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MINASI, J.M. Prevaléncia do Papilomavirus humano em amostras de placenta
materna e fetal de mulheres atendidas em um hospital do extremo sul do
Brasil. 2021. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias da Saude. Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio
Grande, Rio Grande, RS

O Papilomavirus humano (HPV) constitui-se em um dos mais importantes agentes
etiologicos de quadros clinicos sintomaticos e assintomaticos de lesbes
dermatoldgicas verrucosas na epiderme, mucosas e nos mais diversos sitios. A
infeccdo pelo HPV é atualmente considerada um dos maiores fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer de colo do utero, sendo esse tipo de cancer o quarto
mais frequente em mulheres, com cerca de 570 mil novos casos em 2018,
representando 7,5% de todas as mortes femininas mundialmente. Existem mais de
200 tipos de HPV’s sendo 40 deles responsaveis por infecgdes anogenitais. Os HPV
sado classificados como baixo risco e alto risco de acordo com a gravidade das
lesbes. Os tipos mais prevalentes de HPV de alto risco associados aos céanceres
genitais e orais sao os HPV-16, HPV-18. Os HPV-6 e HPV-11 estdo mais
comumente associados a papilomatose laringea neonatal e as verrugas genitais e
sao considerados de baixo risco. A transmissao pode ocorrer através do contato da
pele/mucosa com as areas onde o virus esta presente, também se estabelece como
uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST). Além de ser considerada uma IST,
estudos recentes observaram o HPV como um agente de possivel transmissédo
vertical. O momento da infeccdo do feto pode ocorrer tanto na via intrauterina
(placentéria), por exposi¢do durante a passagem pelo canal de parto, e pelo manejo
durante o aleitamento, através do contato com pele/ mucosas infectadas. Estudos
constataram que a infeccdo pelo HPV pode ser transmitida de forma vertical, através
da placenta com prevaléncia de até 70%, mas que nao ha reais evidéncias de
consequéncias para o feto. O objetivo geral dessa pesquisa foi identificar o DNA do
HPV em tecido placentario materno e fetal de mulheres atendidas em um Hospital
Universitario do extremo Sul do Brasil. Foram selecionadas 327 amostras
placentarias deciduais de gestantes atendidas entre os anos de 2011 a 2015 no
Hospital Universitario da FURG. As amostras coribnicas foram triadas de acordo
com a positividade das amostras maternas. Para a detecgdo do HPV foi realizado
um PCR (nested) com os iniciadores MY09/MY11 e GP5/GP6. As variaveis foram
analisadas pelo Teste Exato de Fisher e pelo Chi-quadrado de Pearson com o nivel
de significancia < 5%. A for¢a de associagéo foi calculada pela razdo de prevaléncia
e 0s seus intervalos de confianca a 95%. A prevaléncia de HPV nas placentas
maternas foi de 16,8% (55/327 placentas) e nas placentas fetais 50% (24/48
placentas). Foram sequenciadas 14 amostras maternas e 0s genotipos mais
frequentes foram HPV-16 e HPV-18. A média de idade das mulheres em geral foi de
25,6 anos (DP+7,17). A prevaléncia do HPV foi associada a escolaridade menor que
oito anos de estudo (P =0,001). Quanto ao tipo de HPV, foi sequenciado quatorze
amostras maternas (5%) e essas amostras apresentaram infecgcdo por apenas um
gendtipo. Os resultados encontrados no sequenciamento foram: HPV-16 (78,6%) e



HPV-18 (21,4%). Ainda, as mulheres foram questionadas quanto a conhecimentos
sobre IST’s, mas nenhuma varidvel foi estatisticamente significativa. Esse estudo
teve a prevaléncia do HPV semelhante a prevaléncia descrita em outras pesquisas
realizados com o mesmo objetivo. Os gendtipos do HPV de alto risco foram os mais
prevalentes, sendo o HPV-16 o principal tipo viral encontrado.

Palavras-chave: HPV; placenta; papilomavirus humano; gestante

MINASI, J.M. Prevalence of human papillomavirus in maternal and fetal
placental samples from women attending a hospital in the extreme south of
Brazil. 2021. Dissertation (Masters) — Postgraduate Program in Health
Sciences. Faculty of Medicine, Federal University of Rio Grande, Rio Grande,
RS

Human papillomavirus (HPV) is one of the most important etiological agents for
symptomatic and asymptomatic clinicians of verrucous dermatological lesions in the
epidermis, mucous membranes and in the most diverse sites. HPV infection is
currently considered one of the biggest risk factors for the development of cervical
cancer, with this type of cancer being the fourth most frequent in women, with about
570 thousand new cases in 2018, representing 7.5% of all female deaths worldwide.
There are more than 200 types of HPV’s, 40 of which are responsible for infected
anogenitals. HPVs are classified as low risk and high risk according to the severity of
the children. The most prevalent types of high-risk HPV associated with genital and
oral cancers are HPV-16, HPV-18. HPV-6 and HPV-11 are most commonly
associated with neonatal laryngeal papillomatosis and genital warts and are
considered to be of low risk. Transmission can occur through skin/mucosal contact
with areas where the virus is present, also if it is a sexually transmitted infection
(STI). In addition to being considered an STI, recent studies have looked at HPV as a
vertically transmitted agent. The moment of infection of the fetus can occur both in
the intrauterine (placental) route, by exposure during the passage through the birth
canal, and by handling during breastfeeding, through contact with infected skin /
mucous membranes. Studies have found that an HPV infection can be transmitted
vertically through the placenta with a prevalence of up to 70%, but that there is no
real evidence of consequences for the fetus. The general objective of this research
was to identify the HPV DNA in maternal and fetal placental tissue of women treated
at a University Hospital in the extreme south of Brazil. A total of 327 deciduous
placental groups of pregnant women attended between 2011 and 2015 at the FURG
University Hospital were selected. Chorionic orgies were screened according to
maternal positivity. For the detection of HPV, a PCR (nested) was performed with the
primers MY09 / MY11 and GP5 / GP6. Variables were analyzed using Fisher's exact
test and Pearson's Chi-square test with a significance level of <5%. The strength of



association was associated by the prevalence ratio and its 95% confidence intervals.
The prevalence of HPV in maternal placentas was 16.8% (55/327 placentas) and in
fetal placentas 50% (24/48 placentas). In total, 14 maternal samples were sequenced
and the most frequent genotypes were HPV-16 and HPV-18. The average age of
women in general was 25.6 years (SD+7.17). The prevalence of HPV was associated
with less than eight years of education (P = 0.001). As for the type of HPV, fourteen
maternal samples (5%) were sequenced and these samples were infected by only
one genotype. The results found in the sequencing were: HPV-16 (78.6%) and HPV-
18 (21.4%). Also, women were asked about their knowledge about STIs', but no
variable was statistically significant. This study had HPV prevalence similar to the
prevalence described in other studies carried out with the same objective. High-risk
HPV genotypes were the most prevalent, with HPV-16 being the main viral type
found.

Keywords: HPV; placenta; Human papillomavirus; pregnant woman
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1. INTRODUCAO

O Papilomavirus humano (HPV) constitui-se em um dos mais importantes
agentes etiolégicos de quadros clinicos sintomaticos e assintomaticos de lesbes
dermatolégicas verrucosas na epiderme em diversos sitios do organismo. A
transmisséo pode ocorrer através do contato da pele/mucosa com as areas onde o
virus esta presente, estabelecendo se também como uma infeccdo sexualmente
transmissivel (IST), Este fato ja descrito na literatura, coloca o HPV como um agente
patogénico de dificil controle, alto potencial infectante e de importante potencial
oncogénico (REID et al., 1980; PFISTER, 1984; CHENG, 2015; PALEFSKY, 2016;
LEVAN, et al., 2019).

Além de ser considerada uma IST, estudos recentes observaram o HPV
como um agente de possivel transmissao vertical (TUOMINEN, et al.,, 2018). O
momento da infeccdo do feto pode ocorrer tanto na via intrauterina (placentéria),
pela exposi¢cdo durante a passagem pelo canal de parto, e pelo manejo durante o
aleitamento, através do contato com pele/ mucosas infectadas. Estudos constataram
que a infeccdo pelo HPV pode ser transmitida de forma vertical, através da placenta
com prevaléncia de até 70% (MALHOMME, et al., 1997; SIFAKIS, et al., 1998;
TEIXEIRA, et al., 2015; CHATZISTAMATIOU; SOTIRIADIS; AGORASTOS, 2016;
TUOMINEN, et al., 2018) e também pelo sangue do corddo umbilical (TSENG, et al.,
1992; TEIXEIRA, et al., 2015).

Na gestacao, a infeccdo pelo HPV pode estar relacionada ao risco de aborto
espontaneo, parto prematuro e anormalidades placentarias (AMBUHL, et al., 2016;
RACICOT & MOR, 2017). Células trofoblasticas s&o sugeridas como o alvo
predominante do HPV na placenta (HERMONAT, et al., 1998; AMBUHL, et al.,
2017b; BOBER, et al., 2019).

Pesquisas revelam que as IST’s, de um modo geral, atingem um importante
espaco no avanco de patologias no ciclo gravido-puerperal, sendo capazes de
ocasionar graves problemas, como gravidez ectépica, abortos, natimortos,
prematuridade, infeccdo congénita e perinatal, além de infec¢bes puerperais. Se
diagnosticadas e tratadas de modo antecipado e adequado, as consequéncias para
a mae e para o bebé podem ser minimizadas (BRASIL, 2014).
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Embora nem todas as mulheres com infecgao durante gravidez desenvolvam
complicacBes, alguns virus que ja foram detectados no liquido amniotico ou tecidos
gestacionais estdo ligados a um aumento do risco de corioamnionite e parto
prematuro. Estes incluem virus do tipo adenovirus e herpes, como o citomegalovius
(CMV), Epstein-Barr virus (EBV) e Herpes-virus simples (HSV) (Srinivas, et al.,
2006; Kalu, et al., 2015).

Durante o periodo gestacional, infec¢Bes virais maternas sdo consideradas
fatores de risco para o desenvolvimento fetal. Diversos estudos observaram que 0s
virus podem atingir a placenta, ocasionando alteracdo morfolégica do tecido
placentario, ma formacdo fetal, parto prematuro, restricdo de crescimento
intrauterino (RCIU) e até mesmo aborto (CHEN, BLOCK, CHAN, 2014; RACICOT &
MOR, 2017; BOBER, et al., 2019).

Assim sendo, diante da alta prevaléncia do HPV na populagédo em estudo e
do baixo numero de pesquisas brasileiras que abordem a prevaléncia de infec¢bes
virais na placenta, juntamente com a possivel disseminacdo vertical do HPV, é de
relevancia a andlise da presenca do DNA viral neste sitio, de forma que essa andlise
possa ajudar na compreensao da transmissao vertical do HPV. O conhecimento
sobre a tematica € essencial para o desenvolvimento de estratégias de prevencao,

diagndstico e manejo de IST’s durante o periodo gestacional.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O PAPILOMAVIRUS

Os Papilomavirus (PVs) constituem um grupo de virus que infecta o epitélio
humano podendo causar lesdes ou persistir de forma assintoméatica (BERNARD, et
al., 2010). Desde a Grécia antiga sdo descritas ocorréncias de lesdes verrugosas e
papilomatosas, mas pesquisas relacionadas ao virus iniciaram apenas no século XX
(LETO et al., 2011).

