TABELA 7
Caracterizacao dos recém-nascidos quanto a idade gestacional
(em semanas), peso (em gramas) e apgar de primeiro

e quinto minutos de vida, na inclusao no estudo

Caracteristicas N Min-Max | Mediana | Intervalo
interquartil
Idade gestacional (semana) 40 32 - 40 38,0 38 - 38
Peso (em gramas) 40 1345 - 3590 3047 2722-3250
Apgar 1° minuto 40 4-9 8,0 8-9
Apgar 5° minuto 40 9-10 9,0 9-9

N= ndmero; Min= minimo; Max= maximo.
* NA= nao se aplica.

Obteve-se resultado da carga viral de 37 recém-nascidos, 36 colhidas até
0 sétimo de vida e uma no 30° dia. Trés recém-nascidos tinham a carga

viral desconhecida nesse periodo. Um total de 36 RNs apresentou
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resultado indetectavel. Apenas um exibiu carga viral positiva dosada no

primeiro dia de vida, tornando-se negativa apods o segundo més de vida.

Os RNs foram acompanhados por periodo minimo de trés meses apds o
parto, 38 considerados sororrevertor e dois sem status definido nem carga

viral conhecida apds o parto, por perda de seguimento.

5.3 Dosagem da carga viral no liquido amnioético

Foram armazenadas 40 amostras a -70 graus C (freezer: Thermo Forma).
O controle de temperatura foi rigorosamente feito utilizando-se dois
termometros (um acoplado ao proprio freezer e outro calibrado por
empresa certificada pelo Inmetro). A temperatura foi registrada
diariamente e a manutencao preventiva foi feita semestralmente. Para o
processamento das amostras, todas foram descongeladas e centrifugadas
no mesmo dia, com o intuito de realizar a extracdao, a amplificacdo e a

deteccao da carga viral.

Na dosagem da carga viral no liquido amnidtico, no Nuclisens Easy Q,
foram realizadas cinco corridas, sendo quatro delas com nove amostras e
uma com 18 amostras ja preparadas. Optou-se pela realizacdo das
corridas com esse numero de amostras para melhor aproveitamento do
primer e da enzima usados no kit da Biomérieux. Definiu-se que toda
amostra positiva seria dosada novamente, desde que a quantidade de

material colhido o permitisse.

Na primeira corrida dosaram-se nove amostras, sendo duas invalidadas,
nimero 12 e 27, por pouca ou nenhuma amplificacdo ocorrida (APENDICE

B). Em todas as outras sete a carga viral foi indetectavel.
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Na segunda corrida, foram dosadas nove amostras, com apenas uma
invalidada por nao ocorrer amplificagdo. Essa amostra foi a mesma de
numero 27 da primeira corrida, novamente testada por ter sido
identificada alguma falha no processo de extracdao, optando-se por sua
reextracdo. Nas oito amostras nas quais foram possiveis a extracao e a

amplificacao, a carga viral foi indetectavel.

Na terceira corrida, todas as nove amostras foram validadas e duas
apresentaram resultado positivo: a de niumero 20 com resultado de 90

UI/mL e a de niumero 23 com resultado de 58 UI/mL.

Na quarta corrida foram dosadas 18 amostras, sendo que as amostras de
numero 2 e 3 foram invalidadas por nao ter ocorrido amplificacdo. Uma

amostra apresentou positividade, niumero 4, detectando-se 100 UI/mL.

Na quinta corrida, todos os resultados foram validados. Reextrairam-se e
dosaram-se novamente as amostras de liquido amnidtico invalidadas
anteriormente, numeros 2 e 3. Estas apresentaram resultados
indetectaveis na nova dosagem. As amostras positivas, nUmeros 20 e 23,
foram novamente extraidas e dosadas. A de numero 4 nao foi testada
novamente por nao haver quantidade de material suficiente para nova
extracdo. Nos resultados encontrados, a amostra niumero 20, antes com
resultado de 90 UI/mL, apresentou, em sua nova extragao, resultado nao
detectavel. A amostra 23, antes com resultado de 58 UI/mL, em sua nova

extracdo manteve a positividade, detectando-se 29 UI/mL.

Conforme ja citado, em duas das trés amostras positivas na primeira
dosagem o processo de extracao, amplificacdo e deteccao foi repetido.
Uma amostra nao foi testada novamente por quantidade insuficiente de

material colhido para a realizacao de nova extragao.
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A TAB. 8 demonstra os resultados encontrados na deteccdao da carga viral
no liquido amnidtico das amostras positivas. As outras 37 tiveram
quantidade de virus indetectavel para a sensibilidade do teste.

