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RESUMO

Fundamentos: A descricdo das consequéncias maternas, fetais e pediatricas da
infeccdo por SARS-CoV-2 ocorrida no periodo gestacional e a investigagao dos
mecanismos subjacentes s&o ferramentas importantes ao melhor entendimento da
doencga e na provisdo de evidéncias para melhores cuidados e tratamentos da diade
mae-filho, baseados em evidéncias cientificas.

Objetivos: Caracterizar as mudangas fisioldgicas que ocorrem no perfil dos mediadores
imunolégicos durante a gestagdo, estudar as mudangas na resposta imunolégica em
gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2 em diferentes trimestres da gestagcédo e
correlaciona-las com desfechos clinicos e antropométricos em seus recém-nascidos no
periodo perinatal e no primeiro ano de vida dos lactentes.

Métodos: Estudo realizado em duas fases. Na primeira fase, ocorreu um estudo
observacional prospectivo projetado para caracterizar o estado imunologico de
mulheres gravidas com COVID-19 convalescente e analise panoramica da interagéo
entre mediadores inflamatorios séricos solliveis. Uma amostra de 141 gestantes de
todos os periodos gestacionais compreendeu pacientes com infecgdo convalescente
por SARS-CoV-2 entre 3 a 20 semanas ap0s o inicio dos sintomas (COVID, n=89) e um
grupo controle de gestantes nao infectadas cujo material para analise dos mediadores
inflamatorios séricos foi colhido no periodo pré-pandémico (GC, n=52). Na segunda
fase, um total de 262 recém-nascidos de gestantes que tiveram infecgédo por SARS-
CoV-2 com inicio dos sintomas durante o periodo gestacional foram divididos em trés
grupos de acordo com o trimestre em que ocorreu a infecgao materna: 1° trimestre
(n=58), 2° trimestre (n=80) e 3° trimestre (n=124). Nesse grupo, estudou-se as
correlagdes entre o perfil imunoldgico das gestantes e a gravidade da COVID materna
com desfechos clinicos e antropométricos de seus filhos ao nascimento e no primeiro
ano de vida.

Resultados: Na primeira fase do estudo, os niveis de quimiocinas, citocinas pro-
inflamatodrias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento foram quantificados por
uma matriz de microesferas de alto rendimento. No grupo GC, a maioria dos mediadores
soluveis inflamatorios séricos apresentou diminuigao fisioldégica progressiva no 2° e 3°
trimestre de gravidez, enquanto niveis mais altos de quimiocinas, citocinas e fatores de
crescimento foram observados no grupo de pacientes com COVID-19. As assinaturas
de mediadores inflamatoérios séricos sollveis e a analise do mapa de calor apontaram
que o maior aumento observado no grupo COVID estava relacionado a citocinas pro-
inflamatérias (IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y e IL-17). A analise de um conjunto maior de

biomarcadores mostrou um aumento da razdo entre os mediadores inflamatorios nos



Xl

grupos COVID/GC no 2° (aumento de trés vezes) e no 3° (aumento de trés a 15 vezes)
trimestres. A analise de rede integrativa demonstrou que a gravidez no GC evolui com
conectividade decrescente entre pares de mediadores inflamatérios sollveis séricos em
direcdo ao 3° trimestre. Embora o grupo COVID tenha apresentado um perfil
semelhante, o numero de conexdes foi notavelmente menor ao longo da gravidez. Na
segunda fase do estudo, encontrou-se uma incidéncia maior de gestantes que
evoluiram para quadros mais graves quando infectadas no 3° trimestre (p<0.001) e
maior incidéncia de prematuridade (p=0,0246). Nao houve diferengas nas medidas
antropométricas ao nascimento, quando os neonatos foram comparados pelo trimestre
gestacional em que ocorreu a infecgdo materna ou pela gravidade da COVID-19
materna. Em relagdo ao seguimento longitudinal da antropometria no primeiro ano de
vida desse grupo de criangas, encontrou-se menor ganho de peso no primeiro més de
vida entre os lactentes cujas méaes tiveram COVID-19 no 2° e 3° trimestres gestacionais
em comparagao ao grupo 1° trimestre (p=0,0152) e menor ganho de peso no grupo
cujas maes tiveram COVID grave (p=0,0148). Em relagdo ao comprimento, ndo houve
diferenga nos ganhos ao longo do primeiro ano de vida entre os grupos, mas na
avaliagao intragrupo observou-se menor ganho no primeiro més de vida entre os filhos
de maes com COVID grave e com infecgado no 3° trimestre gestacional. Em relagdo ao
perimetro cefalico, a avaliagao intragrupos mostrou menor ganho no primeiro més em
todos os grupos, o qual persistiu no 6° més de vida entre os lactentes, exceto no grupo
cujas maes tiveram COVID no 1° trimestre gestacional. A melhora do ganho de
perimetro cefalico ocorreu aos 12 meses, exceto no grupo de filhos de maes COVID
nao grave.

Conclusao: No grupo de gestantes com COVID-19, encontrou-se aumento pronunciado
nos niveis séricos de mediadores inflamatdrios soluveis no 3° trimestre, associado a
diminui¢do da interagdo em rede entre eles. A maior gravidade da COVID nas gestantes
associou-se a maior frequéncia de prematuridade e de encaminhamento dos neonatos
a Unidade de Terapia Intensiva Neonatal. Nao houve diferengas no perfil antropométrico
ao nascimento dos neonatos, independente do grupo. No entanto, o perfil
antropométrico dos lactentes ao longo do primeiro ano de vida apresentou padrbes
diferentes em relagédo aos ganhos de peso, comprimento e perimetro cefalico, ao se
comparar os grupos de acordo com a gravidade da COVID materna e com o periodo

gestacional em que ocorreu a infecgao pelo SARS-CoV-2.

Palavras-chave: 1. COVID-19 2. SARS-CoV-2 3. Gravidez 4. Mediadores

inflamatorios sollveis 5. Desfechos clinicos 6. Recém-nascido
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ABSTRACT

Background: The description of the maternal, fetal and pediatric consequences of
SARS-CoV-2 infection occurring during pregnancy and investigating the underlying
mechanisms is crucial for a better understanding of the disease and providing evidence
for better care and treatments for the mother dyad -son, based on scientific evidence.
Objectives: To characterize the physiological changes that occur in the profile of
immunological mediators during pregnancy, to study changes in the immunological
response in pregnant women infected by SARS-CoV-2 in different trimesters of
pregnancy and to correlate them with clinical and anthropometric outcomes in their
newborns. born in the perinatal period and in the first year of the infants' lives.
Methods: Study carried out in two phases. In the first phase, a prospective observational
study designed to characterize the immunological status of pregnant women with
convalescent COVID-19 and panoramic analysis of the interaction between soluble
serum inflammatory mediators took place. A sample of 141 pregnant women from all
gestational periods comprised patients with convalescent SARS-CoV-2 infection
between 3 and 20 weeks after the onset of symptoms (COVID, n=89) and a control group
of uninfected pregnant women whose material for analysis of serum inflammatory
mediators was collected in the pre-pandemic period (CG, n=52). In the second phase, a
total of 262 newborns born to pregnant women who had SARS-CoV-2 infection with the
onset of symptoms during the gestational period were divided into three groups
according to the trimester in which the maternal infection occurred: 1st trimester (n=58),
2nd trimester (n=80) and 3rd trimester (n=124). In this group, correlations were studied
between the immunological profile of pregnant women and the severity of maternal
COVID with clinical and anthropometric outcomes of their children at birth and during the
first year of life.

Results: In the first phase of the study, levels of chemokines, pro-inflammatory
cytokines, regulatory cytokines and growth factors were quantified using a high-
throughput microsphere array. In the GC group, the majority of serum soluble
inflammatory mediators showed a progressive physiological decrease in the 2nd and 3rd
trimester of pregnancy, while higher levels of chemokines, cytokines and growth factors
were observed in the COVID-19 patient group. Soluble serum inflammatory mediator
signatures and heatmap analysis indicated that the greatest increase observed in the
COVID group was related to pro-inflammatory cytokines (IL-6, TNF-, IL-12, IFN- and IL-
17 a) y. Analysis of a larger set of biomarkers showed an increase in the ratio of
inflammatory mediators in the COVID/GC groups in the 2nd (three-fold increase) and

3rd (three- to 15-fold increase) trimesters. Integrative network analysis demonstrated
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that pregnancy in GC evolves with decreasing connectivity between pairs of serum
soluble inflammatory mediators towards the 3rd trimester. Although the COVID group
had a similar profile, the number of connections was notably lower throughout the
pregnancy. In the second phase of the study, a higher incidence of pregnant women who
developed more severe conditions when infected in the 3rd trimester (p<0.001) and a
higher incidence of prematurity (p=0.0246) was found. There were no differences in
anthropometric measurements at birth when neonates were compared by the gestational
trimester in which the maternal infection occurred or by the severity of maternal COVID-
19. Regarding longitudinal anthropometry follow-up in the first year of life of this group
of children, less weight gain was found in the first month of life among infants whose
mothers had COVID-19 in the 2nd and 3rd trimesters of pregnancy compared to the 1st
trimester group. (p=0.0152) and less weight gain in the group whose mothers had severe
COVID (p=0.0148). In relation to length, there was no difference in gains over the first
year of life between the groups, but in the intra-group assessment, lower gains were
observed in the first month of life among children of mothers with severe COVID and
with infection in the 3rd trimester of pregnancy. . In relation to head circumference, the
intragroup assessment showed a smaller gain in the first month in all groups, which
persisted in the 6th month of life among infants, except in the group whose mothers had
COVID in the 1st gestational trimester. The improvement in head circumference gain
occurred at 12 months, except in the group of children of mothers with non-severe
COVID.

Conclusion: In the group of pregnant women with COVID-19, a pronounced increase in
serum levels of soluble inflammatory mediators was found in the 3rd trimester,
associated with a decrease in the network interaction between them. Greater severity of
COVID in pregnant women was linked to a higher incidence of prematurity and referral
of newborns to the Neonatal Intensive Care Unit. There were no differences in the
anthropometric profile of the newborns at birth, regardless of the group. However, the
anthropometric profile of infants during the first year of life revealed distinct patterns in
terms of weight gain, length, and head circumference, when comparing the groups based
on the severity of maternal COVID and the gestational period during which the SARS-

CoV-2 infection occurred.

Keywords: 1. COVID-19 2. SARS-CoV-2 3. Pregnancy 4. Inflammatory soluble

mediators 5. Clinical outcomes 6. Newborn
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GM-CSF - Fator Estimulante de Coldnias de Granulécitos e Macréfagos (do inglés
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

HAS — hipertenséo arterial sistémica

HIV — virus da imunodeficiéncia humana
HRAN — Hospital Regional da Asa Norte

HSV — virus herpes simples

HUB — Hospital Universitario de Brasilia

IFNs: Interferons;

IgG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina G

IL-10 — Interleucina-10 (do inglés Interleukin-10
IL-12 — Interleucina-12 (do inglés Interleukin-12
IL-13 — Interleucina-13 (do inglés Interleukin-13
IL-15 — Interleucina-15 (do inglés Interleukin-15
IL-17 — Interleucina-17 (do inglés Interleukin-17)
IL-1Ra - Interleucina-1Ra (do inglés Interleukin-1Ra)
IL-1B- Interleucina-1p (do inglés Interleukin-1p3)

IL-2 — Interleucina-2 (do inglés Interleukin-2)

IL-4 — Interleucina-4 (do inglés Interleukin-4)

IL-6 — Interleucina-6 (do inglés Interleukin-6)

IL-8 — Interleucina-8 (do inglés Interleukin-8)

IL-9 — Interleucina-9 (do inglés Interleukin-9)

IMC — indice de massa corporal

INFy - Interferon-y
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JAK - Janus quinase (do inglés Janus kinase) ;

MERS-CoV - Sindrome Respiratéria do Oriente Médio por Coronavirus (do inglés
Middle Eastern Respiratory Syndrome — Coronavirus)

MHC - complexo principal de histocompatibilidade (do inglés major histocompatibility
complex);

MPO — Mieloperoxidase;

NETs — Armadilhas extracelulares de neutrdfilos;

NIH — do inglés National Institutes of Health

NT-proBNP- peptideo natriurético pré-B tipo N-terminal;

OMS - Organizagéo Mundial de Saude

PaO2: Presséao parcial de oxigénio;

PC — Perimetro cefalico

PCR — proteina C reativa;

PD-1: Morte programada 1;

PD-1: Proteina 1 de morte celular programada;

PD-L1: Ligante da proteina de morte programada 1;

PDGF — Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (do inglés Platelet Derived
Growth Factor)

PIG — pequeno para a idade gestacional

PIGF — Fator de crescimento placentario;

PMNs — Polimorfonucleares;

PROUDEST - Pregnancy Outcome and Child Development — Effects of SARS-CoV-2
Infection Trial

ReBEC — Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos

RN — Recém-nascido

RNA — acido ribonucleico (do inglés ribonucleic acid)

RT-PCR - do inglés Real Time — Polimerase Chain Reaction

RuV — virus da rubéola

s4-1BB: membro 9 soluvel da superfamilia do ligante do fator de necrose tumoral
(STNFSF9);

sACEZ2, enzima conversora de angiotensina soluvel 2;

sACE2: Enzima conversora de angiotensina soluvel 2;

SARS-CoV - Sindrome Respiratéria Aguda Grave por Coronavirus (do inglés Severe
Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus)

SARS-CoV-2 — Sindrome Respiratéria Aguda Grave por Coronavirus 2 (do inglés
Severe Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus 2)

sBTLA: Atenuador soluvel de linfécitos B e T;

sCTLA-4: Antigeno 4 de linfécitos T citotdxicos soluveis;

SDRA - sindrome do desconforto respiratério aguda

sFLT-1 — Tirosina quinase-1 tipo fms soluvel;

sGITR - Proteina soluvel relacionada ao TNFR induzida por glicocorticéide;
sHVEM — Mediador soluvel de entrada do herpesvirus;

sIDO - Indolamina 2,3-dioxigenase soluvel,

sIL6R — receptor soluvel de interleucina 6;

sLAG-3—- gene 3 de ativacao de linfocitos soluveis;

sP-selectina— Marcadores soluveis de ativagao plaquetaria;

sPDL-1, ligante soluvel 1 de morte celular programad;

SRA: Sistema Renina-Angiotensina;

SRAG - sindrome respiratéria aguda grave

sRAGE, receptor soluvel para produtos finais de glicagéo avangada;

STAT, transdutor de sinal e ativador de transcrigao (do inglés signal transducer and
activator of transcription);

sTim-3 — dominio de imunoglobulina de células T soluveis e dominio de mucina 3;
sTNFRI&II — receptor soluvel do fator de necrose tumoral 1&2;

suPAR - receptor ativador de plasminogénio tipo uroquinase soluvel;
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TCLE — termo de consentimento livre e esclarecido

TCR - receptor de células T (do inglés T-cell receptor)

TH1 — Linfocito T auxiliar do tipo 1(do ingles T-helper lymphocyte-1)

TMPRSS2 — Serino proteaseTransmembrana do tipo 2 (do inglés TransMembrane
serine protease 2)

TNF o — Fator de Necrose Tumoral o (do inglés Tumor Necrosis Factor-a)
TNF-Rs — Receptores do fator de necrose tumoral;

UTIN — Unidade de Terapia Intensiva Neonatal

VEGF - fator de crescimento endotelial vascular (do inglés Vascular endotelial growth
fator)

VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular;

ZIKV — zika virus

Z\ — Varicela zoéster
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1. INTRODUGCAO

1.1.COVID-19 - Dados Epidemiolégicos

A Organizagédo Mundial de Saude (OMS) declarou a infecgédo pelo novo coronavirus
SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, sindrome respiratoria
aguda grave causada pelo coronavirus 2), denominada COVID-19 (coronavirus disease
19, doenga do coronavirus 19), como pandemia em margo de 2020. Desde os primeiros
casos da doenca na China, a comunidade cientifica tem descrito a sua histéria e
evolugdo em diversas perspectivas, mas ha ainda varias situagbes sem resposta (1).
Foram confirmados, desde entdo, mais de 768 milhdes de casos de COVID-19, com 6,9

milhdes dos quais resultaram em morte (2) (Figura 1 e Figura 2).

Figura 1: Namero de casos semanais de COVID-19 diagnosticados ao longo do tempo,
apresentado de acordo com as Regiées do mundo.
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Figura 2: Numero de 6bitos semanais decorrentes da COVID-19 ao longo do tempo,
apresentado de acordo com as Regiées do mundo.
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1.2. COVID-19: Origem, patogénese e aspectos evolutivos ao longo do
tempo

O virus SARS-CoV-2 é o mais novo coronavirus conhecido a infectar seres
humanos. Os coronavirus sdo virus envelopados com um genoma de fita de RNA de
aproximadamente 30.000 bases. O SARS-CoV-2 pertence ao género Betacoronavirus,
que também inclui o virus da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) e o virus
da sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV) (3).

SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV apresentam similaridades e diferengas.
SARS-CoV-2 e SARS-CoV apresentam 79% de coincidéncia gendmica enquanto
SARS-CoV-2 e MERS-CoV, 50%. Em relagéo a clinica, a infecgao pelo SARS-CoV-2
mostrou-se mais contagiosa e menos grave quando comparada as infecgdes por SARS-
CoV e MERS-CoV (4).

As origens do SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 s&o consideradas
zoondticas. Tanto o SARS-CoV quanto o MERS-CoV se originaram em morcegos e se
espalharam diretamente através de uma espécie de gato asiatico (Paradoxurus
hermaphroditus) e camélos para os humanos, enquanto que em relagédo ao SARS-CoV-
2 ainda o mecanismo nao esta elucidado (5).

As quatro proteinas estruturais do SARS-CoV-2— (1) Spike (S) glicoproteina, (2)
glicoproteina do envelope (E), (3) glicoproteina da membrana (M) e (4) proteina do

nucleocapsideo (N) — séo responsaveis pela replicagao e estruturagao viral, ligagao do



virus com receptores celulares bem como para a patogenicidade do virus (Figura 3). A
proteina spike S, na superficie do virus, permite a entrada do SARS-CoV-2 nas células
alvo, através da ligagao dessa proteina a um receptor celular. O virus envolve a enzima
conversora de angiotensina Il (ECA 1) e a serina protease celular TMPRSS2 da célula

hospedeira ativa a fusédo da proteina S com a membrana celular (Figura 3).(6).

Figura 3: Estrutura do SARS-CoV-2.
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O SARS-CoV-2 pode ser detectado diretamente através de dois principais
testes, o teste de amplificagéo de acido nucleico (sendo o principal o RT-PCR — Real
Time — Polimerase Chain Reaction) e o teste do antigeno (imunoensaios que detectam
proteinas especificas do virus), a partir do material colhido com um swab de nasofaringe
(7,8).

O SARS-CoV-2 pode ser transmitido por goticulas no ar, contato direto,
secrecdes respiratorias e fecal-oral de individuos sintomaticos ou assintomaticos. Os
sintomas iniciais da COVID-19 podem variar de totalmente assintomaticos a doenga
grave e morte. As manifestagdes mais comuns séo febre, tosse e falta de ar. Outros
sintomas adicionais comuns incluem fadiga, mialgias, nauseas, vomitos, diarreia,
cefaleia, fraqueza, rinorreia, anosmia e ageusia. Este quadro clinico pode

gradativamente evoluir para pneumonia, sindrome respiratdria aguda grave (SRAG),



lesdo hepatica, lesdo cardiaca, trombose e doencga neuroldgica (9—-11).

A principal alteragdo patoldégica nos pacientes com COVID-19 é o edema
pulmonar, seguido de lesédo alveolar difusa com a formagdo de membranas hialinas.
Sao observados nos alvéolos a hiperplasia de pneumdcitos tipo I, presenca de
macrofagos, mondcitos e mediadores inflamatérios de células mononucleares
intersticiais (12).

A patogénese da COVID-19 é complexa e tem sido fortemente associada a uma
resposta imune desequilibrada (6,13). A incapacidade de apresentar uma estratégia
imune eficaz € multifatorial. Os principais fatores associados a este processo sdo i) a
inibicdo na resposta antiviral precoce dos interferons (INF) do tipo | das células
hospedeiras, ii) a alteragdo na fungéo de apresentagéo de antigeno e iii) o conjunto de
macroéfagos alterados, comum em obesos, diabéticos, idosos e portadores de doengas
inflamatérias crénicas. Estas situagbes promovem a persisténcia viral e danos teciduais
prolongados, além de recrutar células mieloides inflamatérias prejudiciais para o local
infectado. O aumento da mielopoiese e dano vascular contribuem ainda mais para o
incremento na liberagdo de células mieloides inflamatérias da medula 6ssea para a
circulagdo sanguinea e seu recrutamento para o local da infecgdo levando a dano
tecidual profundo, lesdes vasculares e coagulos sanguineos. Esta situagdo € comum

em pacientes com doencga grave. (14). (Figura 4).

Figura 4: Patogénese da COVID-19.
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O SARS-CoV-2, apés adentrar nas células epiteliais respiratérias, desencadeia
uma resposta imune com a liberagao de citocinas inflamatdrias. A grande liberagdo de

citocinas pelo sistema imunolégico em resposta a infecgdo viral e/ou infecgdes



secundarias é seguida pela infiltragao de macréfagos e neutréfilos no tecido pulmonar,
0 que resulta em uma tempestade de citocinas. O virus pode ativar as células TH1
patogénicas a secretarem citocinas pro-inflamatérias como o fator estimulador de
colénia de macréfagos-granuldcitos (GM-CSF) e interleucina-6 (IL-6). O GM-CSF
estimula os mondcitos patogénicos a liberarem mais IL-6, fator de necrose tumoral o
(TNF-0) e os outras citocinas (15). A tempestade de citocinas na COVID-19 é
representada principalmente por altas concentragdes de IL-6 e TNF-a (16). Nesses
casos, a inflamacao descontrolada causa danos a multiplos 6rgéos, levando a faléncia
especialmente dos sistemas cardiaco, hepatico e renal. (17-19).

O periodo médio de incubagao na infec¢ao pelas cepas iniciais do SARS-CoV-2
era de aproximadamente 4-5 dias antes do inicio dos sintomas. Dentro de 5 a 6 dias
apos o inicio dos sintomas, a carga viral do SARS-CoV-2 atingia seu pico. Casos graves
de COVID-19 progridem para sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), em
média em torno de 8 a 9 dias apos o inicio dos sintomas. Neste processo pode haver
diferencas de acordo com a variante envolvida. (20)

Na medida em que o virus evolui e novas variantes surgem, tem havido
preocupacdes de que tais variantes poderiam aumentar a patogenicidade por escapar
de imunidade gerada por infecgdo anterior ou pela vacinagdo. Algumas variantes
preocupantes, como 1.351 (Beta), P.1 (Gamma) e 0 B.1.1.529 (Omicron), tém mutagdes
que as tornam menos suscetiveis a imunidade mediada por vacina e adquirida por
infecgdo. Algumas variantes podem induzir doenga mais grave apos infecgédo que
outras, embora cepas como B.1.1.7 (Alpha) e B.1.617.2 (Delta) sejam conhecidos por
se espalhar com mais eficiéncia, dificultando distingdo entre o aumento das taxas de
infecgdo do aumento gravidade (14).

A identificagdo de todas as mutagdes do SARS-CoV-2 e suas conexdes com
alteragbes patologicas €& bastante complexa porque existem muitos pacientes
assintomaticos. Mas existem alguns dados bem definidos de algumas mutagdes. A
Omicron é caracterizada por mais de 30 mutacdes descritas na proteina S, além disso
€ mais transmissivel do que a variante Delta. A variante Omicron ainda é capaz de
evasao imune significativa e se espalha mais rapido do que qualquer variante anterior
do virus.(21)

Como discutido anteriormente, a proteina S do SARS-CoV-2 se liga ao receptor
ECA-2 para facilitar a sua entrada na célula hospedeira. A substituigdes de aminoacidos
na proteina S que determinam as novas variantes do virus estido relacionadas com o

perfil de habilidade dos mesmos invadirem a célula hospedeira (Figura 5). (22)



Figura 5: Variantes e substituicoes de aminoacidos do SARS-CoV-2 relacionados a
viruléncia.
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A substituicao N501Y é comum as cepas variantes Alpha, Beta, Gamma e
Omicron. As substituicoes E484K/Q/A e K417T/N estao presentes nas cepas Beta,
Gamma e Omicron, enquanto a substituicdo L452R é exclusiva da variante Delta.

A variante Alpha (B.1.1.7) foi detectada pela primeira vez no final de setembro
de 2020 e rapidamente se tornou a cepa predominante nos Reino Unido. A variante
Beta (B.1.351), primeiramente detectada em outubro de 2020, tornou-se a cepa
dominante resultando na segunda onda na Africa do Sul. De forma similar, a variante
Gamma (P.1) foi detectada em quatro brasileiros que viajavam para Japao em janeiro
de 2021 e foi responsavel pelo ressurgimento de infecgdes em Manaus, apesar dos
altos niveis de infecgao anterior no pais. A variante Delta (B.1.617.2), detectada pela
primeira vez em dezembro de 2020, foi responsavel pelo aumento macico de casos que
causou uma segunda onda na india e infecgbes emergentes em varias regides dos
Estados Unidos. A variante Omicron (B.1.1.529), foi detectado pela primeira vez em

novembro de 2021 por laboratérios de vigilancia genémica de classe mundial na Africa



do Sul e foi encontrado em muitos paises ao redor o mundo. O surgimento dessas
variantes é preocupante, uma vez que podem afetar a transmissibilidade viral, viruléncia
e taxa de reinfeccdo ao escapar de imunidade induzida por vacina. (22,23)

A substituicdo da asparagina (N) pela tirosina (Y) na posi¢cao 501 (N501Y), como
nas variantes Alpha e Beta tem mostrado um aumento de afinidade com as proteinas
de ligacdo da célula hospedeira. Este fato tem contribuido para aumento de
transmissibilidade e carga viral nas infec¢cdes por estas cepas. Analises clinicas
posteriores mostraram que a variante Alpha esta associada a casos de maior gravidade
de mortalidade. (24)

As substituicdes de aminoacidos na variante Beta sdo mais extensas que na
variante Alpha. Em outubro de 2020, a variante Beta foi responsavel por 11% dos virus
SARS-CoV-2 sequenciados na Africa do Sul e em dezembro daquele ano 87% dos
casos ja eram devidos a essa variante. Na Cidade do Cabo, foi demostrado que um
numero de 100.000 casos foi alcangcado na metade do tempo quando comparado a
segunda onda com a variante Beta, quando comparada a onda anterior do tipo
selvagem. A analise preliminar também indicou que houve uma maior taxa de
mortalidade na segunda onda, embora isso possa ser devido ao impacto esmagador no
sistema de saude durante aquele tempo.(25)

A variante Gamma foi responsavel pelo aumento infecgbes no Brasil no final de
2020 que pressionaram a saude sistema a beira do colapso. Isto ocorreu apesar de um
nivel anteriormente elevado de infeccdo durante a primeira onda, indicando que a
variante ndo era suscetivel a imunidade adquirida naturalmente. A variante Gama
contém 17 substituigbes de aminoacidos, incluindo um trio semelhante na proteina S
encontrada na variante Beta. Foi demonstrado que a variante foi em média duas vezes
mais transmissivel que a variante do tipo selvagem. Estudos clinicos indicaram que a
variante Gama pode ser mais critica entre individuos mais jovens. (22,26)

A variante Delta apresenta oito alteragdes na proteina S. Ela foi responsavel pela
grave segunda onda que afetou india em janeiro de 2021 e se espalhou amplamente
para outros paises. Esta variante resultou numa terceira onda devastadora em Africa do
Sul e deslocou rapidamente a variante Beta. Esta variante também deslocou a variante
Alpha no Reino Unido. Estes deslocamentos favoraveis a variante Delta se deve
principalmente a sua alta de taxa de transmissibilidade, pelo menos 40% maior que a
outras variantes. A gravidade e a mortalidade nos casos de infectados pela variante
Delta também foram maiores. (22,27)

Em relagdo a variante Omicron, estudos preliminares sugeriram haver um
aumento do risco de reinfeccdo. Apresenta transmissibilidade alta, mas uma forma mais

branda da doenga quando comparada as outras variantes. (22,28)



1.3. Mediadores inflamatorios soliveis e COVID-19

A regulacdo das respostas imunoldgicas sdo cruciais para a boa recuperagéo
dos pacientes com COVID-19. Os mediadores imunolégicos soluveis tém papel
essencial neste processo de regulacdo do sistema imunologico no estado de saude e
doenca. No entanto, seus mecanismos exatos de acdo nido sao totalmente
compreendidos.(29)

O sistema imunoldgico é dividido em dois bragos, o sistema imunoldgico
adaptativo com linfocitos T e B e o sistema imunolégico inato com todos os outros tipos
de células imunes, das quais granulécitos, mondcitos, macrofagos e células NK (natural
killer) sao as células mais comuns. Também existem células imunoldgicas, incluindo
diferentes células dendriticas, células linfoides inatas ou mastdcitos. A maioria das
respostas imunes envolve tanto o sistema imunoldgico inato quanto o sistema
imunologico adaptativo, evocando imunidade inata e adaptativa. (30) A resposta imune
inata é ativada horas apds a exposic¢ao viral como a primeira linha de defesa do corpo
que libera uma série de moléculas antivirais no local da infecgdo. Uma resposta imune
adaptativa é iniciada apds ser estimulada por componentes do sistema imunologico
inato para iniciar respostas imunes celulares e humorais especificas dirigidas ao
patégeno, dias apos a infecgdo. As células de memodria imunoldgica permanecem
preparadas apos a eliminagao viral, constituindo a presencga de imunidade.(22) (Figura
6).



Figura 6: Ativacao dos dois bragos do sistema imune durante uma infecgao viral.
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Adaptado de Mistry et al. (22) STAT, transdutor de sinal e ativador de transcrigéo (do inglés signal
transducer and activator of transcription); JAK, Janus quinase (do inglés Janus kinase) ; CD,
cluster de diferenciacdo (do inglés cluster of differentiation); MHC, complexo principal de
histocompatibilidade (do inglés major histocompatibility complex); TCR, receptor de células T (do

inglés T-cell receptor).

Durante a infecgao por SARS-CoV-2, uma resposta imunitaria eficaz proporciona

a primeira linha de defesa. No entanto, uma resposta inflamatéria excessiva e imunidade

adaptativa desregulada podem trazer lesdes aos diversos tecidos e 6rgéos.(29)
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Varios estudos tém sido conduzidos sobre a correlagdo dos mediadores
inflamatérios sollUveis, receptores de membrana e outros mediadores durante a infecgéo
pelo SARS-CoV-2. Tem-se observado que a desregulagao na concentragdo de tais
moléculas esta associada a patologia da doenga e desempenha um papel significativo
na gravidade da COVID-19 e na taxa de mortalidade associada. A Figura 7 resume 0s
aspectos imunolégicos e processos fisiologicos no individuo através de mediadores
inflamatérios solluveis apos a infecgdo por SARS-CoV-2.

A Tabela 1 resume o papel de alguns mediadores inflamatorios sollveis na
COVID-19. A modulacdo de seus niveis circulantes pode ser uma potencial opgao

terapéutica para pacientes com COVID-19. (29)
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Figura 7: Efeitos da infecgdo pelo SARS-CoV-2 nos processos imunologicos e fisiolégicos

através dos mediadores inflamatérios soluveis.