Em 1933, HPV foi isolado como o possivel agente etioldgico de verrugas em
coelhos (GARFIELD, 1988). Desde entdo, essa classe viral tem sido considerada
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como um agente infeccioso responséavel pelo desenvolvimento de verrugas em

diferentes grupos de mamiferos, inclusive no homem.

Mais tarde, em 1949, por meio de microscopia eletronica, foram observadas
particulas de HPV em verrugas humanas e em 1950, foi descoberto o potencial
carcinogénico do HPV em pacientes com epidermodisplasia verruciforme
(GARFIELD, 1988). A estrutura do genoma viral s6 foi desvendada em 1963
(CRAWFORD & CRAWFORD, 1963).

2.2 ORGANIZACAO GENOMICA DO PAPILOMAVIRUS (PV)

Os PV’s possuem uma estrutura de simetria icosaédrica, ndo envelopada com
cerca de 55nm de diametro, sendo constituidos por uma Unica molécula de DNA
circular dupla-fita que compreende 8.000 pares de bases (pb). Seu genoma esta
envolto por um capsideo composto por 72 capsdmeros formados por duas proteinas
estruturais — L1 e L2 — sendo que a primeira corresponde a cerca de 80-90% do
contetdo proteico do virus (LETO, et al, 2011; DOORBAR et al.,, 2016). A
organizacdo gendmica € similar dentre os mais diversos tipos de papilomavirus
(ZUR, HAUSEN, 2002).

Quanto a estrutura e organizacao (Figura 1), o genoma viral esta dividido em
trés regides, de acordo com a sua localizacdo e propriedades funcionais: a regido
longa de controle LCR (long control region) ou URR (upstream regulatory region)
que € uma regidao nao codificadora que contém elementos necessarios para a
regulacdo dos processos de replicacdo e transcricdo viral, e as duas regides de
controle precoce E (early) e L (late) (SYRJANEN & SYRJANEN, 1998).

Essas trés regides do genoma viral sdo constituidas por uma série de sete
ORFs (open reading frame) que codificam as proteinas virais. Conforme a Figura 1,
na regiao E encontram-se até sete genes (E1 a E7), sendo o E1 e E2 responsaveis
pela replicacdo do HPV, o E2 realiza a transcricdo e repicacdo do DNA, o E4 faz
maturacgéo e liberacdo das particulas virais (SOUTO, FALHARI, CRUZ, 2005).

Por sua vez os genes E5, E6 e E7 sdo responsaveis pela proliferacéo e

transformacao celular e o E6 e E7 pela propriedade oncogénica do virus (LETO, et



15

al., 2011), codificando as proteinas associadas a malignizacdo de lesbes
(SYRJANEN & SYRJANEN, 1998).

Figura 1. Esquema do genoma do Papilomavirus Humano

Fonte: Souto, Falhari, Cruz, 2005.

Os genes da regidao L (L1 e L2) codificam, respectivamente, as proteinas
principal e secundaria do capsideo. A regido tardia L1 € a mais conservada entre 0s
HPVs. O seu produto, a proteina L1, representa 80% das proteinas do capsideo
viral, constituindo a proteina mais abundante e de alta imunogenicidade. A proteina
L2, com a L1, contribui para a incorporacdo do DNA viral dentro do virion (ORTH &
FAVRE, 1985).

2.3PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Um dos PV’s mais conhecido e estudado € o HPV, o qual é um dos mais
prevalentes e incidentes no mundo atual, tornando-se um desafio para a saude
publica. Atualmente, os HPV’s sado virus da familia Papillomaviridae, onde estédo
descritos 240 tipos distintos classificados em 37 géneros, sendo cinco deles
responsaveis pela infeccdo em humanos (Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Mu-papillomavirus e Nu-papillomavirus) mostrados na Figura
2 (De-Villiers et al., 2004).
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Figura2. Arvore filogenética do Papilomavirus Humano (De-Villiers et al., 2004)

Os HPVs podem ser divididos em dois grupos de acordo com o tropismo
celular, aqueles que infectam a superficie queratinizada da pele, causando verrugas
comuns, e 0s que infectam a mucosa da boca, trato respiratorio e especialmente o
trato anogenital, dessa forma sendo classificados como mucosos ou cutaneos
(FERNANDES et al., 2013).

Quanto a sua classificacdo, dos mais de 200 tipos diferentes existentes de
HPV, 40 podem infectar o trato anogenital. Os HPV’s subdividem-se em alto e baixo
risco para o desenvolvimento de cancer e surgimento de verrugas genitais. Os virus
de baixo risco sdo responsaveis pelo desenvolvimento de lesdes dermatoldgicas
verrucosas. Os tipos virais de alto risco apresentam potencialidade no
desenvolvimento de neoplasias dependendo do 6rgao infectado (BERNARD et al.,
2010). Dentre os diversos tipos, os mais prevalentes sdo o HPV16 e HPV18 (alto

risco) e HPV-6 e HPV-11 (baixo risco) (Quadro 1).
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Quadro 1. Relagéo entre o tipo de HPV e a doenca associada

Tropismo Doenca Tipos de HPV
Verrugas plantares 1,2,4,63
Verrugas comuns 2,1,7,4,26, 27, 29, 41, 57, 65, 77,
1, 3,4, 10, 28

Cutaneotrépico
(Baixo Risco)

Verrugas vulgares (planas)
Outras lesBes cutaneas (exs.: cistos
epidérmicos, carcinoma da laringe)

Epidermodisplasia verruciformis

Papilomatose respiratéria recorrente
Papilomas/Carcinomas conjuntivos

Condiloma acuminado (verrugas genitais)

3, 10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76
6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48,
60, 72, 73

2,3,10,5, 8,9, 12, 14, 15, 17, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37, 38,
47,50

6,11

6, 11,16

6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70

Mucosotrépico
(Alto risco)

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC):

e Nao especifico

e Baixo risco (NIC 1)

e Altorisco (NIC II)

Carcinoma cervical

30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62,
64, 66, 67, 68, 69

6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42, 43, 44,
45,51, 52, 74

16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42,
44, 45, 51, 52, 56, 58, 66

16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52,
56, 58, 66, 68, 70

Quadro adaptado. Fonte: SOUTO, FALHARI, CRUZ, 2005.

O risco oncogénico do virus esta diretamente relacionado ao comportamento

de seu genoma no nucleo da célula hospedeira. HPV’s de baixo risco oncogénico

tendem a manter o seu DNA integro, circular e epissomal, diferente dos HPVs de

alto risco oncogénico, cujas fitas de DNA circular se abrem, sofrem delecdes e se

integram ao genoma da célula hospedeira (MUNOZ, et al., 2006).

A entrada do HPV na célula hospedeira depende da ligacdo de Sulfato de

Heparan na membrana basal, essa ligacdo desencadeia alteracdes conformacionais

gue afetam as proteinas estruturais L1 e L2, essas alteragdes sdo um pré-requisito
para a entrada do virus na célula (SAPP; BIENKOWSKA-HABA, 2009). A entrada

acontece por endocitose, resultando no estabelecimento da infeccéo viral (Figura 3).
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Figura 3: O lado esquerdo da figura mostra o epitélio escamoso cervical normal.
Quando ocorre a infeccdo por HPV (centro), o virus existe no nicleo da célula como
um epissoma circular. Se 0 genoma viral estiver intacto, novas particulas virais
infecciosas podem ser produzidas; sua presenca na célula é indicada por
compensacao perinuclear ou coilocitose. No cancer cervical (direita), porcdes
oncogénicas do DNA do HPV tornam-se integradas ao DNA do hospedeiro, com
interrupcdo da regido regulatéria E2 e perda de outros genes necessarios para
formar um virus completo. As células séo indiferenciadas e ndo mostram coilocitose.
NIC 1 e NIC 3 denotam neoplasia intraepitelial cervical, graus 1 e 3,
respectivamente. Fonte: Goodman, Wilbur, 2003.

No nucleo da célula hospedeira, 0o DNA do HPV pode assumir duas formas de
acordo com o padréo de infeccdo: a epissomal (laténcia e produtiva) e a integrada
(transformante). Na forma epissomal, o DNA viral permanece circular no nucleo da
célula do hospedeiro, e essa forma € identificada em lesGes benignas. Para que
ocorra a integracdo do DNA do HPV ao genoma humano, € necessario o
rompimento da regido E1-E2, com desregulacdo do controle transcricional dos
genes virais (PENA, LAIMINS, 2002; SOUTO, FALHARI, CRUZ, 2005). Apds a
entrada na célula hospedeira, os genes E1 e E2 sdo expressos primeiro e codificam
proteinas necessarias para a replicacdo do DNA viral (GANGULY, PARIHAR, 2009).
Essas proteinas (E1 e E2) estdo vinculadas a origem da replicacdo viral, ao
recrutamento de proteinas que participam da replicagdo do DNA viral e a regulacéo
da expressdo do genoma viral e sdo também responsaveis por manter o DNA viral
como um epissoma. Além disso, regulam um numero estavel de 20 a 100 copias do

DNA do HPV por célula. E2 facilita a separacdo do genoma do HPV durante a
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divisdo celular, resultando na distribuicdo do DNA do HPV nas células filhas, e esta
envolvida na promogdo da montagem do virion. Além disso, E2 tem a capacidade de
reprimir a atividade do promotor E6/E7 (FELLER, et al., 2009).

A transcricao de E1 e E2 causa repressao de E6 e E7, permitindo a funcéo de
supresséao tumoral da proteina p53 e da proteina retinoblastoma (pRb), mantendo a
homeostase epitelial. Se ndo ha transcricio de E1 e E2, os
oncogenes E6 e E7 estardo disponiveis para, respectivamente, ligarem-se as
proteinas p53 e pRb, inibindo a acdo desses fatores celulares (SOUZA,
GONCALVES, 2009). Os genes E6 e E7, além de envolvidos na manutencao
epissomal do genoma do HPV, codificam oncoproteinas que podem induzir a
transformacao da célula hospedeira (GANGULY, PARIHAR, 2009).

A proteina E6 do HPV de alto risco € suficiente para induzir e manter a
transformacao celular e tem sido identificada como ligante da p53, causando sua
degradacdo via proteassoma 26S, o que compromete a integridade do DNA
replicado, causando danos ao DNA e instabilidade cromossomial. As oncoproteinas
E6 em HPV de baixo risco também podem se ligar a p53, mas com muito menos
afinidade e ndo causam sua degradacao (GANGULY, PARIHAR, 2009).

O aumento da expressdo de E6 causa transformacdo da célula hospedeira,
imortalizacdo e proliferagdo celular, replicacdo do DNA defeituoso e acumulo de
mutacdes e inibicdo da resposta imune das células tumorais (GANGULY, PARIHAR,
2009). A oncoproteina E7 se liga a pRb e inativa sua funcéo evitando a ligacdo do
pRb ao fator de transcricdo E2F, podendo também degrada-la. Em células com
aumento da expresséo da proteina E7, a inspecao do controle da transicdo da fase
G1 para S é perdida e as células continuam a atravessar no ciclo celular, levando a
uma proliferacdo celular descontrolada (GANGULY, PARIHAR, 2009).