TABELA 8

Resultado das amostras de liquido amnidtico positivas para HIV-1

Amostras Carga viral Carga viral
12 dosagem 23 dosagem
20 90 UI/mL Indetectavel
23 58 UI/mL 29 UIl/mL
4 100 UI/mL Nao testada

O resultado comparativo dos valores encontrados na dosagem da carga no
liquido amnidtico com os valores da carga viral sérica materna e neonatal

obtidos apds o parto esta representado na TAB. 9.

TABELA 9
Resultado comparativo das amostras de liguido amnidtico positivas para

HIV-1 com os valores da carga viral plasmatica materno e neonatal

Amostras Carga viral Carga viral Carga viral
liquido amniotico neonatal Materna

20 90 UI/ml Indetectavel Indetectavel

23 58 UI/ml Indetectavel Indetectavel

4 100 UI/ml Indetectavel Indetectavel




6 Discussao
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Desde a descoberta do HIV o perfil dos pacientes infectados variou muito.
No inicio da infeccdo, os casos descritos eram de homossexuais. Nos dias
atuais, com a predominadncia heterossexual da transmissdao, a mulher
tornou-se um grande grupo alvo, especialmente aquelas em idade
reprodutiva.® O diagndstico da infeccdo pelo HIV em gestantes é de suma
importancia, com o intuito de adotarem-se medidas profilaticas capazes

de reduzir significantemente a taxa de transmissdo vertical.

Em termos de diagndstico no Brasil, o Ministério da Saude preconiza a
realizacdo do ELISA em duplicata, como método de triagem, e o Western
Blot ou a IF como testes confirmatérios.'®?® E responsabilidade da equipe

de saude solicitar, o mais cedo possivel, a sorologia anti-HIV na gravidez.

Diversos estudos tém se voltado para a melhor identificacdo das formas
de transmissdo do HIV.?%22%% O virus é sabidamente encontrado no
plasma, leite materno, sémen e secrecdao vaginal em quantidades
suficientes para causar a infeccdo.'® Outros compartimentos vém sendo
analisados, como a saliva, a urina e, atualmente, o liquido amnidtico.'’
Este aprimoramento nas formas de deteccao e concentracdo viral busca
mais conhecimento sobre a doenca, objetivando a identificacdo dos

fatores de risco e de medidas profilaticas a serem adotadas.

Os fatores de risco durante a gestacdo e o parto e as medidas profilaticas
adotadas durante o pré-natal e intraparto, tais como o uso de anti-
retrovirais, a substituicdo do aleitamento materno por féormula lactea e a
escolha da via de parto dependendo da carga viral plasmatica materna, ja
sdo bem conhecidos?®, mas os fatores de risco de infeccdo intra-Utero

ainda sdo incertos.

O presente estudo buscou conhecer melhor a transmissdo intra-utero

investigando a presenca do HIV e sua quantificagdo no liquido amnidtico,
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comparando com os valores encontrados no sangue periférico materno e
do recém-nascido. Pesquisas recentes mostram elevacao das taxas de
transmissao observadas nesse periodo do ciclo gravidico-puerperal,

revelando taxas de até 23% de transmissdo.!®

Alguns fatores exercem papel significativo na transmissdo intra-utero

como, por exemplo, a resposta imunoldgica deficiente do recém-nascido.*?

A transmissdo intra-uterina pode ocorrer por acesso do virus livre ou por
células infectadas pelo HIV presentes na circulacdo materna, para a
placenta.!® A deteccdo do virus no liquido amniético antes da ruptura das
membranas e sua quantificacdao poderiam estabelecer uma correlacdao com
a transmissdo vertical intra-Utero e dar inicio a identificacdo de fatores de

risco e formas de profilaxia mais eficazes.

6.1 Caracteristicas maternas e dos recém-nascidos

Avaliando as gestantes acompanhadas no estudo, pOde-se identificar a
importancia do rastreamento pré-natal para a infeccao pelo HIV e a acao
de varias medidas profilaticas adotadas, com o intuito de reduzir a taxa de

transmissao vertical.

Mais da metade das pacientes (67,5%) teve confirmacao diagnodstica da
infeccao pelo HIV durante a gestacao, o que reforca a recomendacao
internacional, adotada pelo governo brasileiro, de rastrear o virus em toda
gestante. Série brasileira de gestantes infectadas pelo HIV demonstrou
taxa semelhante (66%) de diagndstico da infeccdo durante a gravidez.*°
Melo et al. (2005)° publicaram estudo realizado no Hospital das Clinicas

entre 1994 e 2004 avaliando gestantes HIV positivo acompanhadas no
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servico, verificando taxa mais baixa de confirmacdo diagndstica da

infeccao durante a gestacao (45,4%).