Disfungao

endotelial e
Producéo de Rpietsl
Anticorpos

SUPAR; SACE-2

Razéao
Pa02/FI02

STNFR-1; sIL-6R
sFit-1; sCD40L

sCD28; s4- 1BB
sIDO; sTIM-3

03 Coagulagéo

Selectina-sP;
NETs; sCD40L;
suPAR

04

sTIM-3; sPD-1
sCTLA-4; sLAG-3

sCTLA-4
sTIM-3; sPD-1
sGITR; sBTLA

sLAG-3

Ativacao de
células T

Exaustao de
células T sCD80; sCD86

SHVEM

Adaptado de Soltani-Zangbar et al (29) COVID-19: doenga por coronavirus 2019; SARS-CoV-2: sindrome
respiratéria aguda grave coronavirus tipo 2; SDRA: Sindrome do desconforto respiratério agudo; lls:
Interleucinas; PD-1: Morte programada 1; IL-6: Interleucina 6; IFNs: Interferons; PD-1: Proteina 1 de morte
celular programada; PD-L1: Ligante de morte programada 1, Foxp3: Caixa de forquilha P3; PaO2: Pressao
parcial de oxigénio; FIO2: Fragdo inspirada de oxigénio; PCR: proteina C reativa; sTim-3: dominio de
imunoglobulina de células T soltveis e dominio de mucina 3; NT-proBNP: peptideo natriurético pro-B tipo
N-terminal; sCTLA-4: Antigeno 4 de linfécitos T citotéxicos soluveis; sLAG-3: gene 3 de ativagdo de
linfocitos soluveis; sGITR: Proteina soltvel relacionada ao TNFR induzida por glicocorticéide; sBTLA:
Atenuador soluvel de linfécitos B e T; sHVEM: Mediador soluvel de entrada do herpesvirus; TNFRSF14;
sIDO: Indolamina 2,3-dioxigenase soltvel; s4-1BB: membro 9 soltvel da superfamilia do ligante do fator de
necrose tumoral (STNFSF9); CDs: Cluster de diferenciacdo; TNF-Rs: Receptores do fator de necrose
tumoral; ADAM17: Desintegrina e metaloprotease 17, NETs: Armadilhas extracelulares de neutrdfilos;
PMNs: Polimorfonucleares; MPO: Mieloperoxidase; sP-selectina: Marcadores soluveis de ativagado
plaquetaria; sFLT-1: Tirosina quinase-1 tipo fms soluvel; VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular;
Fit1: tirosina quinase 1 semelhante a Fms; PIGF: Fator de crescimento placentario; SACE2: Enzima
conversora de angiotensina soluvel 2; SRA: Sistema Renina-Angiotensina; SRAGE: Receptor soluvel para
produtos finais de glicagdo avangada; suPAR: Receptor soltvel do plasminogénio da uroquinase; Células
NK: células assassinas naturais.
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Tabela 1 — Papel de alguns mediadores soluveis na COVID-19.

SPDL-1 o Diminuicdo da agdo dos linfocitos T
(protetor) o Correlagdo negativa e positiva com relagdo PaO2/FI02 e PCR,
respectivamente
SPD-1 o Aumenta a agao dos linfécitos T
(adverso)
sTim-3 o Marcador de ativagao e exaustao de linfécitos T em inflamagao cronica e
(adverso) infecgao viral como SARS-CoV-2
o Correlagdo negativa e positiva com relagdo PaO2/FIO2 e NT- ProNBT,
respectivamente
sTNFRIl e o Aumentam nos casos de COVID-19
sTNFRII o Clivado por ADAM17 na inflamagao crénica
(adverso) o Aumento do risco de mortalidade em doengas cardiovasculares
o Correlacionado com a gravidade da doenga em casos de COVID-19
sIL-2R o Aumentam nos casos de COVID-19
(adverso) o Causa de linfopenia e redugdo da resposta celular a IL-2
o Regulador negativo de linfécitos T reguladores, células NK e linfécitos B
o Associagdo negativa com relagdo PaO2/FiO2 e correlagéo positiva com
morbidade em casos de COVID-19
slL-6R o Papel na resposta epitelial do estroma a IL-6
(adverso) o Agonista de IL-6 que é clivado por ADAM17
o Aumento de casos de HIV, influenza A e casos graves de COVID-19
o Causa aumento da liberacdo de MCP-1 das células endoteliais em
casos de COVID-19 (causa de hiperinflamagéo)
sFIt-1 Nivel excessivo de sFlt-1 induz disfuncdo endotelial e esta associado a
(adverso) sepse bacteriana
o Aumento na infecgdo por SARS-CoV-2, esta correlacionado com a
gravidade da doenga, disfungédo endotelial falha respiratoria.
sACE2 o Aumento de infecgdes virais como SARS-CoV-2
(controverso) o Interage com o pico do SARS-CoV-2 e facilita a interagéo viral com o
hospedeiro
o Aumento de sACEZ2 tem correlagdo com resposta inflamatéria e
disfuncao endotelial
sRAGE o Associado a doengas inflamatérias, infeccdo bacteriana e danos
(adverso) pulmonares
o Fator de diagnostico para SDRA
suPAR o Envolvido na via de ativagdo do plasminogénio,
(adverso) o Nivel de suPAR tem correlagéo positiva com gravidade e mortalidade de

HIV e SARS-CoV-2

Adaptado de Soltani-Zangbar et al. (29) sPDL-1, ligante 1 de morte celular programada soluvel; sPD-1,
morte celular programada soltvel 1; sTim3, imunoglobulina soluvel de células T e dominio 3 de mucina;
STNFRI&II, receptor soltivel do fator de necrose tumoral 1&2; sIL6R, receptor soltivel de interleucina 6; sFlt-
1, tirosina quinase-1 soltivel semelhante a fms; SACE2, enzima conversora de angiotensina soltvel 2;
SRAGE, receptor soluvel para produtos finais de glicagdo avangada; SuPAR, receptor ativador de
plasminogénio tipo uroquinase soluvel; HIV, virus da imunodeficiéncia humana; SDRA, sindrome do
desconforto respiratorio agudo.
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A resposta do IFN durante a COVID-19 varia de acordo com o paciente e a
gravidade da doenga, mas tem sido demonstrado que uma resposta precoce do IFN
pode ser protetora durante a infeccdo aguda. Em um estudo longitudinal da
Universidade de Yale (Estados Unidos) sobre a resposta imune inata de 113 pacientes
com COVID-19 foi observado que todos os pacientes com COVID-19 expressavam
niveis elevados de IFN-a, interleucina-1a (IL-1a), IL-1B, IL-17 e IL-12 p70 no plasma
sanguineo em relagéo a controles saudaveis, enquanto o IFN-III foi elevado apenas em
pacientes graves. A elevagao de IFN-a e/ou IFN-III correlacionou-se com maior duragéo
da hospitalizacdo e mortalidade. Varios outros estudos também relataram uma
regulagéo positiva semelhante de IFN-Il em pacientes gravemente enfermos, com
elevacao concomitante de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a..(31,32)

Além dos IFNs, muitas outras citocinas e quimiocinas sédo produzidas quando o
RNA viral é detectado, levando a ativagao de cascatas de sinalizagdo, como a via fator
nuclear kappa betta (NFkB), que em ultima analise resulta na expressdo de uma ampla
variedade de citocinas e quimiocinas. Ativagdo do dominio pirina do receptor NOD-like
contendo inflamassoma 3 (NLRP3), que permite a clivagem e ativacéo de citocinas
como IL-1p e IL-18. Tal como acontece com a resposta do IFN, muitas destas respostas
séo desreguladas em pacientes com COVID-19 grave, com pacientes gravemente
enfermos exibindo uma resposta mais substancialmente desregulada do que pacientes
com doenga leve ou moderada. Muitos estudos procuraram identificar os mediadores
inflamatorios mais ligados a resultados graves e, embora um conjunto exato de
marcadores inflamatoérios ndo possa ser estabelecido devido a variabilidade de paciente
para paciente, um fendtipo geral de niveis elevados de IL-6, IL-8, IL-10 e TNF,
juntamente com uma mistura de quimiocinas elevadas, incluindo CCL2, CCL3 e CXCLS,
foram observadas. (31,33,34)

Além da resposta inata de citocinas, a infecgdo por SARS-CoV-2 resulta no
extenso recrutamento de macrofagos, mondcitos, células dendriticas e neutréfilos para
os pulmdes; achados patoldgicos indicam que quimioatraentes de neutrdéfilos, como
CXCL8, CXCL1 e CXCL2, e os quimioatraentes de mondcitos CCL2 e CCL7, também
séo induzidos e regulados positivamente (31,35)

Acredita-se que grande parte da doenga critica associada a infecgao por SARS-
CoV-2 seja o resultado de um processo hiper inflamatério conhecido como
hipercitocinemia.(36) A hipercitocinemia € uma resposta hiper inflamatéria desregulada
que resulta da disseminacao sistémica de uma resposta inflamatéria localizada a uma
infecgao viral ou bacteriana.(37)

O perfil de citocinas observados na primeira coorte com 41 pacientes com

COVID-19 em Wuhan na China mostrou que os pacientes graves e criticos
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apresentaram niveis mais elevados de fatores estimulantes de col6nias de granulécitos-
macrofagos (GM-CSF), de proteina 10 induzida por interferon gama (IP10), proteina
quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1), macrofago proteina inflamatéria 1 alfa (MIP1A)
e fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) em comparagado aqueles considerados nao
graves. Observagdes de outros 150 pacientes em Wuhan revelaram que aqueles que
morreram de complicagdes da COVID-19 tinham niveis séricos mais elevados de
proteina C reativa (PCR), IL-6 e ferritina, sugerindo um quadro hiper inflamatério
subjacente ao processo.(38)

Em casos graves de COVID-19, é bem descrito que a hipercitocinemia nos
pulmbes leva a danos alveolares difusos, formacao de membrana hialina e formagao de
trombos confirmada em pequenos vasos na autépsia.(39)

Niveis elevados de citocinas também resultam em disfungdo endotelial, dano
vascular e desregulacdo metabdlica, danificando assim varios sistemas orgéanicos. Os
niveis de citocinas de resposta aguda (TNF-a e IL-1pB) e citocinas quimiotaticas (IL-8 e
MCP-1) aumentam precocemente na hipercitocinemia, facilitando um aumento
sustentado de IL-6. A IL-6 se liga ao receptor de IL-6 ligado a membrana (mIL-6R) ou
ao receptor de IL-6 soluvel (sIL-6R), formando um complexo que atua na gp130, regula
os niveis de IL-6, MCP-1 e GM- LCR através da via do transdutor de sinal Janus quinase
e ativador da transcrigdo (JAK-STAT) e, assim, perpetua os processos inflamatorios.
(37)

A IL-6, juntamente com outras citocinas pré-inflamatérias, conduz uma resposta
de fase aguda que eleva a ferritina sérica, o complemento, a PCR e os fatores pro-
coagulantes, muitos deles mensuraveis através de exames de sangue utilizados na
pratica clinica ao contrario da maioria dos mediadores soluveis que sdo mais utilizados
em ambientes de pesquisas. A resposta de fase aguda da tempestade de citocinas é
relativamente exagerada. Como os niveis séricos elevados de citocinas estédo
inversamente relacionados a contagem total de linfocitos, os niveis baixos de células T
citotéxicas podem contribuir para a redugéo da depuragao viral.(40)

Em reacdo a infecgdo por SARS-CoV-2, macrofagos e células dendriticas
desencadeiam uma resposta imune inicial, incluindo linfocitose e liberagao de citocinas.
No entanto, a resposta inflamatdria resulta na destruicdo de linfécitos na tentativa de
impedir a infecgdo por SARS-CoV-2. A linfopenia é especialmente observada em
pacientes graves ou criticos. A producdo de citocinas torna-se rapidamente
desregulada, danificando células saudaveis, normalmente primeiro nos pulmdes, mas
potencialmente espalhando-se para outros 6rgdos, incluindo rins, coragdo, vasos
sanguineos e cérebro. A cascata de danos associados a tempestade de citocinas

comeca com a ruptura da barreira epitelial nos pulmdes. Foi sugerido que a ativacao do
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inflamassoma da proteina 3 contendo o dominio NOD, LRR e pirina (NLRP-3) e a
resposta relativa embotada da histona desacetilase 2 no complexo do fator nuclear
kappa betta (NFkB) estdo associadas a tempestades de citocinas.(41) A ruptura da
barreira epitelial expdbe os pulmdes ou outros tecidos a infecgdo bacteriana. A
fisiopatologia dos mecanismos de agdo dos mediadores soluveis na COVID-19 esta

ilustrada na Figura 8.(38)

Figura 8: Mecanismos de agao de mediadores inflamatdrios soltuveis na infecgao pelo

SARS-CoV-2 e danos associados.
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Adapatado de Bhaskar et al. SARS-CoV-2, sindrome respiratéria aguda grave coronavirus 2; COVID-19,
doencga por coronavirus 2019; ROS, espécies reativas de oxigénio; NLRP3, inflamassoma da proteina 3 do
receptor semelhante a (NOD); NF-kB, fator nuclear potenciador da cadeia leve kappa de células B ativadas;
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A infeccdo por SARS-CoV-2 pode estimular uma resposta imune hiper
inflamatoria, na qual a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) mediada por
células epiteliais pode causar a morte celular e estimular a sintese de NLRP3 e NF-kB.
Estas contribuem para o aumento dos niveis de citocinas e, portanto, para a tempestade
de citocinas. Isto causa essencialmente invasdo imunolégica que pode levar a
condigdes clinicamente relevantes, como SDRA, sepse, disfungao de multiplos 6rgéaos
e sistemas e potencialmente até morte. Os érgaos afetados como resultado da MODS
e seus sintomas associados foram demonstrados. O trato gastrointestinal inferior (Gl) é
rico em receptores ACE2 e, portanto, apresenta maior risco de infecgdo pelo COVID-
19. Vinte por cento dos pacientes com COVID-19 apresentam diarreia como sintoma.
Varios estagios no mecanismo fisiopatologico de agdo dos mediadores inflamatérios
soluveis podem ser alvos de ferramentas terapéuticas (Figura 9). Nos primeiros meses
da pandemia de COVID-19 foram iniciados varios ensaios clinicos direcionados a
tempestade de citocinas e a hiper inflamagao. O perfil imunolégico e de comorbidades

do paciente podem modular a resposta a terapia de modo individualizado. (38)

Figura 9: Estratégias terapéuticas para combater a tempestade de citocinas na COVID-
19.
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Adaptado de Bhaskar et al: HMGB, proteina 1 do grupo de alta mobilidade; DAMP, padrao
molecular associado a dano; COX, ciclooxigenase.
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1.4. COVID-19 na gestacao

O sucesso da gravidez depende de uma comunicagao imunolégica coordenada
entre a mae e o feto. Todas as fases da gestagéo, desde a nidagéo até o parto, sao
suscetiveis a complicagdes decorrentes de fatores intrinsecos ou extrinsecos ao feto.
As células imunes e as citocinas participam como mediadores desse processo para
promover uma gravidez saudavel. A implantagédo e o desenvolvimento da placenta sdo
os principais pontos de vulnerabilidade durante os quais surgem a perda da gravidez.
Ao mesmo tempo, certas infec¢gdes ou condigdes inflamatorias em mulheres gravidas
causam doengas graves e tém impactos prejudiciais no feto em desenvolvimento (42).

As doengas infecciosas na gravidez sdo regularmente consideradas uma
condigéo critica. Algumas infec¢des contraidas durante a gravidez (infecgao congénita),
durante parto e nascimento (infecgdo perinatal) e durante o aleitamento materno
(infeccao pos-natal) podem ser transmitidas ao feto ou ao recém-nascido. Virus,
bactérias, protozoarios e fungos podem ser agentes destas infecgdes. Entre os virus
alguns podem ser responsaveis por infecgdes congénitas como o citomegalovirus
(CMV), herpes simples 1-2 (HSV 1-2), varicela zéster (ZV), rubéola (RuV), virus da
imunodeficiéncia (HIV), Parvovirus B19 e Zika virus (ZIKV) (43).

Em relagcdo ao SARS-CoV-2, varios estudos concluiram que as mulheres
gravidas sao uma populagao de alto risco para a COVID-19. As alteragdes fisiolégicas
durante a gravidez tém efeitos significativos na diminuicdo do volume pulmonar a
medida que o feto cresce, no sistema imunolégico, no sistema cardiopulmonar e na
coagulagéo. Essas alteragbes podem resultar em uma resposta alterada a infecgéao por
SARS-CoV-2 (44-48).

Além disso, varios efeitos adversos maternos tém sido significativamente
maiores em mulheres gravidas com COVID-19 do que as nao infectadas. Esses
incluiram a morte materna, pré-eclampsia, cesarea e sofrimento fetal.(49)

O estudo INTERCOVID foi iniciado em margco de 2020 em conjunto com o
Consoércio Internacional de Crescimento Fetal e Neonatal para o Século 21
(INTERGROWTH-21st). Neste estudo foi proposta uma analise prospectiva,
multinacional, multicéntrica e observacional com o propésito de avaliar os resultados
maternos e neonatais em gestantes com COVID-19. Para cada gestante incluida no
estudo com diagndstico de COVID-19 eram inscritas duas gestantes sem o diagndstico.
Os resultados deste estudo revelaram que mulheres com diagndstico de COVID-19
tiveram, com significancia estatistica, uma taxa mais alta de cesarea (52,8% vs 38,5%)
e complicagdes relacionadas a gravidez, como disturbios hipertensivos da gravidez e

sofrimento fetal, quando comparadas as gestantes sem diagndstico de COVID-19. O
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diagndstico materno de COVID-19 também mostrou significancia estatistica para
desfechos neonatais desfavoraveis, como aumento da taxa de nascimentos prematuros,
menores peso, comprimento e perimetro cefalico ao nascimento. (50)

Os desfechos clinicos das gestantes infectadas por SARS-CoV-2 apresentaram
algumas diferencas relacionadas as variantes dos virus. Um estudo de coorte
retrospectiva com gestantes de Istambul (Turquia) e Londres (Inglaterra) néo vacinadas
revelou que durante a onda Delta, em comparagdo com o periodo pré-Delta (cepa do
tipo selvagem e variante Alpha de SARS-CoV-2), foi observada uma maior taxa de morte
materna e maior necessidade de suplementacdo de oxigénio, ventilagdo mecénica e
circulagdo extracorporea de membrana. No entanto, a gravidade da doenca e
complicagdes na gravidez durante a onda Omicron foram semelhantes aos observados
durante o periodo pré-Delta.(51) Em outro estudo, mulheres gravidas internadas em
hospitais do Reino Unido durante o periodo de dominancia das variantes Alpha e Delta
do SARS-CoV-2 apresentavam risco aumentado de infecgdo moderada a grave em
comparagao com quando o tipo selvagem original era dominante.(52) A variante Delta
também esteve associada a um incidéncia maior de partos prematuros. (53)

Os estudos que analisaram os desfechos relacionados a vacinagdo em
gestantes mostraram a seguranca e a eficacia das mesmas na gravidez.(54) As vacinas
geraram imunidade humoral robusta em mulheres gravidas e lactantes, com
imunogenicidade semelhante as observadas em mulheres ndo gravidas. As respostas
imunes induzidas pela vacina foram significativamente maiores do que a resposta a
infecgdo natural. Uma metanalise e revisao sistematica com mais 800.000 mulheres
gravidas mostraram riscos reduzidos de infecgéo por SARS-CoV-2 em 60% (41%-73%),
hospitalizagao por COVID-19 durante a gravidez em 53% (31%-69%) e internagéo em
unidade de terapia intensiva (UTI) em 82% (12%-99%) entre as mulheres vacinadas.
Nao houve evidéncia de maior risco de resultados adversos em gestantes vacinadas,
incluindo aborto espontaneo, diabetes gestacional, hipertensédo gestacional, problemas
cardiacos, oligodramnio, polidramnio, cesarea, hemorragia pés-parto, descolamento
prematuro da placenta, indice de Apgar aos 5 minutos abaixo de 7, baixo peso ao nascer
(menor que 2.500 g), muito baixo peso ao nascer (menor que 1.500 g), pequeno para a
idade gestacional e anomalias fetais. (54) A transferéncia imunolégica para neonatos
ocorreu através da placenta e do leite materno. (55) Apesar dessas evidéncias, alguns
estudos populacionais em diferentes regides mostraram baixa adesao a vacinagéo na
gestagao.(56,57).
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1.5. Mediadores inflamatorios soluveis e gestagao

O sistema imunitario desempenha importante papel para o sucesso da gravidez,
desde a implantagio até o parto. A implantagao provoca uma reacgao inflamatéria, onde
€ observada a regulagao positiva de citocinas inflamatdrias, incluindo interleucina-6 (IL-
6), IL-1 e fator inibidor de leucemia (LIF). Varios leucdcitos sdo encontrados na decidua,
incluindo células natural killer (NK) maternas, células dendriticas, macréfagos e
linfécitos. Essas células interagem diretamente com os trofoblastos da placenta em
desenvolvimento, e desvios no niumero e nas fungdes das células estdo associados a

aborto, pré-eclampsia e nascimento prematuro. (Figura 10). (42)

Figura 10: Implantagao do blastocisto e resposta inflamatoria.
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A expressao de citocinas € dinamicamente modificada durante a gestagao,
assim como no trabalho de parto prematuro, infeccbes, pré-eclampsia, restricdo de

crescimento intrauterino (RCIU) e em situagao de diabetes mellitus gestacional. (58,59)
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Em uma gravidez saudavel, observa-se uma inflamacéao sistémica controlada em
comparagao a mulheres saudaveis ndo gravidas. Durante esse periodo, as células do
sistema imunolégico inato apresentam fendtipos ativados com niveis elevados de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q, IL-6 e IL-1B. (59,60) O impacto da infecgao
pelo SARS-CoV-2 neste processo ainda néo esta elucidado.(61)

A manutenc¢ao de um equilibrio adequado de citocinas pré e anti-inflamataérias é
necessaria durante toda a gravidez. Algumas doengas, principalmente infecciosas, tém
sido associadas a variagdes na expressao de citocinas. Ressalta-se que a infecgédo do
compartimento uterino pode desregular o equilibrio das citocinas, resultando em

disturbios maternos e fetais, como apresentados na Figura 11. (59,62)

Figura 11: Desequilibrio entre citocinas pré e anti-inflamatoérias.
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O trabalho de parto em todas as idades gestacionais € um evento caracterizado
pela ativagao da cascata inflamatéria com evidéncia de células inflamatorias e aumento
da produgdo de citocinas pré-inflamatérias no colo do utero, miométrio, membranas
corioamnioticas e cavidade amnidtica. As citocinas desempenham papéis criticos no
parto, dilatagdo cervical, ruptura das membranas extra placentarias e contratilidade
uterina. (59)

As citocinas regulam a disponibilidade de prostaglandinas nas membranas e as
citocinas proé-inflamatérias também atuam promovendo o aumento da expressao de
MMPs (metaloproteinases de matriz), que degradam a matriz extracelular do colo do
Utero e das membranas gestacionais. E aventado que uma correlacdo positiva entre
TNF-a e MMP-9 esta associada ao sucesso da gestacdo. Por outro lado, essas citocinas
também sao produzidas pelos tecidos gestacionais em resposta a agentes infecciosos.
Geralmente, a infecgdo € ascendente, na qual microrganismos presentes na vagina

atravessam o colo do utero e colonizam a decidua. Os microrganismos também podem
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atravessar as membranas gestacionais, resultando em infecgéo intra-amniotica e/ou
fetal (Figura 12) (59,63).

Figura 12: Sinalizagdo inflamatéria mediada por infecgao na gravidez.
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O estudo anatomo-histolégico dos tecidos gestacionais coletados de
nascimentos prematuros mostra sinais evidentes de infecgdo microbiana em 25% a 40%
dos casos e concentragdes elevadas de citocinas inflamatérias IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-
o em amostras amnibticas e cérvico-vaginais. As questdes em torno do papel da
indugdo do parto por citocinas levaram a extensas investigagdes sobre alteracdes na
expressao de citocinas que ocorrem durante a gestagao, trabalho de parto (pré-termo),
infecgdo e em diferentes patologias. Até 0 momento, ha uma falta de consenso entre os
estudos, o que é agravado pelas diferengas no tamanho das amostras, na fonte e nos
fatores de confusdo. As variaveis que podem influenciar os niveis de citocinas durante
a gravidez incluem o indice de massa corporal materna, a idade e o estado anterior de
parto prematuro. Como esses fatores tém maior influéncia do que o estagio da gestagao,

existe um grande grau de variagdo entre a populagdo controle. Alteragcdes nos niveis
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especificos de proteinas de citocinas tém sido associadas a uma variedade de
complicagdes na gravidez. Os niveis circulantes de TNF-a e IL-6, que ja estdo elevados
em gestacdes saudaveis em comparagdo com controles ndo gravidas, sdo ainda mais
elevados em pacientes com pré-eclampsia e hipertensao arterial gestacional. (64) Na
COVID-19 tem sido observado padrdao semelhante com uma exacerbagao nos niveis
circulantes de IL-6.(61)

O aumento nas citocinas pré-inflamatérias € ainda exacerbado pela diminuigéo
da producgao de IL-10 que esta associada a pré-eclampsia. Alguns estudos, no entanto,
nao conseguiram detectar uma correlagdo entre niveis circulantes mais precoces de
TNF-a e inicio mais tardio de pré-eclampsia. Isso sugere que a produgéo elevada de
TNF-a pode ser uma consequéncia e ndo a causa da doenca, embora os niveis de TNF-
a se correlacionem com a progressao da doenga. (59)

Alteragbes na expressado do TNF-a também foram associadas a um subconjunto
de casos de RCIU. Na RCIU, niveis elevados de TNF—a foram observados em mulheres
com disfungdo placentaria, mas ndo naquelas com perfusdo placentaria normal. E
relatado que os niveis plasmaticos de IL-8 em mulheres com pré-eclampsia sdo mais
elevados do que em gestantes normotensas. A IL-8 € uma quimiocina que pode atrair
neutréfilos e outros mediadores de inflamagdo no endotélio, contribuindo para a
patogénese e gravidade da pré-eclampsia. Outras citocinas pro-inflamatoérias que séao
mais altas em mulheres com pré-eclampsia incluem IL-6, IL-1p, TNF-a, IL-12 e IFN-y.
Correlagdes positivas entre IL-6 e IL-8 em todos os grupos sugerem a importancia
destas citocinas na regulagao fisiolégica. Uma correlagéo positiva entre IL-6 e IL-1p foi
observada em mulheres normotensas, mas ndo em mulheres com pré-eclampsia. A IL-
10 é uma citocina anti-inflamatéria potente e demonstrou, em modelos animais, ser um

inibidor do trabalho de parto prematuro induzido por citocinas.(65)

1.6. Formas graficas de analise e interpretagdao de mediadores inflamatérios
soluveis

a) Mapas de Calor

Os mapas de calor representam tabelas bidimensionais de numeros codificados
em tons de cores. Essa € uma técnica de plotagem popular em biologia usada para
representar dados multivariados, bastante comum na andlise de mediadores
inflamatérios sollveis. A exibicdo densa e intuitiva torna os mapas de calor adequados

para apresentacdo de dados de alto rendimento. Centenas de linhas e colunas podem
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ser exibidas em uma tela. Os mapas de calor dependem fundamentalmente da
codificagao de cores e da reordenagéo significativa das linhas e colunas.

Os mapas de calor sao normalmente usados para mostrar uma faixa de valores
e projetar um mapa de cores apropriado € essencial para destacar uma ou ambas as
extremidades desse espectro. Um gradiente de cores divergente definido por trés
matizes (por exemplo, do azul ao branco e ao vermelho) tornara os limites inferior e
superior da faixa visualmente distintos. Em contraste, um gradiente criado pela variagao
da luminosidade de um Unico matiz é eficaz para destacar um extremo. Uma escala de
cinza com faixa de 10 a 90% de preto funciona bem como um mapa de cores linear.
Quando usado com escalas de cores adequadas, o agrupamento facilita a nossa
capacidade de ver estruturas nos mapas. Depois que as linhas e colunas sao
organizadas de acordo com a similaridade, padrdes anteriormente indetectaveis podem

se tornar 6bvios.(66)

b) Redes de Mediadores Inflamatérios

Modelos de redes bioldgicas auxiliados por computador sdo a base da biologia
de sistemas. Varios modelos ja foram desenvolvidos para simular reagbes bioquimicas,
cinética de transcricdo génica, fisiologia celular e controle metabdlico. Com estes
modelos a investigacao biologica é possivel interrogar sistematicamente e verificar
experimentalmente o conhecimento de um caminho; gerenciar a complexidade de
centenas ou potencialmente milhares de componentes e interacdes celulares e revelar
propriedades emergentes e consequéncias imprevistas de diferentes configuragbes de
vias. (67)

A evolucdo na demanda de analises dos sistemas biolégicos revelou a
necessidade do desenvolvimento de um software capaz de integrar tanto as interagdes
moleculares quanto as medi¢cbes de estado em uma estrutura comum e, em seguida,
unir esses dados a uma ampla variedade de parametros de modelo e outros atributos
bioldgicos. (68)

O Cytoscape € um projeto de software de codigo aberto para integragédo de redes
de interagdo biomolecular com dados de expresséao de alto rendimento e outros estados
moleculares em uma estrutura conceitual unificada. A ideia central do Cytoscape é um
grafico de rede, com espécies moleculares representadas como nds e interagdes
intermoleculares representadas como ligagdes, ou seja, arestas, entre nés. Uma das
ferramentas mais fundamentais para interpretar dados de interagdo molecular é a

visualizagao de nds e arestas como uma rede bidimensional.(67)
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1.7. COVID-19: Desfechos neonatais e pediatricos

Quando um novo virus surge, a infecgdo pelo mesmo durante a gravidez levanta
preocupagdes sobre as repercussdes para a gestante e o feto. Considerando que a
maioria das descri¢cdes se refere a gestantes cuja infecgdo por SARS-CoV-2 ocorreu
pouco antes da resolucédo do parto, o tempo é restrito para que os mecanismos de
transmiss&o ao concepto ocorram plenamente (69).

Os niveis de citocinas durante a gravidez podem ser responsaveis pelo
imprinting metabdlico, pois as citocinas sao transferiveis da circulagao materna para a
fetal e sdo capazes de modular a transferéncia de nutrientes pela placenta. A inflamacao
materna pode induzir reprogramag¢ado metabdlica em varios niveis, desde o periodo
periconcepcional em diante. Tais processos e suas consequéncias nos periodos
materno e perinatal ainda ndo foram amplamente estudados. Compreender tais
fendbmenos deve contribuir para o manejo adequado de criangas nascidas de maes
infectadas com SARS-CoV-2 (70,71).

O efeito da tempestade de citocinas na paciente gestante exposta ao SARS-
CoV-2 sobre o feto e ao recém-nascido ainda € uma histéria que esta sendo descrita
(72). Em muitos recém-nascidos, tanto a termo quanto pré-termo, o processo
inflamatdrio pode estar relacionado com morte e diferenciagéo celular, causando lesbes
de células neuronais permanentes que podem levar a paralisia cerebral, epilepsia e
limitagdes cognitivas e sensoriais (73-75).

Alguns efeitos de outras infecgdes virais adquiridas na gestagao ja estdo bem
descritas na literatura. Sabe-se que infecgbes congénitas podem levar a disturbios de
crescimento e neurodesenvolvimento da crianga. Algumas infecgbes virais, como as
causadas pelo ZYKV e CMV, podem prejudicar diretamente o crescimento infantil e o
desenvolvimento do cérebro por meio da transmissdo placentaria. As infeccbes
causadas pelo virus Influenza, apesar de ndo terem transmissdo transplacentaria,
podem levar a efeitos adversos no crescimento e neurodesenvolvimento infantil a partir
de uma resposta imune materna (76)

O risco de transmissdo vertical do SARS-CoV-2 tem uma plausibilidade
biologica, mas é importante ter cautela na analise dos resultados devido a falta de coleta
de amostras apropriadas de todos os tecidos da mae e do recém-nascido em momentos
apropriados e dados ainda relacionados com mais frequéncia a relatos e séries de
casos, em vez de grandes estudos multicéntricos. Ndo ha relatos de casos de efeitos
teratogénicos relacionados a infecgéo pelo SARS-CoV-2 durante a gestagdo. A maioria
dos estudos foram realizados com gestantes infectadas no final da gestagao, quando a

maturagdo dos orgaos fetais ja esta bem estabelecida. Um estudo multicéntrico
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espanhol revelou que a incidéncia de mal formagdes congénitas em mulheres infectadas
pelo SARS-CoV-2 durante a gestagdo € semelhante aqueles de mulheres nao
infectadas. (77)

Alguns estudos revelaram que a expresséo de ACE2 nos tecidos placentarios,
fetais e neonatais pode mudar ao longo do tempo. E provavel que haja um aumento
entre o final da gestagcao e os primeiros dias de vida pos-natal (78). Isso justificaria a
falta de relatos descrevendo desfechos negativos de infecgdo materna nos estagios
iniciais da gestagc&o, embora ainda ndo possamos excluir que existam. No entanto, este
dado fala a favor de que a transmissao transplacentaria € mais provavel nas ultimas
semanas de gravidez.