A integracdo do genoma do HPV de alto risco ao do hospedeiro acredita-se
representar um evento significativo na patogénese do cancer cervical associado a
progressao de lesdes pré-neoplasicas para cancer invasivo. Entretanto, a integracao
ndo é uma parte normal do ciclo de vida do HPV. Nela, ocorrem grandes delecdes
do DNA viral acoplado a uma descontrolada expressao das oncoproteinas E6 e E7
(GRM, BERGANT, BANKS, 2009).
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A infeccdo pelo HPV é normalmente combatida pelo sistema imune do
hospedeiro, no entanto, a persisténcia da infeccdo pode desencadear uma
progressao para lesdo maligna em conjunto a outros fatores de risco (LAWSON, et
al., 2015).

2.4PREVALENCIA DE HPV EM COLO UTERINO

A infeccdo pelo HPV é atualmente considerada um fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de colo do utero. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), em todo o mundo, o cancer do colo do Utero é o quarto tipo de cancer
mais frequente em mulheres, com cerca de 570 mil novos casos em 2018,
representando 7,5% de todas as mortes femininas por essa doenca. Estimam-se
mais de 311 mil mortes por esse tipo de cancer a cada ano, mais de 85% delas

ocorrem em regides menos desenvolvidas do mundo (OMS, 2019).

De acordo com dados da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), a
cada ano, mais de 56 mil mulheres sdo diagnosticadas com céncer de colo do Utero
na América Latina e no Caribe e mais de 28 mil perdem a vida por conta da doenca.
Esse numero chega a 72 mil diagndésticos e 34 mil 6bitos se os Estados Unidos e o
Canada forem incluidos (OPAS, 2019). A infeccdo por HPV é comum entre adultos
jovens sexualmente ativos, com uma prevaléncia estimada entre 20% e 46% (KHAN,
et al., 2016; EDNA, et al., 2017).

O Brasil é um dos lideres mundiais em incidéncia do HPV, sendo as mulheres
o principal género acometido na populacdo. Embora seja uma infeccdo que também
se estende ao sexo masculino, acredita-se que o niumero de casos seja menor em

relacdo a menor procura de homens pelos servigos de saude (GASPAR et al., 2015).

Quando essa infeccdo acomete mulheres gravidas, as alteragbes no colo
uterino podem acerretar complicacdes durante a gestacédo, ja que este € um local
importante para a manutengdo da gravidez, servindo como barreira e com
mecanismos imunoldgicos que protegem o crescimento do feto. A infeccdo por HPV

pode alterar a fungdo cervical, possivelmente aumentando o risco de infeccdes
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intrauterinas e subsequentes intercorréncias como parto prematuro ou aborto
espontaneo (CABALLERO et al., 2019).

Uma pesquisa recente que estudou a presenca de HPV no colo uterino de
gestantes atendida em um hospital de Virginia (EUA), encontrou uma prevaléncia de
39,5% (CABALLERO et al., 2019). Outro estudo realizado com gestantes na Escdcia
encontrou uma prevaléncia de 27,5% do HPV no colo uterino de gestantes
(ALDHOUS, et al., 2019).

No Brasil, a realidade das altas taxas de HPV em gestantes foi investigada
pelo Ministério da Saude (MS) em um estudo multicéntrico, realizado em seis
capitais brasileiras. Ao final da pesquisa, pode-se observar a prevaléncia de 33,4%

no grupo de gestantes nestas capitais (BRASIL 2005).

Santos (2006) também encontrou altas taxas de HPV em gestantes. Este
autor indica a taxa de 51,7% de prevaléncia de gestantes portadoras de HPV em
seus resultados. Outros estudos brasileiros recentes também encontraram alta
prevaléncia do HPV em gestantes (25,3%) comparado a mulheres ndo gravidas
(13%) (SALCEDO, et al., 2015). Em outro estudo brasileiro realizado no extremo sul
do Brasil encontrou uma taxa de 47,5% de HPV em gestantes (TEIXEIRA, et al.,
2015).

Quanto as consequéncias da infeccdo em gestantes, alguns estudos sugerem
que a infeccao por HPV, doenca cervical e / ou seu tratamento estdo associados a
efeitos como aborto espontdneo (HERMONAT, et al., 1997; SRINIVAS, et al., 2006;
YANG, et al., 2013), ruptura prematura de membranas (PPROM), prematuro e
restricdo de crescimento intrauterino (SUBRAMANIAM, et al., 2016; FORD, et al.,
2017; CABALLERO et al., 2019).

Para Bober e cols. (2019) a prevaléncia elevada de HPV em gestantes
poderia ser explicada pelas altas concentracdes de progesterona sérica que seria
utilizada pelo virus para regulacéo do seu ciclo de vida e atividade viral. Isso se deve
a regiao LCR néo codificadora do genoma viral que mostra alto grau de similaridade
estrutural com os receptores de hormonio esteroide, permitindo uma reacao cruzada
entre o ligante (ou seja, hormoénio esterdide) e receptor de glicocorticoide, bem como

a sequéncia LCR analoga.
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O processo fisiologico natural de imunomodulagdo materna na gestacao
também pode favorecer a ocorréncia de infeccdes e consequentemente uma
susceptibilidade fetal maior as infec¢cdes congénitas, podendo ocasionar danos a
saude do bindmio mae/ feto. As infeccdes virais quando adquiridas durante a
gestacdo tornam as gestantes mais propensas a complicagdes, e sdo consideradas
as principais causas de morbidade e mortalidade fetal (AMBUHL, et al., 2016;
RACIOT & MOR, 2017; BRICKS, et al., 2016).

Em 2014, Liu e colaboradores realizaram uma revisdo sistematica sobre a
prevaléncia do HPV em gestantes e mulheres ndo gravidas e relataram um risco
aumentado de infeccdo por HPV em mulheres gravidas, apoiando assim o debate
sobre até que ponto o HPV pode estar envolvido em resultados adversos na
gravidez. Vérios autores relataram que uma infec¢do pelo HPV durante a gravidez
estd associada ao risco de aborto espontaneo, parto prematuro espontaneo, doenca
placentaria e outras anomalias (ZUO, GOEL, CARTER, 2011; PANDEY, 2019).

Para Campos e cols. (2016), o HPV é conhecido como uma causa bem
estabelecida para o cancer do colo do Utero, mas, suas implicacfes na evolucéo da
gestacdo, entretanto, ndo estdo completamente estabelecidas, sendo o

conhecimento acerca desta tematica ainda insuficiente e controversa.

2.5PAPILOMAVIRUS HUMANO EM SITIO PLACENTARIO

Neste topico vamos discutir sobre a presenca do HPV no tecido placentério,
mas para um melhor entendimento sobre os mecanismos de ac¢do do virus nas
células, primeiramente veremos como ocorre a formacdo da placenta humana e

suas principais funcoes.

2.5.1 Estrutura e mecanismo de protecao da placenta

A placenta é o primeiro 0rgéo a se formar em mamiferos e tem como objetivo
estabelecer uma interface vascular materno-fetal capaz de suprir as necessidades
bioenergéticas do feto (BRETT et al. 2014)
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A placenta e as membranas fetais representam uma barreira seletiva com
duas func¢des principais: nutricdo e protecdo do feto em desenvolvimento (BRETT et
al. 2014; Wong e Cox 2016). A placenta humana (Figura 4) € um tecido quimérico
gque contém componentes maternos (deciduais) e fetais (coribnicos), que sao
organizados de forma a promover a comunicacao entre a mée e o feto (Aplin 2000;
Coyne 2016). E um 6rgdo complexo composto por varios tipos de células diferentes
gue se dedicam a realizar funcdes variadas, como fixacao, invasdo e remodelacao
vascular a fusdo celular, producdo de horménios e transporte de nutrientes
(MALTEPE & FISHER, 2015).

Ainda, a placenta, juntamente com a decidua, Sdo responsaveis por
estabelecer um microambiente favoravel no local de implantacdo para facilitar e
proteger o feto, evitando uma reacdo pro-inflamatéria com acumulo de citocinas
produzidas em periodos de infeccdo, inibindo o recrutamento de células T com
funcao citolitica, educando o sistema imunoldgico local a tolerar o desenvolvimento
fetal, controlar o crescimento bacteriano e proteger o feto de infecgdes virais (MOR &
KWON, 2015).

Figura 4. Uma ilustragdo esquemética do feto humano, placenta e membranas
extraplacentarias e endométrio modificado conhecido como decidua. O feto se desenvolve dentro do
saco amnidtico e € rodeado e envolvido por células trofoblasticas na placenta e na membrana do
coérion (vermelho). Na insercé@o superior, as células do citotrofoblasto (CTB), dentro das vilosidades

placentarias, servem como os progenitores para todas as subpopulacdes de células trofoblasticas
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diferenciadas, incluindo a camada de sincitiotrofoblasto (sTB), que é continuamente exposta ao
sangue materno. Esta Unica camada celular é responsavel pela transferéncia de nutrientes materno-
fetais e residuos, sintese de hormdnios placentarios, e fornecimento de uma barreira fisica ao trafego
de células maternas para o feto. Os CTB se proliferam e migram para a decidua, anexando a
placenta na mée e facilitando certos eventos fisioldgicos cruciais necessarios para uma gravidez
bem-sucedida. Na insercao inferior, as membranas de amnio compostas por uma Unica camada de
células epiteliais sdo um saco forte que mantém o feto em forma amniética de fluido (HUNT, et al.,
2017).

Durante o periodo gestacional inicial, os trofoblastos s&o células que
compreendem a camada externa de um blastocisto, um aglomerado celular que
acabara por se transformar em um embrido. Tais células desempenham um papel
importante na implantacdo e desenvolvimento embrionario e as células que ele
contém estdo entre as primeiras a comecar a se diferenciar a medida que um 6vulo
fertilizado comeca a se dividir para produzir um embrido (TSATSARIS, et al., 2006;
BENITES, 2008; BRUCE, 2008).

Essas células se organizam ao longo do exterior do blastocisto em
desenvolvimento e comecam a secretar hormoOnios destinados a preparar o
endométrio, o revestimento do Utero, para o implante. Inicialmente, o blastocisto se
acumula no Gtero, até que o trofoblasto se conecte com sucesso ao revestimento e
implantes uterinos (TSATSARIS, et al., 2006; BENITES, 2008; BRUCE, 2008).

O trofoblasto é formado por duas camadas de células: o sinciciotrofoblasto e o
citotrofoblasto. O sinciciotrofoblasto forma um infiltrado de células no endomeétrio.
Aos poucos, lacunas se formam e essas sédo preenchidas com fluidos e secrecdes
uterinas. Com o crescimento dessas lacunas e o crescimento do sinciciotrofoblasto
para dentro da parede uterina, capilares do endométrio sdo atingidos, e sangue
materno passa a preencher esses espacos. Por volta da segunda semana, é
estabelecida entdo, uma circulacdo uteroplacentaria primitiva. Durante esse tempo,
o citotrofoblasto forma colunas celulares que penetram e sao cercadas pelo
sinciciotrofoblasto. Essas colunas sdo denominadas vilosidades primarias
(BENITES, 2008; BRUCE, 2008).