A mediana da idade (28 anos) e o tempo de estudo (quatro anos) das
gestantes incluidas no presente estudo ndo diferem da literatura.’!>?
Quanto ao estado civil, 62% das pacientes relataram ser casadas,
semelhantemente a série de casos publicada anteriormente®, mas em
disconcordancia com outra, na qual 82,8% das mulheres infectadas pelo

HIV eram solteiras.>>

A mediana de inicio das consultas de pré-natal foi de 17 semanas, sendo
que, no presente estudo, apenas 32,5% das gestantes iniciaram o
seguimento pré-natal ainda no primeiro trimestre da gestacao. O nimero
médio de consultas entre essas pacientes foi oito. E bem definido que o
inicio precoce da assisténcia pré-natal favorece o resultado perinatal,
principalmente no que se refere a introducdao das medicacbes anti-

retrovirais.

Duas pacientes fizeram apenas uma consulta de pré-natal, ambas
sabidamente infectadas antes do inicio da gravidez de inclusdo no estudo.
Nenhuma das duas fez uso de qualquer terapia anti-retroviral durante a
gestacdo, mas receberam AZT endovenoso periparto. Uma delas
apresentava carga viral maior que 1.000 cépias/mL no momento do parto.
Esse achado ndao é o habitual no perfil das gestantes acompanhadas no
nosso servico no Hospital das Clinicas da UFMG, cuja investigacao entre
1994 e 2004° relatou grande diferenca, com mediana da idade de inicio do
pré-natal de 19 semanas e uso de ARV durante a gestacdo de 97,8%. Os
RNs dessas duas gestantes foram acompanhados até o sexto més de vida,
apresentando resultado negativo para o ELISA; e as amostras de liquido
amnidtico dessas pacientes ndao revelaram carga viral detectavel, apesar

dos fatores de risco claramente identificados.
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O uso de ARV durante a gestacao vem sendo recomendado desde meados
da década de 90 a partir de estudo pioneiro que demonstrou a eficacia da
monoterapia com zidovudina na reducdo da transmissdo vertical do HIV.3*
Atualmente, o esquema mais preconizado é a associacao de trés ou mais
tipos de ARV para potencializar ao maximo os seus efeitos e reduzir a
carga viral em niveis indetectdveis durante a gravidez. Nas gestantes
acompanhadas nesta pesquisa, 92,5% fizeram uso de Highly active
antiretroviral therapy (HAART). Trés nao usaram ARV, duas por inicio
tardio do pré-natal e uma por diagndstico tardio da infeccdo durante a
gestacao. Nenhuma dessas trés apresentou carga viral detectavel no

liquido amnidtico.

A administracao do AZT venoso durante o parto é outro fator importante
para a protecdo do feto.3**> No presente trabalho, 100% das pacientes
receberam AZT intravenoso no periparto. Sem duvida, um fator que
influenciou esse resultado foi o fato de que todos os casos incluidos
tinham previamente a indicacdao de cesariana eletiva com conseqliente
internagao programada. As indicacdes para a realizagdo da cesariana
foram a carga viral maior que 1.000cOpias/mL préximo da data da
interrupcao da gestacao (oito casos - 20%), carga viral desconhecida no
final da gestacao (dois casos - 5%), cesariana prévia (24 casos - 60%),
oligodramnia com gestacao a termo sem causa justificavel (quatro casos -
10%), CIUR com elevacdo dos niveis pressoricos maternos (um caso -
2,5%) e feto em apresentacao andmala em gestacao a termo (um caso -
2,5%).

Baixa proporcdo das gestantes apresentou contagem de linfécitos T CD4+
abaixo de 200 células/mm? (16,7%) durante o pré-natal e apds o parto
(13,9%), indicando auséncia de comprometimento imunoldgico grave na
maioria delas. Proporcao semelhante foi encontrada em estudo anterior

realizado no Hospital das Clinicas (14,3%).> Contudo, para outros autores,
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a proporcdo de mulheres com contagem de linfocitos T CD4+ abaixo
desse valor foi mais elevada, tendo sido 29,4% na série de Monfenson et
al. (1999)>* e 22% na série de Tuomala et al. (2002).°? Nesta pesquisa,
75% das pacientes apresentaram carga viral préxima do parto com niveis
abaixo de 1.000 cépias/mL. Entre as 40 gestantes, 21 (52,5%)

apresentavam niveis indetectaveis da carga viral nessa época.

Estudo multicéntrico (Pediatric AIDS Clinical Trials Group 185 Team)
publicado em 2000, cujas maes estavam em uso de zidovudina profilatica
- ou outros ARVs -, demonstrou que 497 recém-nascidos tiveram taxas
de prematuridade (17%), baixo peso ao nascer (13%) e CIUR (6%) muito
semelhantes as de criancas de mulheres ndo-infectadas que também
haviam recebido cuidados pré-natais adequados. Nos resultados neonatais
observados nesta pesquisa, obtiveram-se taxa de prematuridade muito
mais baixa (7,5%) e taxa mais alta quando se avaliou o baixo peso ao
nascimento (20%). Encontrou-se apenas um caso de CIUR. Isto pode ter
ocorrido devido aos critérios de inclusdo, que restringiam ao grupo apenas
pacientes com indicacao de cesariana eletiva, nao analisando a populagao

acompanhada no servico como um todo.