A OMS estabeleceu um consenso sobre o sistema de classificagdo da
transmisséo vertical do SARS-CoV-2 com o objetivo de comparar os dados de diferentes
estudos e entender melhor as consequéncias clinicas para os neonatos nascidos de
méaes infectadas (79). Em primeiro lugar, classificaram o momento da transmissao
vertical (intrautero, intraparto e pods-natal precoce) em categorias mutuamente
exclusivas, como segue: (a) confirmado; (b) possivel (a evidéncia é sugestiva, mas nao
confirmatédria para infecgéo); (c) improvavel (pouco suporte para o diagnostico, mas a
infecgdo nao pode ser completamente descartada); e (d) indeterminado (quando nao
foram realizados os testes necessarios para definir a classificagdo). Uma infecgéo
intrauterina pode ser definida como confirmada se houver 1) “evidéncia de infecgéao
materna” a qualquer momento durante a gravidez e 2) “exposi¢ao fetal intrauterina”
(quando pelo menos uma amostra neonatal for positiva para SARS-CoV-2 dentro 24
horas de vida) e 3) “Persisténcia de SARS-CoV-2 ou resposta imune no neonato” (pelo
menos uma amostra neonatal positiva novamente em 24—-48 horas de vida).

A necessidade da persisténcia viral/resposta imune no recém-nascido apés 24
horas de vida é fundamental para estabelecer o diagndstico de infecgao pelo SARS-
CoV-2. O relato de apenas um unico RT-PCR positivo obtido precocemente em uma
amostra respiratéria neonatal pode indicar replicagdo viral ativa, fragmentos virais
intraparto ou adquiridos pds-natal, ou apenas uma contaminagao.

A maioria dos casos neonatais de SARS-CoV-2 descritos até o momento sao
adquiridos apds o nascimento: os bebés podem ser expostos ao virus por suas maes,
profissionais de saude ou outros membros da familia, dificultando a avaliagcdo da origem
da infeccdo. Em relagéo ao leite humano, apesar da descoberta de particulas virais no
mesmo, ndo ha relatos de infecgdo neonatal pelo SARS-CoV-2 associada a
amamentacédo. Isso sugere que a transmissao viral pelo leite, se houver, deve ser rara.
Assim, as méaes com suspeita ou confirmacao de COVID-19, se estiverem em boas

condigbes clinicas, podem amamentar os seus filhos, aplicando obrigatoriamente a
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higienizagdo adequada (80). Ainda hoje existem poucos dados para avaliar o impacto
da infec¢do por COVID-19 na mée na taxa de amamentagéo exclusiva (AME) e nas
praticas de acompanhamento neonatal de rotina, incluindo imunizagéo e parametros de
crescimento (81).

A importancia do seguimento do crescimento e desenvolvimento dos pacientes
de filhos de mulheres infectadas por SARS-CoV-2 se deve ao fato de que
aproximadamente 8% das criangas sao diagnosticadas com algum tipo de defeito
congénito aos 5 anos de idade. Anormalidades genéticas e exposicdes ambientais,
como tabagismo, alcool, medicamentos e infecgdes no Utero, sdo causas importantes
de defeitos congénitos. No entanto, a maioria dos defeitos congénitos
(aproximadamente 50% a 60%) ndo tem causas genéticas ou ambientais conhecidas
(42).

As mulheres gravidas séo vulneraveis nao so aos efeitos diretos da infecgao pelo
SARS-Cov-2, mas também aos efeitos indiretos da interrupgéo dos servigos essenciais
de saude e das restrigdes a interagao social. Contudo, o impacto indireto da pandemia
nos resultados da gravidez, incluindo o peso ao nascer, permanece pouco claro. Em
relagdo peso ao nascer, um indicador sensivel do crescimento intrauterino, esta bem
documentado de que o estresse durante a gravidez, a precariedade dos cuidados pré-
natais e as mudangas na vida social podem trazer resultados adversos. Como
importante indicador preditivo da saude neonatal, as prevaléncias de baixo peso ao
nascer, muito baixo peso ao nascer, pequeno para a idade gestacional (PIG), muito
pequeno para a idade gestacional em estudos recentes relacionados a pandemia de
COVID-19 apresentam resultados inconsistentes.(82)

Alguns estudos concluiram que a pandemia da COVID-19 pode ter influenciado
as intervengdes obstétricas e nos desfechos perinatais. Um possivel causa seriam as
perturbagdes dos servigos de saude materno-infantil e ao enorme estresse causado
pelas consequéncias psicossociais e econdmicas da pandemia. Os resultados mostram
a disparidade consideravel entre os paises. (83)

No estudo INTERCOVID, previamente citado, no subgrupo de neonatos
nascidos de mulheres com diagndstico de COVID-19, os resultados pioraram quando o
neonato também apresentou resultado positivo, com taxas mais altas de internacdo em
unidade de terapia intensiva neonatal, febre, sintomas gastrointestinais e respiratérios
e morte, mesmo apds ajuste para prematuridade. A amamentagdo por maes com
diagnostico de COVID-19 e as praticas hospitalares de cuidados neonatais, incluindo
contato pele a pele imediato e alojamento conjunto, ndo foram associadas a um risco
aumentado de positividade do recém-nascido. (50) Além disso, outros estudos também

mostraram que varios efeitos adversos fetais e neonatais tem sido mais observado em
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nas mulheres infectadas pelo SARS-CoV-2 durante a gestagédo quando comparadas
com outras gestantes nao infectadas, tais como: prematuridade, baixo peso ao nascer,
natimorto, baixo indice de Apgar no quinto minuto e internagdo em unidades de terapia
intensiva neonatal. (49)

Em relagédo aos desfechos neonatais, a vacinagédo de gestantes foi associada a
uma reducao na taxa de natimorto e diminuicido no risco de internagao em UTI neonatal
quando comparadas as nao vacinadas. (54) Houve também diminuigdo nas chances de
nascimentos prematuros(54,84). Ressalta-se que a vacinagdo materna nao reduziu o
risco de infecgao neonatal por SARS-CoV-2 durante os primeiros 6 meses de vida
durante o periodo Omicron.(54)

Em relagdo as criancas, estas sdo tdo propensas quanto os adultos a se
infectarem com o virus, mas tém menos sintomas e menos doengas graves. Os
sintomas mais comuns séo tosse (19% a 100%), febre (11% a 100%) e faringite (11% a
100%). Outros sintomas s&do congestado nasal, rinorreia, taquipneia, sibilancia, diarreia,
vomito, cefaleia e fadiga. Os exames laboratoriais ficam minimamente alterados. Os
achados radiologicos sao inespecificos e incluem infiltrados unilaterais ou bilaterais
com, em alguns casos, opacidades em vidro fosco ou consolidagdo com um sinal de
halo ao redor. As criangas raramente precisam de internagao em unidades de terapia
intensiva (3%) (85).

Um estudo prospectivo realizado na Polénia com 1.405 pacientes pediatricos
com diagnostico de COVID-19 analisou-os em trés faixas etarias: menores de 1 ano de
idade; entre 1 e 5 anos de idade e entre 5 e 18 anos de idade. A COVID-19 foi mais
prevalente no sexo masculino. A maioria das criangcas que necessitaram de
hospitalizagao eram menores de 5 anos de idade. Os sintomas do trato respiratério
superior foram mais comuns nas criangas menores de cinco de idade, enquanto os
sintomas do trato respiratorio inferior e gastrointestinais foram mais comuns nas
criangas maiores. Os sintomas neurolégicos foram semelhantes em todas as faixas
etarias. A morbimortalidade foi maior em adolescentes. (86) Dados de registros de
obitos no Brasil também mostram maior mortalidade em adolescentes quando
comparados as criangas.(87)

Embora a COVID-19 em criangas seja geralmente menos grave quando
comparada a adultos, principalmente aos mais idosos, foi observada que algumas
criangas infectadas podem evoluir a um quadro poés-infeccioso grave apresentando
disfungdo multiorganica e inflamagéo sistémica, denominada sindrome inflamatdria
multissistémica pediatrica (SIM-P) associadas a COVID-19. Varios aspectos desta
sindrome ainda néo sao claros. Inicialmente, o quadro clinico heterogéneo da SIM-P foi

atribuido a condi¢gdes como a doenga de Kawasaki (DK) ou a sindrome do choque
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toxico, devido as semelhangas existentes.(88) A SIM-P costuma acometer criangas
maiores de 5 anos de idade e a hipétese de uma possivel associagdo temporal com a
infecgdo pelo SARS-CoV-2 foi aventada, visto que as criangas afetadas testaram
positivas para o virus. O inicio dos sintomas tem sido relatado entre quatro e seis
semanas apos diagnostico de COVID-19. A OMS define caso de SIM-P associada a
COVID-19 como um quadro febril, com aumento dos marcadores inflamatérios por trés
ou mais dias, associado com diagnoéstico prévio de COVID-19 ou contato com casos
confirmados, acompanhados de duas das seguintes manifestagdes, excluidas outras
causas infecciosas para o quadro inflamatdrios: i) erupgao cutanea ou conjuntivite ndo
purulenta bilateral ou sinais de inflamagdo mucocutanea (oral, maos ou pés); ii)
hipotensao ou choque,; iii) caracteristicas de disfungao miocardica, pericardite, valvulite
ou anormalidades coronarias (incluindo achados de ecocardiograma ou troponina
elevada ou peptideo natriurético N- terminal pro tipo B); iv) evidéncia de coagulopatia
(tempo de protrombina elevado, tempo de tromboplastina parcial e dimeros D elevados),
e; v) problemas gastrointestinais agudos (diarreia, vdmito ou dor abdominal).(87)

Estudos prévios revelam que o estresse de longa duracdo, como nos casos de
pré-eclampsia, leva a um aumento significativo do nivel de 17-OH-progesterona em
prematuros. Dessa forma, o nivel pds-natal de 17-OH-progesterona pode ser
considerado uma medida da gravidade do estresse intrauterino e pode ser usado como
um indicador individualizado para cuidados intensivos precoces.(89) Existem dados que
sugerem risco de envolvimento adrenal em adultos com COVID-19. Foi observado que
adultos gravemente doentes com doenga COVID-19 apresentavam niveis de cortisol
mais elevados do que aqueles sem COVID-19. O envolvimento adrenal também foi
demonstrado por tomografia computadorizada (com infarto adrenal agudo). Embora as
criancas possam, teoricamente, estar em risco de desenvolver doencas das glandulas
adrenais quando infectadas pelo SARS-CoV-2, ndo ha relatos dessa situagéo nos casos
de COVID-19 e SIM-P. (90,91)

A prevaléncia e fatores de risco para sequelas p6s-COVID-19 em criangas ainda
nao apresentam dados consistentes na literatura atual. A prevaléncia de sequelas poés-
COVID-19 em criangas € altamente variavel entre os estudos, os sintomas de humor,
fadiga, tosse, dispneia e problemas de sono s&o os mais comuns. A maioria dos estudos
nao consegue estabelecer uma relagao causal entre as sequelas devido a falta de um
grupo controle. Além disso, é dificil diferenciar se os sintomas neuropsiquiatricos em
criangas apos a infecgdo pelo SARS-CoV-2 se devem ao virus ou ao resultado de

confinamentos e restricdes sociais impostos pela pandemia. (92)
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1.8. Hipotese do Estudo

Frente aos dados atuais da literatura médica, a hipotese deste estudo € de que a
COVID-19 altera o perfil de mediadores inflamatérios de mulheres gravidas infectadas
nos diferentes trimestres gestacionais e de que essa infecgdo pode acarretar desfechos

neonatais negativos.

1.9. Justificativa do Estudo

A infeccao pelo SARS-CoV-2 durante a gestacdo abre um espectro de
possibilidades de pesquisa quanto aos efeitos na saude das gestantes e dos recém-
nascidos e seu impacto ao longo da vida. A descricdo do perfil dos mediadores
inflamatorios durante a gestacao (na fisiologia e na infecgao por SARS-CoV-2), das
consequéncias da infecgdo nos desfechos neonatais e da investigagao dos mecanismos
subjacentes podem contribuir a um melhor entendimento da doenga e propiciar
evidéncias para o melhor cuidado e tratamento da diade mée-filho, baseados em
achados cientificos. Além disso, diante de uma pandemia que paralisou a economia
mundial, é ainda perceptivel o anseio de pesquisadores e toda a populagdo em um
processo de cooperagdo mutua na busca de respostas a essas questdes, cujos detalhes
do impacto na saude populacional ainda estdo sendo construidos e serdo melhor

conhecidos ao longo dos proximos anos.
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OBJETIVOS

2.1.Objetivo primario

Descrever as mudangas na resposta imune de gestantes infectadas pelo SARS-

CoV-2 em diferentes trimestres da gestagéo e correlaciona-las com desfechos clinicos

e antropométricos dos seus recém-nascidos e ao longo do primeiro ano de vida.

2.2, Objetivos secundarios

Descrever o perfil fisioldgico de mudangas nas concentragbes séricas de
mediadores inflamatdrios soluveis ao longo da gestagéo saudavel.

Comparar o panorama de mediadores inflamatérios soluveis de mulheres
infectadas pelo SARS-CoV-2 durante a gestagédo com o panorama de um grupo de
gestantes saudaveis obtido no periodo pré-pandémico, de acordo com o trimestre
de infecgéo.

Descrever desfechos clinicos e antropométricos neonatais e no primeiro ano de
vida em filhos de mulheres infectadas pelo SARS-CoV-2 durante a gestagao, de
acordo com o trimestre de infecgdo e com a gravidade da infecgéo.

Descrever as concentragdes sericas de 17-hidroxi-progesterona neonatal, como
marcador bioquimico de estresse, em filhos de maes que tiveram COVID-19

durante a gestagao e compara-las de acordo com o trimestre de infecgao.
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3. METODOLOGIA

3.1. Aspectos Gerais

Este estudo observacional prospectivo foi conduzido no Distrito Federal entre julho
de 2020 e dezembro de 2021, durante a pandemia de COVID-19 e no periodo de
circulagao das cepas SARS-CoV-2 B.1.1.28 e B.1.1.33. Faz parte de uma pesquisa mais
ampla denominada PROUDEST (Pregnancy Outcome and Child Development — Effects
of SARS-CoV-2 Infection Trial)(93). Além deste estudo, o PROUDEST engloba:

I.  analises de desfechos clinicos de gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2;

II.  estudo de mediadores inflamatdrios soluveis em materiais biolégicos coletados
no momento do parto como sangue periférico materno, liquor materno, sangue
de cordao umbilical e placenta;

lll.  estudo longitudinal de desfechos relacionados ao neurodesenvolvimento dos
filhos de mulheres infectadas pelo SARS-CoV-2 durante a gestagéo;

IV.  estudo de neuroimagem de recém-nascidos filhos de mulheres infectadas pelo
SARS-CoV-2 durante a gestagao;

V. estudo do olfato de recém-nascidos filhos de mulheres infectadas pelo SARS-
CoV-2 durante a gestagao;

VI.  avaliagéo oftalmoldgica de recém-nascidos filhos de mulheres infectadas pelo
SARS-CoV-2 durante a gestagao;

VIl.  avaliagao oftalmoldgica de recém-nascidos filhos de mulheres infectadas pelo
SARS-CoV-2 durante a gestagao e

VIIl.  avaliagdo de saude mental materna durante a pandemia de COVID-19.

O presente estudo foi desenvolvido em duas fases. Na primeira fase foram
analisados os mediadores inflamatdrios soluveis em gestantes infectadas pelo SARS-
CoV-2 de acordo com o trimestre de infecgao. Estes resultados foram comparados com
dados de gestantes saudaveis em todos os trimestres gestacionais, cujo material
bioldgico foi colhido no periodo pré-pandémico armazenados no biorrepositério mantido
no Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores, Instituto René Rachou, Fundagao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-Minas), na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais (65).

Na segunda fase do estudo foram analisados os desfechos clinicos e
antropométricos, desde o nascimento até os 12 meses de idade, dos filhos de mulheres
infectadas pelo SARS-CoV-2 na gestagdo, em uma amostra populacional do Distrito

Federal, também de acordo com o trimestre de gestagao em que ocorreu a infecgao.
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3.2.Primeira fase do estudo
3.2.1. Populagao estudada

Na primeira fase, um total de 141 participantes foram inscritas como amostra nao
probabilistica de conveniéncia, incluindo mulheres gravidas com infecgéao
convalescente por SARS-CoV-2 (COVID, n = 89) em 3 a 20 semanas apos o inicio dos
sintomas durante o periodo gestacional (1°, 2° e 3° trimestres). Nessa fase, foi estudado
também um grupo controle (GC, n=51) saudavel composto por gestantes nao infectadas
cujos materiais biolégicos para dosagem dos mediadores inflamatorios foram coletados
e armazenados em um biorrepositério no periodo pré-pandémico. Esses dois grupos
foram pareados por idade gestacional. As gestantes do grupo COVID-19 foram
recrutadas em dois hospitais publicos do Distrito Federal — Hospital Universitario de
Brasilia (HUB) e Hospital Regional da Asa Norte (HRAN). A escolha dos hospitais foi
nao aleatdria, realizada por conveniéncia. O HRAN foi caraterizado pela Secretaria de
Estado da Saude do DF no inicio da pandemia como o hospital de referéncia para
gestantes com COVID-19 e o HUB corresponde ao campo de atuagao dos profissionais
envolvidos no Estudo PROUDEST. As gestantes com diagnostico de COVID-19,
inicialmente acompanhadas no Setor de Ginecologia e Obstetricia do HUB foram
encaminhadas para continuar o seguimento no HRAN, uma vez que o HUB ficou
caraterizado como servigo de suporte as gestantes sem COVID-19.

As participantes foram convidadas a integrar o estudo, o qual foi explicado em seus
detalhes, e as que aceitaram assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), conforme apresentado no Apéndice 1.

O grupo COVID compreendeu gestantes de 18 a 44 anos de idade, com mediana
de idade de 31 anos. Esse grupo foi ainda categorizado em subgrupos de acordo com
o trimestre gestacional, denominados: 1° (n=7), 2° (n=34) e 3° (n=48). O diagndstico de
COVID-19 foi confirmado por um teste RT-PCR positivo documentado, apds coleta de
material com um swab nasofaringeo ou por um teste rapido (Biomanguinhos, FIOCRUZ,
Brasil) para IgM ou IgG durante a gravidez. Foram excluidas as gestantes com
condigbes que poderiam interferir na analise do estudo, como suspeita ou confirmagao
de outras infecgbes congénitas (como toxoplasmose, sifilis, rubéola, herpes,
citomegalovirus, chagas e zika) e usuarias de alcool e tabaco durante a gravidez.

A caraterizagdo do GC também envolveu amostragem n&o probabilistica por
conveniéncia, mas a partir de um biorrepositério mantido no Grupo Integrado de
Pesquisas em Biomarcadores, Instituto René Rachou, Fundagdo Oswaldo Cruz

(FIOCRUZ-Minas), na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais. O GC foi composto por
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gestantes, com idade entre 18 e 42 anos, com mediana de 28 anos. O GC foi ainda
categorizado em subgrupos de acordo com o trimestre gestacional, denominados: 1°
(n=21), 2° (n=10) e 3’ (n=21). Deste grupo também foram excluidas gestantes com
suspeita ou confirmagéao de outras infecgdes congénitas (como toxoplasmose, sifilis,
rubéola, herpes, citomegalovirus, chagas e zika), além de usuarias de alcool e tabaco

durante a gravidez.
3.2.2. Amostras bioldégicas

Amostras de sangue total (10 mL) foram coletadas através de pungéo venosa da
veia cefédlica ou basilica do antebragco de cada participante em tubos a vacuo sem
anticoagulante no momento da inclusdo no estudo. As amostras de soro foram obtidas
por centrifugagao (1400 xg, 10 min, 4 °C) das amostras originais dentro de até seis horas
apos a coleta de sangue. As amostras de soro foram aliquotadas e armazenadas a uma
temperatura de -80°C no freezer especialmente disponibilizado para essa pesquisa no
Hospital Universitario de Brasilia (HUB), até a quantificagdo dos mediadores

inflamatorios solliveis séricos.

3.2.3. Quantificagao de mediadores inflamatérios soluveis no soro

Os mediadores inflamatoérios soluveis no soro foram quantificados por um ensaio
multiplex de microbeads Luminex de alto rendimento (Bio-Plex Pro™ Human Cytokine
27-plex Assay, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) no laboratério da FIOCRUZ-
Minas em Belo Horizonte (MG). As instru¢cdes do fabricante foram seguidas para
determinar as concentragbes de quimiocinas (CXCL8; CCL11; CCL3; CCL4; CCL2;
CCL5; CXCL10), citocinas proé-inflamatérias (IL-1B; IL-6; TNF-a; IL-12; IFN-y; IL-15; IL-
17), citocinas regulatdrias (IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13) e fatores de crescimento
(FGF-basic; VEGF; PDGF; G-CSF; GM-CSF; IL-2; IL-7). Os ensaios foram conduzidos
em lotes paralelos por um técnico treinado no servico de citometria de fluxo da
FIOCRUZ-Minas. A aliquota utilizada nas analises foi de 50 uL por amostra. As
concentragdes de mediadores inflamatérios soluveis séricos (pg/mL) foram obtidas de
acordo com uma curva logistica de cinco paradmetros ajustados por regressao de curvas
padrao.

A tecnologia Luminex usa um sinal digital capaz de classificar os ensaios
baseados em esferas (pontos de concentragdo — beads) coradas com diferentes
proporcdes de fluoroforos vermelhos e préoximos ao infravermelho. Essas proporgdes
definem o “enderecgo espectral’ para cada populagao de esferas. Conjuntos de esferas

individuais sdo revestidos com um anticorpo de captura qualificado para um analito
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especifico. O analito capturado de uma amostra é detectado usando um anticorpo
biotinilado especifico do analito que se liga ao epitopo apropriado do analito imobilizado,
mais R-ficoeritrina conjugada com estreptavidina (©-RPE). O Luminex-100 faz a leitura
das amostras através um sistema de deteccao de sinal fluorescente de trés cores. Duas
cores classificam a microesfera e sua terceira cor permite a mensuracao da intensidade
de fluorescéncia. As esferas servem para detecgdo e quantificagdo simultdnea de
multiplos analitos em uUnica solugdo, garantindo alto rendimento ou economia de
amostra. Esse método reduz significativamente o tempo e volume da amostra e analisa
simultaneamente varias amostras e com varios parametros em comparacédo com outros
métodos. Os resultados obtidos por meio desta técnica sdo mais precisos, uma vez que
sao resultados da média do numero de beads adquiridos, cada um funcionando como

sua propria replicata (Figura 13). (94,95)

Figura 13: Visdo geral do processo de detec¢ao do imunoensaio Luminex.
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Adaptado de: https://www.thermofisher.com/blog/behindthebench/luminex-bead-based-immunoassays-
drive-immunoassays-towards-higher-content-biomarker-discovery/
(Acessado em 26 de setembro de 2023)

3.2.4. Analise estatistica

A estatistica descritiva foi realizada com o auxilio do programa de computador Prism
8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, EUA). A normalidade dos dados foi avaliada por
meio do teste de Shapiro-Wilk. Considerando a distribuicdo nao paramétrica de todos

os conjuntos de dados nesta primeira fase do estudo, as variaveis foram descritas em
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medianas (e respectivos intervalos interquartis) e as comparagdes multiplas entre os
subgrupos GC e COVID foram realizadas usando o teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis, seguido do pos-teste de Dunn. Além disso, a analise comparativa entre GC e
COVID em trimestres correspondentes foi realizada usando o teste de comparagao
entre medianas de Mann-Whitney. Em todos os casos, a significancia estatistica foi
considerada para p<0,05.

As assinaturas de mediadores inflamatdrios séricos soluveis foram calculadas como
a proporgao (%) de gestantes com niveis séricos acima dos valores de referéncia (cut-
off) definidos como a mediana do Z-escore de cada mediador inflamatério soluvel
detectado para todas as amostras do grupo controles saudavel (GC) ao longo do 1°, 2°
e 3" trimestres (CXCL8=-0,3; CCL11=-0,3; CCL3=-0,3; CCL4=-0,3; CCL2=-0,4; CCL5=-
0,2; CXCL10=-0,2; IL-1p=-0,3 ; IL-6=-0,3; TNF-0=-0,3; IL-12=-0,3; IFN-y=-0,4; IL-15=-
0,5; IL-17=-0,4; IL-1Ra=-0,4; IL-4=-0,3; IL-5=-0,2; IL-9=-0,2; IL-10=-0,2; IL-13=-0,4;
FGF-basic=-0,5; PDGF=-0,4; VEGF=-0,4; G -CSF=-0,2; GM-CSF=-0,4; IL-2=-0,4; IL-7=-
0,3).

Além disso, as assinaturas correspondentes ao trimestre foram reunidas
considerando os valores de referéncia (cut-off) definidos como a mediana do Z-escore
de cada mediador inflamatdrio soluvel detectado para os subgrupos do grupo controle
(GC) no 1° trimestre: (CXCL8=0,2; CCL11=0,1; CCL3=0; CCL4=-0,6; CCL2=0,4;
CCL5=-0,2; CXCL10=-0,7; IL1B =-0,2; IL-6=1,6; TNF-a =-0,1; IL-12=-0,2; IFN- y=0,1;
IL-15=-0,5; IL-17=0,1; IL-1Ra=0,1; IL-4=-0,5; IL-5=-0,1; IL-9=0,5; IL-10=-0,2; IL-13=0,2;
FGF-basic=0,3; PDGF=0,2; VEGF=0,1; G-CSF=-0,2; GM-CSF=0,1; IL-2=-0,4; IL-7=-
0,2); 2° trimestre: (CXCL8=-0,3; CCL11=-0,2; CCL3=-0,3; CCL4=-0,2; CCL2=-0,5;
CCL5=-0,1; CXCL10=-0,6; IL1B =-0,3; IL-6=-0,4; TNF-a =-0,3; IL-12=-0,3; IFN-y=-0,4;
IL-15=0,2; IL-17=-0,2; IL-1Ra=-0,5; IL-4=0,2; IL-5 =-0,2; IL-9=-0,6; IL-10=-0,2; IL-13=-
0,4; FGF-basic=-0,6; PDGF=-0,6; VEGF=-0,2; G-CSF=-0,1; GM-CSF=-0,6; IL-2=-0,1;
IL-7=-0,2) e 3° trimestre: (CXCL8=-0,4; CCL11=-0,4; CCL3=-0,3; CCL4=0,3; CCL2=-0,5;
CCL5 =0,1; CXCL10=0,6; IL1B =-0,4; IL-6=-0,3; TNF-a =-0,3; IL-12=-0,3; IFN-y =-0,4;
IL-15=-0,5; IL-17=-0,4; IL-1Ra=-0,6; IL-4=-0,3; IL-5=-0,2; IL-9=-0,8; I1L-10=-0,3; IL-13=-
0,4; FGF-basic=-0,6; PDGF=-0,7; VEGF=-0,4; G-CSF=-0,2; GM-CSF=-0,7; IL-2=-0,5;
IL-7=-0,3). Os mediadores inflamatorios sollveis séricos que apresentaram proporgao
acima de 50% em gestantes foram incluidos no conjunto de biomarcadores com niveis
aumentados.

As construgdes dos mapas de calor (heat maps) foram elaboradas usando
formatagéo condicional no Microsoft Excel® para ilustrar o perfil geral das assinaturas
de mediadores inflamatdrios soluveis séricos dos subgrupos COVID e GC ao longo dos

trimestres de gravidez. A razdo entre a propor¢ao de gestantes com niveis séricos acima
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dos valores de referéncia no grupo COVID em relagéo ao GC (%COVID/%GC) também
foi avaliada por analise comparativa.

As redes de mediadores séricos soluveis foram construidas com base na analise de
correlagdes (testes de Pearson e Spearman) entre pares de mediadores inflamatdrios
séricos soluveis. Apenas correlagdes fortes significativas (p<0,05 e escores “r’ 2 0,67|)
foram empregadas para construir as redes abrangentes. O software de cédigo aberto
Cytoscape (disponivel em https://cytoscape.org) foi usado para criar layouts de rede de
cluster compreendendo as quatro categorias de mediadores soluveis sérico— -
quimiocinas, citocinas proé-inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento.
A analise descritiva das redes de mediadores soluveis séricos foi realizada
considerando o numero ascendente de correlagdes fortes para identificar o conjunto de
biomarcadores com cinco ou mais correlagdes fortes (= 5). A analise do Diagrama de
Venn (disponivel em (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) foi realizada
para avaliar os mediadores inflamatorios sollveis séricos preservados (comuns),
perdidos ou adquiridos (seletivos) com cinco ou mais correlagdes fortes nos subgrupos

COVID em comparagao com GC correspondente ao trimestre.

3.3.Segunda fase do estudo
3.3.1. Desenho do estudo

Na segunda fase do estudo foi realizada uma analise longitudinal, prospectiva,
comparativa e analitica referente ao seguimento de recém-nascidos filhos de mulheres

expostas a infec¢ao pelo SARS-CoV-2 durante a gestagéo.
3.3.2. Calculo amostral

Nao havia dados precisos sobre a prevaléncia da infeccdo por SARS-CoV-2 entre
mulheres gravidas no Brasil na época do inicio do estudo, mas relatorios internacionais
estimavam que até 15,3% de todas as gestagdes haviam sido expostas (96). Dados da
fase inicial do estudo indicavam uma taxa de natalidade de 44.195 recém-nascidos por
ano no Distrito Federal (97). Assim, considerando-se uma populagao “infinita” (> 20.000
mulheres gravidas) e assumindo uma prevaléncia de 15% de gestagbes expostas ao
SARS-CoV-2, um nivel de confianga de 95% e margem de erro de 5%, o tamanho
minimo para uma amostra aleatéria amostra de mulheres expostas seria de 195,
gerando um numero esperado semelhante para as criangas expostas. Ao definirmos
uma taxa de abandono esperada para o acompanhamento das criangas em até 20%, o

numero necessario de maes expostas aumentaria para 234.



37

3.3.3. Periodo e local do estudo

O estudo foi realizado no periodo de junho de 2020 e a dezembro de 2021 na
cidade de Brasilia — DF, com gestantes acompanhadas no Hospital Universitario de
Brasilia (HUB) e no Hospital Regional da Asa Norte (HRAN).

3.3.4. Composigao da Amostra

Um total de 262 recém-nascidos de gestantes que tiveram infecgao por SARS-
CoV-2 com inicio dos sintomas durante o periodo gestacional foram incluidos. Os
recém-nascidos foram divididos em trés grupos de acordo com o trimestre em que
ocorreu a infecgdo materna, a saber: 1° trimestre (n=58), 2° trimestre (n=80) e 3°
trimestre (n=124). A divisdo de grupos por trimestre de infecgéo teve como objetivo
manter o mesmo padrao de populagao da primeira fase do estudo.