Na terceira semana, o desenvolvimento dos trofoblastos continua com a
formacdo das vilosidades secundarias. Ao final dessa semana, as células

mesodérmicas comegam a se diferenciar em células sanguineas, passando a vasos
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sanguineos, que formam o sistema capilar da vilosidade. A partir desse momento, as
vilosidades sdo denominadas terciarias ou definitivas. Com o contato entre o0s
capilares vilosos e os da placa corionica e do pedunculo embrionario, o sistema esta
pronto para fornecer nutrientes e oxigénio ao embrido (TSATSARIS, et al., 2006;
BENITES, 2008; BRUCE, 2008).

7

A estrutura placentaria é constituida por tecidos fetais derivados do saco
coridnico e por tecidos maternos derivados do endométrio. A face fetal, formada
pelas vilosidades corionicas, envolve o feto durante toda a gestacdo e interage
diretamente com o sistema imune materno. Essa regido contém os macrofagos
placentarios (células de Hofbauer) e vasos fetais. O componente materno é formado
pela decidua basal e se relaciona diretamente com o cdrion, sendo que a maioria
das trocas materno-fetais ocorre na regido terminal das vilosidades coribnicas
(GUDE, et al., 2004; HUNT, et al., 2006).

Na interface utero-placenta ha a membrana placentaria, que é responsavel
pela separacdo do sangue da mae e do concepto. Sua acdo consiste em uma
barreira protetora, agindo como isolante para proteger o embrido de substancias
toxicas e micro-organismos infecciosos presentes no sangue periférico materno. Ao
mesmo tempo, essa barreira permite a migracdo de nutrientes essenciais para o
desenvolvimento fetal. Apesar dessa caracteristica, alguns virus e bactérias podem
sobrepuja-la, atingindo a circulacéo fetal, favorecendo a ocorréncia de infecgdes,
anomalias congénitas ou até mesmo a morte fetal (SINGH, et al., 2012).

Em uma gravidez normal, a barreira placentaria facilita o transporte de
nutrientes e trocas gasosas da mae para o feto, atua como barreira de tolerancia
imunologica e produz horménios necessarios para a manutencdo da gestacao
(ACKERMAN & KWIEK, 2013). Ainda, participa do reconhecimento materno da
gestacdo, alterando o ambiente imune local e as fungdes cardiovasculares e
metabodlicas maternas através da producdo de horménios paracrinos e enddcrinos.
Anormalidades em qualquer uma destas fun¢des podem ser associadas a resultados
adversos que vao desde restricdo do crescimento intra-uterino (RCIU), falha de
implantacdo embrionaria e, morte fetal ou perinatal. A violagcdo dessa barreira pode
permitir a transmissao de infec¢des intrautero (CROSS, 2006).
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Para Racicot & Mor (2017) as infecgOes virais durante a gravidez tém sido
associadas com resultados adversos e defeitos congénitos na prole, pois existem
poucas e limitadas ferramentas terapéuticas e preventivas para proteger a mae e o
feto durante a gestacdo. Os virus raramente atravessam a barreira placentaria, mas
guando conseguem e atingem o feto, pode resultar em graves defeitos congénitos,

como microcefalia ou até mesmo a morte fetal.

A infeccdo viral das células na interface materno-fetal pode afetar funcéo da
placenta, o que pode resultar em complicagbes na gravidez, como aborto
espontaneo, RCIU ou prematuridade ao nascimento. Além disso, evidéncias
sugerem que a infec¢éo viral da decidua e / ou placenta pode resultar na producao
de fatores imunoldgicos soluveis que poderiam atingir o feto podendo afetar o seu
desenvolvimento (RACIOT & MOR, 2017).

2.5.2 HPV no tecido placentério

Embora seja bem estabelecido o HPV como uma IST, ha evidéncias
crescentes de que a transmissdo ndo sexual também ocorra (TEIXEIRA et al, 2016;
AMBUL et al., 2017; BOBER et al., 2019; ARAKAWA et al., 2021). Como discutido
anteriormente, a placenta representa um local importante, onde, infeccdes virais
podem acarretar consequéncias para o feto, todavia, foi encontrado um numero

reduzido de pesquisas recentes e de qualidade sobre o tema.

Para Raciot & Mor® as infeccdes virais das células na interface materno-fetal
podem afetar a funcdo da placenta, o que pode resultar em complicacbes na
gravidez. Além disso, evidéncias sugerem que a infeccdo viral da decidua pode
resultar na producdo de fatores imunoldgicos solUveis que poderiam atingir o feto

podendo afetar o seu desenvolvimento.

Ao analisar a presenca do virus em 49 placentas de gestantes, Rombaldi
(2008) encontrou o DNA do HPV em 12 placentas (24,5%). Em relacéo a infeccéo
apenas do lado materno, forma encontradas 2 casos (16,7%, n = 2/12), enquanto
gue no lado fetal positivaram 5 casos (41,7%, n = 5/12), em outros 5 casos (41,7%, n

=5/12) a pesquisa encontrou 0 DNA do HPV em ambos os lados da placenta.
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No estudo de Tuominem e cols. (2018) a prevaléncia de HPV encontrada em
placentas foi de 33%. Ja Pandey e cols. (2019) encontrou uma frequéncia de 39,4%.
Estudos anteriores chegaram a encontrar prevaléncias de até 70% (MALHOMME, et
al., 1997; SIFAKIS, et al., 1998). Ja Teixeira (2015), em seu estudo com placentas e

sangue do cordao umbilical, encontrou uma taxa de transmisséo vertical de 50%.

Essa elevada prevaléncia do HPV durante o periodo gestacional pode ser
favorecida devido ao processo fisiolégico natural de imunomodulacdo materna na
gestacdo que pode favorecer a ocorréncia de infec¢cdes e consequentemente uma
susceptibilidade fetal maior as infec¢cdes congénitas, podendo ocasionar danos a
saude do bindmio mae/feto. As infeccbes virais quando adquiridas durante a
gestacdo tornam as gestantes mais propensas a complicagdes, e sdo consideradas
as principais causas de morbidade e mortalidade fetal (ZUO, GOEL, CARTER, 2011;
AMBUHL et al., 2016; RACICOT, MOR, 2017;)

Em estudos realizados com placentas, foi encontrado que a infeccéo
placentaria pelo HPV estd envolvida no aborto espontaneo, parto prematuro
espontaneo e anormalidades placentarias (HERMONAT, et al., 1998; GOMEZ, et al.,
2008; AMBUHL, et al., 2016). Além disso, foi sugerido que os trofoblastos s&o o alvo
predominante do HPV na placenta (HERMONAT, et al., 1998b; YOU, et al., 2003;
AMBUL, et al., 2017).

Outras pesquisas in vitro e modelos animais demonstraram plausibilidade
bioldgica do efeito prejudicial do HPV na gravidez (CALINISAN, et al., 2002; YOU, et
al., 2008; BOULENOUAR, et al., 2010;, HONG, OSHIRO, CHAN, 2013). Esses
estudos experimentais demonstraram que o HPV pode se replicar nos trofoblastos
levando a inibicdo da formacéo de blastocisto; implantacdo endometrial falhada ou
subodtima de células trofoblasticas e apoptose de células embrionarias (CALINISAN,
et al., 2002; HENNEBERG, et al., 2006; YOU, et al., 2008; GOMES, et al., 2008;

HONG, OSHIRO, CHAN, 2013; AMBUL, et al., 2017; BOBER, et al., 2019).

Além desses efeitos diretos nas células da placenta, foi levantada a hipétese
de que a interacdo HPV- trofoblasto pode desencadear hipersensibilidade
imunoldgica a bactérias levando a complica¢cdes na gravidez, como pré-eclampsia
ou parto prematuro (KWON, ROMERO, MOR, 2014).
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Em outro estudo in vitro realizado com células troflobésticas humanas
expostas ao HPV-16 (alto risco), constatou que nesse grupo de células, quando em
contato com o virus ocorre uma diminuicdo de tamanho (encolhimento celular e
nuclear) e que a presenca desse genotipo acabou diminuindo a viabilidade celular
devido a necrose do tecidual (CHEN, BLOCK, CHAN, 2014).

Ainda em relagdo aos HPV’s de alto risco, estudos in vitro que investigam os
efeitos dos genes E6 e E7 nas células trofoblasticas sugerem que pode ocorrer a
diminuicdo na adesdo das células trofoblasto-endometrial causada pela acédo de
estos genes, podendo influenciar a etapa inicial de implantacdo do embrido
evoluindo para placentacdo anormal ou expulsao gestacional do embrido (YOU, et
al., 2003; GOMES, et al., 2008).

Na pesquisa de You e cols. (2003) evidenciou-se que a infec¢do pelo HPV em
células trofoblasticas causam alteracdes fisiologicas como: presenca de células
endometriais altamente defeituosas, morte celular e inducdo de um fenétipo maligno
(YOU, et al., 2003). Além disso, o HPV demonstrou completar seu ciclo de vida em
vérias linhas de células trofoblasticas (LIU, et al., 2001; YOU, et al., 2003).

2.6HPV E TRANSMISSAO TRANSPLACENTARIA

A possibilidade de transmissdo materno-fetal do HPV foi sugerida por Hayek
em 1956, onde, foi descrito uma condicdo em que mudultiplos papilomas foram
localizados na laringe de criancas pequenas e adolescentes, nao sendo
considerados hereditarios e encontrados em 20% dos casos de nascimentos. Essa

condicdo ficou conhecida como papilomatose laringea recorrente de inicio juvenil.

Para esclarecer o risco de transmissdo, em 2005 foi realizada uma metanalise
de estudos de coorte prospectivos incluindo mulheres gravidas da cidade de porto
Alegre/RS. Foram incluidos na analise nove estudos (conduzidos de 1994-2004)
totalizando 2111 mulheres e 2113 filhos. Os resultados desta revisdo mostraram que
ha risco de transmissdo vertical do HPV quando a mée apresenta teste HPV
positivo. A transmissao conjunta do HPV de mée para filho foi de 6,5% e foi maior
apos o parto vaginal do que a cesariana (18,0% versus 8,0%). O risco relativo
combinado de transmissao de HPV de mée para filho de nove estudos foi 7,3 (IC
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95%: 2,4-22,2), porém a taxa de positividade para o DNA do HPV em recém-
nascidos nado indica infec¢do; pode apenas indicar contaminagédo. (MEDEIROS et
al., 2005).

As consequéncias da contaminacao ou infec¢ao precoce pelo HPV no periodo
pré ou perinatal ainda ndo é clara. Devido a imaturidade do sistema imunologico do
feto e do bebé, qualquer exposicéo precoce ao HPV pode ter um grande impacto no
desenvolvimento da imunidade especifica ao HPV, infec¢des subsequentes por HPV
e sua eventual progressédo (GOLLWITZER, MARSLAND 2015).

Em uma pesquisa realizada com criangcas que tinham placenta e/ou sangue
de corddo umbilical positivo para HPV, apresentaram niveis significativamente
maiores de IL-5, IL-10 e IL-17A induzidos por HPV16 E2 do que em outros
subgrupos de casos, indicando um efetor Th2 mais dominante ou resposta
regulatéria, e levantando mais questdes sobre os possiveis efeitos da exposicao ao
HPV durante o periodo pré-natal (KOSKIMAA et al., 2012; SARKOLA et al., 2008).