A mediana da idade gestacional encontrada no momento do parto foi de
38 semanas. Este resultado foi influenciado pela caracteristica do grupo
analisado, que devia ter indicacao de cesariana eletiva para que a coleta
do liquido amnidtico pudesse ocorrer. A cesariana eletiva é indicada

normalmente com 38 semanas de gestacao.

Todos os RNs com idade gestacional menor que 37 semanas completas ao
nascimento apresentaram carga viral indetectavel colhida até o terceiro
dia apds o parto e em liquido amnidtico. Sabe-se que o tipo de parto esta
associado ao risco de transmissdao. Metandlise publicada em 1999

envolvendo 8.533 pares de mades e filhos encontrou decréscimo de 50%
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do risco de transmissdo entre as mulheres submetidas a cesariana eletiva
(Odds ratio - OR= 0,45; IC a 95%: 0,33 - 0,56). Quando a cesariana
eletiva foi associada ao uso de ARV materno e neonatal, a taxa de

transmissao foi reduzida para 2%.>>

Nesta avaliacdo, os resultados perinatais encontrados reforcam o
conhecimento atual de como a adocdao de condutas adequadas durante a
gestacao, parto e puerpério é determinante na reducgdo da transmissao
vertical do HIV. O seguimento dessas pacientes em pré-natal
especializado realizado por equipe treinada foi fundamental para o

resultado neonatal encontrado.

Dos recém-nascidos avaliados, 38 foram considerados sororrevertor e dois
nao tinham status definido nem carga viral conhecida apdés o parto, por

perda de seguimento.

6.1.1 Caracteristicas das pacientes e recém-nascidos que apresentaram

carga viral detectavel no liquido amnidtico

Avaliando as caracteristicas das pacientes que apresentaram positividade
na deteccao da carga viral no liqguido amnidtico e seus recém-nascidos,
verificaram-se o0s seguintes dados: duas pacientes (casos 4 e 20)
receberam o diagnostico da infeccao pelo HIV dois anos antes da gestacao
de inclusdao no estudo, uma durante a gravidez anterior (caso 20) e outra
fora do periodo gestacional, apds diagndstico da doenca do filho anterior
(caso 4). A terceira paciente (caso 23) descobriu a infeccao pelo HIV
durante a gestacao da presente pesquisa, com idade gestacional de nove

Ss€émanas.
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Todas as trés negavam uso de drogas ilicitas previamente e durante a
gestacao, duas (caso 20 e 23) eram tabagistas. Todas iniciaram o pré-
natal no nosso servico no segundo trimestre, duas com 13 semanas e
uma com 21 semanas, semelhantemente a mediana das demais do grupo

avaliado.

Todas fizeram uso de ARV com esquema triplice e compareceram a mais
de 10 consultas pré-natais cada, numero mais alto que a mediana do
grupo avaliado, que foi de oito consultas. Em relacdao a classificacdao do
CDC, a gestante 4 foi categorizada como classe C2 e apresentava
contagem de células CD4 > 200 cels/mm? durante a gestacdo e parto. A
gestante 20 foi categorizada na classe Al e gestante 23 na classe A2,
ambas com contagem de células CD4 > 500 cels/mm?, indicando auséncia

de comprometimento imunoldgico grave no momento do estudo.

Avaliando a carga viral dessas pacientes, a mesma era indetectavel com
aproximadamente 34 semanas e também no periodo periparto. Oito
pacientes do estudo (20%) apresentavam carga viral > 1.000 cépias/mL
no momento do parto mas, nao detectavel no liquido amnidtico. Nenhuma
das trés manifestou infeccdo concomitante ou co-morbidade associada
durante o periodo gestacional. Todas fizeram uso do AZT endovenoso por

pelo menos trés horas antes da extracdo do RN e clampagem do cordao.

Observando as caracteristicas dos recém-nascidos apds o parto, todos os
trés eram a termo (idade gestacional entre 38-39 semanas). O apgar de
primeiro minuto variou entre oito e nove e no quinto minuto entre nove e
10. O peso ao nascimento (em gramas) foi de 3.035 (paciente 4), 2.200
(paciente 20) e 3.220 (paciente 23). Nenhum dos trés recém-nascidos
teve complicagdes neonatais. Os RNs foram acompanhados até o sexto
més de vida, com carga viral indetectavel e ELISA negativo durante esse

acompanhamento.
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6.2 Liquido amniotico, carga viral detectavel x indetectavel

Avaliando esses dados, nao foi possivel identificar fator de risco ja
conhecido que justificasse a presenca do virus no liguido amnidtico. Em
contrapartida, puderam-se verificar algumas pacientes com claros fatores
de risco, como o nao uso de ARV durante a gestacdo, a elevada carga
viral durante a gestacao e periparto, prematuridade fetal e baixo peso ao
nascimento. Nenhuma das pacientes apresentou carga viral detectavel no

liquido amnidtico.