A participagdo do RN no estudo estava vinculada ao aceite de sua mée ou de
seus pais, apos explicagcao do estudo e assinatura do TCLE especifico para essa fase
(Apéndice 1).

a) Critérios de Incluséo

I.  Recém-nascidos expostos: comprovacao de infec¢ao materna pelo
SARS-CoV-2 durante a gestagdao. O diagnéstico de COVID-19
materno foi confirmado por um teste RT-PCR positivo documentado
usando um swab nasofaringeo ou teste rapido (Biomanguinhos,
FIOCRUZ, Brasil) para IgM ou IgG durante a gravidez.

II.  N&ao apresentar sindromes genéticas ou confirmagao/suspeita de
infecgbes congénitas.

lll.  Dados completos nos prontuarios.

b) Critérios de Excluséo:
I.  impossibilidade e acompanhamento sequencial até os 12 meses de
vida, diagndstico de sindromes genéticas ou de infecgbes congénitas

posteriores ao inicio do estudo.

3.3.5. Procedimentos Operacionais

As maes foram classificadas de acordo com a gravidade da infecgao por SARS-
Cov-2 na gestacgao. Os critérios de gravidade materna da doenga adotados neste estudo
foram aqueles definidos pelo National Institutes of Health (NIH), atualizados em 21 de
abril de 2021. As classificagdes sado as seguintes: 1) Doenga Ndo Grave: auséncia de

critérios que definem a COVID-19 como grave ou critica. 2) Doenga grave: saturagao
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de oxigénio menor que 90% em ar ambiente, sinais de taquipneia de insuficiéncia
respiratoria grave, com uso de musculatura acessoéria e incapacidade de completar
frases. 3) Doenga Critica: Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), sepse,
choque séptico, uso de ventilagdo mecénica (invasiva ou néo invasiva) e uso de drogas
vasoativas (98).

Ao nascimento, os recém-nascidos (RN) foram classificados de acordo com a
idade gestacional em 1) prematuros: RN menores que 37 semanas de idade gestacional
ao nascimento; 2) termo: RN com idade gestacional ao nascimento entre 37 semanas e
41 semanas e 6 dias; 3) pés-termo: RN com idade gestacional ao nascimento maior que
41 semanas e 6 dias. Apos os cuidados iniciais de rotina, foram averiguadas medidas
antropomeétricas dos recém-nascidos e calculados Z-escore para peso, comprimento e
perimetro cefalico de acordo com a curva Intergowth-21. Os RN foram classificados em:
1) adequados para a idade gestacional (AlG), quando o peso estava entre o percentil
10 e 90 da curva; 2) grande para a idade gestacional (GIG), quando o peso estava acima
do percentil 90 da curva e 3) pequeno para a idade gestacional (PIG), quando o peso
estava abaixo do percentil 10 da curva.(99).

A necessidade de internacdo em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN),
necessidade de fototerapia durante a internagao, tipo de aleitamento na alta, Apgar de
1° e 5° minutos e tempo de permanéncia hospitalar também foram analisados. O teste
de triagem neonatal foi coletado ap6s 48 horas de vida, conforme a rotina, e a dosagem
de 17-hidroxi-progesterona (17-OH-Progesterona) foi obtida posteriormente na base de
dados de resgate dos resultados do Programa de Triagem Neonatal do Distrito Federal
(PTN-DF).

Apb6s o nascimento, estes recém-nascidos foram encaminhados ao ambulatério
de seguimento pediatrico aos filhos de gestantes com diagndstico de COVID-19 durante
a gestagdo, realizado no Hospital Universitario de Brasilia (HUB), para
acompanhamento clinico. As consultas foram programadas para até 15 dias de vida, 1,
2,3,4,6,9 e 12 meses de vida. Os dados antropométricos (peso, comprimento e
perimetro cefalico) do nascimento, 1 més, 6 meses e 12 meses de vida foram
catalogados para uma avaliagao longitudinal de acordo com a curva Intergrowth-21. Os
dados referentes a consulta de 1 més foram considerados validos quando a consulta foi
realizada entre 28 e 40 dias de vida; para a consulta de 6 meses foram considerados
validos quando a consulta foi realizada com 6 meses até 6 meses e 15 dias e para as
consultas de 12 meses foram considerados validos até 12 meses e 15 dias. (Apéndice
2e3).
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Os instrumentos de mensuragao utilizados foram uma balanga da marca Filizola,
modelo BP BABY, n° 267, com divisdes de 5g; um estadidmetro artesanal (de madeira)

de mesa com divisdo em centimetros e uma fita métrica com divisdo em centimetros.

3.3.6. Analise estatistica

As caracteristicas analisadas ao nascimento expressas em frequéncia foram
comparadas utilizando-se o teste de Qui-quadrado e aquelas expressas em média
foram comparadas empregando-se analise de variancia ou teste de Kruskal-Wallis. Nos
casos, em que as associacbes entre as variaveis qualitativas se mostraram
significativas, uma analise de residuo padronizada foi empregada para se determinar
em que sentido se apresentava a associagao entre as variaveis. Residuos padronizados
maiores que dois, em moédulo, indicam significancia estatistica. No caso, em que o teste
ANOVA ou Kruskal-Wallis foi significativo comparagdes multiplas foram empregadas
pelo teste de Bonferroni ou Dwass, Steel, Critchlow-Fligne (DSCF). Considerou-se
significativo p < 0,05. As analises foram realizadas empregando-se SAS 9.4

As avaliagbes longitudinais entre os grupos foram testadas empregando-se
modelos lineares de efeitos mistos com estrutura de covariancias autorregressiva de 12
ordem com ajustamento pelos valores do nascimento. A equag&do do modelo seguiu a
forma padrao de um experimento fatorial com os efeitos principais de grupo e tempo e
com a interagao de grupo com tempo. O foco principal da analise foi a mudanga dos
valores de Z-escore no primeiro, sexto e décimo segundo més em relacdo ao
nascimento. Quando a interagdo entre grupo e tempo foi menor que 0,05, corregéo de
Bonferroni foi utilizada para se ajustar as comparagdes entre os trés grupos.

Considerou-se significativo valor de p < 0,05. Empregou-se o programa SAS 9.4.

3.4. Aspectos éticos

Todos os participantes do estudo, nas duas fases, forneceram consentimento
informado por escrito antes da inclusdo de acordo com a Declaragdo de Helsinque e
Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Brasil para pesquisa
envolvendo seres humanos. Este estudo foi registrado na Plataforma do Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC, RBR-65qxs2) e aprovado pela Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa do Brasil (CONEP, CAAE 32359620.0.0000.5558).
(Anexo 1)
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4. RESULTADOS

Os resultados desta tese estao apresentados em 7 topicos.

4.1. Anadlise descritiva da populagao de gestantes da primeira fase do
estudo

Na primeira fase do estudo, a maioria das gestantes do grupo COVID (97%, 86 de
89) apresentou a forma nao grave da doenga. Os sintomas mais comuns foram: anosmia
(68%), coriza e/ou congestdao nasal (68%), cefaleia (67%), ageusia (63%), mialgia
(57%), tosse (43%), febre (43%), dispneia (31%), dor de garganta (31%), astenia (22%),
diarreia (17%), nauseas e vomitos (11%), dor nas articulagbes (5%), tontura (4%) e
doencas de pele (2%).

A infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez foi associada a importantes
desfechos maternos e neonatais adversos, incluindo, em ordem de frequéncia, diabetes
mellitus gestacional (37%), indice de Apgar no primeiro minuto < 7 (22%), hipertensao
arterial sistémica materna (18%), restricao do crescimento fetal (11%), trabalho de parto
prematuro (11%), sofrimento fetal agudo (8%), Apgar no quinto minuto <7 (5%) e pré-
eclampsia (3%). (

Tabela 2). A obesidade foi caracterizada a partir das tabelas de indice de massa

corporal especifica para gestagao.

Tabela 2 — Caracteristicas da populagao do estudo

GRUPOS
Caracieristicas Grupo Controle — GC COVID-19 - COVID
(n=52) (n=89)

Idade, mediana (min-max) 28 (18-42) 31 (18-44)
Historico Obstétrico

Gestagoes Anteriores, mediana (min-max) 0% (0) 2 (0-6)

Abortos, mediana (min-max) 0% (0) 0 (0-2)

Complicacoes® % (n) 0% (0) 24% (21)
Estudo Atual

Obesidade % (n) 0% (0) 11% (10)

HAS % (n) 0% (0) 18% (16)

Diabetes % (n) 0% (0) 37% (33)

Pré-eclampsia % (n) 0% (0) 3% (3)

HAS = hipertensao arterial sistémica. *Obesidade, HAS, diabetes, pré-eclampsia.
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4.2.Panorama geral dos mediadores inflamatérios soluveis séricos na
COVID-19 convalescente em diferentes trimestres de gravidez
Os niveis de quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores
de crescimento foram medidos em amostras de soro de mulheres gravidas com COVID-
19 convalescente em 3 a 20 semanas apds o inicio dos sintomas (COVID) e comparados
aqueles detectados em correspondéncia de trimestres em gestantes ndo infectadas pré-

pandémicas como controle saudavel (GC). Os resultados sdo apresentados na Figura 14 ¢



Figura 15.
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Figura 14: Quimiocinas e citocinas pré-inflamatorias séricas em pacientes convalescentes

com COVID-19 em diferentes trimestres de gravidez.

Mediadores soluveis séricos em gestantes convalescentes de COVID-19 em diferentes trimestres da gravidez
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Figura 15: Citocinas reguladoras séricas e fatores de crescimento em pacientes

convalescentes com COVID-19 em diferentes trimestres de gravidez.
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A Figura 14 ilustra os niveis de: (A) quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4,
CCL2, CCL5, CXCL10) e (B) citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-
yelL-17). A
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Figura 15 ilustra os niveis de: (A) citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9,
IL-10, IL-13) e (B) fatores de crescimento (FGF-basic, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF,
IL-2, IL-7). Todos os mediadores soluveis citados foram medidos em amostras de soro
de mulheres gravidas com COVID-19 convalescente em 3-20 semanas apos o inicio
dos sintomas (COVID, n = 89) e em mulheres gravidas nao infectadas pré-pandémicas
como um controle saudavel (GC, n=52). Os grupos GC e COVID foram posteriormente
categorizados em subgrupos de acordo com o trimestre da gravidez, referidos como:
GC 1° (=, n=21), GC 2° (zm, n=10), GC 3° (mm, n=21), e COVID 1° (=, n=7), COVID 2°
(z=m, n=34), COVID 3° (mm, n=48). As medi¢bes foram feitas por matriz de esferas
multiplex de alto rendimento, conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados
sao apresentados em graficos de barras de valores medianos e intervalos interquartis
para o escore-Z de concentragdo sérica (pg/mL). A analise comparativa multipla foi
realizada por Kruskal-Wallis, seguida pelo pos-teste de Dunn e comparagbes entre
COVID-19 e GC em trimestres de gravidez correspondentes avaliados pelo teste de
Mann-Whitney. Em todos os casos, foi considerada significancia para valores de p<0,05.
As diferengas intragrupo foram destacadas pelas letras “a”, “b” e “c” para comparagdes
com o 1°, 2° e 3° trimestres, respectivamente. As diferengas intergrupos em trimestres

de gravidez coincidentes foram destacadas indicadas por um asterisco (*).

As gestantes saudaveis apresentaram diminuicdo progressiva da maioria dos
mediadores séricos soluveis no 2° e 3° trimestre de gestagao, incluindo quimiocinas
(CXCL8, CCL11, CCL3 e CCL2); citocinas pro-inflamatdrias (IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-12,
IFN-y e IL-17); citocinas regulatdrias (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13) e fatores de
crescimento (FGF-basic, VEGF, PDGF, GM-CSF e IL-7). Por outro lado, aumentos
progressivos em CCL4, CCL5, CXCL10 e G-CSF foram observados no grupo HC (?
GC). Nenhuma diferenga foi observada no grupo GC para IL-15 e IL-2 (Figuras 14 e
15).

De uma maneira geral, os niveis mais altos dos mediadores inflamatoérios
soluveis foram observados em mulheres gravidas convalescentes com COVID-19 em
comparagdo com controles saudaveis, especialmente no 2° e 3° trimestres, incluindo
niveis mais altos de CXCL8; CCL11; CCL2; CCL3; IL-1B; IL-6 TNF-a; IL-12; IFN-y; IL-
17; IL-1Ra; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13; FGF-basic; VEGF e GM-CSF. Por outro lado, niveis
mais baixos de CCL4, CCL5, CXCL10, G-CSF e IL-7 foram observados no 2° e 3°

trimestres no grupo COVID em comparagao com o grupo GC (Figura 14 e
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Figura 15).

Analises adicionais entre os subgrupos de COVID ao longo dos trimestres da
gravidez demonstraram um perfil invertido de CCL3, IL-1Ra e FGF-basic para niveis

mais elevados no 3° trimestre (Figura 14 e
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Figura 15)

A Figura 16 resume as principais alteracdes observadas nos mediadores
inflamatorios soluveis séricos ao longo dos trimestres da gravidez saudavel e
convalescente de COVID-19.

Figura 16: Resumo das principais alteragcoes nos mediadores solluveis séricos em
pacientes do grupo controle e do grupo convalescentes com COVID-19 em
diferentes trimestres de gravidez.

Resumo das principais mudangas dos mediadores soltveis no soro ao longo dos trimestres de gravidez saudavel e
COVID-19 convalescente
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Na Figura 16, as diferencas significativas intragrupo foram sublinhadas por setas
verdes e laranja, indicando diminuigao ( @; , setas vazias) ou aumento ( f; , setas
cheias) para comparagdes entre 2° vs 1°, 3° vs 1° e 3° vs 2°. Diferengas significativas
entre grupos em trimestres de gravidez correspondentes foram identificadas por setas
pretas, indicando diminuigao ( Uv) ou aumento ( f) para comparagdes em 1°,2° e 3’

trimestres.

4.3. Assinaturas de mediadores solluveis séricos em pacientes
convalescentes com COVID-19 em diferentes trimestres de
gravidez

As assinaturas de mediadores sollUveis séricos foram reunidas como a
porcentagem de gestantes com niveis séricos acima dos valores de referéncia definidos
como o Z-escore mediano de cada mediador inflamatério sollvel detectado em todos

os controles saudaveis ao longo da gravidez. Os resultados sao apresentados na



Figura 17.
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Figura 17: Assinaturas de mediadores sollveis séricos em pacientes do grupo controle e
do grupo de convalescentes com COVID-19 em diferentes trimestres de gravidez.

Padrdes de Mediadores Soltveis no Soro em Pacientes Convalescentes da COVID-19 em Trimestres Distintos da Gravidez
GC COVID-19

Proporgao (%) de Mulheres Gravidas Acima dos Valores de Referéncia (Mediana
do Escore Z de todas as Medidas do GC e COVID 19 nos 12, 22 e 32 Trimestres)

[—]

B

=]

[ —]

=

—

—]

[—]

==

[—]

[—]

I
FGF-basic
PDGF
VEGF
G-CSF
GM-CSF
IL-2
IL-7

FGF-basic
[GM-CSF
2
&

IL-12
IFN-y
IL-15

GC

COovID-19

Chave de Cores
Proporgao de Mulheres Gr:

o
° 9 w
L - © S o w @
< 35233988 eqedgsesr L3098 f8E8IG.
- 583888853 2 2 E 2 & 4 2 4 2 J 2 a3 P 2 Y 63 2 2
Q
o} a & 5
®|
S
"33.29 ® ¢ & ¢ O & ¢ ¢ ® 0 ¢ ©® ¢ o ® ¢ @ ¢ ¢ O ® © &6 o @ & ¢
=]
HEIEX X R EEBE XX XX EEXE B XXX XX I XX XX,
o
?_E— 12 2x 0.8x 0.2 2« Ix 6 1 05« 1x 1 Ik L Ic 2 0.5x 1x 09x 05x 0.9x 1, 0.3x 0.2x 1x 0.1 09x 1, 2
22 2x 06x 2« 1, 2x 0.6x 1x 07x 3x 2 Ic 3x 09 2 09x 09x 3x 2 L 2, 1, 2« 0.9x 0.4x 3x 0.8« 0.5
3¢ 3x 35 4y 0.6x 7x 0.6x 0.6x 4 2 7, 2 4 x4 5, Ic 3 Ix 2 4, 15 3x 2x 05x 9% 2 2

Na figura 17, as assinaturas de quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4,
CCL2, CCL5 e CXCL10), citocinas pré-inflamatérias (IL-18, IL- 6 , TNF-a , IL-12, IFN-y,
IL-15 e IL-17), citocinas regulatérias (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13) e fatores de
crescimento (FGF-basic, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7) foram reunidos
para mulheres gravidas com COVID-19 convalescente em 3-20 semanas apos o inicio
dos sintomas (COVID, n = 89) e para gravidas néo infectadas pré-pandémicas como
controle saudavel (GC, n=52). Os grupos GC e COVID foram posteriormente
categorizados em subgrupos de acordo com o trimestre da gravidez, referidos como:
GC 1° (= n=21), GC 2° (zm n=10), GC 3° (m n=21) e COVID 1° (= n=7), COVID 2° (
= n=34), COVID 3° (mmn=48). As medigbes foram feitas por matriz de esferas multiplex
de alto rendimento, conforme descrito em Material e Métodos. Na parte A da figura os
resultados sdo apresentados em graficos de barras mostrando a proporgéo (%) de
gestantes com niveis séricos acima dos valores de referéncia (cut-off) definidos como a
mediana do Z-escore de cada mediador soluvel detectado para todas as GC ao longo
do 1°, 2° e 3° trimestres, conforme descrito em Material e Métodos. Os mediadores

soluveis séricos com proporgao de gestantes acima de 50% (zona cinza, linha tracejada)
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foram incluidos no conjunto de biomarcadores com niveis aumentados. Na parte B, as
construgdes do mapa de calor (do inglés heat map) foram posteriormente montadas
para ilustrar o perfil geral das assinaturas de mediadores soluveis séricos dos subgrupos
COVID e GC ao longo dos trimestres de gravidez. Uma chave de cores foi usada para
destacar os mediadores soluveis séricos com niveis diminuidos (propor¢ao <50%, em
direcdo ao azul claro), inalterados (proporgédo =50%, preto) ou aumentados
(proporgao>50%, em dire¢cao ao vermelho). Na parte C, a razao entre a proporgao de
gestantes com niveis séricos acima dos valores de referéncia no grupo COVID em
relagdo a GC (%COVID/%GC) foi ainda calculada e apresentada em graficos orbitais.
As proporgdes de cada mediador soluvel sérico ao longo do 1°, 2° e 3° trimestres sao
fornecidas na figura, sublinhadas como diminuidas (<0,3x, azul), inalteradas (0,4-2x,
preto) ou aumentadas (=3x, vermelho).

A analise dos dados demonstrou que a proporgédo de gestantes saudaveis com
niveis elevados de mediadores soluveis séricos diminuiu progressivamente no 2° e 3°
trimestres de gestacdo. Esses dados corroboram ainda que um curso de gravidez
saudavel apresenta uma diminui¢gdo progressiva da maioria dos mediadores séricos
soluveis em direcao ao 2° © 3° trimestres, exceto para CCL4, CCL5 e CXCL10 (Figura
17 A).

Por outro lado, a proporgédo de gestantes com COVID-19 convalescente
apresentando altos niveis séricos de mediadores soluveis aumentou progressivamente
do 1° ao 3°trimestre de gestagéo (Figura 17 A). O heat map ilustrara ainda que o maior
aumento nos mediadores soluveis séricos observado em mulheres gravidas com
COVID-19 convalescente ocorreu em citocinas pro-inflamatérias, ou seja, IL-6, TNF-a,
IL-12, IFN-y e IL — 17 (Figura 17B).

O perfil de mediadores inflamatérios sollveis séricos foi ainda avaliado como a
razao entre a proporgao observada no grupo COVID em relagéo aos pacientes com GC
no trimestre correspondente (%COVID/%GC). Usando essa estratégia, os resultados
confirmaram que um conjunto maior de biomarcadores apresentou uma alta relagao
%COVID/%GC no 2° e 3° trimestres. No 2° trimestre de gestagao, foram observadas
razbes aumentadas para IL-6, IFN-y, IL-5 e GM-CSF (aumento de trés vezes) no grupo
COVID-19. Um conjunto maior de mediadores soluveis séricos com proporgdes
aumentadas foi identificado para o 3° trimestre, incluindo CXCL8, CCL11, IL-5 e PDGF
(aumento de trés vezes), CCL3, IL-18, IFN-y, IL-17 e IL-13 (aumento de quatro vezes),
CCL2, TNF-a (aumento de sete vezes) junto com IL-1Ra, IL-9, GM-CSF e FGF-basic

(aumento de cinco, nove, nove e quinze vezes, respectivamente) (Figura 17C).
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As assinaturas de mediadores inflamatorios soluveis séricos também foram
avaliadas considerando os valores de referéncia de controles saudaveis
correspondentes ao trimestre. Os resultados sdo apresentados na Figura 18. Os dados
reforcam que conjuntos maiores de mediadores inflamatdrios soluveis séricos com
proporgdes aumentadas foram identificados para o 2° e 3° trimestre de gravidez em

comparagao com controles correspondentes ao trimestre (Figura 18).

Figura 18: Assinaturas de mediadores soluveis séricos em pacientes
convalescentes com COVID-19 em trimestres distintos de gravidez, de acordo
com valores de referéncia de controles saudaveis correspondentes ao trimestre.

Assinaturas de Mediadores Soluveis no Soro em Pacientes Convalescentes da COVID-19 em
Trimestres Distintos da Gravidez de acordo com Valores de Referéncia de Controles Saudaveis
Correspondentes aos Trimestres.

Lo Ap. A, 2/
NVVVVV N~

IWW TV 4

100

50 - R e L R e

Proporgéo (%) de Gravidas com COVID-19 Acima do Valor de
Corte Z-score Mediano dos Valores de GC em Cada Trimestre

CXCL8
IL-1Ra
PDGF

CCL11
CXCL10
TNF-a

[TRTH
n 0
99
o =
o

FGF-basic

Na Figura 18, as assinaturas de quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2,
CCL5 e CXCL10), citocinas pro-inflamatorias (IL-1b, IL- 6 , TNF- a, IL-12, IFN- g, IL-
15 e IL-17), citocinas regulatérias (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13) e fatores de
crescimento (FGF-basic, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7) s&o apresentadas
em graficos de linhas, destacando a area sob a curva, mostrando a proporgéo (%) de
gestantes com niveis séricos acima dos valores de referéncia (cut-off) definidos como a
mediana do Z-escore de cada mediador soluvel detectado para GC subgrupos no 1°, 2°
e 3° trimestres conforme descrito em Material e Métodos. Os mediadores soluveis
séricos com proporgao de gestantes acima de 50% (linha tracejada) foram incluidos no

conjunto de biomarcadores com niveis aumentados.
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4.4.Redes de mediadores inflamatérios soluveis séricos em COVID-19
convalescente em diferentes trimestres de gravidez

Com o objetivo de avaliar o panorama da interagao de mediadores inflamatoérios
soluveis séricos em mulheres gravidas convalescentes de COVID-19 e controles
saudaveis, redes integrativas foram construidas com base na correlagdo geral entre

pares de moléculas. Os resultados sdo apresentados na Figura 19.

Figura 19: Redes de mediadores sollveis séricos em pacientes convalescentes de COVID-
19 em diferentes trimestres de gravidez
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Redes abrangentes foram montadas para quimiocinas, citocinas pro-
inflamatdrias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento observados em mulheres
gravidas convalescentes de COVID-19 em 3-20 semanas apos o inicio dos sintomas
(COVID, n = 89), com gestantes nao-infectadas pré-pandemia como controle saudavel
(GC, n=52). Os grupos GC e COVID foram ainda categorizados em subgrupos de
acordo com o trimestre da gravidez, denominados: 1° (GC=21 e COVID=7), 2° (GC=18
e COVID=34) e 3° (GC= 21 e COVID=48). As medi¢des foram feitas por matriz de

esferas multiplex de alto rendimento, conforme descrito em Material e Métodos. A
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analise dos dados foi realizada pelos testes de classificacdo de Pearson e Spearman
com apenas correlagdes fortes significativas (p<0,05 e escores “r’ 2 |0,67|) empregadas
para construir as redes abrangentes. Redes de layout de cluster foram montadas,
compreendendo quatro categorias de mediadores séricos soluveis: Quimiocinas — C —
(circulos laranjas: 1=CXCL8; 2=CCL11; 3=CCL3; 4=CCL4; 5=CCL2, 6=CCL5 e
7=CXCL10); Citocinas pro-inflamatoérias — PROc (circulos vermelhos — 8= IL-1b ; 9=IL-
6; 10= TNFa ; 11=IL-12; 12= IFNy; 13=IL-15 e 14=IL-17); Citocinas reguladoras — REGc
(circulos azuis — 15=IL-1Ra; 16=IL-4; 17=IL-5; 18=IL-9; 19=IL-10 e 20=IL-13), e Fatores
de Crescimento — GF (circulos verdes — 21=FGF-basic; 22=PDGF; 23=VEGEF;
24=GCSF; 25=GM-CSF; 26=IL-2 e 27=IL-7). A espessura da borda do circulo &
proporcional ao numero de correlagdes fortes. As bordas de conexao (linhas pretas) sdo
usadas para ligar pares de mediadores soluveis séricos que apresentam correla¢des
significativas. O numero de correlagdes fortes (C, PROc, REGc e GF) observadas para
cada rede é fornecido na figura e usado para analise comparativa entre COVID e GC,
bem como entre subgrupos. A area de fundo circular € proporcional ao numero de
correlagdes fortes de cada cluster dentro da respectiva rede.

A andlise dos dados demonstrou que a gravidez saudavel evolui para o 3°
trimestre com uma diminuigao geral na conectividade de rede (1° = 336; 2° =300 e 3° =
112 correlagdes fortes). Embora as mulheres gravidas convalescentes de COVID-19
convalescente tenham exibido diminuicdo continua semelhante na conectividade de
rede no 3° trimestre (1°=146; 2°=78 e 3°=70 correlagdes fortes), o niumero de conexdes
foi notavelmente menor no grupo COVID-19 comparado ao GC (Figura 19).

No geral, a analise da conectividade do cluster durante a gravidez saudavel
mostrou que as citocinas pro-inflamatoérias apresentaram mais conexdes no 1° e 2°
trimestres (96 e 92 fortes correlagdes, respectivamente), com predominancia do fator
de crescimento no 3° trimestre (42 fortes correlagdes). Por outro lado, o grupo COVID
apresentou predominancia de citocinas reguladoras no 1° trimestre (47 correlagbes
fortes) com predominancia de fator de crescimento no 2° e 3° trimestres (24 e 21,
respectivamente) (Figura 19). Em geral, a infecgao convalescente por COVID-19 durante
a gravidez levou a uma perda de conectividade de rede, com menos correlagdes fortes
e mudangas na predominancia de conectividade entre as categorias de mediadores

séricos soluveis (Figura 19).
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4.5. Anadlise descritiva de redes de mediadores soluveis séricos em
pacientes convalescentes com COVID-19 em diferentes trimestres
de gravidez

A fim de fornecer uma visdo mais abrangente da conectividade de rede entre
mediadores soluveis séricos em mulheres gravidas convalescentes de COVID-19 e
controles saudaveis ao longo dos trimestres da gravidez, uma analise descritiva do
diagrama de Venn foi realizada para identificar o conjunto de biomarcadores com
preservagao (comum), atributos perdidos ou adquiridos (seletivos) com cinco ou mais
correlagdes fortes nos subgrupos COVID em comparagéo ao GC correspondente ao

trimestre. Os resultados sao apresentados na (



Figura 20).
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Figura 20: Analise descritiva das redes de mediadores solluveis séricos em pacientes

convalescentes com COVID-19 em diferentes trimestres de gravidez.

Andlise Descritiva das Redes de Mediadores Sollveis no Soro em COVID-19 Convalescente em Trimestres
Distintos da Gravidez.
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O perfil geral das redes de mediadores inflamatérios sollveis séricos foi avaliado

em mulheres gravidas convalescentes de COVID-19 em 3 a 20 semanas apds o inicio

dos sintomas (COVID, n=89) e em mulheres gravidas nao infectadas pré-pandémicas

como um controle saudavel (GC, n=52). Os grupos GC e COVID foram ainda

categorizados em subgrupos de acordo com o trimestre da gravidez, referidos como: 1°
(GC=21 e COVID=7), 2° (GC=10 e COVID=34) e 3° (GC =21 e COVID=48). Na parte A
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da figura, o numero ascendente de correlagdes fortes foi organizado para identificar o
conjunto de biomarcadores com cinco ou mais correlagées fortes com outras moléculas
em cada trimestre de gravidez nos subgrupos GC e COVID. O mapa de calor foi
montado para ilustrar o perfil geral das redes de mediadores soluveis séricos dos
subgrupos COVID e GC ao longo dos trimestres de gravidez. Uma chave de cores foi
usada para sublinhar os mediadores soluveis séricos com cinco ou mais correlagdes
fortes (em diregao ao vermelho). Na parte B, um resumo dos atributos preservados (=5
em GC e 25 em COVID), perdidos (=5 em GC e <5 em COVID) ou adquiridos (<5 em
GC e 25 em COVID) foram identificados pela analise do diagrama de Venn. Os atributos
identificados ao longo dos trimestres sdo destacados pelo formato de sublinhado em
negrito.

O mapa de calor foi montado para organizar os mediadores soluveis séricos com
uma ordem crescente de correlagbes fortes e identificar o conjunto de biomarcadores
com cinco ou mais correlagées fortes em cada trimestre de gravidez nos grupos COVID
e GC (
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Figura 20 A).

A andlise dos dados demonstrou que o numero de atributos preservados
referidos como comuns em GC e COVID (25 correlagées fortes em GC e COVID) com
cinco ou mais correlagdes diminuiu progressivamente do 1° (n=12) parao 2° (n=6) e 3°
trimestres (n=4). Em detalhe : 1°: CCL11, CCL3, CCL2, IL-1b, IL-12, IL-15, IL-1Ra, IL-
5, IL-9, IL-10, GM-CSF, e IL-2 ; 2°: IL-6, TNF-a, IL-1Ra, IL-5, IL-10, GM-CSF e 3":IFN-
v, IL-1Ra, G-CSF e GM-CSF. O numero de atributos perdidos referidos como seletivos
de GC (=5 correlagdes fortes em GC e < 5 correlagdes fortes no grupo COVID) foi maior
no 2° trimestre (n=15) em comparagao com o 1° (n=10) e o 3° (n=9). Em detalhe: 1°
:CXCL8, TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-13, FGF-basic, VEGF, G-CSF e IL-7; 2°: CXCLS,
CCL11, CCL3, CCL2, IL-1B, IL-12, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-9, IL-13, FGF-basic, VEGF, G-
CSF, e IL-7; 3°: CCL11, CCL3, IL-1B, IL-12, IL-15, IL-17, IL-9, FGF-basic e VEGF. Um
conjunto de atributos adquiridos, denominados seletivos para COVID (<5 fortes
correlagdes em GC e = 5 fortes correlagbes em COVID) foram identificados em cada
trimestre: 1° (n=3): CCL4, CCL5 e IL-6, 2°: (n=1) IL-2 e 3° (n=3) CXCLS8, CCL2 e IL-6 (
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Figura 20 B).

De uma perspectiva geral, uma diminuigdo pronunciada na conectividade de
rede entre mediadores sollUveis séricos foi observada na infeccdo convalescente por
COVID-19 durante a gravidez, conforme demonstrado pelo menor nimero de moléculas
que estabelecem fortes correlagdes impulsionadas por um desequilibrio entre atributos
preservados, perdidos e adquiridos no COVID grupo. Enquanto IL-1Ra, IL-10 e GM-
CSF apresentaram um numero preservado de correlagdes (= 5 correlagdes fortes em
GC e COVID), IL-17, FGF-basic e VEGF perderam conectividade ao longo da gravidez.
IL-6 (no 1°©3° trimestres) e CXCL8 (no 3° trimestre) foram incluidos em um conjunto de
atributos adquiridos, denominados seletivos para COVID (=5 correlagdes fortes em
COVID e <5 em GC) (
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Figura 20 B, negrito atributos sublinhados).