De acordo com Koskimaa et al., (2017), pode-se hipotetizar que a infeccao
por HPV ou a exposicdo a antigenos virais durante o periodo pré-natal podem afetar
a ativacéo e o tipo de respostas imunes durante encontros posteriores com HPV e,
ainda, até mesmo o resultado da infeccdo, o que, no entanto, precisa de um

acompanhamento mais longo para ser esclarecido.

Uma pesquisa publicada recentemente no The New England Journal of
Medicine constatou a transmissdo vertical rara de carcinoma cervical materno
causado pelo HPV. As duas criangas, uma com dois anos e outra com seis anos,
foram diagnosticados com cancer de pulmdo pediatrico. Ao realizar analise dos
tumores foi encontrada similaridade dos perfis génicos das amostras de tumor das
maes e dos filhos, o que indicava a transmissdo. Ainda, em ambas as analises
tumorais, ndo foram encontrados cromossomos Y, que indicassem uma possivel
transmissao paterna. O achado remete que a transmissao vertical do tumor no canal
de parto durante o parto vaginal € teoricamente possivel. Se a méae tiver cancer
cervical, o bebé pode ser exposto a células tumorais nos fluidos do canal do parto e

aspirar células tumorais para os pulmbes (ARAKAWA et al., 2021).
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Percebe-se que a transmissdo transplacentaria é confirmada pelas mais
diversas pesquisas ja realizadas, mas ainda ndo esta estabelecida as
consequéncias dessa infeccdo ou contaminacdo pelo HPV. S&o necessarias novas
pesquisas com um maior acompanhamento dessas criancas nascidas de maes com

placenta, sangue de cordéao e colo uterino positivos para o HPV.

3 JUSTIFICATIVA

Diante do exposto anteriormente, ainda ndo ha um consenso na literatura
que defina claramente o papel do HPV no tecido placentario e as consequéncias
causadas para mael/feto. Sabendo-se dos riscos e consequéncias que infeccdes
virais no tecido placentario podem acarretar, aliado a alta prevaléncia encontrada em
outros estudos e do baixo numero de pesquisas brasileiras que abordem a
prevaléncia de infec¢fes virais no tecido placentério, torna-se relevante a realizacéo
de novas pesquisas que venham a elucidar as consequéncias da presenca do HPV

na placenta.
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4 OBJETIVOS
4.10BJETIVO GERAL

Identificar o DNA do Papilomavirus Humano - HPV em tecido placentéario
materno e fetal de mulheres atendidas em um Hospital Universitario do extremo Sul

do Brasil.

4.2 0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar a prevaléncia molecular do DNA do Papilomavirus Humano em
amostras de tecido placentario materno e fetal;

¢ I|dentificar o gen6tipo molecular do Papilomavirus Humano - HPV;

e Buscar associacdes entre os fatores sociodemogréaficos, populacionais e/ou

comportamentais com a presenca do virus em ambos 0s sitios pesquisados;
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PAPILOMAVIRUS HUMANO NO TECIDO PLACENTARIO DECIDUAL E CORIONICO
E FATORES DE RISCO PARA A INFECCAO VIRAL MATERNA
HUMAN PAPILLOMAVIRUS IN DECIDUAL AND CHORIONIC PLACENTARY
TISSUE AND RISK FACTORS FOR MATERNAL VIRAL INFECTION

Resumo: Estudos recentes observaram o HPV como um agente de possivel transmisséo
vertical e alta prevaléncia do virus em placentas maternas e fetais. O objetivo principal foi
identificar o DNA do Papilomavirus Humano - HPV em tecido placentario materno e fetal de
mulheres atendidas em um Hospital Universitario do extremo Sul do Brasil. Foram
selecionadas 327 amostras placentarias deciduais de gestantes atendidas entre os anos de 2011
a 2015 no Hospital Universitario da FURG. As amostras coridnicas foram triadas de acordo
com a positividade das amostras maternas. Para a deteccdo do HPV foi realizado um PCR
(nested) com os iniciadores MY09/MY11 e GP5/GP6. As varidveis foram analisadas pelo
Teste Exato de Fisher e pelo Chi-quadrado de Pearson com o nivel de significancia < 5%. A
forca de associacdo foi calculada pela razdo de prevaléncia e os seus intervalos de confianca a
95%. A média de idade das mulheres em geral foi de 25,6 anos (DP+7,17). A prevaléncia do
HPV foi associada a escolaridade menor que oito anos de estudo (P =0,001). Quanto ao tipo
de HPV, foi sequenciado quatorze amostras maternas (5%) e essas amostras apresentaram
infeccdo por apenas um genotipo. Os resultados encontrados no sequenciamento foram: HPV-
16 (78,6%) e HPV-18 (21,4%). Esse estudo teve a prevaléncia do HPV semelhante a
prevaléncia descrita em outros estudos realizados com o mesmo objetivo. Os genotipos do
HPV de alto risco foram os mais prevalentes, sendo o HPV-16 o principal tipo viral
encontrado.

Palavras-chave: HPV; placenta; Human papillomavirus; pregnant woman

Abstract: Recent studies have observed HPV as an agent of possible vertical transmission
and a high prevalence of the virus in maternal and fetal placentas. The main objective was to
identify the DNA of Human Papillomavirus - HPV in maternal and fetal placental tissue of
women treated at a University Hospital in the far south of Brazil. A total of 327 deciduous
placental samples from pregnant women attended between 2011 and 2015 at the FURG
University Hospital were selected. Chorionic samples were screened according to the
positivity of maternal samples. For the detection of HPV a PCR (nested) was performed with
the primers MY09/MY 11 and GP5/GP6. The variables were analyzed by Fisher's exact test
and Pearson's Chi-square test with a significance level < 5%. The strength of association was
calculated by the prevalence ratio and its 95% confidence intervals. The average age of
women in general was 25.6 years (SD£7.17). The prevalence of HPV was associated with less
than eight years of education (P = 0.001). As for the type of HPV, fourteen maternal samples
(5%) were sequenced and these samples were infected by only one genotype. The results
found in the sequencing were: HPV-16 (78.6%) and HPV-18 (21.4%). This study had HPV
prevalence similar to the prevalence described in other studies carried out with the same
objective. High-risk HPV genotypes were the most prevalent, with HPV-16 being the main
viral type found.

Keywords: HPV; placenta; Human papillomavirus; pregnant woman
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Introducéo

O Papilomavirus humano (HPV) constitui-se de um dos mais importantes agentes
etioldgicos de quadros clinicos sintomaticos e assintomaticos de lesdes dermatoldgicas
verrucosas na epiderme nos mais diversos sitios. Esse virus mucosotropico infecta células
epiteliais e esta relacionado ao desenvolvimento de verrugas genitais, ao cancer de colo do

(itero, a0 cancer de cabeca e pescoco e ao cancer anal e peniano®.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a infeccdo pelo HPV é atualmente
considerada um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de colo do
utero, sendo esse tipo de cancer o quarto mais frequente em mulheres, com cerca de 570 mil
novos casos em 2018, representando 7,5% de todas as mortes femininas mundialmente.
Estimam-se mais de 311 mil mortes por esse tipo de cancer a cada ano, mais de 85% delas

ocorrem em regies menos desenvolvidas do mundo?.

Atualmente existem mais de 200 tipos diferentes de HPV, dos quais 40 podem infectar
o trato genital, sendo considerados causadores de Infeccdes Sexualmente Transmissiveis
(IST’s). Esse grande grupo ¢ subdivididlo em HPV de alto e baixo risco para o
desenvolvimento de cancer. Os HPV 6 e 11 estdo mais comumente associados a Papilomatose
Laringea Neonatal e as verrugas genitais®*. Os tipos mais prevalentes de HPV associados aos
canceres genitais e orais sio os HPV-16, 18 e 33 *.

Quanto a via de transmissdo, a infeccdo pode ocorrer através do contato da
pele/mucosa com as areas onde o virus esta presente e através de atividade sexual sem
protecdo®*. Além de ser considerada uma IST, estudos recentes observaram o HPV como um

agente de possivel transmissdo vertical®.

A transmissdo materno-infantil pode acontecer pela via ascendente de contaminacao,
pela via hematogénica através da placenta, durante a passagem e exposi¢do do neonato pelo
canal do parto, e pelo manejo durante o aleitamento, através do contato com pele/ mucosas
infectadas. Estudos constataram que a infeccdo pelo HPV pode ser transmitida de forma

5,6,7,8

vertical, através da placenta com prevaléncia de até 29% e sangue do corddo umbilical

com prevaléncia de 2,2% °.

A placenta e as membranas fetais representam uma barreira seletiva com duas
funces principais: nutricdo e protecdo do feto em desenvolvimento®. Uma das principais

células para o desenvolviento placentario sdo os trofoblastos, que tem duas camadas de
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células: o sinciciotrofoblasto e o citotrofoblasto **#**. Apesar da placenta servir como
barreira de protecdo contra infeccBes por patdgenos diversos, as células trofoblasticas
apresentam um importante papel na entrada do HPV. Uma pesquisa que estudou a localizacédo
do DNA do HPV em placentas, utilizando a técnica de hibridizacdo fluorescente in situ
(FISH), combinada com imunohistoquimica fluorescente (FIHC), mostrou claramente que o

DNA do HPV reside nas células sincitiotrofoblastas da placenta **.

Na gestacdo, a infeccdo placentaria causada pelo HPV pode estar relacionada ao
risco de aborto espontaneo, parto prematuro e outras anormalidades placentarias *>*°. Outra
complicacdo para o neonato é o possivel desenvolvimento da Papilomatose Respiratoria
Neonatal, que é uma doenca resultante da transmisséo vertical dos gendtipos de baixo risco
HPV-6 e HPV-11 e é caracterizada pelo crescimento de multiplas lesbes exofiticas na laringe,

podendo ocorrer ao longo de todo aparelho respiratério®”.

Diante do exposto, percebe-se que ainda ndo ha um consenso na literatura que defina
claramente o papel do HPV no tecido placentario e as consequéncias causadas a curto e longo
prazo para feto/RN. Aliado a alta prevaléncia encontrada em outros estudos, objetivou-se
identificar o DNA do HPV e determinar os tipos virais prevalentes em tecido placentério
materno e fetal de mulheres atendidas em um Hospital Pablico do extremo Sul do Brasil e

analisar fatores de risco para o desenvolvimento da infeccéo.

Métodos

Foi realizado um estudo experimental do tipo transversal com placentas de
parturientes atendidas no Centro Obstétrico do Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Corréa
Junior, entre os anos de 2011 a 2015.