Esta significativa divergéncia nos resultados encontrados levanta a
questao da real validade desse teste em liquido amnidtico e se os
resultados encontrados ndo seriam falso-positivos. Em pacientes
infectados pelo HIV, a metodologia mais utilizada para deteccao da carga
viral em outros compartimentos além do sérico € a NASBA (aprovada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA para a utilizacdo em
liguido amniodtico), apesar de apresentar menos sensibilidade na deteccao
do virus quando comparada com outras metodologias como o RT-PCR e o
bDNA.? Na literatura consultada encontrou-se apenas duas publicacdes
que utilizaram metodologia semelhante a empregada neste trabalho. Nos
resultados apresentados por Mohala et al. (2005)?° ndo houve deteccdo do

HIV no liquido amnidtico.

Como ja relatado anteriormente, a transmissdo intra-uterina pode ocorrer
por acesso do virus livre ou por células infectadas. O HIV apresenta
tropismo preferencial por células que expressam em sua superficie
moléculas CD4, comumente encontradas em macréfagos e linfocitos. O
processo de infeccao é facilitado pela presenca de co-receptores (CkR5 e
CXC-CKP4) presentes nessas células. Alguns autores descrevem na
composicao do liquido amnidtico a existéncia de estruturas celulares, cuja

grande maioria sdo células descamadas do amnio e do feto. Encontram-se
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células do epitélio escamoso estratificado, epitélio glandular e transicional.

N3o ha relato de infeccdo viral pelo HIV nesses tipos celulares.??

Se considerar-se a hipdétese de que o resultado positivo aqui encontrado
nas trés amostras de liquido amnidtico representaria verdadeiramente a
presenca do virus nesse compartimento, € possivel inferir que o virus
encontrado no liquido amnidtico provavelmente se refere a sua forma
livre, uma vez que ndo ha relato de células infectaveis nesse fluido. Além
disso, poder-se-ia também concluir que a constatacdo do virus no liquido
amnidtico ndo representa infeccao fetal, jd que nenhum dos recém-
nascidos oriundos de gestantes com carga viral positiva no liquido

amniotico estava infectado.

Questiona-se, entdo, de que forma o virus poderia ter alcancado a
cavidade amnidtica? Seria o virus presente na circulacdo materna capaz
de atravessar as membranas placentarias alcancando diretamente a
cavidade amnidtica? Se sim, ele alcancaria a cavidade amnidtica na sua
forma livre ou associado a algum componente celular materno? Essa
contaminacdo poderia ter ocorrido a partir de alguma alteragdao nas
membranas placentarias, como areas de infarto ou necrose, que poderiam

facilitar o transporte viral?

Outra hipotese que ndo pode ser descartada é a possibilidade de a
contaminacdo ter ocorrido durante a coleta do material. A divulsao da
parede uterina foi cuidadosamente realizada e, apds exposicao das
membranas, a mesma foi limpa com compressa antes da realizacao da
coleta do material. Andlise com a mesma metodologia, incluindo citologia
nas amostras de liquido amnidtico com o objetivo de identificar hemacias

maternas ou fetais, poderia responder esta questdo.?°
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Mohlala et al. (2005)%° avaliaram a existéncia do HIV em liquido
amnidtico. A populacdao estudada era muito semelhante a deste estudo,
qgquando comparados a idade, média de 28 anos em ambos os trabalhos e
o perfil imunoldgico das gestantes. Esses autores avaliaram 23 pacientes
submetidas a cesariana eletiva, mas nao detectaram o HIV nas amostras
colhidas no liquido amniético ou no sangue de corddo. As amostras nao
foram centrifugadas antes da extragao viral, ao contrario do que foi feito
no presente estudo. Optou-se pela realizacdo prévia da centrifugacdo com
o intuito de eliminar sobrenadantes comumente encontrados, como o
vérnix. A centrifugacao foi utilizada em avaliacdo que objetivava
quantificacdo de ARV no liquido amnidtico, como citado por Jaspan
(2004).°° O material gorduroso presente no liquido amnidtico pode inibir a

amplificacao viral e falsear a quantificacdo do virus nesse compartimento.

A coleta do liquido amnidtico foi muito semelhante em ambos os estudos,
apesar da descricdo pouco detalhada de Mohlala et a/.?° Para a realizagdo
desta pesquisa, foi feita ampla investigacdo na busca de técnica mais
adequada para a coleta do liquido. Outras avaliacdes®®>’ feitas para
deteccao e quantificacdo de ARV nesse fluido relataram técnica de
obtencao de amostras de liquido amnidtico semelhante a de Mohlala et al.
O método nao é facil e exige habilidade para que nao ocorra ruptura das
membranas durante a hiterotomia. Treinamento prévio foi realizado pela
autora durante cesariana eletiva de pacientes ndo infectadas pelo HIV.
Faz-se necessaria a mobilizacao do pdlo cefélico antes da histerotomia e,
ap6s a exposicao das membranas, realiza-se delicada limpeza, que

objetiva evitar a contaminagao com sangue materno.