4.6. Analise descritiva da amostra de recém-nascidos

A analise descritiva da amostra de recém-nascidos ja se refere a segunda fase do
estudo como descrito em Material e Métodos. A fim de descrever as caracteristicas da
amostra de recém-nascidos analisada na segunda fase do estudo foi elaborada a Tabela
3. Os recém-nascidos foram divididos em grupos de acordo com o trimestre de infec¢ao

materna.
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Tabela 3 — Caracteristicas da populagdo de recém-nascidos baseada no trimestre de
infecgao materna por SARS-CoV-2 na gestagao.

Grupo
Variavel” 12 Trimestre 22 Trimestre 32 Trimestre p-valor
Gravidade Mae <0,0001
N&o Grave 55 (94,83) 77 (96,25) 89 (71,77)
[2,49] [3,51] [-5,31]
Grave ou Critico 3(5,17) 3(3,75) 35 (28,23)
[-2,49] [-3,51] [5,31]
IG 0,0246
Pré Termo 1(1,72) 7 (8,75) 18 (14,52)
[-2,37] [-0,42] [2,36]
Termo 57 (98,28) 73 (91,25) 106 (85,48)
[2,37] [0,42] [-2,36]
Classificagdo 0,9246
AlG 47 (81,03) 66 (82,50) 98 (79,03)
GIG 5(8,62) 7 (8,75) 10 (8,06)
PIG 6 (10,34) 7 (8,75) 16 (12,90)
Destino 0,1788
ALCON 56 (96,55) 70 (87,50) 113 (91,13)
UTI 2 (3,45) 10 (12,50) 11 (8,87)
Ictericia 0,1084
Nao 35 (60,34) 53 (66,25) 64 (51,61)
Sim 23 (39,66) 27 (33,75) 60 (48,39)
Fototerapia 0,6160
Nao 42 (72,41) 63 (78,75) 91 (73,39)
Sim 16 (27,59) 17 (21,25) 33 (26,61)
Aleitamento Materno 0,3125
Férmula ou Misto 12 (20,69) 15 (18,75) 34 (27,42)
SME 46 (79,31) 65 (81,25) 90 (72,58)
Peso 3.187,90+501,33  3.187,40%#525,10 3.082,77+547,51 0,2815
Z-escore Peso -0,21+1,07 -0,05+1,00 -0,09+1,06 0,6502
Comprimento 48,44+2,46 48,27+2,59 48,19+2,62 0,8347
Z-escore Comprimento -0,49+1,36 -0,43£1,24 -0,32+1,12 0,6467
Perimetro Cefalico 34,39+1,34 34,58+2,63 34,29+1,65 0,5821
Z-escore Perimetro Cefalico 0,22+1,07 0,54+2,02 0,43+1,17 0,4421
IMC 13,53+1,44 13,67+2,37 13,16+1,42 0,1132
Z-escore IMC 0,11+1,09 0,16%1,30 -0,07+1,08 0,3085
Apgar 1 minuto 8,00%2,00 8,00+1,00 8,00%2,00 0,1996
Apgar 5 minutos 9,00+0,00 9,00+0,00 9,00+0,00 0,8747
Tempo de Internagdo 3,00£1,32 3,34%1,77 4,31+4,11 0,1857
170H-Progesterona® 4,61+1,99 6,63%4,38 6,5616,61 0,0057

* Valores expressos em numeros absolutos (frequéncia, %); média * desvio padrdo ou mediana +
intervalo interquartil [residuo padronizado]# p-valor calculado pelo teste de Qui-quadrado ou ANOVA
ou N3o paramétrico de Kruskal-Wallis & Comparagdes multiplas utilizando o teste DSCF (12 x 22 - p-valor
=0,0023; 12 x 32 - p-valor = 0,2608; 22 x 32 - p-valor = 0,1530)

Existe uma associagao significativa entre a gravidade do quadro materno (grave ou
critico) com o trimestre de infecgao (p < 0,0001), no sentido de que entre as maes que
foram infectadas no 3 ° trimestre houve maior frequéncia de casos em estado critico ou
grave. A Figura 21 ilustra essa diferenga que foi significativa na comparagao entre os

grupos.
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Figura 21: Distribuicdo de gestantes graves ou criticas e ndo graves por trimestre de
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Outro ponto relevante que a analise da comparagao entre os grupos trouxe foi a
incidéncia de prematuridade. O grupo de mulheres infectadas no terceiro trimestre
apresentou um numero significativamente maior de recém-nascidos prematuros (p =
0,0247). A

Figura 22 ilustra mais este ponto relevante da analise.

Figura 22: Proporcao de recém-nascidos a termo e pré-termo por trimestre de gestacgao.
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Outro objeto de analise que apresentou destaque foi o valor médio de 17-OH-

progesterona. Ele difere significativamente entre pelo menos dois grupos (p = 0,0057),

no sentido de que filhos das gestantes do grupo 1° trimestre apresentaram valores

médios significativamente menores do que aqueles do grupo 2° trimestre (p = 0,0023).

A Figura 23 realca este ponto.

Figura 23: Variagao dos valores médios de 17-OH-Progesterona (ng/mL) do recém-

nascido de acordo com o trimestre de infecgdo materna.
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Para as demais variaveis nao houve associagao ou diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos.

Como a analise por trimestre revelou uma significancia bastante relevante da

gravidade do quadro clinico materno no terceiro trimestre, foi optado por ampliar a

analise desfechos neonatais de acordo com a gravidade materna. Para esta nova

perspectiva de analise, os recém-nascidos foram subdivididos em dois grupos: recém-

nascidos de mulheres com quadros ndo graves durante a gestacdo e recém-nascidos

de mulheres com quadros graves e criticos durante a gestagao (Tabela 4).



Tabela 4 — Caracteristicas da populagido de recém-nascidos baseada na gravidade de
infecgao materna por SARS-CoV-2 na gestagao.

Grupo
Variavel N3do Grave Grave ou Critico OR (IC 95 %) p-valor
IG 3,02 (1,26;7,25)  0,0159
Termo e Pds Termo 204 (91,48) 32 (78,05)
Pré Termo 19 (8,52) 9(21,95)
Destino 3,36 (1,32; 8,55) 0,0140
ALCON 208 (93,27) 33 (80,49)
uTl 15 (6,73) 8 (19,51)
Ictericia 1,36 (0,69; 2,64) 0,3702
N3o 131 (58,74) 21 (51,22)
Sim 92 (41,26) 20 (48,78)
Fototerapia 1,29 (0,62; 2,71) 0,4922
Nao 169 (75,78) 29 (70,73)
Sim 54 (24,22) 12 (29,27)
Aleitamento Materno 1,84 (0,90; 3,78) 0,0928
SME 174 (78,03) 27 (65,85)
Formula ou Misto 49 (21,97) 14 (34,15)
Classificagao 0,7387
AlG 178 (79,82) 35 (85,37)
GIG 19 (8,52) 3(7,32)
PIG 26 (11,66) 3(7,32)
Peso (g) 3155,62+525,18 3009,07+562,07 0,1055
Z-escore Peso -0,12+1,04 0,01£1,04 0,4631
Comprimento (cm) 48,32+2,53 47,84+2,82 0,2739
Z-escore Comprimento -0,42+1,22 -0,23%£1,12 0,3582
Perimetro Cefalico (PC) 34,46+1,96 34,11+1,82 0,2935
Z-escore PC 0,42+1,50 0,51+1,28 0,7367
IMC (kg/m?) 13,46+1,81 13,03+1,54 0,1543
Z-escore IMC 0,06+1,18 -0,11+1,01 0,3859
Apgar 1 minuto 8,00+1,00 8,00+1,00 0,8325
Apgar 5 minutos 9,00+0,00 9,00%0,00 0,2192
Tempo de Internagao 3,4212,06 5,3715,99 0,0872
170H-Progesterona 5,67+£3,93 8,6019,50 0,0334

(ng/mL)

* Valores expressos em frequéncia (%) ou média + desvio padrdo ou mediana  intervalo interquartil
# p-valor calculado pelo teste de Qui-quadrado ou exato de Fisher ou t-Student ou ndo paramétrico de
Mann-Whitney

Nesta proposta de analise ficou evidente a associagdo entre mulheres que
apresentaram quadros graves e criticos na gestagdo com o nascimento de criancas

prematuras (p = 0,0159). A Figura 24 da destaque a este achado.
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Figura 24: Proporgao de recém-nascidos termo e pré-termo de acordo com a gravidade
materna durante a COVID-19.
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Outro ponto relevante que a analise por gravidade nos trouxe foi a necessidade de
internagdo em unidades de terapia intensiva neonatal (UTIN). Os recém-nascidos de
mulheres graves e criticas apresentaram quadros mais graves e maior necessidade de

internagdo em UTIN (p = 0,0140). A Figura 25 realga este dado.

Figura 25: Proporgao de recém-nascidos com indicagao de internagiao em UTI de acordo
com a gravidade materna durante a COVID-19.
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O valor médio de 170H-Progesterona diferiu significativamente entre os grupos (p
= 0,0334), no sentido de que aqueles do grupo grave ou critico apresentam valores
médios significativamente maiores daquelas do grupo nao grave. A Figura 26 destaca
esse achado.
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Figura 26: Variagdo dos valores médios de 170H-Progesterona (ng/mL) do recém-
nascido de acordo com a gravidade materna durante a COVID-19.
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4.7. Andlise longitudinal de dados antropométricos dos recém-nascidos

As avaliagdes longitudinais dos Z-escores das medidas antropométricas dos
lactentes do nascimento até completarem 12 meses de idade também foram analisadas

sob as perspectivas do trimestre de infecgdo como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Comparagdes entre grupos para as variaveis Z-escore peso, Z-escore

comprimento, Z-escore perimetro cefalico e Z-escore IMC de acordo com o trimestre de
infeccdo materna

Grupo® p-valor p-valor”
Variaveis 1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre Interagdo grupo  1°x2° 1°x 3° 2°x 3°
e tempo

Z-escore 0,0152

Peso

Nascimento -0,21+0,14 -0,05+0,11 -0,09 £ 0,10 - -

Mudanga ao 1° més -0,12+0,13 -0,62+0,11°¢ -0,60 + 0,08¢ 0,0081 0,0054 1,0000
Mudanga ao 6° més -0,22+0,16 -0,13+0,12 -0,03 + 0,09 1,0000 0,8955 1,0000
Mudanga ao 12° més -0,22+0,19 -0,09 £ 0,13 0,09+0,10 1,0000 0,4329 0,7509
Z-escore 0,2622

Comprimento

Nascimento -0,49 £ 0,18 -0,43+£0,14 -0,32+0,10

Mudanga ao 1° més 0,15+0,12 -0,17+ 0,10 -0,20 + 0,08°

Mudanga ao 6° més -0,06 +£ 0,14 0,01 +£0,12 -0,10 + 0,09

Mudanga ao 12° més 0,10+ 0,19 0,27 £0,12* 0,10+ 0,09

Z-escore 0,3058

Perimetro Cefalico

Nascimento 0,22+0,14 0,54 +0,23 0,43 +0,10

Mudanga ao 1° més -0,34 +0,13° -0,40+£0,11°¢ -0,49 +£0,07¢

Mudanga ao 6° més -0,19+0,14 -0,31+0,12° -0,49 +0,09¢

Mudanga ao 12° més -0,12+0,18 -0,13+0,12 -0,08 + 0,09
Z-escore 0,2993

IMC

Nascimento 0,11+0,14 0,16+ 0,15 -0,07 £ 0,10

Mudanga ao 1° més -0,29 +£0,13* -0,42+0,11°¢ -0,28 + 0,09°

Mudanga ao 6° més -0,06 £ 0,16 0,08 +0,13 0,30+ 0,10°

Mudanga ao 12° més -0,27 £ 0,22 -0,19+0,14 0,25+0,11*

* Valores expressos em média + erro padrdo

# valores para comparagdo entre grupos das mudangas no tempo de seguimento em relagdo ao basal foram calculadas com o uso
de modelos de efeitos mistos com estrutura de covaridncia autorregressiva de 12 ordem e foram reportadas quando o p-valor foi
menor que 0,05 na interagdo entre grupo e tempo.

A P<0.05 para comparagdo dos valores médios no tempo seguimento com o valor médio no nascimento dentro do grupo foi
calculado usando-se um modelo de efeitos mistos com estrutura de covariancia autorregressiva de 12 ordem.

B P<0.01 para comparag¢do dos valores médios no tempo seguimento com o valor médio no nascimento dentro do grupo foi
calculado usando-se um modelo de efeitos mistos com estrutura de covariancia autorregressiva de 12 ordem.

C P<0.001 para comparagdo dos valores médios no tempo seguimento com o valor médio no nascimento dentro do grupo foi
calculado usando-se um modelo de efeitos mistos com estrutura de covariancia autorregressiva de 12 ordem.
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Na analise relacionada ao trimestre de infeccdo, o comportamento dos valores
médios de Z-escore do peso diferiu significativamente entre os grupos ao longo do
periodo de acompanhamento em relagdo ao nascimento (p=0,0152). Os valores médios
de Z-escore do peso apresentou uma queda mais significativa no primeiro més de
acompanhamento em relagdo ao nascimento no grupo 2° trimestre e no grupo 3°
trimestre do que no grupo 1° trimestre (p = 0,0081 e p = 0,0054, respectivamente).
Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos 1° e 2° trimestres e entre
os grupos 1° e 3° trimestres para as mudangas em relagéo ao nascimento no sexto e no
décimo segundo més. Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos 2°
e 3° trimestres para as mudancas em relacdo ao nascimento no primeiro, sexto e no
décimo segundo més.

O comportamento dos valores médios de Z-escore de comprimento, perimetro
cefalico e IMC néo diferiram significativamente entre os grupos ao longo do periodo de
acompanhamento em relagdo ao nascimento (p = 0,2652), (p = 0,3058), (p = 0,2993)

respectivamente.
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Figura 27: Variagao do Z-escore médio de (a) peso, (b) comprimento, (c) perimetro cefalico

e (d) IMC ao longo de 12 meses de acordo com o trimestre de infecgdo materna.
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Nas analises intragrupos, os valores médios de Z-escore do peso no grupo 1°

trimestre ndo apresentou tendéncia de queda significativa ao longo do periodo de

acompanhamento em relagdo ao nascimento. Nos grupos 2° e 3° trimestres

apresentaram uma queda significativa no primeiro més de acompanhamento em relagao

ao nascimento (p < 0,001) e ndo apresentou alteragdes significativas no sexto e no

décimo segundo més em relagéo ao nascimento. (Figura 27 a)

Os valores médios de Z-escore do comprimento no grupo 1° trimestre nao

apresentaram alteragées significativas ao longo do periodo de acompanhamento em

relagdo ao nascimento. O grupo 2° trimestre nao apresentou alteragdes significativas no

primeiro e sexto més e um aumento significativo no décimo segundo més de

acompanhamento em relagdo ao nascimento (p < 0,05). O grupo 3° trimestre apresentou

uma queda significativa no 1 més de acompanhamento em relagao ao nascimento (p <
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0,05) e néo apresentou alteragdes significativas no sexto e no décimo segundo més em
relagdo ao basal (Figura 27 b).

Os valores médios de Z-escore do perimetro cefalico no grupo 1° trimestre
apresentaram uma queda significativa no primeiro més de acompanhamento em relagao
ao nascimento (p < 0,01) e ndo apresentou alteragbes significativas no sexto e no
décimo segundo més em relagao ao nascimento. No grupo 2° trimestre observou-se
uma queda significativa no primeiro e sexto més (p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente)
e nao apresentou alteragao significativa no décimo segundo més em relagéo ao basal.
No grupo 3° trimestre observou-se uma queda significativa no primeiro e sexto més (p
< 0,001 em ambos) e nao apresentou alteragao significativa no décimo segundo més
em relagédo ao basal (Figura 27 c).

Os valores médios de Z-escore do IMC no grupo 1° trimestre apresentou uma
queda significativa no primeiro més de acompanhamento em relagéo ao nascimento (p
< 0,05) e nao apresentou alteragdes significativas no sexto e no décimo segundo més
em relagéo ao nascimento. O grupo 2° trimestre apresentou uma queda significativa no
primeiro més (p < 0,001) e ndo apresentou alteragdes significativas no sexto e décimo
segundo més em relagéo ao nascimento. O grupo 3° trimestre apresentou uma queda
significativa no primeiro més (p < 0,01) e um aumento significativa no sexto e no décimo
segundo més em relagao ao nascimento (p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente) (Figura
27 d).
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Tabela 6 — ComparagbGes entre grupos para as variaveis Z-Escore peso, Z-Escore
comprimento, Z-Escore perimetro cefalico e Z-Escore IMC de acordo com a gravidade da

infeccdo materna.

Grupo’ p-valor p-valor”
Variaveis Grave ou Ndo Grave (NG) Interagdo G x NG
Critico (G) entre grupo
e tempo

Z-Escore Peso 0,0026
Nascimento 0,01+0,16 -0,11 £ 0,07 -
Mudanga ao 12 més -0,84 +0,15¢ -0,43 £ 0,07¢ 0,0148
Mudanga ao 62 més -0,10+0,17 -0,09 £ 0,07 0,9686
Mudanga ao 122 més 0,38+0,19° -0,07 £ 0,08 0,0296
Z-Escore 0,3602
Comprimento
Nascimento -0,23+0,17° -0,41 + 0,08
Mudanga ao 12 més -0,32+0,14 -0,09 + 0,06
Mudanga ao 62 més -0,26 £ 0,16 -0,03 £ 0,07
Mudanga ao 122 més 0,30+0,18 0,12 + 0,07
Z-Escore PC 0,1647
Nascimento 0,51+0,20 0,43+0,10
Mudanga ao 12 més -0,63 £ 0,15°¢ -0,41 + 0,06¢
Mudanca ao 62 més -0,53 £ 0,16° -0,36 + 0,07¢
Mudanga ao 122 més 0,12+0,18 -0,16 £ 0,08°
Z-Escore IMC 0,0053
Nascimento -0,11+0,16 0,06 + 0,08 -
Mudanga ao 12 més -0,56 £+ 0,16° -0,25 +0,07¢ 0,0826
Mudanga ao 62 més 0,41+0,18° 0,14 + 0,08 0,1751
Mudanga ao 122 més 0,46 +0,20° -0,02 £ 0,08 0,0289

* Valores expressos em média + erro padrdo

# valores para comparagdo entre grupos das mudangas no tempo de seguimento em relagdo ao nascimento foram calculadas com
o uso de modelos de efeitos mistos com estrutura de covaridncia autorregressiva de 12 ordem e foram reportadas quando o p-valor
foi menor que 0,05 na interagdo entre grupo e tempo.

A P<0.05 para comparagdo dos valores médios no tempo seguimento com o valor médio no nascimento dentro do grupo foi
calculado usando-se um modelo de efeitos mistos com estrutura de covariancia autorregressiva de 12 ordem.

B P<0.01 para comparag¢do dos valores médios no tempo seguimento com o valor médio no nascimento dentro do grupo foi
calculado usando-se um modelo de efeitos mistos com estrutura de covariancia autorregressiva de 12 ordem.

C P<0.001 para comparagdo dos valores médios no tempo seguimento com o valor médio no nascimento dentro do grupo foi
calculado usando-se um modelo de efeitos mistos com estrutura de covariancia autorregressiva de 12 ordem.

Os valores médios de Z-escore de peso diferiu significativamente entre os grupos
ao longo do periodo de acompanhamento em relagao ao nascimento (p = 0,0026). Além
disso, o valor médio de Z-escore de peso apresentou uma queda mais significativa no
primeiro més de acompanhamento em relagao ao nascimento no grupo grave/critico
que no grupo nao grave (p = 0,0148). No décimo segundo més o valor médio do Z-
escore do peso foi significativamente maior em relagao ao basal, no grupo grave e critico
do que no grupo nao grave (p = 0,0296).

Os valores médios de Z-Escore do IMC também diferiu significativamente entre os
grupos ao longo do periodo de acompanhamento em relagdo ao nascimento (p =

0,0053). Os valores médios de Z-Escore do IMC no primeiro e sexto meses de
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acompanhamento em relacdo ao nascimento nao apresentaram diferencas
significativas entre os grupos (p = 0,0826 e p = 0,1751, respectivamente). Por outro lado,
no décimo segundo més o valor médio do Z-Escore do IMC foi significativamente maior
em relagao ao basal, no grupo grave e critico do que no grupo nao grave (p = 0,0289).
O comportamento dos valores médios de Z-Escore do comprimento e perimetro
cefalico ndo diferiram significativamente entre os grupos ao longo do periodo de

acompanhamento em relagdo ao nascimento.

Figura 28- Variagao do Z-escore médio de (a) peso, (b) comprimento, (c) perimetro cefalico
e (d) IMC ao longo de 12 meses de acordo com a gravidade materna durante a COVID-19.
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Nas avaliagdes intragrupos, o valor médio de Z-escore de peso no grupo grave ou
critico apresentou uma queda significativa no primeiro més de acompanhamento em
relagéo ao nascimento (p < 0,001). Nao apresentou alteragao significativa no sexto més
em relagéo ao nascimento. Ja no décimo segundo més houve aumento significativo em
relagdo ao nascimento (p < 0,05). Em relagéo ao grupo néo grave, o valor médio de Z-

escore do peso no grupo apresentou uma queda significativa no primeiro més de



72

acompanhamento em relagado ao nascimento (p < 0,001) e ndo apresentou alteragbes
significativas no sexto e no décimo més em relagao ao basal (Figura 28 a).

O valor médio de Z-escore de estatura no grupo grave ou critico apresentou uma
queda significativa no primeiro més de acompanhamento em relagéo ao nascimento (p
< 0,05) e ndo apresentou alteragdes significativas no sexto e no décimo més em relagéao
ao basal. No grupo nao grave nao sofreram alteragdes significativas ao longo do periodo
de acompanhamento (Figura 28 b).

Os valores médios de Z-escore do perimetro cefalico no grupo grave ou critico
apresentaram uma queda significativa tanto no primeiro quanto no sexto més de
acompanhamento em relagado ao nascimento (p < 0,001 e p < 0,01, respectivamente) e
nao sofreu alteragao significativa no décimo segundo més em relagdo ao nascimento.
No grupo ndo grave houve uma queda significativa no primeiro, no sexto més e no
décimo segundo més de acompanhamento em relagéo ao nascimento (p < 0,001, p <
0,001 e p < 0,05, respectivamente) (Figura 28 c).

O valor médio de Z-escore do IMC no grupo grave ou critico apresentou uma queda
significativa no primeiro més de acompanhamento em relagéo ao nascimento (p <0,001)
e um aumento significativo no sexto e no décimo més de acompanhamento em relagao
ao basal (p < 0,05 em ambos). No grupo nao grave houve uma queda significativa no
primeiro més de acompanhamento em relagéo ao basal (p < 0,001) e ndo apresentou
alteragdes significativas no sexto e no décimo més de acompanhamento em relagao ao
basal.

As Tabela 7 e Tabela 8 resumem, respectivamente, a evolugdo antropométrica inter
e intragrupos ao longo do primeiro ano de vida dos lactentes, de acordo com a gravidade

da COVID materna e com o trimestre gestacional em que ocorreu a COVID materna.
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Tabela 7 — Resumo da comparagao intergrupos da evolugiao antropométrica ao
longo do primeiro ano de vida, de acordo com a gravidade da COVID materna e o
trimestre gestacional em que ocorreu a infecgao.

Categoria de agrupamento

Gravidade da
materna

COVID

Trimestre gestacional de
SARS-CoV-1

infecgdo pelo

Peso

Comprimento

Perimetro
cefalico

IMC

Grupo grave: menor ganho
no 1° més e maior ganho no
12° més

Sem diferenga nos ganhos
entre os grupos

Sem diferenga nos ganhos
entre os grupos

Grupo grave: maior no 12°
més

Grupos 2° T e 3° T ganharam menos peso
que o grupo 1° T no 1° més.

Sem alteragdo entre os grupos nos demais
meses

Sem diferengas entre os grupos

Sem diferengas entre os grupos

Sem diferengas entre os grupos

Tabela 8 — Resumo da comparagao intragrupos da evolugao antropométrica ao
longo do primeiro ano de vida, de acordo com a gravidade da COVID materna e com
o trimestre gestacional em que ocorreu a infecgao.

Categoria de agrupamento

Gravidade da
materna

COVID

Trimestre gestacional de
SARS-CoV-1

infecgdo pelo

Peso

Comprimento

Perimetro
cefalico

IMC

Grupo grave: menor ganho
no 1° més e maior ganho no
12° més

Grupo nao grave:
ganho no 1° més

menor

Grupo grave: menor ganho
no 1° més
Grupo nao
alteragdes

grave: sem

Grupo grave: menor ganho
no 1° e 6° meses

Grupo nao grave: menor
ganho no 1°, 6° e 12° meses

Grupo grave: menor ganho
no 1° més e maior ganho no
6° e 12° meses
Grupo nao grave:
ganho no 1° més

menor

Grupos 2° T e 3° T: menor ganho de peso no
1° més de vida

Grupo 2° T: maior ganho no 12° més
Grupo 3° T: queda no ganho no 1° més

Grupo 1° T: queda no 1° més
Grupos 2° T e 3° T: queda no 1° e 6° meses

Grupos 1°, 2° e 3° T: queda no 1° més
Grupo 3° T: aumento no 6° e 12° meses




74

5. DISCUSSAO

A gravidez desencadeia um estado imunolégico unico a fim de garantir o
adequado desenvolvimento fetal até o nascimento. Varios estudos relatam que o
sistema imunologico desempenha um papel de equilibrio durante a gravidez com
mudancas constantes de acordo com dindmica das demandas maternas e fetais
(100,101). Alteragbes fisiologicas no estado imunoldgico ao longo da gravidez sao
frequentemente caracterizadas pela progressado de diferentes perfis de imunidade
mediada por células e respostas humorais do 1° ao 3° trimestre.

As gestantes sdo particularmente susceptiveis a COVID-19 devido a varia¢des
fisiologicas nas concentragdes dos distintos componentes do sistema imunolégico e que
podem resultar em uma resposta alterada a infeccao por SARS-CoV-2. Além disso, a
infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez pode interromper a homeostase da
resposta imune e afetar o desfecho da gravidez (61,102). Ja foi relatado que os impactos
adversos da pandemia de COVID-19 na saude materna nao se limitaram a
morbimortalidade causada pela propria doenca, mas também associaram-se a
desfechos adversos da gravidez, incluindo pré-eclampsia, parto prematuro e natimorto
(102).

A infecgao pelo SARS-CoV-2 induz disfungdo do endotélio pulmonar e isso
representa um importante fator de risco para fendétipos maternos de pré-eclampsia
quando a infecgdo ocorre durante a gravidez. A pré-eclampsia tem mecanismos
patoldgicos parecidos com a COVID-19, como por exemplo a isquemia placentaria e a
ma perfusao intraplacentaria, o que resulta em uma placenta hipdxica que secreta
citocinas inflamatdrias, as quais, em ultima analise, causam destruigdo endotelial. No
geral, parece que tanto a pré-eclampsia quanto a COVID-19 podem causar um
desequilibrio imunoldgico, que por sua vez ativa vias inflamatérias sistémicas
associadas a ativagao do sistema renina-angiostensina.(103) De acordo com um estudo
espanhol observacional prospectivo, gestantes com infecgbes graves por SARS-CoV-2
podem desenvolver uma sindrome semelhante a pré-eclampsia. (104) Da mesma
forma, um estudo de coorte multinacional relatou um risco maior de desenvolver fenétipo
de pré-eclampsia em gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2. (105) J& um estudo
multicéntrico nacional brasileiro (iniciativa REBRACO) indicou que a frequéncia de pré-
eclampsia era alta entre as participantes, mas nao variou significativamente entre
mulheres com e sem casos confirmados de COVID-19. (106)

Em relacdo ao parto prematuro e natimortos existem muitos estudos que mostram

que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 esta associada a uma maior prevaléncia destes
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desfechos.(103) O nosso estudo mostrou uma prevaléncia maior de partos prematuros
em gestantes infectadas no 3° trimestre da gestagdo e naquelas que apresentaram
quadros graves ou criticos.

No estudo COVID-NET realizado em 13 estados dos Estados Unidos, de margo a
agosto de 2020, encontrou-se uma prevaléncia de 12,6% de partos prematuros em
gestantes que tiveram COVID-19 e de 10% nas gestantes nao infectadas. Nesse
mesmo estudo a prevaléncia de partos prematuros em mulheres sintomaticas foi de
23,6%.(107)

Dados coletados do sistema de saude britanico entre maio de 2020 e janeiro de
2021 revelaram que das 342.080 mulheres que deram a luz naquele periodo, 3.527
apresentaram COVID-19 durante a gestagédo. No grupo de mulheres infectadas houve
maior prevaléncia de parto prematuro (razdo de probabilidade 2,17; intervalo de
confianga 95%, intervalo 1,96-2,42; p< 0,001) e de morte fetal (razdo de probabilidade
2,21; intervalo de confianga 95%, intervalo 1,58-3,11; p < 0.001).(108)

O estudo de Dumitriu et al comparou recém-nascidos de mulheres infectadas por
SARS-CoV-2 na cidade de Nova lorque (Estados Unidos) que desenvolveram quadro
clinico grave ou critico com aquelas com quadros clinicos ndo-graves. Este estudo
demostrou que no grupo de pacientes graves e criticas havia adiantamento do parto em
uma semana quando comparadas as nao-graves. Esse achado corrobora os dados
encontrados em nosso estudo (109).

Ja Hughes et al fizeram uma coorte retrospectiva que analisou desfechos
obstétricos e neonatais em gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2 com idade
gestacional menor que 28 semanas e mostraram que houve um discreto aumento de
desfechos adversos. Esse estudo envolveu uma populagdo de 2.326 gestantes
infectadas antes de 28 semanas de idade gestacional e um grupo controle de 11.705
gestantes nao-infectadas. As analises mostraram que o grupo apresentou infecgéo pelo
SARS-CoV-2 antes de 28 semanas de gestagao teve um risco subsequente aumentado
de morte fetal ou neonatal (2,9% x 1,5%; RR 1,97; 1IC95%= 1,01-3,85), parto prematuro
tardio (menor que 37 semanas e maior que 34 semanas de idade gestacional) [19,6% x
13,8%; RR = 1,29; IC95% = 1,02—1,63]. Nao houve diferenca nas taxas de nascimento
prematuro antes de 34 semanas de gestagédo, de qualquer malformagdo congénita
importante ou do tamanho do recém-nascido para idade gestacional. Além disso, n&o
houve diferencga significativa na taxa de hipertensao gestacional geral ou pré-eclampsia
com caracteristicas graves (110).

A recente metanalise e revisao sistematica de Simbar et al corrobora os achados

desses estudos do inicio da pandemia. Na publicagao foram analisados 79 estudos que
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mostraram uma prevaléncia maior de partos prematuros em gestantes que tiveram
diagndsticos de COVID-19. (111)

Muitos estudos tém revelado que uma percentagem significativa de gravidezes &
interrompida prematuramente por cesariana nas mulheres infectadas pelo SARS-CoV-
2. Esta situacdo esta relacionada a maior gravidade e riscos de complicacbes com o
recém-nascido.(112) Entretanto, s&do necessarios novos estudos que analisem as
indicacbes dessas cesarianas.

A maioria das informagdes sobre o impacto da infecgcdo por SARS-CoV-2 na
gravidez foi derivada de série de casos sobre infeccdo sintomatica aguda (113). No
entanto, poucos dados estdo disponiveis sobre o impacto a longo prazo da infec¢céo por
SARS-CoV-2 na gravidez durante a fase convalescente da doenga e as particularidades
de cada trimestre da gestacao.