Para que as analises sobre prevaléncia e fatores de risco associados tivessem poder
estatistico, foi realizado o calculo amostral utilizando o programa Epi-info, versdo 7.2.3.0®.
Foram utilizadas prevaléncias de HPV em placentas encontradas na literatura de pesquisas de
4% a 33% com intervalo de confianca de 95% °2*8. O nlimero minimo adequado de amostras
placentarias maternas foi de 299, adicionando possiveis perdas: mais 10%. Com isto, o total
de amostras de placenta materna analisadas foi de 327. Em relagcdo as amostras de placenta
fetal, estas foram triadas de acordo com a positividade das placentas maternas, somando um

total de 48 amostras fetais disponiveis.
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Foram coletadas bidpsias de diversas partes dos discos da placenta, logo ap6s o parto,
separadas em face materna (decidua basal) e fetal (corion viloso). A coleta do tecido
placentério foi realizada com auxilio de pincas e tesouras estéreis diferentes para cada face da
placenta. Os fragmentos coletados foram distribuidos individualmente em microtubos estéreis
contendo 1 ml de solugdo tampéo T.E. (Tris-HCL 10mM pH8; EDTA 1mM). A coleta foi
realizada apds o clampeamento do corddo e entrega completa da placenta e membranas fetais.

A extracdo de DNA do tecido placentario foi realizada de acordo com o Kit Purelink
Genomic DNA (Life Technologies, Carlsbad, CA) em protocolo adaptado’®. O DNA
proveniente das extracGes foi mantido a -20°C. Para garantir a viabilidade do DNA, foi
amplificado um fragmento de 222 pb para o receptor de quimiocina humano
CCR2 pela técnica de PCR, utilizando os primers senso 5’TTGTGGGCAACATGATGG3’ e
anti senso S’TGAAGAAGATTCCGCCAAAA3’. O mix teve o volume final de 50 pL, sendo
constituido por 1,25 U da enzima Taq DNA polimerase; primers na concentracdo de 25
pmol/uL cada; 0,5 mM de MgClI2; 0,2 mMol de DNTP; tampao da enzima taq 1x e H20
MiliQ. A PCR foi realizada no termociclador PTC150 MinicyclerTM termocycler (MJ
Research Inc., Waltham, MA, USA). A ciclagem foi: 95°C por 10 minutos, seguido
de 38 ciclos subsequentes de 95°C por 30 segundos para desnaturacdo, 57°C por 30 segundos
para anelamento e 72°C por 1 minuto para extensdo. A extensdo final foi de
10 minutos a 72°C%. Para controle positivo, foi utilizada uma amostra de sangue total com
DNA extraido segundo as orienta¢des do fabricante.

Para deteccdo do HPV realizou-se uma PCR aninhada. No primeiro round foram
utilizados 0S primers externos MYQ9/MY11:
5*CGTCCMAARGGAWACTGATC3’/5>GCMCAGGGWCATAAYAATGG3® #, os quais
amplificam um produto de 450 pb na regido L1 do capsideo viral. No segundo round, foram
utilizados os primers internos GP5/GP6: 5S’TTTGTTACTCTGGTAGATAC3’/5’GAAA
AATAAACTGTAAATCA3’ %, que amplificam a regido L1 de 150 pb. As condicBes da
reacdo para o primeiro e segundo rounds foram constituidas pelas etapas de 94 °C por 5
minutos para desnaturacdo inicial, seguido de 40 ciclos a 94 °C por 35 segundos para
desnaturagdo, 55°C por 45 segundos para anelamento, 72°C por 45 segundos para
amplificagdo e 72°C por 5 minutos para extensdo final. As duas PCRs foram realizadas
através de protocolo adaptado®® com volume final de 25ul, sendo compostas por 2,5U da
enzima Taq DNA polimerase; primers na concentracdo de 25 pmol/uL cada; 3,0 mM de
MgCI2; 0,20 mMol de DNTPs; tampéo da enzima tag 1x, 50 mM de KCI, e H,O Mili-Q. No
primeiro round, foram utilizados 2 uL de DNA e, no segundo, 2 uL do produto da PCR MY.
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A PCR foi realizada no termociclador Mastercycler Nexus, Eppendorf®. Como controle
positivo da reacdo, foi usado um fragmento de 450 pb correspondente ao DNA do HPV
integrado as células SiHa. Para o controle negativo, foi realizada uma PCR com todos os
reagentes, exceto o DNA. O amplicon foi visualizado através de eletroforese em gel de
agarose 2% com o produto do PCR GP5/GP6.

Os produtos de PCR positivos para o HPV foram purificados com o kit PureLink™
(Invitrogen, Carlsbad, Califérnia) segundo o protocolo do fabricante e mantidos a-20 °C até a
genotipagem. A genotipagem do HPV foi realizada por sequenciamento automatico do
produto de PCR com o kit ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit (GE Healthcare, UK),
de acordo com o protocolo do fabricante e previamente descrito na literatura.2 As sequéncias
de nucleotideos obtidas da mesma amostra foram editadas e montadas em dois programas:
SeqMan (DNAStar, Madison, Wisconsin, EUA) e CLUSTAL W - BioEdit (BioEdit
Sequence Alignment Editor Software, Department of Microbiology, North California State
University). Para a confirmacéo e identificacdo do tipo do HPV, foi realizada a comparacéo
de todas as sequéncias nucleotidicas das amostras sequenciadas, submetendo-as ao Banco de
Dados Mundial de Nucleotideos — Gene Bank, utilizando o programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) %,

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o software estatistico SPSS versdo 20.
Foi calculado pelo Chi-quadrado de Pearson e Teste Exato de Fisher o p-valor, que foi
considerado significativo quando menor que 0,05. Foram calculadas as razdes de prevaléncia
(RP) brutas e seus 1C95%.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa na Area da Salde com
parecer 54/2011.

Resultados

A prevaléncia de HPV nas placentas maternas foi de 16,8% (55/327 placentas) e 50%
(24/48 placentas) em relagdo as placentas fetais. Quanto ao tipo de HPV, foram sequenciadas
quatorze amostras maternas (5%) e essas amostras apresentaram infec¢do por apenas um
gendtipo. Os resultados encontrados no sequenciamento foram: HPV-16 (78,6%) e HPV-18
(21,4%).

A média de idade das mulheres em geral foi de 25,6 anos (DP+7,17). No que diz
respeito as mulheres com placenta positiva para HPV, 61,1% se autodeclararam brancas,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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77,1% viviam com o marido ou companheiro, 61,8% possuiam oito anos ou menos de estudo,
83,9% tinham uma renda familiar maior do que dois salarios minimos e 70,6% ndo fazia uso
de tabaco (Tabela 1). Dentre as variaveis sociodemogréaficas associadas a presenca do HPV, a
unica que mostrou significancia estatistica foi a escolaridade (p<0,001), onde, mulheres com
placenta positiva e escolaridade igual ou inferior a oito anos de estudo apresentaram maior
prevaléncia de infec¢do pelo HPV quando comparadas aquelas com escolaridade igual ou

maior que oito anos (p<0,001).

Tabela 1. Descricdo da amostra através das caracteristicas soéciodemograficas de mulheres do
estudo do Papilomavirus humano no tecido placentério decidual.

Variavel N*(%) HPV+* RP (1C95%) p**

Média + DP

Idade 25,66 (£7,17)

Cor da pele 0,336

Branca 138 (53,7) 22 (15,9) 1,35 (0,72 - 2,52)

N&o branca 119 (46,3) 14 (11,8)

Estado civil 0,398

Solteira 45 (17,8) 8(17,8) 1,37 (0,66 —2,81)

Casada/companheiro 208 (82,2) 27 (13)

Escolaridade (anos) 0,001

<8 anos 90 (36,9) 21(23,3) 2,76 (1,45 - 5,24)

> 8 anos 154 (63,1) 13 (8,4)

Renda familiar*** 0,251

Até RS 750,00 28 (12,4) 5(17,9) 1,35 (0,56 — 3,23)

Mais de RS 750,00 197 (87,6) 26 (13,2)

Uso de tabaco 0,790

Sim 49 (19,1) 10 (20,4) 1,08 (0,58 —2,02)

Nao 208 (80,9) 39 (18,8)

*Todos os respondentes. ** Teste Qui-quadrado de Pearson. ***Salario minimo na época da pesquisa:
R$750,00.

Quanto ao histdrico ginecoldgico das mulheres com placenta HPV+, a maioria
(14,4%) teve inicio da atividade sexual antes dos 18 anos, 15% teve até quatro parceiros
sexuais durante a vida. Quanto ao numero de parceiros nos Gltimos seis meses, grande parte
relacionaram-se apenas com um parceiro. Quando questionadas em relacdo aos métodos de
contraceptivos de escolha, 16,1% referiu utilizar anticoncepcional de via oral (ACO). Quanto
a historia prévia de IST’s e realizagdo do exame citopatoldgico a maioria referiu nao ter

histdria prévia e ja ter realizado o exame. (Tabela 2).
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Tabela2. Descricdo da amostra atraves do historico ginecoldgico das mulheres com placenta
positiva e negativa para HPV. Rio Grande, RS.

Variavel * HPV+ RP p**
N*(%)  Nx(0) (IC 95%)
Idade da primeira relagéo sexual
< 18 anos 209 (82,3) 30(14,4) 0,567
>18 anos 45 (17,7) 5(11,1) 1.29(0.53-3,14)
NUmero de parceiros sexuais na
vida 0,565
Até 4 173 (72,4) 26 (15)
>5 66 (276) 8(121) 1240 (0.59-259)
NUmero de parceiros sexuais nos
Gltimos 6 meses 0,588
1 237 (97,5) 32(135) 0,81 (0,13 —4,99)
>2 6 (2,5) 1(16,7)
Método contraceptivo
ACO 155(72,8)  25(16,1) 0,675
Preservativo 58 (27,2) 8 (13,8) 1,16 (0,56 —2,44)
Historia prévia de IST’s
Sim 17 (7,9) 3(17,6) 0,745
Néo 197 (92,1) 29 (14,7) 1,19 (0,40 -3,53)
Jéa fez 0 exame Papanicolau 0,328
Sim 171 (77,7) 27 (15,8)
Néo 49 (22,3) 5 (10,2) 1,54 (0,62 — 3,80)

*Todos os respondentes. ** Teste Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher. ***Infec¢bes sexualmente
transmissiveis

Quanto aos dados do recém-nascido (Tabela 3), 24,1% dos nascimentos de crian¢as de
mdes com placenta positiva foi através de cesariana, 25,5% teve o0 peso abaixo de 2,500
quilogramas, 27,6% teve a ruptura de membranas em um tempo igual ou maior de 240
minutos e 23,1% nasceu com 37 ou mais semanas de gestacdo. Ndo houve significancia
estatistica nas variaveis analisadas. Dentre os bebés nascidos via cesariana com placenta
materna positiva para HPV, 34% (9) também positivaram a placenta fetal para o virus (esses

dados ndo constam na tabela).

Tabela 3. Descricdo da amostra através dos dados do recém-nascido associados com as
placentas maternas positivas para HPV. Rio Grande, RS.

Variavel - HPV+ RP (IC 95%) p**
Tipo de parto
Normal 87 (44,6) 12 (13,8) 0,072
Cesarea 108 (55,4) 26 (24,1) 0,57 (0,30 - 1,06)
Peso do RN 0,664
<2500 51 (25,2) 13(25,5) 1,13(0,65-1,97)
>2500 171 (74,8) 34 (22,5)
Tempo de ruptura 0,229
de membranas (min)
<240 108 (65,1) 21 (19,4) 0,70 (0,40 —1,24)

>240 58 (39,4) 16 (27,6)



Capurro 0,820
<37 10 (6,9) 2 (20) 0,86 (0,24 — 3,10)
>37 134 (93,1) 31(23,1)

*Todos os respondentes. ** Teste Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher
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Na tabela 4, foram analisados os conhecimentos das mulheres sobre o exame

citopatolédgico e IST’s, onde nao houve resultados significativos.