Volume minimo de 2 mL foi exigido para inclusao no estudo, levando-se
em consideracao a quantidade necessaria de material para a realizagdo do
NASBA (1 mL). Utilizou-se como principio que caso alguma amostra

apresentasse contaminacao macroscopica de sangue ou mecOnio seria
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desprezada. Nenhuma das amostras mostrou na avaliagdo visual
contaminacdo com sangue ou meconio. Foi obtido volume de 2 mL
somente em uma das amostras positivas (caso 4), com a centrifugacgao
prévia a extracdao e ao descarte do sobrenadante. A quantidade obtida foi
suficiente apenas para uma extracao e amplificagcdao. Em estudos futuros
talvez seja valido aumentar o volume minimo para validar a amostra.
Todo teste positivo idealmente deve ser repetido pelo menos uma vez

para ratificar o resultado e tirar possiveis duvidas sobre falso-positivo.

Outro ponto a ser questionado é se houve algum outro fator de risco
associado a essas gestacOes, ainda ndo conhecido, que justifique a

deteccdo viral no compartimento analisado.

O bindmio gestante-feto é susceptivel a diversas infeccdes. O feto pode
ser contaminado na vida intra-uterina por via transplacentaria ou por
infeccao ascendente, existindo, também, o risco de contaminacdo fetal no
momento do parto devido ao contato direto com o sangue e secregoes
maternas. Nas outras infeccdes congénitas, o exame laboratorial assume
papel fundamental. Uma vez confirmada a infeccdo materna, é necessario

continuar a propedéutica para a pesquisa de infeccdo fetal.’®

Atualmente, para a grande parcela das infeccoes congénitas de
importancia clinica, como toxoplasmose, rubéola, infeccao pelo
citomegalovirus e pelo parvovirus, o diagnéstico da contaminacao fetal é
realizado por meio da analise do liquido amnidtico, utilizando-se a técnica
da PCR.>®

JA é bem conhecida a deteccdo de agentes infecciosos e anticorpos
maternos contra esses agentes no liquido amnidtico, como toxoplasma
gondii, o virus da rubéola e o citomegalovirus. No caso deste ultimo,

acredita-se que o virus seja transmitido quando os leucécitos infectados
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atravessam a placenta. Ao atingirem o feto, o virus se aloja
predominantemente no epitélio tubular renal e, com a diurese fetal, ha
eliminacdo para o liquido amnidtico.”® J& na pesquisa da rubéola, a
deteccao de imunoglobulina M (IgM) especifica pode indicar a doenca

fetal.>®

Best (1996)°° ja relatava que a deteccdo da infeccdo intra-Utero ndo
implica a doenca no feto. Pode-se, entdo, aventar a hipdétese de que é
possivel detectar o HIV no liquido amnidtico, mas sua presenca nao

confirma, necessariamente, que o feto se encontra acometido.

Na presente pesquisa, detectou-se o virus da imunodeficiéncia humana
em trés dos 40 liquidos amnidticos avaliados utilizando a metodologia
NASBA, conforme descrito na literatura para deteccao do virus em outros
compartimentos além do plasma. Provavelmente esse virus encontrava-se
na forma livre, uma vez que foram usados centrifugacao previamente a
extracdao e tubos de lise para a realizagdo da mesma. Nao se encontrou
correlacao entre a deteccao viral no liquido amniético e a dosagem do HIV
no plasma materno ou neonatal. Ndo foi observada também associagao
entre a deteccao viral nesse compartimento e doenca fetal, conforme
descrito por Best (1996).°° Todas as pacientes com deteccdo positiva em

liquido amniodtico apresentavam resultado negativo na sorologia dos RNs.

Apesar do resultado sugerir que o HIV pode ser encontrado no liquido
amnidtico, ndo ficou bem esclarecido o mecanismo pelo qual esse virus
atingiu o liquido amniédtico e se sua deteccao representa realmente sua
existéncia nesse compartimento. Dessa maneira, para avaliar se os casos
encontrados sdao falso-positivos, seria necessario maior numero de
pacientes e de material colhido. Toda amostra positiva deveria ser testada
mais de uma vez para afastar-se essa possibilidade. A avaliagdao de lesdes

nas placentas dessas gestantes e a pesquisa de hemacias maternas no
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liquido amnidtico tornam-se fundamentais para descartar-se a
possibilidade de contaminacao do material durante a gestagcao por

acometimento placentario ou durante a coleta das amostras.