Em vista disso, a primeira fase deste estudo foi desenvolvida como uma
investigacao exploratoria pioneira para realizar uma analise descritiva e panoramica da
interacdo de mediadores soluveis séricos em gestantes durante a fase convalescente
da infecgao por SARS-CoV-2 durante o pré-natal. Este estudo compreendeu uma
investigacao inovadora do impacto duradouro da infecgdo por SARS-CoV-2 durante a
gravidez, com foco na analise da resposta imune durante a fase convalescente,
compreendendo 3 a 20 semanas apos o inicio dos sintomas.

Os resultados demonstram que, em geral, os mediadores inflamatorios soluveis
séricos tém diferentes trajetorias durante a gravidez saudavel e que estas trajetorias
sao perturbadas em mulheres gravidas com infecgao convalescente por SARS-CoV-2.

Neste estudo, gestantes saudaveis apresentaram diminuicdo progressiva da
concentragdao da maioria dos mediadores inflamatorios séricos soluveis em diregdo ao
2° e 3° trimestre de gestagdo, incluindo quimiocinas, citocinas proé-inflamatodrias,
citocinas regulatorias e fatores de crescimento. Estudos anteriores corroboram nossos
achados em gestacdes saudaveis. Os niveis de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatérias geralmente atingem o pico no primeiro trimestre da gravidez e diminuem
no 2° e 3° trimestres , enquanto as citocinas regulatérias e os fatores de crescimento
tém trajetérias diversas (114,115).

Os achados deste estudo destacaram que niveis mais altos da maioria dos

mediadores inflamatorios soluveis foram observados no grupo COVID em comparagéo
ao GC. O maior aumento ocorreu nas citocinas pro-inflamatérias, incluindo IL-6, TNF-a
e IFN-y e um conjunto maior de biomarcadores com razdes COVID/GC elevadas

observadas no 2° (aumento de trés vezes) e 3° (aumento de trés a quinze vezes)

trimestres de gravidez.
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Estudos de mediadores imunolégicos na infecgédo por SARS-CoV-2 durante a
gravidez permanecem escassos. Foi proposto que a imunomodulacdo observada
durante a gravidez pudesse proteger pacientes gravidas com COVID-19 de sofrer uma
tempestade de citocinas (101,116). No entanto, nenhum estudo com foco na analise
comparativa de perfis imunolégicos de COVID-19 e mulheres gravidas saudaveis em
trimestres de gravidez correspondentes foi relatado. Vale ressaltar que, devido as
alteragdes fisiologicas na resposta imune durante a gravidez, a inclusdo de controles
saudaveis com compatibilidade trimestral € essencial para permitir analises conclusivas.
Portanto, este estudo & pioneiro em fornecer um perfil detalhado de mudancgas
duradouras durante a infecgao convalescente por COVID-19 na gravidez, pois fez uma
comparagao direta com controles saudaveis pareados por trimestre gestacional. Nossos
achados nao sustentam a hipotese de que um perfil imunomodulador seja
desencadeado pela infecgao por SARS-CoV-2 durante a gravidez.

De fato, os niveis mais baixos de mediadores inflamatérios soluveis relatados
anteriormente em gestantes convalescentes de COVID-19 foram comparados aos
observados em ndo gestantes e nao consideraram as alteragbes fisiologicas
desencadeadas pela gravidez ou alteragdes nos mediadores inflamatoérios soluveis
inerentes aos trimestres (116). Além disso, outros estudos propondo o estado
imunomodulador para infecgdo aguda por COVID-19 durante a gravidez em
comparagao com gestantes saudaveis ndo consideraram a estratificagéo por trimestres
gestacionais (101). De acordo com os achados deste estudo, foram observados niveis
mais altos de mediadores inflamatérios sollUveis séricos para infeccdo convalescente
por COVID-19 durante a gravidez, especialmente IL-6, TNF-a e IFN-y em comparagao
com mulheres gravidas saudaveis em trimestres de gravidez correspondentes.

A gravidez bem-sucedida requer uma comunicagao finamente coordenada entre
os microambientes materno e fetal. As vias de sinalizagio de citocinas participam como
mediadores dessas comunicagdes para garantir uma gravidez saudavel. A partir dos
dados existentes disponiveis, ndo ha uma tendéncia consensual para as alteracbes
observadas para IL-6, TNF-a e IFN-y durante a gravidez (100). Varios estudos
demonstraram que as concentragbes de IL-6, TNF-o e IFN-y aumentaram
significativamente entre o 1°, 2° e 3° trimestres de gravidez saudavel (117-122). No
entanto, corroborando os achados deste estudo, outros autores detectaram reducoes
significativas de IL-6, TNF-a e IFN-y nas concentragdes séricas maternas entre o 1° eo
3’ trimestres (114,123,124).

Infecgdes ou condigdes inflamatérias, como a COVID-19 durante a gravidez,

podem ter um impacto negativo no desenvolvimento fetal e também contribuir para
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condigbes patoldgicas associadas a gravidez (42). Apesar dos dados conflitantes sobre
o perfil geral de IL-6, TNF-a e IFN-y durante a gravidez saudavel, ha um consenso de
que o estabelecimento de um microambiente pré-inflamatério esta associado ao risco
de desenvolvimento de condigdes patoldgicas associadas a gravidez, incluindo perda
gestacional, pré-eclampsia e diabetes mellitus gestacional (125). Nesse sentido, a
regulagao positiva de citocinas pré-inflamatérias em mulheres gravidas com COVID-19
convalescente pode sugerir que essas pacientes sdo mais vulneraveis a desenvolver
resultados adversos na gravidez.

A andlise de rede integrativa demonstrou que tanto as gestacdées do GC quanto
as convalescentes com COVID-19 evoluem com conectividade decrescente entre os
mediadores soluveis séricos no terceiro trimestre. No entanto, o grupo COVID exibiu um
namero notavelmente menor de conexdes. No geral, IL-1Ra, IL-10 e GM-CSF
apresentaram um numero preservado de correlagdes ao longo da gravidez.

Mais pesquisas sao necessarias para determinar o perfil preciso de IL-10 durante
a gravidez saudavel (100). Alguns estudos relataram que a IL-10 aumenta
significativamente do 1° parao 2° e 3° trimestres na gravidez saudavel (122,126). No
entanto, corroborando nossos achados, outros estudos detectaram que a IL-10 diminui
entre 0 1° e 3" trimestres (127,128). Considerando o papel critico da IL-10 como principal
citocina anti-inflamatéria, o eixo de conectividade preservado da IL-10 observado
durante o 1° e 2° trimestres pode representar um mecanismo para proteger o feto da
rejeicao pro-inflamatdria materna e garantir o desenvolvimento fetal até o nascimento.

Nossos dados demonstraram que o IL-1Ra diminuiu em mulheres gravidas
convalescentes com COVID-19 no 1° trimestre, mas aumentou no 3° trimestre. Estudos
anteriores relataram que os niveis de IL-1Ra aumentaram durante a resposta
inflamatdria para controlar a inflamagéo aguda e prevenir eventos imunopatoldgicos
(129). O antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) € uma citocina anti-inflamatéria que
bloqueia as funcbes de IL-1 a e IL-1B e modula seus efeitos biolégicos (130). Foi
previamente demonstrado em modelos experimentais que altos niveis de IL-1Ra no
inicio da gravidez podem levar ao aborto esponténeo devido a adesdo embrionaria
prejudicada(129) e dados de estudos em humanos mostraram que niveis mais altos de
IL-1Ra circulante foram relatados em resultados adversos da gravidez, incluindo pré-
eclampsia (131). Em relagdo as mudangas nos niveis de IL-1Ra observadas no grupo
COVID convalescente ao longo dos trimestres da gravidez, nossos achados de perfil de
correlagéo preservado entre IL-1Ra e outros mediadores soluveis ao longo da gravidez
podem sugerir que um intrincado microambiente de mediadores soluveis é relevante

para garantir a sobrevivéncia e o desenvolvimento fetal até o nascimento.
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Nossos dados também demonstraram que os niveis de GM-CSF apresentaram
correlagdo preservada com outros mediadores soluveis ao longo da gestagdo. Foi
relatado anteriormente que, apds a implantagdo do embrido, o GM-CSF participa de
uma rede de citocinas e fatores de crescimento que regulam o desenvolvimento
morfolégico e funcional da placenta (132).

Por outro lado, apesar dos aumentos de IL-17, FGF-basic e VEGF, foi observada
perda de conectividade durante a gravidez. A IL-17 regula positivamente a expresséo
de uma variedade de moléculas biologicas com propriedades angiogénicas, incluindo
VEGF (133-137). O VEGF desempenha um papel central na vasculogénese e
angiogénese, o que aumenta a proliferagdo, migragdo e sobrevivéncia das células
endoteliais vasculares. Além disso, dados de estudos anteriores mostraram que a IL-17
pode induzir estresse oxidativo placentario e disfuncdo vascular, resultando em
hipertensdo e aumento do risco de pré-eclampsia (138). A perda da conex&o da rede
de IL-17 e VEGF com outros mediadores soluveis ao longo da gravidez pode levar a
disfuncdo vascular intrinseca que resulta em comprometimento do desenvolvimento
neonatal. Estudos de acompanhamento pés-natal podem contribuir para identificar
crescimento e desenvolvimento do recém-nascido prejudicados relacionados a
angiogénese alterada.

Nossos dados também demonstraram que IL-6 e CXCL8 foram incluidos no
conjunto de atributos que adquiriram forte correlagdo no 3° trimestre de gravidez,
denominados correlagbes seletivas de COVID. Implicagoes de IL-6 e CXCL8 em
condicbes patologicas associadas a gravidez, como perda da gravidez, pré-eclampsia,
diabetes mellitus gestacional e infecgao/inflamagao foram relatadas (125). Esses dois
mediadores soluveis sdo abundantemente produzidos na interface feto-maternal
durante a gravidez e demonstraram participar de varios eventos relacionados a
gravidez. A expressao/secregao desequilibrada de IL-6 e CXCL8 na interface feto -
materna tem sido indicada na perda gestacional inexplicavel (125). Um estudo das
conexdes dindmicas da rede de mediadores solUveis na pré-eclampsia identificou
correlagdo positiva entre IL-6 e CXCL8, sugerindo que essas moléculas estao
implicadas na fisiopatologia dessa doenga associada a gravidez (65,125). Além disso,
uma metanalise e uma revisao sistematica sugeriram um papel do CXCL8 na formagéao
do microambiente imunoldgico no diabetes mellitus gestacional (139).

Na segunda fase deste estudo, um grupo de recém-nascidos foi analisado de
acordo com o periodo de infecgdo materna durante a gestagao. Foi realizada a mesma
divisdo de grupos por trimestre de gestagao da primeira fase do estudo

Um dos desfechos clinicos encontrados que chamou a atencdo nesta segunda

fase foi o grau de gravidade clinica materna em relagéo a infecgao pelo SARS-CoV-2
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durante a gestagao. Os nossos achados indicam que as mulheres infectadas no ultimo
trimestre de gestacdo apresentaram maior prevaléncia de quadros graves ou criticos
em relagdo aos demais trimestres. Estes desfechos podem justificar os achados da
primeira fase do estudo que mostraram mulheres convalescentes no 3° trimestre da
gestagdo com um quadro hiper inflamatério. Como foi descrito, no 3° trimestre de
gestagao houve maior aumento nas citocinas pré-inflamatérias e um conjunto maior de
biomarcadores com razées COVID/GC elevadas no 3° (aumento de trés a 15 vezes)
trimestres de gravidez daquela populagao.

As alteragdes fisiologicas decorrentes do processo gravidico aumentam a
suscetibilidade a diversas condicoes, principalmente as infecgdes virais que, quando
contraidas, tém maior probabilidade de agravamento nessa populagdo. As gestantes
apresentam alteracdes importantes no trato respiratério causadas pela agao de altas
doses de hormoénios esteroides, reducido da expansao pulmonar e aumento do volume
dos liquidos intersticiais principalmente no 3° trimestre de gestagao (140).

No inicio da pandemia de COVID-19, havia preocupacgdes significativas de que o
SARS-CoV-2 pudesse ser transmitido verticalmente, como observado nos surtos do
virus Zika (ZIKV) apenas alguns anos antes.(141) As evidéncias cientificas atuais
sugerem uma baixa taxa de transmissédo vertical pelo SARS-CoV-2. Em estudo
realizado logo no inicio da pandemia por Edlow et al com uma coorte de 127 gestantes
da cidade de Boston (Estados Unidos), em 2020, nenhuma evidéncia de infeccéo
placentaria ou transmissao vertical definitiva de SARS-CoV-2 foi encontrada nas 64
pacientes que testaram positivo para SARS-CoV-2.(142)

Uma revisao sistematica realizada por Robaina-Castellanos et al de 87 estudos
de 2020 investigou possiveis relatos de infecgdo congénital/intraparto/pds-parto por
SARS-CoV-2 durante a gravidez. Os investigadores identificaram 53 recém-nascidos
notificados que testaram positivo para SARS-CoV-2 nas primeiras 48 horas de vida,
mostrando a presencga do virus por testes PCR ou IgM. O momento da infecgéo
correspondeu a transmissao congénita ou intraparto em 39,6% (21 de 53) dos recém-
nascidos positivos para COVID-19, e a transmissao pos-parto em 15,1% (8 de 53), com
os restantes 45,3% (24 de 53) sendo inespecifico. Os investigadores estimaram que as
infecgbes congénitas ou intraparto ocorrem em apenas 1,8%-8,0% dos recém-nascidos
de gestantes com COVID-19 no final da gravidez, levando a conclusdo de que tais
infecgbes no feto/recém-nascido séo possiveis, mas raras.(143)

Em uma revisdo sistematica e metanalise mais recente, Al-Kuraishy et al fazem
referéncia a escassez de estudos clinicos que enfocam a infecgédo por COVID-19 em
diferentes trimestres da gravidez. Além disso, afirmam que o risco de transmisséo

vertical tem sido principalmente especulativo. No entanto, esta revisdo também produziu



81

evidéncias de que a transmissao vertical do SARS-CoV-2 durante a gravidez é rara,
mas possivel. (144) O que se traz de novidade neste estudo € a definicdo de um risco
maior ou menor para a possibilidade de transmissédo vertical. Dessa forma, nas
pacientes que apresentam um processo hiper inflamatério causado por citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias pode haver rompimento nas barreiras placentarias e
favorecer a transmissao vertical de infecgdes por SARS-CoV-2. Consequentemente, o
efeito citopatico direto da infeccdo por SARS-CoV-2 e a hiper inflamagéo associada
durante a gravidez podem induzir disfungéo placentaria e aumentar o risco desse tipo
de transmissao.(144—-146)

Em nosso estudo n&o percebemos evidéncias clinicas de transmissao vertical em
recém-nascidos. Nao estava na rotina do estudo a realizagado de testes RT-PCR para a
pesquisa do SARS-CoV-2 em nasofaringe de recém-nascidos filhos de mulheres que
que tiveram COVID-19 na gestagao. Mesmo assim alguns testes foram realizados no
hospital de referéncia para acompanhamento de gestantes com COVID no DF (Hospital
Regional da Asa Norte — HRAN) para quadros mais graves de COVID-19 na gestagéo.
Nem todos os pacientes que realizaram o teste fizeram o seguimento ambulatorial no
estudo PROUDEST e, por consequéncia, foram excluidos do estudo, mas dados de
prontuario revelam que dos 176 recém-nascidos que foram testados no HRAN, 15
(8,5%) apresentaram resultados positivos no RT-PCR coletado nas primeiras 48h de
vida. Este achado vai de encontro ao que tem sido observado na literatura como citato
anteriormente.

O nosso estudo também corrobora os achados da revisdo sistematica e
metanalise de Al-Kuraishy et al (144) na parte que refere que gestantes infectadas pelo
SARS-CoV-2 no 3° trimestre apresentam um estado hiper inflamatério. Os autores da
metanalise ainda sugerem que o estado hiper inflamatério da gestante poderia facilitar
um raro processo de transmissao vertical. Nossos dados ndo conseguem confirmar esta
hipotese. A condigao social vivida na pandemia dificultou o seguimento longitudinal de
todos os recém-nascidos filhos das mulheres incluidas na primeira fase do estudo.

Em relagdo a outros desfechos neonatais tem surgido na literatura médica atual
varios estudos que tentam contar a histéria do efeito da infecgéo gestacional por COVID-
19 nos neonatos.

O estudo INTERCOVID (Giuliani et al, 2022) analisou uma coorte com 586 recém-
nascidos de mulheres infectadas por SARS-CoV-2 e um grupo controle com 1.535
recém-nascidos. Nesse estudo foram incluidas gestantes que se infectaram em
qualquer fase da gestagéo ou estavam infectadas no momento do parto, mas o trimestre
de infecgao e a gravidade materna n&o foram levados em consideracdo. Os achados do

INTERCOVID também revelaram evidéncia do desfecho prematuridade nos casos de



82

gestantes com COVID-19 (p < 0.001) como em outros estudos previamente citados,
além de baixo peso ao nascer (p<0.001) (50). O estudo PAN-COVID (Mullins et al, 2022)
que recrutou 8.239 gestantes para um estudo prospectivo observou, da mesma forma,
uma incidéncia maior de prematuridade em gestantes com COVID-19 (113).

Varios estudos relataram desfechos de curto prazo para neonatos filhos de maes
com SARS-CoV-2, incluindo a necessidade de internacdo em UTIN e suporte
respiratério, mas pouco se sabe sobre os fatores especificos associados a infecgéo
neonatal. No entanto, parece existir impacto na saude neonatal decorrente
principalmente pela influéncia do parto prematuro devido ao agravamento da doenga
materna. Dessa forma, a prematuridade aumenta o risco de resultados adversos diretos
e indiretos a saude dos neonatos (147-149).

Na recente metanalise e reviséo sistematica de Simbar et al (2023) a comparagao
dos resultados em pacientes com ou sem COVID-19 nos estudos analiticos incluidos
mostrou uma diferenga significativa nos resultados de admissao na UTIN e peso ao
nascer(111,150). A comparagéao dos resultados neonatais nos periodos antes e durante
a pandemia de COVID-19 nao foi a mesma. Alguns estudos relataram um aumento na
mortalidade neonatal, enquanto outros ndo mostraram nenhuma mudanga.(111) Estes
dados relacionados ao aumento na taxa de admissao em UTIN expostos na metanalise
vao de encontro aos dados encontrados em nosso estudo. Este trabalho mostrou que
recém-nascidos de pacientes gestantes graves ou criticas tiveram maior taxa de
internacdo em UTIN.

Em relagéo a frequéncia de internagédo na UTIl Neonatal, este estudo aponta
prevaléncia de 7% de internagdes entre os casos nao graves e 24% nos casos graves
e criticos. Este fato reforca a evidéncia dos desfechos negativos em pacientes que
evoluiram para quadros mais graves de COVID-19 na gestagado. Di Toro et al, em
metanalise, observaram prevaléncia de 2% de internagdo em UTIN dos filhos de
mulheres infectadas com COVID-19 durante a gestagdo, sem diferenciar o grau de
gravidade materna ou o periodo de infecgao (151). Jafari et al, também em metanalise,
observaram uma necessidade maior de internagdo em UTIN em filhos de mulheres
infectadas por SARS-CoV-2.(149)

No estudo de Gupta et al foi encontrada uma diferenga estatisticamente
significativa entre mulheres gravidas SARS-CoV-2 negativas e SARS-CoV-2 positivas
com base em resultados perinatais. A prematuridade, peso mais baixo ao nascer e
indice de Apgar de 5° minuto mais baixo estéo relacionados a positividade materna para
COVID-19.(150) Em contraponto, relagdo ao peso de nascimento, Yao et al
observaram, numa metanalise e revisdo sistematica, que os filhos de mulheres

infectadas pelo SARS-CoV-2 apresentavam em médio peso de nascimento



83

maiores(82). A justificativa para o maior peso de nascimento destes neonatos pode
estar relacionada a desfechos maternos que relacionados a COVID-19 materna, como
por exemplo, o possivel aumento de prevaléncia de diabetes mellitus gestacional como
citado anteriormente. O presente estudo ndo mostrou diferenga entre os desfechos
relacionados ao peso de nascimento e ao Apgar de 5° quando analisou por trimestre de
infecgao ou por critério de gravidade materno.

Ao contrario do descrito por Dumitriu et.al, que referem necessidade de fototerapia
em 30% dos recém-nascidos filhos de maes com COVID-19 grave e em 7% dos recém-
nascidos filhos de mées com infecgdes ndo-graves (109), nosso estudo nao evidenciou
incidéncia maior de ictericia e nem necessidade maior de fototerapia na populagéo
estudada. Os fatores relacionados a ictericia neonatal que ndo foram analisados em
ambos os estudos podem ter contribuido para esta diferenga. Além disso, momentos
diferentes de analise e situagao vacinal podem ter contribuido para estas diferengas.

Nosso estudo ainda evidenciou que o valor médio de 17-OH-Progesterona foi
maior nos grupos de gravidade materna critica ou grave e no grupo de infecgédo no
terceiro trimestre. A dosagem de 17-OH-progesterona € rotineiramente utilizada para
triagem neonatal para hiperplasia adrenal congénita. No entanto, apés a percepgao de
valores elevados em prematuros, esse composto passou a ser estudado recentemente
como marcador de estresse intrauterino. Juntamente com o cortisol e o ACTH, esses
biomarcadores apresentam-se em altas concentragbes em recém-nascidos afetados
por infecgdes amnidticas ou pré-eclampsia. Assim, situacdes estressantes parecem
estimular a sintese de esteroides pelo eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenocortical fetal. No
entanto, ao comparar situagbes de estresse intrauterino agudo e crénico, a 17-OH-
progesterona apareceu como um marcador mais confiavel para indicar sofrimento fetal
prolongado (89)(152). Os resultados deste estudo sugerem que os recém-nascidos de
mées que tiveram COVID-19 mais grave e/ou no terceiro trimestre gestacional foram
submetidos a maiores niveis de estresse que os demais grupos, compativel com a hiper
resposta inflamatdria observada e caracterizada nesse grupo de gestantes. Esse fato
deve estar correlacionado a um maior ténus cértico-adrenal nesse grupo de neonatos,
iniciado ja na vida intrauterina, com consequente sintese aumentada de cortisol, no
mecanismo de fuga e luta da homeostase sistémica que se instala em eventos
agressores. Uma questdo importante nessa area e que merece investigagdo e o
seguimento dessa coorte a longo prazo € sobre as repercussdes desse tdnus adrenal
aumentado ao longo da vida dessas criangas, em seus varios aspectos metabdlicos,
como vulnerabilidade a uma maior adipogénese, disturbios do metabolismo glicémico,
disturbios cardiometabdlicos e hemodinamicos e, inclusive, em aspectos

sociocomportamentais.
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Nosso estudo é pioneiro na avaliagdo de parametros de crescimento dos
neonatos nascidos de maes positivas para COVID-19 de acordo com o trimestre
gestacional de infecgdo e com a gravidade de COVID materna, tanto ao nascimento
como no seguimento com 1, 6 e 12 meses de idade.

Verificou-se que nédo houve diferenga significativa na média de peso, perimetro
cefalico e comprimento entre grupos ao nascimento, seja em relagdo a gravidade da
COVID materna ou ao periodo gestacional em que ocorreu a infecgdo. Esse achado
mostra que os grupos de filhos de maes com COVID grave e/ou de maes com infecgbes
adquiridas no terceiro trimestre gestacional, apesar de terem sido submetidos a uma
resposta inflamatoéria mais intensa e a um maior tbnus estressor no periodo pré-natal,
teve sua nutrigao fetal transplacentaria preservada, assegurando-se o adequado ganho
de massa (peso e comprimento) e do crescimento cerebral (perimetro cefalico) nessa
fase. Hipotetiza-se que, concomitante ao evento estressor, mecanismos protetores
tenham-se instalado para assegurar que a placenta mantivesse sua fungao na nutricao
fetal. Dados interessantes poderiam vir do estudo anatomopatoldgico da placenta desse
grupo, o que néo fez parte do estudo. Uma metanalise sobre o impacto da COVID-19
na placenta humana ndo encontrou um padrao histopatologico tipico nessa condicéo e
descreve que a incidéncia de lesdes vasculares e inflamatdrias no tecido placentario
eram semelhantes a descrita em gestagdes sem COVID-19.(153)

Em relagédo a evolugdo antropométrica dos lactentes no primeiro ano de vida,
observou-se menor ganho de peso no primeiro més de vida de filhos de maes que
tiveram COVID grave e/ou foram infectadas nos 2°/3° trimestres de gestagdo em
comparagéao ao grupo COVID nao grave e com infegéo no 1° trimestre, respectivamente.
Entretanto, esse padrdo de menor ganho ponderal ndo se manteve nos meses
subsequentes e nem foi observado em relagéo ao perfil de ganho de comprimento ou
de perimetro cefalico ao longo dos primeiros 12 meses de vida. O desenho deste estudo
nao permite estabelecer uma relagdo de causalidade entre gravidade de COVID
materna ou periodo gestacional de infecgao e perfil de ganho ponderal nesse grupo de
lactentes, apenas descrever uma associagao entre esses parametros. Essa associacao
pode ter sido influenciada por fatores que tenham interferido no ganho ponderal no
primeiro més de vida, como a maior propor¢cdo de recém-nascidos pré-termos
(p=0,0159) e de neonatos encaminhados a UTIN (p=0,014) entre os filhos de mae com
COVID grave, assim como maior propor¢do de maes que tiveram COVID grave
(p<0,0001) e de recém-nascidos pré-termos (p=0,0246) entre os filhos de maes
infectadas no terceiro trimestre de gestagéo. A nao diferenga no padrédo de ganho
ponderal apds o primeiro més de vida entre os grupos reflete que os fatores subjacentes

que levaram a um menor ganho no primeiro més de vida foram resolvidos. Entretanto o
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grupo de filho de maes com COVID grave apresentou um ganho de peso
proporcionalmente maior no final do primeiro ano de vida (delta no Z-escore de peso
entre o primeiro e 0 12° més: +1,22 DP), em relagéo ao grupo de filho de méaes com
COVID néao grave (delta no Z-escore de peso entre o primeiro e 12° més: +0,5 DP; p =
0,0296). Esse achado pode refletir tanto a mais efetiva recuperagao de peso no grupo
COVID materna grave ao longo do primeiro ano de vida (catch up growth), como
também decorrer de fatores ambientais, como uma maior oferta calérica pela familia a
esse grupo COVID materna grave, espelhando, hipoteticamente, maior ansiedade da
familia quanto ao peso do lactente. Apesar de nado dispomos de mais dados que nos
permitam, nesse momento, maiores inferéncias sobre fatores envolvidos, uma
observacado semelhante foi descrita recentemente por Ockene et al (2023) para um
grupo de lactentes filhos de maes com COVID na gestagao, nos Estados Unidos. Aquele
grupo de lactentes, que havia nascido com peso menor que o grupo de criangas filhas
de maes sem COVID na gestagéo, apresentou um rapido ganho de indice de massa
corporal no primeiro ano de vida, sem diferengas em relagao a trajetéria do comprimento
nesse periodo entre os grupos com e sem COVID na gestagédo.(154) Esse achado
direcionada a um cuidado especial em relagdo ao acompanhamento desse grupo de
criancas ao longo da vida, uma vez que é bem conhecida, a partir de outras condi¢des
clinicas, a correlagao positiva entre um rapido ganho ponderal no primeiro ano de vida
com aumento do risco de doengas cardiometabdlicas na vida adulta.(155)

Na avaliagédo da evolugdo antropomeétrica intragrupos, observou-se que todos os
grupos (independente da gravidade da COVID materna e do periodo de infecgao)
apresentaram menores ganhos de peso e perimetro cefalico no primeiro més de vida,
caracterizado pela diminuicdo significativa dos respectivos Z-escores no periodo
neonatal, exceto o grupo filho de maes com infecgdo no primeiro semestre em relagéo
ao Z-escore de peso. Esse menor ganho nos parametros antropométricos no primeiro
més de vida pode refletir um periodo de adaptacdo pds-natal inicial, apés a hiper
resposta imunoldgica do final da gestagdo, uma vez que esse padrao da evolugao de
ganhos de peso, comprimento e perimetro cefalico ndo se manteve nos meses
subsequentes.

Entretanto, uma observacao importante diz respeito ao perfil de evolugcdo do
perimetro cefalico. O grupo de filhos de maes com COVID grave so6 apresentou melhora
no Z-escore de perimetro cefalio ao final do primeiro ano, e do grupo de filhos de maes
com COVID nao grave manteve um menor ganho de perimetro cefalico ao longo de todo
o primeiro ano de vida. Ao mesmo tempo, avaliando-se pela categoria periodo da
infecgdo materna, observou-se que os grupos 2° e 3° trimestres mantiveram um ganho

inadequado do perimetro cefalico no 6° més, recuperando-o apenas no 12° més. Nesse
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contexto, apesar de ndo termos mais dados que nos permitam entender possiveis
fatores que levaram a esse comportamento do perimetro cefalico, entendemos ser
necessario um aprofundamento nessa investigagéao e inclusive comparar esses dados
com aqueles referentes ao neurodesenvolvimento dessas criangas no primeiro ano de
vida (objeto de um dos bragcos do PROUDEST), ou até mesmo organizar um estudo
para avaliagdo imagenoldgica (ultrassonografia transfontanelar, por exemplo) do
cérebro dessas criangas no primeiro ano de vida.

Em uma coorte realizada em Nova Déli, india, ndo se mostrou diferenca em
parametros antropométricos da populagdo estudada. Foram incluidos naquele estudo
62 neonatos filhos de mulheres com COVID-19 na gestagao e 62 neonatos filhos de
mulheres nao-infectadas. Os parametros antropométricos foram reavaliados aos trés
meses de idade e nao foi encontrada qualquer diferenga. Atualmente, a literatura
publicada sobre estudos de acompanhamento em neonatos nascidos de maes positivas
para COVID-19 ¢é amplamente focada na avaliagdo dos resultados do
neurodesenvolvimento e nenhum dos estudos avaliou o impacto da infecgdo por
COVID-19 em maes nos parametros de crescimento dos bebés (81). Os aspectos de
neurodesenvolvimento deste grupo serdo apresentados nos resultados dos outros
bracos do estudo PROUDEST.

Limitacoes do Estudo

Este estudo apresenta algumas limitagdes. O baixo niumero de mulheres gravidas
incluidas em cada trimestre de gravidez reforga a necessidade de validar nossos
achados com uma amostragem mais robusta. Além de disso, este trabalho, em ambas
as etapas, foi realizado durante a circulagédo das cepas B.1.1.28 e B.1.1.33 do SARS-
CoV-2 no DF e, portanto, o impacto de outras variantes nos perfis imunolégicos e nos
desfechos neonatais ainda precisa ser abordado. Outro ponto que deve ser levado em
consideragao € que as gestantes com COVID-19 incluidas no estudo sao de uma fase
anterior a disponibilidade de vacinas contra SARS-CoV-2. Dessa forma, nao é possivel
analisar o impacto de vacinas nas variaveis do nosso estudo.

Apesar do pioneirismo desta investigagao exploratéria na primeira fase do estudo,
o desenho observacional com comparagdes multiplas sem correcbes para
comorbidades ou outras variaveis de confusdo também constitui uma limitacdo do
estudo.

Apesar deste estudo se apresentar como uma das escassas analises disponiveis
sobre o impacto do periodo de infecgao materna com desfechos neonatais e no primeiro
ano de vida, a falta de um grupo controle pareado também se constitui em uma

limitagdo. Entretanto, o ambiente sanitario, dificuldades econédmicas e mudangas sociais
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inerentes a pandemia como lockdown, escassez de recursos, restricdo de consultas
presenciais em varios servigos de saude e o proprio receio da populagdo foram alguns
dos fatores que comprometeram o seguimento de um grupo controle neste estudo.