Tabela 4. Descricdo da amostra através da analise bruta e ajustada sobre os conhecimentos de
mulheres com placenta positiva para HPV sobre Infec¢bes sexualmente transmissiveis. Rio

grande, RS.
Variavel (o HPV+ RP (IC 95%) p**
N*(%) N*(%)
Conhece o HIV
Sim 226 (98,7) 44(19,5) 0,58 (0,11 —2,95) 0,483
Nao 3(1,3) 1(33,3)
Conhece HPV
Sim 143 (64,1) 24(16,8) 0,70 (0,41 -1,20) 0,206
N3o 80(35,9) 19(23,8)
Conhece Herpes
Sim 145 (64,4) 29 (20) 1,06 (0,60 — 1,86) 0,821
Ndo 80 (35,6) 15(18,8)
Conhece HCV
Sim 182 (82) 35(19,2) 0,96 (0,48 —1,91) 0,911
Ndo 40 (18) 8 (20)
Conhece HBV
Sim 157 (70,1) 34 (21,7) 1,45 (0,76 — 2,76) 0,246
N3o 67 (29,9) 10(14,9)
Conhece Gonorreia
Sim 154 (69,1) 31(20,1) 1,15 (0,63 -2,11) 0,632
Nao 69 (30,9) 12(17,4)
Conhece Clamidia
Sim 61 (27) 9(14,8) 0,69 (0,35 -1,36) 0,276
N3o 165 (73) 35(21,2)

*Todos os respondentes. ** Teste Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher.

DISCUSSAO

As frequéncias de HPV encontradas no estudo, tanto na placenta materna, como na

placenta fetal, foram menores ou similares aos resultados encontrados em outras pesquisas

com o mesmo foco ®*%%* Vale ressaltar que nessas pesquisas, 0 nimero de participantes foi

inferior, 0 que pode impactar nos resultados de prevaléncias.

Essa prevaléncia do HPV durante o periodo gestacional pode ser favorecida devido ao

processo fisiologico natural de imunomodulagdo materna na gestacdo que pode favorecer a
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ocorréncia de infecgbes e consequentemente uma susceptibilidade fetal maior as infeccGes
congénitas, podendo ocasionar danos a salde do bindmio mae/feto. As infeccBes virais
quando adquiridas durante a gestacdo tornam as gestantes mais propensas a complicacoes, e

s3o0 consideradas as principais causas de morbidade e mortalidade fetal ** 1> %,

Em 2014, Liu e colaboradores realizaram uma revisdo sistematica sobre a prevaléncia
do HPV em gestantes e mulheres ndo gravidas e tais autores relataram um risco aumentado de
infeccdo por HPV em mulheres gravidas, apoiando assim o debate sobre até que ponto o HPV
pode estar envolvido em resultados adversos na gravidez. Varios autores relataram que uma
infeccdo pelo HPV durante a gravidez estd associada ao risco de aborto espontaneo, parto

prematuro espontaneo, doenca placentéria e anomalias %°.

Quanto ao sequenciamento, foram encontrados apenas dois tipos de genotipos de HPV
nas amostras de placenta materna, sendo eles o HPV-16 e o HPV-18, ambos considerados de
alto risco para o desenvolvimento de cancer. O HPV-16 foi o genétipo mais frequente,
seguido pelo HPV-18. Em um estudo in vitro realizado com células troflobasticas expostas ao
HPV-16, constatou que nesse grupo de células em contato com o virus ocorre uma diminuigdo
de tamanho (encolhimento celular e nuclear) e que a presenca desse genotipo acabou
diminuindo a viabilidade celular devido & necrose do tecido #'.

A infecgdo pelo HPV é frequentemente comum em adultos jovens de ambos o0s sexos e
sua frequéncia diminui com o avanco da idade em relacdo as mulheres. Além de individuos
jovens, outros fatores podem influenciar na prevaléncia e na incidéncia da infeccdo pelo HPV,
destacando-se as caracteristicas da populacdo avaliada. As principais caracteristicas
relacionadas a disseminacdo do HPV na populacdo feminina sdo: o habito de fumar,
multiparidade, o uso de contraceptivos orais e a gestacdo *.

Nesta pesquisa as mulheres tiveram uma média de idade de 25 anos, a maioria se
autodenominou na cor branca e com companheiro. Quanto a escolaridade, em uma analise
geral, o maior percentual apresentou oito anos ou mais de estudos. Ao observar apenas as
mulheres HPV positivas, essas tinham escolaridade inferior com oito anos ou menos de
estudo. A escolaridade surge como um fator essencial quando se trata de transmissdo de
IST’s, as desigualdades socioecondmicas juntamente com o deficit no acesso a educacéo e aos
servicos de salde em nosso pais se configuram como estruturantes da vulnerabilidade
relacionada & IST/AIDS %23,
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Em relaco ao comportamento sexual de risco, a maioria das mulheres com placenta
positiva para o0 HPV iniciou sua atividade sexual antes dos 18 anos de vida. O numero de
parceiros sexuais também desponta como outro fator de risco importante. Para Moscicki
(2007) **, mulheres e adolescentes que sio sexualmente ativas apresentam as taxas mais altas
de infeccdes incidentes e prevalentes por HPV, oscilando entre 50 e 80% de infec¢cdo com

dois a trés anos do inicio da atividade sexual.

Observa-se em alguns estudos que as taxas de prevaléncia mais altas de infecgéo por
HPV e coinfeccBes podem estar relacionadas a idade da primeira relacdo sexual, nimero de
parceiros sexuais durante a vida, comportamento sexual do parceiro e paridade. Outros fatores
de risco ainda sdo encontrados, incluindo o uso do tabaco, consumo de alcool e fatores
socioeconémicos, como educacdo, ocupacéo e renda familiar 2**°. No entanto, nesse estudo

nenhum desses fatores foi significativo para a prevaléncia do HPV na placenta.

Outro aspecto relevante, porém, ndo estatisticamente significativo, foi de que quando
questionadas sobre a historia prévia de IST’s, percebe-se que poucas mulheres HPV+
relataram ja ter sido diagnosticada com alguma infeccdo. Sabe-se hoje que, apesar da ampla
divulgacdo sobre os sinais e sintomas e formas de prevencédo de ISTs desenvolvidas no Brasil,

ainda ha uma visdo errénea sobre 0 assunto que € visto como um estigma para muitas pessoas.

Em um estudo® realizado com gestantes, demonstrou que a educac&o sexual recebida
dos profissionais de saude durante o pré-natal era limitada, e que muitas mulheres sé
obtinham tais informac@es se pedissem especificamente. Percebe-se que a sexualidade nédo
costuma ser incluida no escopo dos profissionais de salde em programas de educagdo pré-

natal havendo escassez de informacdes sobre atividade sexual e protecdo durante a gestacao.

Direcionando a atencdo para o recém-nascido (RN), a preocupacdo inicial é com a
possibilidade da transmissdo vertical. Essa via de transmissdo merece destaque, pois €
importante na infec¢do do recém-nascido e ainda pouco explorada 3334 No presente estudo foi

detectada a contaminacdo pelo HPV em metade das amostras de placenta fetais.

Essa contaminacgdo das placentas fetais supostamente ocorre durante a passagem do
feto por meio do canal do parto infectado, onde ha o contato com as secre¢cGes maternas. Essa
contaminagdo pode atingir as vias superiores e no caso do HPV, atingir a mucosa das regides

laringea e respiratoria podendo ocasionar a papilomatose respiratoria (citada anteriormente)
34
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Essa enfermidade habitualmente é sintomatica, manifestando-se com rouquiddo que
progride para estridor. Surge na infancia, restringindo-se a laringe. Em alguns casos, pode
ocorrer 0 acometimento da traqueia e brénquios, e também comprometimento pulmonar,

evoluindo para papilomatose pulmonar que em alguns casos pode ser uma infecgdo fatal *"*.

Uma pesquisa publicada recentemente no The New England Journal of Medicine
constatou a transmisséo vertical rara de carcinoma cervical materno causado pelo HPV. As
duas criancas, uma com dois anos e outra com seis anos, foram diagnosticados com cancer de
pulmdo pediatrico. Ao realizar analise dos tumores foi encontrada similaridade dos perfis
génicos das amostras de tumor das maes e dos filhos, o que indicava a transmissao. Ainda, em
ambas as analises tumorais, ndo foram encontrados cromossomos Y, que indicassem uma
possivel transmissdo paterna. O achado remete que a transmissdo vertical do tumor no canal
de parto durante o parto vaginal é teoricamente possivel. Se a mae tiver cancer cervical, 0
bebé pode ser exposto a células tumorais nos fluidos do canal do parto e aspirar células

tumorais para os pulmdes*®.

Sabe-se que para alguns virus como o HIV o parto via cesariana é um procedimento de
seguranca para a saude do neonato. Em relagcdo ao HPV, estudos sugerem que nem a cesariana
nem o tratamento de possiveis lesdes antes do parto protegerdo contra a aquisicdo do HPV
pelo RN #3338 Embora na presente pesquisa a variavel tipo de parto ndo tenha sido

significativa, observa-se que a maiorias dos RN’s de maes HPV+ nasceram via cesariana.

No Brasil o Ministério da Saude (MS) afirma que a operacdo cesariana ndo tem
nenhum valor preventivo, somente deve ser indicada em casos de lesdes condilomatosas
extensas em que houver obstrucdo do canal de parto e/ou risco de hemorragia grave. Portanto,
ela ndo deve ser realizada para prevencdo da transmissdo pelo HPV para o RN **. Embora
ndo tenham sido realizadas testagens com 0s neonatos, estes dados estdo de acordo com 0s
achados em nosso estudo, onde foram detectadas nove placentas fetais positivas para 0 HPV

que passaram pelo processo de cesarianas.

As mulheres entrevistadas também foram questionadas quanto aos conhecimentos
sobre o exame citopatologico, IST’s e fatores de risco para a infeccdo pelo HPV. A maioria
das mulheres referiu possuir conhecimento sobre o preventivo, citopatoldgico ou Papanicolau
como conhecido popularmente. Embora possuam conhecimento sobre o exame, muitas
mulheres encontram barreiras sociais e culturais para a sua realiza¢do. Estudos evidenciaram

que dentre as raz0es para a nao realizagdo desse exame no pais, destacam-se: a representacao
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e 0 conhecimento acerca da doenca, presenca de pudores, tabus, medo, a dificuldade no

acesso aos servigos de satde e a qualidade dos mesmos, além de condigdes socioecondmicas e

40,41

culturais Na analise dessas variaveis, ndo foram encontrados resultados com

significancia estatistica.