Grandes esforcos tém sido feitos para se diminuir a incidéncia da
transmissao vertical do HIV e para mais conhecimento das formas de
transmissdo do virus. E fundamental o diagndstico precoce durante a
gestacao com a finalidade de adotarem-se medidas profilaticas
adequadas. Dessa maneira, deixa-se registrada a expectativa de que os
esforcos ndo sejam em vao e que a cada ano ocorra queda no numero de

criancas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana.



7Conclusao
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Neste estudo foi possivel identificar a presenca do virus da
imunodificiéncia humana tipo 1 (HIV-1) em trés amostras de liquido
amnidtico obtido durante a cesariana de gestantes infectadas pelo
mesmo. Nao foi observada associacao entre a quantificagcao da carga viral
no liquido amnidtico com a carga viral plasmatica materna determinada no
terceiro trimestre de gestacdo e apds o parto, nem entre a quantificacao
da carga viral no liquido amnidtico com a carga viral plasmatica do recém-

nascido.
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Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo do Projeto:

DETERMINAGAO DA CARGA VIRAL EM LIQUIDO AMNIOTICO, NO MOMENTO DA CESARIANA, DE
GESTANTES INFECTADAS PELO HIV

INTRODUCAO

Vocé esta sendo convidada a participar deste estudo porque esta infectada

pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e, portanto, seu bebé tem
risco de adquirir o HIV. Este é um formulario de consentimento que lhe
dard informacdes sobre o estudo. Se vocé decidir participar, e também
permitir a participacdo de seu bebé&, vocé deverd assinar este formulario
de consentimento. Vocé recebera uma copia do termo de consentimento e

a outra ficard com o pesquisador.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADQ?

O propdsito deste estudo € obter informacgdes sobre mulheres gravidas

infectadas pelo HIV, e seus bebés, que estiverem recebendo atendimento
médico no Centro de Treinamento e Referéncias em Doencas Infecciosas e
Parasitarias Orestes Diniz (CTR-DIP) e no Hospital das Clinicas da UFMG.
Vocé e seu filho irdo receber remédios ja aprovados para uso em pessoas
infectadas pelo HIV. Nenhum desses medicamentos esta sendo testado
pela primeira vez neste estudo. Os dados obtidos nesta pesquisa serao
utilizados para uma dissertacao de mestrado e serdao arquivados com a
pesquisadora, professora Regina Amélia. No caso de ser utilizado em
outra pesquisa, vocé sera procurada para autorizar assinando novo termo

de consentimento livre e esclarecido.



85

O QUE EU (E MEU FILHO) PRECISAREMOS FAZER NAS VISITAS DO
ESTUDQO?

Na maternidade serdo obtidas informacdes sobre vocé e seu filho. Este

estudo sera realizado nas mulheres submetidas a cesariana, quando sera
colhido liqguido amnidtico antes da retirada do bebé (aproximadamente 20
mL). Devera também ser colhida amostra do seu sangue e do seu bebé,
para a realizacdo de exames de laboratdrio relacionados com a infeccao
pelo HIV. Serdo retirados de vocé aproximadamente 14 mL (trés colheres
de chd) de sangue e de seu bebé aproximadamente 9 mL (duas colheres
de chd). Os exames realizados em vocé e no seu bebé serdo semelhantes
aos de qualquer paciente portadora do HIV, conforme o protocolo do
Hospital das Clinicas. Vocé e seu bebé receberdo um Numero de
Identificacao de Paciente (NIP). As informacgdes recolhidas nao irdo conter
seu nome ou do seu bebé, de modo que suas identidades ndo serao

reveladas.

O QUE SERA FEITO COM AS AMOSTRAS DE SANGUE E LIiQUIDO
ARMAZENADAS?

As pesquisas com as amostras de sangue e liquido armazenadas podem

incluir estudos para entender como o HIV causa doenca, qual o melhor
tratamento, qual a melhor forma de prevencao do HIV e de suas
complicagdes. Podem incluir também testes de resisténcia do virus aos
medicamentos. Os resultados serao anotados em seu prontudrio para que

seus médicos possam consulta-los.

QUANTAS MULHERES E SEUS BEBES PARTICIPARAO DESTE ESTUDQ?

O estudo ird incluir 30 a 50 pares de maes e bebés.




86

EU OU MEU BEBE PODEREMOS SER RETIRADOS DO ESTUDQ?

Vocés serdo retirados do estudo se no liquido colhido houver

contaminagdo com outro material, como sangue, por exemplo, ou

apresentar volume menor que 0 necessario.

QUAIS SAO 0OS RISCOS DESTE ESTUDO?