Apesar dessas limita¢des, este estudo contribui com importantes dados sobre a
dindmica do perfil imunolégico das gestantes com COVID-19 ao longo dos varios
periodos gestacionais. Descreve também o impacto da doenga em desfechos clinicos
maternos, neonatais e na evolugdo antropométrica ao longo do primeiro ano de vida
desse grupo de criangas, de acordo com a gravidade da COVID materna e com o
trimestre gestacional em que a gestante teve infec¢ao pelo SARS-CoV-2.

Os aspectos fisiopatolégicos da COVID-19 descritos neste estudo séao
caracteristicos da populacao materno-infantil do Distrito Federal. Entretanto, em um
contexto maior, e dentro dos devidos limites cientificos, os achados deste estudo podem
ser partilhados, complementados e associados aos dados que descrevem o
comportamento esperado e/ou observado dessas mesmas variaveis em outras
populagdes, dentro e fora do pais, contribuindo com a provisao de evidéncias cientificas
mais inclusivas, robustas e com maior forca de recomendacdo na incorporacido de
novas agdes de politicas publicas de assisténcia global a saude materno-infantil no
contexto da COVID-19.

E fato que nessa area do conhecimento ainda é de grande importancia que haja
mais estudos longitudinais prospectivos com esse grupo de criangas expostas a COVID-
19 intrautero para um melhor entendimento da extensao dos efeitos diretos e/ou
indiretos dessa infeccdo na saude fisica, psiquica e social ao longo da fase de

crescimento e desenvolvimento e nas outras etapas da vida.
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6. CONCLUSAO

A pandemia de COVID-19, além dos impactos globais na saude publica mundial,
trouxe a necessidade de pesquisas que contribuissem com maior conhecimento sobre
os variados efeitos na saude das mulheres gravidas e de seus recém-nascidos,
principalmente devido ao impacto social e financeiro a toda populagdo mundial.

Neste estudo, foram estudadas as correlagcdes entre as mudancgas na resposta
imunoldgica de gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2 em diferentes trimestres da
gestagao com desfechos clinicos neonatais. De uma maneira geral, os mediadores
inflamatérios sollveis séricos, em especial as citocinas pré-inflamatérias, encontraram-
se mais elevados em gestantes infectadas no 3° trimestre da gestagdo. Em paralelo, na
analise de desfechos neonatais, houve maior prevaléncia de prematuridade no grupo
de recém-nascidos cujas maes forem infectadas no 3° trimestre de gestagao.

A comparagao do panorama de mediadores inflamatérios soluveis de mulheres
infectadas pelo SARS-CoV-2 durante a gestagdo com um grupo de gestantes pré-
pandémico mostrou que no grupo pré-pandémico, a maioria dos mediadores soluveis
séricos diminuiu progressivamente no 2° e 3° trimestre de gravidez, enquanto niveis
mais altos de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento foram observados no
grupo de pacientes que foram infectadas pelo SARS-CoV-2. Além disso, foi observado
um aumento de 15 vezes de citocinas pré-inflamatérias no 3° trimestre no grupo COVID-
19 quando comparado ao grupo controle.

A analise de rede integrativa demonstrou que a gravidez no grupo controle evoluiu
com conectividade decrescente entre pares de mediadores inflamatorios sollveis
séricos em diregao ao 3° trimestre. Embora o grupo COVID-19 tenha apresentado um
perfil semelhante, o numero de conexdes foi notavelmente menor ao longo da gravidez.
Sob uma perspectiva geral, um aumento pronunciado nos niveis séricos de mediadores
inflamatérios soltveis no 3° trimestre, com diminuicao da interagao da rede entre eles,
demonstrou um desequilibrio na resposta imunolégica na infecgao convalescente por
COVID-19 durante a gravidez, o que pode contribuir para 0 manejo ou mesmo a
recuperacao de complicacdes tardias na fase pds-sintomatica da infeccdo por SARS-
CoV-2 em mulheres gravidas.

Este estudo mostra ainda que o periodo de infecgdo materna e a gravidade da
infeccgdo materna pelo SARS-CoV-2 podem estar relacionados com desfechos
neonatais negativos.

Em relagdo aos desfechos neonatais relacionados ao trimestre de infecgao

materna na gestacao, este estudo revela que os resultados mais adversos ocorrem nos
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filhos daquelas mulheres infectadas no terceiro trimestre de gestagéo. Neste grupo,
houve maior incidéncia de prematuridade, maiores concentragbes séricas de 17-OH
progesterona, além de ganho de peso menor no primeiro més de vida quando
comparados aos grupos de 1° e 2° trimestre. Além da hiper inflamagéao no final da
gestagao, como sugere a primeira fase do estudo, o ambiente sanitario e as dificuldades
inerentes a pandemia, como /lockdown e escassez de recursos, podem justificar estes
desfechos.

Em relagéo aos desfechos neonatais relacionados a gravidade materna durante
a infecgao pelo SARS-CoV-2, este estudo mostrou que os resultados mais adversos
ocorrem naqueles recém-nascidos de mulheres que apresentaram quadro graves ou
criticos de COVID-19 na gestagao. Neste grupo, percebe-se uma prevaléncia maior de
prematuridade e concentragbes séricas de 17-OH-progesterona mais elevada.
Acrescenta-se ainda a observagado, na avaliagdo longitudinal até os 6 meses de vida,
de menor ganho de peso, comprimento e perimetro cefalico no grupo dos filhos das
mulheres que tiveram quadros mais graves. O processo hiper inflamatério tipico dos
pacientes mais graves e o ambiente sanitario podem justificar estes desfechos.

Por fim, entende-se que esta pesquisa aponta diversas perspectivas de estudos
futuros como, por exemplo, investigagao dos impactos a longo prazo, a seguranga e
eficacia das vacinas em gestantes, fatores de risco relacionados as intervengdes
terapéuticas, impacto psicolégico, estratégias de saude publica e o impacto das
variantes do virus além de programas de educacgao para melhor compreender e abordar
os riscos e medidas de prevengao, visando aprimorar a saude materna e neonatal

globalmente.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos do SARS CoV-2 sobre gestacéo, parto, puerpério, periodo neontatal e
desenvolvimento infantil: estudo de coortes, prospectivo multicéntrico

Pesquisador: GERALDO MAGELA FERNANDES

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 32359620.0.0000.5558

Instituicao Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.055.854

Apresentacéao do Projeto:

Trata-se de estudo observacional, longitudinal,prospectivo, que acompanhara mulheres com idade igual ou
superior a 18 anos, de qualquer idade gestacional, no periodo de julho a dezembro de 2020 e os bebés
nascidos dessas gestacdes, no periodo de junho de 2020 a junho de 2025, com o intuito de avaliar os
efeitos da COVID-19 na gestacdo, puerpério, periodo neonatal e desenvolvimento infantil de criancas
nascidas de mées sob infeccdo por COVID-19

Objetivo da Pesquisa:

Os autores relatam que pretendem determinar os efeitos da infecdo por SARS-CoV-2 na gestacao, parto e
puerpério e comparar os achados clinicos, imageologicos, laboratoriais e de desenvolvimento a longo prazo
entre filhos de maes expostas e ndo expostas a infeccdo pelo SARS-CoV-2 durante a gestacéo e ainda :

i. Avaliar o efeito da COVID-19 nos indicadores de morbidade e mortalidade materna; ii. Avaliar o efeito da
COVID-19 nos indicadores de

morbidade obstétrica: aborto, malformacao fetal, disturbios do crescimento fetal, parto prematuro e
patologias obstétricas, como pré-eclampsia.iii.

Investigar a presenca do SARS-CoV-2 e/ou de anticorpos anti-SARS-CoV-2 no sangue materno, sangue do
corddo umbilical e, naquelas mulheres

submetidas a raque anestesia para cesarea, no liquor. iv. Investigar a presenca de marcadores
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inflamatorios no sangue materno, sangue do cordao

umbilical e, naquelas mulheres submetidas a raque anestesia para cesarea, no liquor. v. Investigar a
presenca de sinais histologicos e/ou

marcadores moleculares no tecido placentario de mulheres infectadas pelo SARS-CoV-2vi. Avaliar o efeito
da COVID-19 nos indicadores de

morbidade e mortalidade neonatal precoce; vii. Avaliar o efeito da COVID-19 nos indicadores de avaliacdo
de sucesso do aleitamento materno;viii.

Avaliar o efeito da COVID-19 na saude global de criancas filhas de mées infectadas em qualquer fase do
periodo gestacional e neonatal precoce; ix.

Avaliar o efeito da COVID-19 no desenvolvimento somatico, metabolismo energético e neurologico de
criancas filhas de mées infectadas em

qualquer fase do periodo gestacional e neonatal precoce

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

s autores referem que trata-se de estudo considerado de risco minimo.

Existe risco de constrangimento por ter sido portadora de COVID-19. Para minimizar esse efeito, as
participantes serdo atendidas em um ambulatério especificamente criado para esse fim, além de que todos
os dados serdo mantidos em sigilo.

A coleta de sangue sera realizada em uma veia do antebraco, com agulha e seringa estéreis. Ha risco de
equimose ou sangramento local inerente a coleta. O procedimento sera realizado por profissional treinado,
para minimizar qualquer complicacdo. O paciente sera orientado sobre como proceder no caso de
complicacdo relacionada ao procedimento.

Beneficios:

Os autores consideram que entre os beneficios, destacam-se primeiro os de carater coletivo, pois através
dos resultados obtidos sera possivel um melhor entendimento dos efeitos da doenca durante a gestacéo e
das suas consequéncias a longo prazo nos filhos de mulheres acometidas.

Um importante beneficio para as mulheres & que sera oferecido um acompanhamento pré-natal integral,
com consultas, exames laboratoriais e de

imagem realizados no Hospital Universitario de Brasilia (HUB), assim como a assisténcia ao parto nesse
hospital.

Igualmente, aos filhos das participantes sera garantido o acompanhamento do crescimento e
desenvolvimento no ambulatério de pediatria.
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Por meio de um estudo observacional pretende-se avaliar se: a exposi¢cdo materna a infecgédo pelo virus
SARS-CoV-2 durante a gestacao e puerpério esta associada a riscos diretos a propria gestacéo, a gestante
e ao feto em desenvolvimento? A gestacdo em si poderia exercer efeito protetor sobre o bindmio mae-feto
em relacéo a formas graves da COVID-19? A exposicdo intratero a infeccéo pelo virus SARS-CoV2 esta
associada a alteracdo no desenvolvimento infantil?

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
O projeto encontra-se elaborado de acordo com as normas e resolucoes do sistema CEP/Conep com TCLE
adequado, riscos e beneficios, critérios de inclusao e exclusdo e cronograma.

Recomendacées:

Recomenda-se : 1-atualizar o cronograma 2- considerando o auto custo do orcamento informar se havera
fonte de fomento 3- os exames complementares especificos para o projeto serdo custeados pelo SUS ou
havera recursos financeiros para os mesmos? 4-Consta como beneficios :Um importante beneficio para as
mulheres & que sera oferecido um acompanhamento pré-natal integral, com consultas, exames laboratoriais
ede

imagem realizados no Hospital Universitario de Brasilia (HUB), assim como a assisténcia ao parto nesse
hospital.lgualmente, aos filhos das participantes sera garantido o acompanhamento do crescimento e
desenvolvimento no ambulatério de pediatria.5- Esse termo devera ser retirado como beneficio para os
pacientes pois trata-se de procedimentos de rotina e direito dos pacientes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O colegiado considerou que com intuito de néo atrasar o desenvolvimento do projeto o mesmo ficara como
aprovado.Entretanto, as recomendacdes deverao ser atendidas e serdo verificadas por ocasiao do relatério
parcial.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Projeto apreciado na Reunido Ordinaria do CEP-FM-UnB- 05/2020. Apds apresentacéo do parecer do (a)
Relator (a), aberta a discussdao para os membros do Colegiado. O projeto foi Aprovado com as
recomendacdes elencadas acima.

De acordo com a Resolucdo 466/2012-CONEP/CNS, itens X.1. - 3.b. e XI. -2.d, este Comité chama a
atencdo da obrigatoriedade de envio do relatorio parcial semestral e final do projeto de pesquisa para o CEP
-FM, através de Notificacdes submetidas pela Plataforma Brasil, contados a partir da data de aprovacéo do
protocolo de pesquisa e recomenda fortemente o atendimento das
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observacdes elencadas.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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QR

111

moe

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/05/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1556469.pdf 14:40:33
Cronograma Cronograma_Proudest.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito

14:28:52 |FERNANDES
Orcamento Orcamento.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
14:26:43 |FERNANDES
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Brochura 14:24:27 |FERNANDES
Investigador
Declaracdo de Carta_pesquisadores.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:20:01 | FERNANDES
Declaracao de resumo_estruturado.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:16:59 |FERNANDES
Declaracdo de 12_Termo_de_responsabilidade.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:15:06 | FERNANDES
Declaracao de Zaconeta.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:07:51 FERNANDES
Declaracdo de Geraldo.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:07:41 |FERNANDES
Declaracao de felipe.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:07:27 |FERNANDES
Declaracdo de Karina.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:58 |FERNANDES
Declaracao de Cleandro.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:45 FERNANDES
Declaracéo de larissa.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:31 | FERNANDES
Declaracédo de alexandre.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:04 |FERNANDES
Declaracéo de jose_alfredo.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:05:43 |FERNANDES
Declaracédo de Lizandra.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:05:20 |FERNANDES
Declaracéo de Andreza.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:05:08 |FERNANDES
Declaracédo de gecilmara.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:04:25 |FERNANDES
Declaracéo de Licia.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
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Pesquisadores Licia.pdf 14:04:06 |FERNANDES Aceito
Declaracdo de rosana.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:03:43 FERNANDES
Declaracdo de Luiz_Claudio_Goncalves.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
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9. APENDICES
APENDICE 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Efeitos do SARS CoV-2 sobre gestagao, parto, puerpério, periodo neonatal e desenvolvimento infantil: estudo de
coortes, prospectivo multicéntrico”
HUB-EBSERH

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “Efeitos do SARS CoV-2 sobre gestagao,
parto, puerpério, periodo neonatal e desenvolvimento infantil: estudo de coortes, prospectivo multicéntrico”, que
significa “Estudo do impacto da infecgéo pelo novo coronavirus na gestagéo e desenvolvimento de criangas” que esta
sob a responsabilidade da pesquisadores: Dra. LIZANDRA MOURA PARAVIDINE SASAKI, Hospital Universitario
de Brasilia, Fone (61) 98424-8707 (coordenadora da parte das gestantes e puérperas) ¢ Dr. GERALDO MAGELA
FERNANDES (coordenador da parte das criangas), Universidade de Brasilia, Fone (61) 981070071. Os coordenadores
podem ser encontrados na Maternidade do Hospital Universitario de Brasilia de segunda a sexta-feira de 8 as 12h.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com os responsaveis por esta pesquisa. Apenas quando todos os
esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao
final deste documento, que esta em duas vias. Uma via lhe sera entregue ¢ a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé tem total liberdade para decidir participar ou recusar-se. Enfatizamos que a sua recusa ndo lhe trara
qualquer prejuizo e que caso decida participar, também tera o direito de abandonar a pesquisa a qualquer momento, sem
que ocorra nenhuma penalizagio.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descri¢do da pesquisa: Vocé foi convidada a participar desta pesquisa para estudarmos o impacto da
pandemia pelo novo corona virus 2019 - SARS-Cov-2- durante a gestagdo de seu filho (a) e o como pode
influenciar no crescimento e desenvolvimento da crianga. O objetivo deste estudo ¢ acompanhar a evolugao
de pacientes gestantes que foram infectados pelo novo corona virus 2019 (SARS-Cov-2) e verificar se ha
algum impacto na saude do feto, na satide materna e, apos nascimento, acompanhar se ha algum impacto na
saude da crianga até os 5 anos de idade. A infecgdo pelo Corona virus 2019 ainda ¢ muito recente e se sabe
muito pouco de sua influéncia na satide das gestantes e nos filhos de mées que foram contaminadas durante
a gestacdo. Para participar serd necessario, ap0s a leitura e assinatura deste documento, que vocé faga o seu
pré-natal no Hospital Universitario de Brasilia (HUB) ou nos servigos supervisionados pela pesquisa e
posteriormente leve o seu filho para o seguimento do crescimento e desenvolvimento no Ambulatério do
HUB ou nos servigos supervisionados. Os procedimentos do estudo — coletas de informagdes relativas a sua
saude, exames laboratoriais, exames radiologicos, coleta de sangue — ndo sdo diferentes daqueles que vocé
faria no pré-natal e na avaliagdo do Crescimento ¢ Desenvolvimento do seu filho.

» Periodo de participacdo no estudo: apds a primeira avaliagdo, vocé devera retornar para as consultas de pré-
natal conforme a rotina habitual, ou seja, mensalmente até a 34" semana de gestagdo, quinzenalmente até a
36° semana e semanalmente até o parto. As consultas do seguimento da crianga ocorrerdo da mesma como orienta o
Ministério da Saude: 1°, 2°, 4°, 6°, 9° ¢ 12° més no primeiro ano de vida e apds 1 ano, de 6 em 6 meses, até completar 5
anos de idade.

» Riscos para o voluntirio da pesquisa: algumas gestantes podem ter vergonha ou medo de preconceito por
terem adquirido a COVID-19. Para evitar isso, criamos um ambulatorio de pré-natal especialmente para as
pariticpantes deste estudo, além de garantirmos que todos os dados serdo tratados em segredo. A coleta de
sangue para exames laboratoriais serd realizada em uma veia do seu brago, com agulha e seringa esterilizadas,
mas pode haver o risco de equimose (mancha roxa) ou sangramento local. Para reduzir esse risco, a coleta
sera realizada por uma pessoa com experiéncia. Além do sangue, a placenta e o sangue do corddo umbilical
também serdo encaminhados para estudos no laboratorio. Caso vocé ou seu bebé precisem fazer uma anestesia
ou pungdo na coluna por outro motivo, o liquido também sera estudado. No caso da crianca ela sera submetida a
uma ressonancia magnética de cranio ainda na maternidade, o exame ¢ indolor, seré realizado com a crianga
dormindo, ndo sera realizado se for necessaria sedagdo. Nao serdo solicitados exames de sangue da crianga que
forem diferentes da rotina clinica habitual, exceto para pesquisa da presenga do corona virus 19 ou anticorpos
anti-corona virus 19 no sangue. A crianga também tera risco de hematoma (mancha roxa) e sangramento no local
da coleta que ¢ habitualmente no dorso da mao. Para diminuir estes eventos a coleta desta amostra de sangue sera
feita junto com coletas de sangue que ja seriam necessarias, como o teste do pezinho. Caso vocé ou a crianga
venha a apresentar as alteragdes relacionadas a coleta de sangue, vocé devera fazer compressas de dgua quente
em casa e se ndo melhorar, deve procurar o responsavel por esta pesquisa no hospital ou através do telefone
listado acima (pode fazer ligagdes a cobrar).

Rubrica Participante
Rubrica Pesquisadores
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Planilha de Dados Neonatais

IDENTIFICAGAO

Prontuario: Nome: RN de

DN:__ / / Sexo: ( ) Feminino ( ) Masculino ( ) Indeterminado

IG:___sem___dias Antropometria: P: gE:_ cmPC:___cm
SALA DE PARTO

APGAR Classificagdo:

19( ) 59( ) 10¢( ) ( )Termo ( )Pretermo ( )Pés-termo ||( )PIG ( )AIG ( )GIG
EXAME FisICO

Fascies: ( )Atipica ( )Tipica

Pele: ( )Normal ( )Aplasia ( )Hemangioma ( )Outro

ACV: ( )Normal ( )Sopro

AR: BSA()0 ()1 ()2 ()3 ()4 ()5()6 ()7 ()8 ()9

ABD: ( )Normal ( )Alterado

Genitdlia: ( )Tipica ( )Atipica

Ost.Musc. ( )Ortolani+ ( )Ortolani- ( )Outro

Neuro: ( ) Tonus Normal ( ) Ténus Anormal

DESTINO: [ () Alcon ( ) UTIN

UTI NEONATAL (se for o caso)
SNAPPE I: | Dias de Internagdo:
Suporte Vent. (em dias): 02__ dias |N&o Invasiva:____dias|VM:

Ecocardio: | ()PCA [ ()cv [()CA [()TGA [()T4F [()HP [ () Normal

USTF:[( )HICI | ( )HICI | ( )HICIHI | ( )HICIV | ( )Outros

ROP: ( )Sim ( )N3o |ECN:()Sim ()N3o | Hemoc. Positiva: ( ) Sim ( )N3o

DBP: ( ) Leve ( ) Moderada ( ) Grave

ALOJAMENTO CONJUNTO

Ictericia: ( ) Sim ( )N&o | Fototerapia: ( ) Sim ( )Ndo

Triagens Neonatais:

ROV: ( )Normal ( )Alterado Oxim: ( )Normal ( )Alterado]

EOA: ( )Normal ( )Alterado Pezinho: ( )N ( )Alterado 170HProg

Aleitamento na Alta: ( ) SME ( ) Misto ( ) Formula

LABORATORIAL

Citoc.1 Citoc.2 Citoc.3 | Citoc.4 | Citoc.4 Citoc.5 Citoc.6 Citoc.7

Citoc.8 | Citoc.8 | Citoc.8 | Citoc.9 1gG IgM Prolact.M

EXAME DE IMAGEM

Ecotransfontanela: ( )Normal ( )Alterado

ANATOMO PATOLOGICO DA PLACENTA

Laudo:( )Normal ( )Alterado
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Introduction: SARS-CoV-2 infection during pregnancy can induce changes in
the maternal immune response, with effects on pregnancy outcome and
offspring. This is a cross-sectional observational study designed to characterize
the immunological status of pregnant women with convalescent COVID-19 at
distinct pregnancy trimesters. The study focused on providing a clear snapshot of
the interplay among serum soluble mediators.

Methods: A sample of 141 pregnant women from all prenatal periods (1%, 2" and
3" trimesters) comprised patients with convalescent SARS-CoV-2 infection at 3-
20 weeks after symptoms onset (COVID, n=89) and a control group of pre-
pandemic non-infected pregnant women (HC, n=52). Chemokine, pro-
inflammatory/regulatory cytokine and growth factor levels were quantified by a
high-throughput microbeads array.

Results: In the HC group, most serum soluble mediators progressively decreased
towards the 2™ and 3 trimesters of pregnancy, while higher chemokine,
cytokine and growth factor levels were observed in the COVID patient group.
Serum soluble mediator signatures and heatmap analysis pointed out that the
major increase observed in the COVID group related to pro-inflammatory
cytokines (IL-6, TNF-c, IL-12, IFN-y and IL-17). A larger set of biomarkers
displayed an increased COVID/HC ratio towards the 2™ (3x increase) and the
3™ (3x to 15x increase) trimesters. Integrative network analysis demonstrated that
HC pregnancy evolves with decreasing connectivity between pairs of serum
soluble mediators towards the 3™ trimester. Although the COVID group exhibited
a similar profile, the number of connections was remarkably lower throughout
the pregnancy. Meanwhile, IL-1Ra, IL-10 and GM-CSF presented a preserved
number of correlations (>5 strong correlations in HC and COVID), IL-17, FGF-
basic and VEGF lost connectivity throughout the pregnancy. IL-6 and CXCL8
were included in a set of acquired attributes, named COVID-selective (>5 strong
correlations in COVID and <5 in HC) observed at the 3 pregnancy trimester.

Discussion and conclusion: From an overall perspective, a pronounced increase
in serum levels of soluble mediators with decreased network interplay between
them demonstrated an imbalanced immune response in convalescent COVID-19
infection during pregnancy that may contribute to the management of, or indeed
recovery from, late complications in the post-symptomatic phase of the SARS-
CoV-2 infection in pregnant women.

KEYWORDS

chemokines, cytokines, growth factors, COVID-19, pregnancy

derat

1 Introduction ymptomatic, mild, severe, or critical (2-4). Fever,
cough, dyspnea, and myalgia were the most common mild

In March 2020, the World Health Organization (WHO)
characterized the outbreak of the Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) disease (COVID-19) as a
pandemic, having since confirmed more than 655 million COVID-
19 cases, 6.6 million of which resulted in death (1). SARS-CoV-2 is
transmitted through airborne droplets, respiratory secretions, and
direct contact. The clinical symptoms relating to the COVID-19
disease were primarily respiratory, and later reported as
multisystemic effects. COVID-19 illness symptoms can be

Frontiers in Immunology

symptoms. The pathogenesis of COVID-19 has been strongly
associated with an unbalanced immune response; however, the
pathophysiology of the disease remains under investigation (5-7).
Multiple studies concluded that pregnant women are a high-
risk population for the COVID-19 di Infectious di
in pregnancy are regularly considered a critical condition.
Physiological changes during pregnancy have significant effects on
the immune system, cardiopulmonary system and coagulation, and
these changes may result in an altered response to COVID-19
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infection (3, 8-11). Cytokine levels during pregnancy could
be responsible for metabolic imprinting as cytokines are
transferable from maternal to fetal circulation and are capable of
modulating placental nutrient transfer. Maternal inflammation may
induce metabolic reprogramming at several levels, from the
periconceptional period onwards. Such processes and their
consequences on the maternal and perinatal periods have not
been extensively studied to date. Moreover, the maternal immune
activation triggered by COVID-19 can have impacts for the mother,
pregnancy outcome and offspring (12, 13). The understanding such
phenomena should contribute to the proper g t of

10.3389/fimmu.2023.1176898

Regional Hospital, both public reference centers for COVID-19 in
the Federal District of Brazil and participants of a large research
project named PROUDEST (15). The COVID group comprised
pregnant women aged 18-44 years, with a median age of 31 years.
This group was further categorized into subgroups according to the
pregnancy trimester, referred to as: 1** (n=7), 2*¢ (n=34) and 3"
(n=48). COVID-19 diagnosis was confirmed by a documented
positive RT-PCR test using a nasopharyngeal swab or rapid test
(Biomanguinhos, FIOCRUZ, Brazil) for IgM or IgG, during
pregnancy. Most of the COVID-19 group (97%, 86 out of 89)

children born to SARS-CoV-2-infected mothers (14).

The aim of the present study was to conduct a prospective
observational study designed to characterize the immunological
status of pregnant women with convalescent COVID-19, focusing
on an overall snapshot of the interplay between serum
soluble mediators.

2 Materials and methods
2.1 Study population

This cross-sectional observational study was conducted between
July 2020 and December 2021 during the COVID-19 pandemic in
the Federal District of Brazil during circulation of the SARS-CoV-2
B.1.1.28 and B.1.1.33 strains. A total of 141 participants were
enrolled as non-probability convenience sampling, including
pregnant women with convalescent SARS-CoV-2 infection
(COVID, n=89) at 3-20 weeks after symptoms onset during the
prenatal period (1%, 2°¢ and 3 trimesters), together with a healthy
control group composed of age-matched pre-pandemic non-
infected pregnant women (HC, n=52).

The COVID-19 pregnant women were recruited at two public

pr d the non-severe form of the disease. The most common
symptoms were: Anosmia (68%), runny nose and/or nasal
congestion (68%), headache (67%), ageusia (63%), myalgia (57%),
cough (43%), fever (43%), dyspnea (31%), sore throat (31%),
asthenia (22%), diarrhea (17%), nausea and vomiting (11%), joint
pain (5%), dizziness (4%) and skin diseases (2%). SARS-CoV-2
infection during pregnancy was associated with important adverse
maternal and neonatal outcomes, including gestational diabetes
mellitus (37%), Apgar score at first minute < 7 (22%), systemic
arterial hypertension (18%), fetal restriction growth (11%), preterm
labor (11%), acute fetal distress (8%), Apgar score at fifth minute <7
(5%) and preeclampsia (3%).

The HC group comprised a selected non-probability
convenience sampling from a biorepository maintained at Grupo
Integrado de Pesquisas em Biomarcadores, Instituto René Rachou,
Fundagio Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-Minas), Belo Horizonte,
Brazil. The HC group comprised pregnant women, aged 18- 42
years, with a median age of 28 years. The healthy control group was
composed by primiparous with no previous history or current
status of obesity, systemic arterial hypertension, diabetes mellitus
and without records of pre-eclampsia. The HC group was further
categorized into subgroups according to pregnancy trimester,
referred to as: 1% (n=21), 2™ (n=10) and 3" (n=21).

The Table 1 summarize the major demographic and clinical

hospitals - the University Hospital of Brasilia and the Asa Norte features of the study population.
TABLE1 Demographic and clinical of the study p
GROUPS
Characteristics Healthy Controls - HC COVID-19 - COVID
(n=52) (n=89)
Age, median (min-max) 28 (18-42) 31 (18-44)
Obstetric History
Previous Pregnancies, median (min-max) 0% (0) 2(0-6)
Abortions, median (min-max) 0% (0) 0(0-2)
Complications* % (n) 0% (0) 24% (21)
Current Study
Obesity % (n) 0% (0) 11% (10)
SAH % (n) 0% (0) 18% (16)
Diabetes % (n) 0% (0) 37% (33)
Pre-eclampsia % (n) 0% (0) 3% (3)

SAH, systemic arterial hypertension. *Obesity, SAH, diabetes, pre-eclampsia.
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All study participants provided written informed consent prior
to inclusion in accordance with the Helsinki Declaration and
Resolution 466/2012 from the Brazilian National Health Council
for research involving human subjects. This study was recorded on
the Brazilian Registry of Clinical Trials Platform (ReBEC, RBR-
65qxs2) and approved by the National Commission for Ethics in
Research in Brazil (CONEP, CAAE 32359620.0.0000.5558). The
anonymization strategy to protect the identity of participants was
achieved by replacing the direct identifiers by standardized

10.3389/fimmu.2023.1176898

amongst HC and COVID subgroups were carried out using the
Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post-test. Additionally,
comparative analysis between HC and COVID at matching
trimesters was performed using the Mann-Whitney test. In all
cases, statistical significance was considered at p<0.05.

The serum soluble mediator signatures were calculated as the
proportion (%) of pregnant women with serum levels above the
reference values (cut-off) defined as the median Z-score of each

lubl diator detected for all HC along the 1%, 2°¢ and 3%

alphanumeric codes (PRAxxxPNy and PRBxxxPNy), where “PR”
refer to the PROUDEST project name (15), “A” and “B” refers to the
hospital unit, the “xxx” rep the sequential ber of patient
inclusion, “PN” refer to prenatal period and “y” the trimester of
sample collection.

2.2 Biological samples

Whole blood sample (10 mL) were collected from each
participant in vacuum tubes without anticoagulant by
venipuncture at the first prenatal appointment or upon enrolment
in the study. Serum samples were obtained by centrifugation (1400
x g 10 min, 4°C) of original samples within 6 h after blood
collection. The serum specimens were aliquoted and stored at
-80°C until quantification of serum soluble mediators.

2.3 Quantification of serum
soluble mediators

Serum soluble mediators were quantified by a high-throughput
Luminex microbead multiplex assay (Bio-Plex Pro"™ Human
Cytokine 27-plex Assay, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). The manufacturer’s instructions were followed to
determine the concentrations of chemokines (CXCL8; CCL11;
CCL3; CCL4; CCL2; CCL5; CXCL10), pro-inflammatory
cytokines (IL-1B; IL-6; TNF-o; IL-12; IFN-y; IL-15; IL-17),
regulatory cytokines (IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13) and
growth factors (FGF-basic; VEGF; PDGF; G-CSF; GM-CSF; IL-2;
IL-7). The assays were conducted in parallel batches by a trained
technician at the flow cytometry facility at FIOCRUZ-Minas. The
concentrations of serum soluble mediators (pg/mL) were obtained
according to a 5-parameter logistic curve fit regression of
standard curves.