Consideracdes Finais

Esta pesquisa apresenta limitacGes de estudo. O delineamento transversal traz a
possibilidade de viés de memdria em consequéncia do questionario autoaplicado e também
ndo permite que as associacdes encontradas possam ser consideradas causais devido a
possibilidade de causalidade reversa. Esta pesquisa analisou a prevaléncia de HPV em tecido
placentario decidual e coribnico de gestantes e bebés recém-nascidos indo ao proposito do
objetivo principal e confirmando a presenca do HPV no tecido. Constata-se que ha a
necessidade ser realizado mais estudos com outros delineamentos sobre a teméatica com um
acompanhamento longo dessas criancas, para que se definam quais as reais consequéncias do

HPV para os recém-nascidos.
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CONSIDERACOES FINAIS DA DISSERTACAO

Esta pesquisa analisou a prevaléncia de HPV em tecido placentario materno e
fetal de gestantes e bebés recém-nascidos, indo ao propdsito do objetivo principal e
confirmando a presenga do HPV no tecido com uma elevada prevaléncia em ambos
os locais testados. Notou-se que a maioria das mulheres positivas eram jovens, com
apenas um companheiro e com pouca escolaridade. Quanto ao sequenciamento,
embora poucas amostras tenham sido avaliadas, observou-se a presenca de HPV

de alto risco em todos os tecidos genotipados.

Esta pesquisa apresenta limitacbes de estudo. O delineamento transversal
trds a possibilidade de viés de memdria em consequéncia do questionario
autoaplicado e também n&o permite que as associacdes encontradas possam ser
consideradas causais devido a possibilidade de causalidade reversa. Constata-se
que ha a necessidade ser realizado mais estudos com outros delineamentos sobre a
tematica com um acompanhamento longo dessas criancas, para que se definam

quais as reais consequéncias do HPV para 0s recém-nascidos
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ANEXO 1. QUESTIONARIO

Prevaléncia de Infeccoes Sexualmente Transmissiveis (IST) na placenta e colosiro de
anies atendidas no Hospital Universitirio (HU-FURG) do Rio Grande - RS, incidéncia
; 2 IST no cordio umbilical dos neonatos dessas gestantes e os fatores de risco associados. Guestionkelo i

—

| eaw_

%ﬂww da paciente: (1) Gestante  (2) Gestante/HIV+

- “ASPERGUNTAS DESTE QUESTIONARIO SAO SIGILOSAS, NAO EXISTE A
. ‘ POSSIBILIDADE DE VOCE SER IDENTIFICADO. PORTANTO CONTAMOS COM A SUA
- SINCERIDADE.” :

B e

- [ #vaMOs FALAR SOBRE sEUS DADOS PESSOAIS” __NAO

|1 Quatacordasuapele:  (1)Branca  (Q)PadaMorena  (3)Preta %’?ﬂ

| 2. Quantos anos vocé tem? ____anos (completo) fav: .
3.Vocéé: (I)Solteira (2)Casada outem companheiro () vidva (9 Separada  |idad ___

- |4 Até que série vocé estudon? __*do __° grau (jd completou) st _

| 5. Vocé fuma? (1) Sim. Quantos cigarros por dia? @Nio  (3) Parou de fum: g:w::_




- | 21. Vocé ja ouviu falar no exame de pré-cincer (preventivo) do colo do utero? iy
| ®sim @Nio (9 No lembro falacp _

| 22. Voct ja fez este exame alguma vez? (1) Sim  (2)Ndo  (9) Néo lembro
vm.Mmoqnevocéachaimpmmpmamﬂhumocimudomhmeﬂm:Mu fezcp __
mais de uma) {.ﬂ__

- (1) m3e ter tido cincer (2) inm ter tido cincer (3) corrimento (4) usar DIU
(5) Papiloma Virus Humano (HPV) (6) ter ferida no colo do utero
| (@ Serfumante (8) Ter muitos filhos () Outro fator?

“AGORA VAMOS FALAR SOBRE CORRIMENTO NA GRAVIDEZ”
| 24. A Senhora tem ou teve corrimento vaginal nesta gravidez?

(1) Sim, tratado (2) Sim, ndo tratado  (3) Nao @)Nﬁolanlmo
] ZS‘SESIManusvtzsasmhmmecommmmmwdaa‘
‘ (I?-aumetodaagtmdez.ss-moseapkca.mm Jade)
& W@ewrmammmm b R R
- Branco-amarelado: (1)Sim (2)Nio (9) Néo lembro

(1)Sim ()Nao _ (9) Néo lembro
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OCE conhece o Herpes. Como se pega?
Stvoeemheeeoﬂups O que ele causa?

. Se vocé conhece a HPV. Como se pega?
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-cincer (preventivo) do colo do itero?

| () Sim (2)Ndo  (9) Niio lembro

| 22. Vocé ji fez este exame alguma vez? (1)Sim (2)Ndo (9) Nio lembro
&&momm:mmwmmamwwomambmmm (pode ser
| mais de uma)

| (1) mée ter tido cincer (2) irma ter tido cincer  (3) corrimento (4) usar DIU

~(5) Papiloma Virus Humano (HPV) (6) ter ferida no colo do utero

| () Ser fumante (8) Ter muitos filhos () Outro fator? _

“AGORA VAMOS FALAR SOBRE CORRIMENTO NA GRAVIDEZ"

| 24. A Senhora tem ou teve comrimento vaginal nesta gravidez?

| (1) Sim, tratado (2) Sim, ndo tratado (3) Ndo (9) Nio lembro

‘Wmmmammmmwmmm

1 o= “"“"'todumdez.ss-ﬂoseaplmw-m
ﬁ@ﬁrmammoww kg

3 (Sim ()N ;Nsomm #

Vocé ji ouviu falar do Papiloma Virus Humano (HPV)?(1) sim(2) nio(9) Nio lembro




MUITO OBRIGADO PELA SUA PACIENCIA!

“PARA USO DO PESQUISADOR”

30. STATUSHIV(__ / _/ ): CD4
Carga viral
Terapia anti-retrovriral (1) Nao  (2) Sim

31. STATUSHCV: RNA (PCR): (1) negativo (2) positivo

TipodoHCV: ___

32.STATUS HBV: DNA (PCR): (1) negativo (2) positivo
Tipo do HBV:

33. STATUS HERPES: DNA (PCR): (1) negativo (2) positivo
Tipo do HERPES:

34.STATUSHPV: DNA-HPV (PCR): (l)megativo  (2) positivo
Genoétipo HPV:
Genétipo HPV:
Genétipo HPV:
Genotipo HPV:
35. Resultado do CITOPATOLOGICO: (1) Normal
(3) lesio de baixo grau (HPV e NIC )

36. Tipo de parto: .

1) vaginal (2) vaginal + forceps (3) cesariana
37. Tempo de ruptura da membrana amnidtica (min)
1)<360 (2)361<a=720 ®3)z721

| 38. Peso Recém-nascido:

(2) Inflamatério

©) lesiodealtograu(NIClIeIIIcmtinoma“msim”) (5) Carcinoma invasor

I (oo
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ANEXO 2. TERMO DE CONSENTIMETO LIVRE E ESCLARECIDO

0

-

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PREVALENCIA DE INFECGOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS (IST) NA PLACENTA E
COLOSTRO DE GESTANTES E INCIDENCIA DE IST NO CORDAO UMBILICAL DE NEONATOS
ATENDIDOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO (HU-FURG), RI0O GRANDE — RS

Investigador principal: Ana Maria Barral de Matinez/ tel: 32338857
Médico responsavel: Carla Vitola Gongalves/ tel:32338842
EXPLICAGAO DO PROJETO DE PESQUISA AOS PACIENTES :

Propésito 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 cordao
umbilical de seus recém-nascidos no Hospital Universitario da cidade de Rio

Grande.

Procedimentos

Nés solicitamos que vocé responda ao questionario anexo a este termo
de consentimento para que possamos conhecer algumas in rmagdes a seu
o. Suas respostas s&o importantes para a realizagéo da pesquisa.

(6m disso, nés solicitaremos que sejam recolhidas amostras
uﬁﬁ)lﬁcal e biopsia da placenta para esta pesq
‘ o parto e amostra de sangue sua (rest:
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Estas amostras serao usadas para diagnéstico microbiolégico e
Molecular da infecgdo, através da detecgdo do DNA por técnicas de biologia
Molecular e método soroldgico, 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 Laborat6rio de Biologia Molecular,
no Hospital Universitario da FURG e sera utilizada apenas para esta pesquisa.
A amostra retirada n&o sera enviada para outros laboratérios e néo sera usada
Para propésitos comerciais.

A coleta da amostra nao vai afetar a sua saide nem a do seu recém-
nascido.

1.1. Beneficios:

O beneficio da pesquisa sera diagnosticar através de técnicas
moleculares e sorolégicas a presenga 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 néo-sexual de transmisséao viral pode ter um
impacto importante sobre as estratégias de vacinagéo, prevengao dainfeccéo e

manejo clinico de mulheres infectadas antes da gravidez.

1.2. Alternativas para a participacdo

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 nao afetara seu tratamento atual

ou futuro, de qualquer forma.

Cu
4 "-9‘: ¥

ustos e compensacdes 5y GHASOBE

c& ndo pagara nada para participar desse estudo. Vo



14. Confidenciabilidade

Este estudo envolve informagdes confidenciais. Essas informagoes
serdo mantidas estri$tamente confidenciais. O seu nome ndo sera dado para
ninguém além dos profissionais do Laboratério de Biologia Molecular,
localizado na Faculdade de Medicina da FURG. Qualquer publicagao cientifica
dos resultados nao identificara vocé.

1.5. Risco Global do Estudo

As duas biopsias que serdo realizadas no disco da placenta (uma na
porcdo materna e a outra na porgéo fetal) ocorrerdo apés o parto, assim
como a coleta da amostra de sangue do cordao umbilical, que sera
realizada na porgao inserida na placenta, nao oferecendo risco ao recém-
nascido.

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

As informagdes 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 relagéo aos pesquisadores, 0s iSCOS existentes dizem respeito a
manipulagédo de amostras clinicas e todas as implicagoes referentes as

mesmas. A equipe de pesquisadores sera treinada com objetivo de
minimizar esses riscos, sendo que estes procedimentos sao realizados

rotineiramente no Laboratério de biologia molecular.

1.6. Perguntas ou problemas

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

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

Szt



ter sido suficientemente informado a respeito das informagbes
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Prevaléncia de

,s' atendidas no Hospital Universitario (HU-FURG) do Rio Grande -R&
1cia de IST no cord&o umbilical dos neonatos dessas gestantes e fatores
risco associados”. Eu discuti com o Dr. Ana Maria Barral de Martinez sobre
ha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim M
e os pmpés:tos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
sconforfos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos

) anentes Ficou claro também que minha participagdo é isenta de
spesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando

‘necessério. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e pm

r 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante am g
‘ penahdades ou pra;uizo ou perda de qualquer beneﬂcm que eu mw,
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 CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO II
UNIVERSITARIO DO RIO GRANDE
DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N..ENCIA DE INFECGOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS (IST) NA
RO DE GESTANTES E INCIDENCIA DE IST NO CORDAO UMBILICAL
DOS NO HosPITAL UNIVERSITARIO (HU-FURG), R0 GRANDE —

*ﬂédico responsavel: Carla Vitola Gongalves/ tel:32338842

_,,‘sos especiais de consentimento:
ciente menor de 18 anos —com a assisténcia de i;m

aciente e/ou responsavel anatfabeto o presente u
alta para o paciente e seu onsével na prese
rmarao tambémodocumento' N