N3o ha altos riscos para vocé ou seu bebé por participar do estudo. A

coleta de sangue pode provocar desconforto, sangramento ou hematomas
onde a agulha penetrar no corpo, da mesma forma que qualquer exame
de sangue realizado durante o pré-natal. A coleta de liguido ndao provoca

riscos para vocé ou para seu bebé na hora da cesariana.

QUAIS OS BENEFICIOS DA PARTICIPACAO NESTE ESTUDQ?

Os resultados deste estudo ajudarao os médicos a entender melhor o que

deve ser feito para reduzir a transmissdo do HIV para os bebés durante a
gravidez e o parto. Ajudarao também a avaliar os riscos e os beneficios

dos medicamentos administrados durante a gravidez, contra o HIV.

O QUE PODE OCORRER SE EU NAO CONCORDAR EM PARTICIPAR?

Se vocé decidir ndao participar, mesmo assim continuara a receber todo o

tratamento necessario durante a gravidez, parto e pds-parto. Seu bebé
também serd tratado e acompanhado durante o tempo que for necessario
para verificar se ele foi ou ndao contaminado pelo HIV. Ou seja, vocé pode
se recusar a participar do estudo ou mesmo se retirar a qualquer
momento sem que isto atrapalhe o seu tratamento ou de seu filho no
Hospital das Clinicas da UFMG.

CONFIDENCIALIDADE

Serao feitos esforcos no sentido de manter o sigilo do seu prontuario

médico e o de seu filho. Além disso, todos os registros serao mantidos em

fichario trancado. Entretanto, esses registros poderdao ser vistos por
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individuos que trabalham neste estudo e os resultados poderao ser
publicados em revistas cientificas. Vocé e seu bebé ndo serao
pessoalmente identificados em qualquer publicacdo resultante da

informacado recolhida neste estudo.

HA ALGUM CUSTO PARA MIM?

Ndao ha qualquer custo para vocé relacionado com as visitas clinicas,

exames ou testes de laboratoério durante o estudo.

EU (OU MEU BEBE) RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO?

Vocé e seu bebé ndo receberdao pagamento por estarem participando

deste estudo.

O QUE ACONTECERA SE EU (OU MEU BEBE) SOFRER ALGUMA LESAQ?

Se vocé ou seu bebé sofrerem algum tipo de lesdo em conseqiiéncia deste

estudo, o Hospital das Clinicas da UFMG dispensara a vocé(s) todo o
tratamento e cuidados necessarios para a sua imediata recuperacao, sem

qualquer custo para vocé(s).

QUAIS SAQO OS MEUS DIREITOS (E OS DE MEU BEBE) COMO SUJEITOS
DA PESQUISA?

A participacdo neste estudo é completamente voluntaria. A qualquer

momento vocé podera optar por ndo participar ou sair do estudo ou por
nao permitir que seu filho tome parte, sem qualquer prejuizo quanto ao

tratamento de vocés dois.

NOVAS DESCOBERTAS OU RESULTADOS DO ESTUDO

Qualquer descoberta de importancia que resultar do estudo lhe serd

transmitida por um membro da equipe. No final, quando os resultados

estiverem prontos, eles serdo comunicados a vocé.
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O QUE DEVO FAZER SE TIVER PROBLEMAS OU PERGUNTAS?

No caso de perguntas sobre este estudo ou lesdao relacionada com a
pesquisa, fazer contato com a professora Dra. Regina Amélia Lopes Pessoa
de Aguiar ou com a Dra. Ana Christina de Lacerda Lobato nos telefones
3248-9424 ou 3248-9421. Vocé pode entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG: Av. Prof. Antonio Carlos 6627- Unidade
Administrativa II - 2%andar Campus Pampulha - fone 031 34994592

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu li este formulario de consentimento (ou alguém o explicou para mim),

todas as minhas perguntas foram respondidas e concordo em tomar parte
neste estudo. Estou ciente de que eu (ou meu filho) podemos sair a

qualguer momento, sem perder o direito de receber cuidados médicos.

Nome da gestante (legivel) Assinatura da gestante

Data:

Eu concordo em que as amostras do meu sangue e do sangue do meu filho

sejam armazenadas para futuros estudos de pesquisa.

Sim Nao (Circular um)

Responsavel pelo estudo Assinatura do responsavel pelo estudo
Data

Nome da testemunha Assinatura da testemunha

Data
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Apéndice B - Dados dos binomios analisados no epi-info versao
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Resultados detectados no Nuclisens Easy Q
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Anexo A - Parecer ético

UW\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 249/06

Interessada: Profa. Regina Amélia Lopes Pessoa de Aguiar
Departamento de Ginecologia e obstetricia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 27 de setembro de 2006, o projeto de pesquisa intitulado
"Determinacgéo da carga viral em liquido amniético, no momento do
parto, de gestantes infectadas pelo virus HIV" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido do referido projeto.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa. Dra Mariia Ie L|ma Perez Garcia
Presidente do COEP/UFMG