2.4 Statistical analysis
Descriptive statistics were carried out using the Prism 8.0.2
software (GraphPad Software, San Diego, USA). Data normality

was assessed using the Shapiro-Wilk test. Considering the
nonparametric distribution of all data sets, multiple comparisons
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trimesters (CXCL8=-0.3; CCL11=-0.3; CCL3=-0.3; CCL4=-0.3;
CCL2=-0.4; CCL5=-0.2; CXCL10=-0.2; IL-1B=-0.3; IL-6=-0.3;
TNF-0=-0.3; IL-12=-0.3; IFN-y=-0.4; IL-15=-0.5; IL-17=-0.4; IL-
1Ra=-0.4; IL-4=-0.3; IL-5=-0.2; IL-9=-0.2; IL-10=-0.2; IL-13=-0.4;
FGF-basic=-0.5; PDGF=-04; VEGF=-0.4; G-CSF=-0.2; GM-CSF=-
0.4; 1L-2=-0.4; IL-7=-0.3). Additionally, trimester-matching
signatures were assembled, considering the reference values (cut-
off) defined as the median Z-score of each soluble mediator detected
for HC trimester subgroups at 1* (CXCL8 = 0.2; CCL11 = 0.1; CCL3
= 0; CCL4=-0.6; CCL2 = 0.4; CCL5=-0.2; CXCL10=-0.7; IL-1B=-
0.2; IL-6 = 1.6; TNF-0=-0.1; IL-12=-0.2; IFN-y=0.1; IL-15=-0.5; IL-
17 = 0.1; IL-1Ra=0.1; IL-4=-0.5; IL-5=-0.1; IL-9 = 0.5; IL-10=-0.2;
IL-13 = 0.2; FGF-basic=0.3; PDGF=0.2; VEGF=0.1; G-CSF=-0.2;
GM-CSF=0.1; IL-2=-0.4; IL-7=-02), 2™ (CXCL8=-0.3; CCL11=-
0.2; CCL3=-0.3; CCL4=-0.2; CCL2=-0.5; CCL5=-0.1; CXCL10=-0.6;
IL-1P=-0.3; IL-6=-0.4; TNF-0=-0.3; IL-12=-0.3; IFN-y=-0.4; IL-15
=02;IL-17=-0.2; IL-1Ra=-0.5; IL-4 = 0.2; IL-5=-0.2; IL-9=-0.6; IL-
10=-0.2; IL-13=-04; FGF-basic=-0.6; PDGF=-0.6; VEGF=-0.2; G-
CSF=-0.1; GM-CSF=-0.6; IL-2=-0.1; IL-7=-0.2) and 3"* trimesters
(CXCL8=-0.4; CCL11=-0.4; CCL3=-0.3; CCL4 = 0.3; CCL2=-0.5;
CCL5 = 0.1; CXCL10 = 0.6; IL-1B=-0.4; IL-6=-0.3; TNF-0=-0.3; IL-
12=-0.3; IFN-y=-0.4; IL-15=-0.5; IL-17=-0.4; IL-1Ra=-0.6; IL-4=-
0.3; IL-5=-0.2; IL-9=-0.8; IL-10=-0.3; IL-13=-0.4; FGF-basic=-0.6;
PDGF=-0.7; VEGF=-04; G-CSF=-0.2; GM-CSF=-0.7; IL-2=-0.5;
IL-7=-0.3). The serum soluble mediators displaying a proportion
above 50% in pregnant women were included in the set of
biomarkers with increased levels.

Heatmap constructs were assembled using conditional
formatting in Microsoft Excel to illustrate the overall profile of
serum soluble mediator signatures of the COVID and HC
subgroups along the pregnancy trimesters. The ratio between the
proportion of pregnant women with serum levels above the
reference values in the COVID group in relation to HC (%
COVID/%HC) was also assessed by comparative analysis.

Serum-soluble mediator networks were built based on
correlation analysis (Pearson and Spearman rank tests) between
pairs of serum-soluble mediators. Only significant strong
correlations (p<0.05 and “r” scores = |0.67|) were employed to
construct the comprehensive networks. The open-source Cytoscape
software (available at https://cytoscape.org) was used to create
cluster network layouts comprising the 4 categories of serum
soluble mediators - chemokines, pro-inflammatory cytokines,
regulatory cytokines, and growth factors. Descriptive analysis of
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serum soluble mediator networks was performed by considering the
ascendant number of strong correlations to identify the set of
biomarkers with five or more strong correlations (= 5). Venn
Diagram analysis (available at (http://bioinformatics.psb.ugent.be/
webtools/Venn/) was performed to assess the preserved (common),
lost or acquired (selective) serum soluble mediators with = 5 strong
correlations in COVID subgroups compared to trimester-
matching HC.

The MATLAB software was employed for Principal
Component Analysis (PCA). The PCA data was assembled to
verify the ability of serum soluble mediators to cluster
convalescent COVID-19 pregnant women from HC, as well as
subgroups of COVID-19 as compared to trimester-matching HC.
The PCA analysis enabled data dimensionality reduction.

3 Results

3.1 Levels of serum soluble mediators in
convalescent COVID-19 at distinct
pregnancy trimesters

The levels of chemokines, pro-inflammatory cytokines,
regulatory cytokines and growth factors were measured in serum
samples from pregnant women with convalescent COVID-19 at 3-
20 weeks after symptoms onset (COVID) and compared with those
detected in trimester-matching pre-pandemic non-infected
pregnant women as a healthy control (HC). The results are
presented in Figures 1 and 2.

In general, healthy preg

women pri d

a progressive
decrease in most serum soluble mediators towards the 2°* and 3™
pregnancy trimester, including: chemokines (CXCL8, CCL11,
CCL3 and CCL2); pro-inflammatory cytokines (IL-1f, IL-6, TNF-
o, IL-12, IFN-y, and IL-17); regulatory cytokines (IL-1Ra, IL-4, IL-
5, IL-9, IL-10 and IL-13), and growth factors (FGF-basic, VEGF,
PDGF, GM-CSF and IL-7). Conversely, progressive increases in
CCL4, CCL5, CXCL10 and G-CSF were observed in the HC group.
No difference was observed in the HC group for IL-15 and IL-2
(Figures 1, 2).

Overall, higher levels of the most soluble mediators were
observed in convalescent COVID-19 pregnant women compared
to the healthy controls, especially at the 2°* and 3" trimesters,
including higher levels of CXCL8; CCL11; CCL2; CCL3; IL-1 B; IL-6;
TNF-o; IL-12; IFN-y; IL-17; IL-1Ra; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13; FGF-
basic; VEGF, and GM-CSF. Conversely, lower levels of CCL4,
CCL5, CXCL10, G-CSF and IL-7 were observed towards the 2nd
and 3" trimesters in the COVID group compared to the HC group
(Figures 1, 2).

Additional analysis amongst the COVID subgroups along the
pregnancy trimesters demonstrated an inverted profile of CCL3, IL-
1Ra and FGF-basic towards higher levels in the 3¢ trimester
(Figures 1, 2).

Supplementary Figure 1 summarizes the major changes
observed in serum soluble mediators along the trimesters of
healthy and convalescent COVID-19 pregnancy.
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3.2 Serum soluble mediator signatures in
convalescent COVID-19 at distinct
pregnancy trimesters

Serum soluble mediator signatures were assembled as the
percentage of pregnant women with serum levels above the
reference values defined as the median Z-score of each soluble
mediator detected in all healthy controls along the pregnancy. The
results are presented in Figure 3.

Data analysis demonstrated that the proportion of healthy
pregnant women with high levels of serum soluble mediators
progressively decreased towards the 2°¢ and 3" pregnancy
trimesters. These data further corroborated that a healthy
pregnancy course has a progressive decrease in most serum
soluble mediators towards the 2°¢ and 3¢ trimesters, except for
CCIA4, CCL5 and CXCLIO0 (Figure 3A).

On the other hand, the proportion of pregnant women with
convalescent COVID-19 pr ing high serum soluble mediator
levels progressively increased from the 1% to the 3" pregnancy
trimester (Figure 3A). Heatmap constructs further illustrated that
the major increase in serum soluble mediators observed in pregnant
women with convalescent COVID-19 occurred in pro-
inflammatory cytokines, namely 1L-6, TNF-tt, IL-12, IFN-y and
IL-17 (Figure 3B).

The profile of serum soluble mediators was further
characterized as the ratio (%COVID/%HC), assessed by dividing
the percentage of pregnant women with soluble mediator levels
above the reference values observed in the COVID group by the
percentage of trimester-matching HC patients. Using this strategy,
the results confirmed that a larger set of biomarkers presented a
high ratio (%COVID/%HC) towards the 2°¢ and 3" trimester. In
the 2 pregnancy trimester, increased ratios were observed for IL-6,
IFN-y, IL-5 and GM-CSF (3x increase) in the COVID-19 group. A
larger set of serum soluble mediators with increased ratios was
identified for COVID-19 groups at the 3™ pregnancy trimester,
including CXCL8, CCL11, IL-5 and PDGF (3x increase), CCL3, IL-
1B, IFN-y, IL-17 and IL-13 (4x increase), CCL2, TNF- (7x) along
with IL-1Ra, IL-9, GM-CSF and FGF-basic (5x, 9%, 9x, and 15x
increase, respectively) (Figure 3C).

The signatures of serum soluble mediators were also assessed

considering the reference values of trimester-matching healthy
controls. The results are presented in the Supplementary Figure 2.
Data reinforce that larger sets of serum soluble mediators with
increased ratios were identified for the 2°¢ and 3" pregnancy
trimesters as compared with trimester-matching controls
(Supplementary Figure 2).

3.3 Serum soluble mediator networks in
convalescent COVID-19 at distinct
pregnancy trimesers

Aimed at assessing a panoramic snapshot of serum soluble

mediator interplay in pregnant women with convalescent COVID-
19 and healthy controls, integrative networks were constructed
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FIGURE 1

Serum and pro-inflammatory cytokines in convalescent COVID-19 patients at distinct pregnancy trimesters. The levels of: (A) chemokines (CXCLS8,
CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), and (B) pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-e. IL-12, IFN-y, IL-15, IL -17) were measured in
serum samples from pregnant women with convalescent COVID-19 at 3-20 weeks after symptoms onset (COVID, n=89), with pre-pandemic non-
infected pregnant women as a Healthy Control (HC, n=52). The HC and COVID-19 groups were further categorized into subgroups according to
pregnancy trimester, referred to as: HC 1% [, n=21), HC 2™ (@ n=10), HC 3 (Il n=21), and COVID 1* ], n=7), COVID 2™ (@, n=34),

COVID 3 (. n=48). The measurements were taken by high-throughput multiplex bead array as described in Material and Methods. The results

are presented in bar charts of median values and interquartile ranges for Z-score of serum concentration (pg/mL). Multiple comparative analysis was
performed by Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post-test and comparisons between COVID-19 and HC at matching pregnancy trimesters assessed
using the Mann-Whitney test. In all cases, significance was considered at p<0.05. Intragroup differences were underscored by the letters “a", "b” and

“c” for comparisons with the 1%, 2™ and 3" trimesters, respectively. Inter-group differences at matching pregnancy trimesters were highlighted

denoted by an asterisk (*).

based on the overall correlation between pairs of molecules. The
results are presented in Figure 4.

Data analysis demonstrated that healthy pregnancy evolves
towards the 3¢ trimester with an overall decrease in network
connectivity (1°* = 336; 2® = 300 and 3" = 112 strong
correlations). Although pregnant women with convalescent
COVID-19 exhibited a similar continuous decrease in network
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connectivity towards the 3" trimester (1* = 146; 2°¢ = 78 and 3"
= 70 strong correlations), the number of connections was
remarkably lower in the COVID group compared to HC
group (Figure 4).

Overall, the analysis of cluster connectivity during healthy
pregnancy showed that pro-inflammatory cytokines presented
more connections at the 1% and 2° trimesters (96 and 92 strong
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FIGURE 2

Serum regulatory cytokines and growth factors in convalescent COVID-19 patients at distinct pregnancy trimesters. The levels of: (A) regulatory
cytokines (IL-1Ra, IL- 4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13), and (B) growth factors (FGF-basic, PDGF, VEGF, G-CSF, GM- CSF, IL-2, IL-7) were measured in
serum samples from pregnant women with convalescent COVID-19 at 3-20 weeks after symptoms onset (COVID, n=89), with pre-pandemic non-
infected pregnant women as a Healthy Control (HC, n=52). The HC and COVID-19 groups were further categorized into subgroups according to
pregnancy trimester, referred to as: HC 1% [[], n=21), HC 2™ (@ n=10), HC 3™ (EEl n=21), and COVID 1* (] n=7), COVID 2" (), n=34),
COVID 3™ (gl n=48). The measurements were taken by high-throughput multiplex bead array as described in Material and Methods. The results
are presented in bar charts of median values and interquartile ranges for Z-score of serum concentration (pg/mL). Multiple comparative analysis was
performed by Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post-test, and comparisons between COVID-19 and HC at matching pregnancy trimesters assessed
by the Mann-Whitney test. In all cases, significance was considered at p<0.05. Intragroup differences were underscored by the letters "a” and “b" for
comparisons with the 1% and 2™ trimesters, respectively. Inter-group differences at matching pregnancy trimesters were denoted by an asterisk (*).

correlations, respectively), with growth factor predominance at the
3" trimester (42 strong correlations). Conversely, the COVID
group displ y cytokines in the 1*

3.4 Descriptive analysis of serum soluble
mediator networks in convalescent
COVID-19 patients at distinct

q

d 1
yed a pr ...-of;c

trimester (47 strong correlations) with growth factor predominance
in the 2*! and 3" trimesters (24 and 21, respectively) (Figure 4).
In general, convalescent COVID-19 infection during pregnancy
leads to a loss of network connectivity, with fewer strong
correlations and changes in the predominance of connectivity
amongst the categories of serum soluble mediators (Figure 4).
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pregnancy trimesters

ikl i

In order to provide a more comprehensive overview of the
network connectivity b serum in preg

women with convalescent COVID-19 and healthy controls along
the pregnancy trimesters, a descriptive Venn diagram analysis was
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FIGURE 3

Serum soluble mediator signatures in convalescent COVID-19 patients at distinct pregnancy trimesters. Signatures of: serum chemokines (CXCLS8,

CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCLS, and CXCL10), pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-15, and IL-17), regulatory cytokines
(IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, and IL-13), and growth factors (FGF-basic, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2, and IL-7) were assembled for pregnant
women with convalescent COVID-19 at 3-20 weeks after symptoms onset (COVID, n=89) and for pre-pandemic non-infected pregnant women as
a Healthy Control (HC, n=52). The HC and COVID-19 groups were further categorized into subgroups according to pregnancy trimester, referred to
as: HC 1 ([, n=21), HC 2" (@, n=10), HC 3" (Il n=21) and COVID 1% (T3] n=7), COVID 2™ (@@, n=34), COVID 3™ (@@ n=48). The
measurements were taken by high-throughput multiplex bead array as described in Material and Methods. (A) The results are presented in bar charts

showing the proportion (%) of pregnant women with serum levels above the reference values (cut-off) defined as the median Z-score of each
soluble mediator detected for all HC along the 1%, 2™ and 3" trimesters, as described in Material and Methods. The serum soluble mediators
displaying a proportion of pregnant women above 50% (grey zone, dashed line) were included in the set of biomarkers with increased levels. (B)
Heatmap constructs were further assembled to illustrate the overall profile of serum soluble mediator signatures of COVID and HC subgroups along
the pregnancy trimesters. A color key was used to underscore the serum soluble mediators with decreased (proportion <50%, towards light blue),
unaltered (proportion =50%, black) or increased levels (proportion>50%, towards red). (C) The ratio between the proportion of pregnant women with
serum levels above the reference values in the COVID group in relation to HC (%COVID/%HC) was further calculated and presented in orbital

graphs. The ratios of each serum soluble mediator along the 1%, 2™

blue), unattered (0.4-2x, black) or increased (>3x, red).

performed to identify the set of biomarkers with preserved
(common), lost or acquired (selective) attributes with five or
more (= 5) strong correlations in COVID subgroups as compared
to the trimester-matching HC group. The results are presented in
the Figure 5.

Heatmap constructs were assembled to organize the serum
soluble mediators with an ascending order of strong correlations
and identify the set of biomarkers with five or more (= 5) strong
correlations at each pregnancy trimester in the COVID and HC
groups (Figure 5A).
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and 3™ trimesters are provided in the figure, underscored as decreased (<0.3x,

Data analysis demonstrated that the number of preserved
attributes referred to as common in HC and COVID (25 strong
correlations in HC and COVID) with five or more correlations
progressively decreased from the 1% (n=12) to the 2°¢ (n=6) and 3"
trimesters (n=4). In detail: 1*: CCL11, CCL3, CCL2, IL-1, IL-12,
IL-15, IL-1Ra, IL-5, IL-9, IL-10, GM-CSF, and IL-2; 2°*; IL-6, TNF-
o, IL-1Ra, IL-5, IL-10, GM-CSF and 3'd~.IFN-y, IL-1Ra, G-CSF, and
GM-CSF.

The number of lost attributes referred to as HC-selective (=5
strong correlations in HC and <5 strong correlations in COVID)
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FIGURE 4

Networks of serum soluble mediators in convalescent COVID-19 patients at distinct pregnancy trimesters. Comprehensive networks were
assembled for serum chemokines, pro-inflammatory cytokines, regulatory cytokines, and growth factors observed in pregnant women with
convalescent COVID-19 at 3-20 weeks after symptoms onset (COVID, n=89), with pre-pandemic non-infected pregnant women as a Healthy
Control (HC, n=52). The HC and COVID-19 groups were further categorized into subgroups according to pregnancy trimester, referred to as: 1*
(HC=21 and COVID=7), 2™ (HC=18 and COVID=34) and 3" (HC=21 and COVID=48). The measurements were taken by high-throughput multiplex
bead array as described in Material and Methods. Data analyses were carried out by Pearson and Spearman rank tests with only significant strong
correlations (p<0.05 and “r" scores > |0.67|) employed to construct the comprehensive networks. Cluster layout networks were assembled,
comprising 4 categories of serum soluble mediators as follows: - Chemokines — C (orange nodes — 1=CXCL8; 2=CCL11; 3=CCL3; 4=CCL4;
5=CCL2, 6=CCLS5 and 7=CXCL10); Pro-inflammatory — PROc (red nodes — 8= IL-1f; 9=IL-6; 10= TNF-o; 11=IL-12; 12= IFN-y; 13=IL-15 and 14=IL-
17); Regulatory cytokines — REGc (blue nodes — 15=IL-1Ra; 16=IL-4; 17=IL-5; 18=IL-9; 19=IL-10 and 20=IL-13), and Growth Factors — GF (green
nodes — 21=FGF-basic; 22=PDGF; 23=VEGF; 24=GCSF; 25=GM-CSF; 26=IL-2 and 27=IL-7). Node border thickness is proportional to the number of
strong correlations. Connecting edges (black lines) are used to link pairs of serum soluble mediators presenting significant correlations. The number
of strong correlations (C, PROc, REGc and GF) observed for each network is provided in the figure and used for comparative analysis between
COVID and HC, as well as amongst subgroups. The circular background area is proportional to the number of strong correlations of each cluster

within the respective network.

was higher in the 2™ trimester (n=15) compared to 1% (n=10) and
3" (n=9). In detail: 1%: CXCLS, TNF-0, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-13,
FGF-basic, VEGF, G-CSF, and IL-7; 20, CXCLS8, CCL11, CCL3,
CCL2, IL-1B, IL-12, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-9, IL-13, FGF-basic,
VEGF, G-CSF, and IL-7; 3% CCL11, CCL3, IL-1B, IL-12, IL-15, IL-
17, IL-9, FGF-basic, and VEGF. A set of acquired attributes, named
COVID-selective (<5 strong correlations in HC and 25 strong
correlations in COVID) were identified in each trimester: 1%
(n=3): CCL4, CCL5, and IL-6, 2% (n=1) IL-2, and 3" (n=3)
CXCL8, CCL2 and IL-6 (Figure 5B).
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From an overall perspective, a pronounced decrease in network
connectivity between serum soluble mediators was observed in
convalescent COVID-19 infection during pregnancy as
demonstrated by the fewer number of molecules establishing strong
correlations driven by an imbalance between preserved, lost and
acquired attributes in the COVID group. While IL-1Ra, IL-10 and
GM-CSF presented a preserved number of correlations (=5 strong
correlations in HC and COVID), IL-17, FGF-basic and VEGF lost
connectivity throughout pregnancy. IL-6 (at 1* and 3" trimesters)
and CXCL8 (at 3rd trimester) were included in a set of acquired
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FIGURE 5

Descriptive analysis of serum soluble mediator networks in convalescent COVID-19 patients at distinct pregnancy trimesters. The overall profile of
serum soluble mediator networks was assessed in pregnant women with convalescent COVID-19 at 3-20 weeks after symptoms onset (COVID,
n=89) with pre-pandemic non-infected pregnant women as a Healthy Control (HC, n=52). The HC and COVID-19 groups were further categorized
into subgroups according to pregnancy trimester, referred to as: 1* (HC=21 and COVID=7), 2" (HC=10 and COVID=34), and 3™ (HC=21 and
COVID=48). (A) The ascendant number of strong correlations was arranged to identify the set of biomarkers with five or more (> 5) strong
correlations with other molecules at each pregnancy trimester in HC and COVID subgroups. Heatmap constructs were assembled to illustrate the
overall profile of serum soluble mediator networks of COVID and HC subgroups along the pregnancy trimesters. A color key was used to
underscore the serum soluble mediators with > 5 strong correlations (towards red). (B) A summary of preserved (25 in HC and =5 in COVID), lost (25
in HC and <5 in COVID) or acquired (<5 in HC and >5 in COVID) attributes were identified by Venn diagram analysis. Attributes identified along the

trimesters are highlighted by bold underline format

attributes, named COVID-selective (=5 strong correlations in
COVID and <5 in HC) (Figure 5B, bold underline attributes).

3.5 Multivariate analysis of serum soluble
mediators in convalescent COVID-19
patients at distinct pregnancy trimesters
Multivariate analysis of chemokines, pro-inflammatory
cytokines, regulatory cytokines and growth factors was performed
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using PCA to verify the ability of serum mediators to cluster
convalescent COVID-19 pregnant women apart from trimester-
matching pre-pandemic non-infected pregnant women as a healthy
control (HC). The results are presented in Figure 6. The PCA
coordinates (2** and 3** principal components) demonstrated that
although convalescent COVID pregnant women could be clustered
apart from the HC when considering all trimesters together, the
segregation profile was more evident when the COVID and HC
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FIGURE 6

Multivariate analysis of serum soluble mediator networks in convalescent COVID-19 patients at distinct pregnancy trimesters. Multivariate analysis of
serum chemokines, pro-inflammatory cytokines, regulatory cytokines and growth factors were performed to verify the ability of soluble mediators to
cluster convalescent COVID-19 pregnant women at 3-20 weeks after symptoms onset (COVID, n=89), with pre-pandemic non-infected pregnant

women as a Healthy Control (HC, n=52) as

HC 2™ (@ n=10), HC 3 (@. n=z

ell as subgroups of COVID-19 and HC categorized according to pregnancy trimester, referred to as:
) and COVID 1* (. n=7), COVID 2™ (@.

COVID 3™ (@ n=48). The measurements

were taken by high-throughput multiplex bead array as described in Material and Methods. Principal Component Analysis (PCA) was carried out by

MATLAB software as described in Material and Methods. PCA coordinates (2™ and 3™ principal components)

vere used to compare and visualize

the grouping of convalescent COVID-19 vs HC and subgroups according to pregnancy trimesters.

subgroups were compared at matching gestational trimesters
(Figure 6). Vector analysis conducted in the 1% trimester
indicated that CXCL8, CCL3, CCL5, IL-1B, TNF-¢, IL-12, IL-15,
IL-1Ra, IL-10, and G-CSF were associated with convalescent
COVID-19 in pregnant women. Data from the 2 trimester
showed that most soluble mediators were vectors associated with
differential distribution of convalescent COVID-19 in pregnant
women, except for GM-CSF. Additionally, the PCA coordinates
obtained from the 3" trimester demonstrated that several soluble
mediators were vectors related to convalescent COVID-19 in
pregnant women, except for CXCL10, IL-1B, TNF-a,, IFN-y,
PDGF and GM-CSF (Figure 6).

Frontiers in Immunology

4 Discussion

Pregnancy triggers a unique immunological status, aiming to
protect the fetus from maternal rejection and guarantee fetal
development until birth. Several studies have reported that the
immune system plays a balancing role during pregnancy with
constant changes according to maternal and fetal demands (16,
17). Physiological changes in immune status during pregnancy are
often characterized by alterations in cell-mediated immunity and
humoral responses, from the 1*' to 3° pregnancy trimesters.
Previous studies have demonstrated that successful implantation
is associated with a transient increase in systemic proinflammatory
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profile followed by a switch toward an anti-inflammatory profile
after blastocyst transfer when pregnancy is confirmed (18).
Pregnant women are particularly susceptible to COVID-19 due to
physiological changes in the immune system, which may result in
an altered response to SARS-CoV-2 infection in pregnancy.
Furthermore, SARS-CoV-2 infection during pregnancy can
disrupt the immune response homeostasis, impacting the
maternal immune activation, with effects on pregnancy outcome
and offspring (12, 13, 19, 20). It has already been reported that the
adverse impacts of the COVID-19 pandemic on maternal health are
not limited to morbidity and mortality caused by the disease itself,
but are also associated with adverse pregnancy outcomes, including
preeclampsia, preterm birth and stillbirth (19).

Most of the information on the impact of SARS-CoV-2
infection in pregnancy has been derived from reports concerning
acute symptomatic infection (21). However, little data is available
regarding the long-term impact of SARS-CoV-2 infection on
pregnancy during the convalescent phase of the disease. In view
of this, we designed this study as a pioneer exploratory investigation
to perform descriptive and panoramic analysis of serum soluble
mediator interplay in pregnant women during the convalescent
phase of SARS-CoV-2 infection throughout prenatal care. This
study comprises an innovative investigation of the long-lasting
impact of SARS-CoV-2 infection during pregnancy focusing on
the analysis of the immune response during the convalescent phase
comprising 3-20 weeks after symptoms onset.

Our results demonstrate that, in general, serum soluble
mediators have different trajectories during healthy pregnancy
and are disturbed in pregnant women with convalescent SARS-
CoV-2 infection. Herein, healthy pregnant women presented a
progressive decrease in most serum soluble mediators towards the
2° and 3% pregnancy trimester, including chemokines, pro-
inflammatory and regulatory cytokines, in addition to growth
factors. Previous studies corroborate our findings in healthy
pregnancies. The levels of chemokines and pro-inflammatory
cytokines usually peak in the first trimester of pregnancy and
decline in the 2*® and 3" trimesters, while regulatory cytokines
and growth factors have diverse trajectories (22, 23). Our findings
highlighted that higher levels of most soluble mediators were
observed in the COVID group compared to HC control group.
The major increase occurred in pro-inflammatory cytokines,
incduding 1L-6, TNF-ot and IFN-y, a larger set of biomarkers
with elevated COVID/HC ratios observed towards the 2°¢ (3x
increase) and 3¢ (3-15x increase) pregnancy trimesters. Studies of
immune mediators in SARS-CoV-2 infection during pregnancy

1

remain scarce. It has been proposed that the i dulation

10.3389/fimmu.2023.1176898

COVID-19 infection in pregnancy as it made direct comparison
to trimester-matching healthy controls. Our findings did not
support that an immunomodulatory profile is triggered by
SARS-CoV-2 infection during pregnancy. In fact, the lower
levels of soluble mediators previously reported in convalescent
COVID-19 pregnant women were compared with those observed
in non-pregnant women and did not consider the physiological
changes triggered by pregnancy or alterations in soluble mediators
inherent in trimesters (24). Moreover, other studies proposing the
immunomodulatory state for acute COVID-19 infection during
pregnancy in comparison to healthy pregnant women did not
consider stratification by gestational trimesters (15). According to
our findings, higher levels of serum soluble mediators were
observed for convalescent COVID-19 infection during
pregnancy, especially IL-6, TNF-o and IFN-y in comparison to
healthy pregnant women at matching pregnancy trimesters.
Successful pregnancy req finely coordinated communication
between the maternal and fetal microenvironments. Cytokine signaling
pathways participate as medi

s of these ¢ ications to

guarantee healthy pregnancy. From the existing data available, there
is no consensus trend for the changes observed for IL-6, TNF-ct and
IFN-y during pregnancy (16). Several studies have demonstrated that
IL-6, TNF-t and IFN-y concentrations significantly increased between
the 1%, 2™ and 3" trimesters of healthy pregnancy (25-30). However,
corroborating our findings, other authors detected significant
reductions in IL-6, TNF-ot and IFN-y in maternal serum
concentrations between the 1% and 3 trimesters (31-33).

Infections or inflammatory conditions, such as COVID-19
during pregnancy, can have a detrimental impact on fetal
development and also contribute to pregnancy-associated
pathological conditions (34). Despite the conflicting data
regarding the overall profile of IL-6, TNF-ot and IFN-y during
healthy pregnancy, there is a consensus that the establishment of a
pro-infl t is associated with the risk of
developing pregnancy-associated pathological conditions, including
pregnancy loss, preeclampsia, and gestational diabetes mellitus (35).
In this sense, the upregulation of pro-inflammatory cytokines in
pregnant women with convalescent COVID-19 may suggest that
these patients are more vulnerable to developing adverse

y micr

pregnancy outcomes.

Integrative network analysis demonstrated that both HC and
convalescent COVID-19 pregnancies evolve with decreasing
connectivity between serum soluble mediators towards the 3¢
trimester. However, the COVID group exhibited a remarkably
lower number of connections. Overall, IL-1Ra, IL-10 and GM-
CSF pr d a preserved number of correlations throughout

observed during pregnancy may protect pregnant COVID-19
patients from suffering from a cytokine storm (15, 24).
However, no studies focusing on comparative analysis of
immunological profiles of COVID-19 and healthy pregnant
women at matching pregnancy trimesters have been reported. It
is noteworthy that due to physiological changes in the immune
response during pregnancy, the inclusion of trimester-matching
healthy controls is essential to enable conclusive analysis.
Therefore, our study is pioneering in terms of providing a
detailed profile of long-lasting changes during convalescent
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the pregnancy.

Further research is warranted to determine the precise IL-10
profile during healthy pregnancy (14). A few studies have reported
that IL-10 significantly increases from the 1% to the 2 and 3"
trimesters in healthy pregnancy (30, 36). However, corroborating
our findings, other studies have detected that IL-10 decreases
between the 1°* and 3" trimesters (31, 37). Considering the
critical role of IL-10 as a chief anti-inflammatory cytokine, the
preserved IL-10 connectivity axis observed during the 1% and 2™
trimesters may represent a mechanism to protect the fetus from
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maternal pro-inflammatory rejection and guarantee fetal
development until birth.

Our data demonstrated that IL-1Ra decreased in convalescent
COVID-19 pregnant women in the 1* trimester but increased in the
3" trimester. Previous studies reported that IL-1Ra levels increased
during the inflammatory response to control acute inflammation
and prevent immunopathological events (38). The IL-1 receptor
antagonist (IL-1Ra) is an anti-inflammatory cytokine that blocks
IL-10 and IL-1B functions and modulates their biological effects
(39). It has been previously demonstrated in experimental models
that high IL-1Ra levels at the beginning of pregnancy may lead to
miscarriage due to impaired embryonic adhesion (40), and data
from human studies showed that higher levels of circulating IL-1Ra
have been reported in adverse pregnancy outcomes, including
preeclampsia (41). Regarding the changes in IL-1Ra levels
observed in convalescent COVID-19 along the pregnancy
trimesters, our findings of preserved correlation profile between
IL-1Ra and other soluble mediators throughout the pregnancy may
suggest that an intricate microenvironment of soluble mediators is
relevant to guarantee fetal development until birth.

Our data also demonstrated that GM-CSF presented preserved
correlation with other soluble mediators throughout pregnancy. It
was previously reported that after embryo implantation, GM-CSF
participates in a network of cytokines and growth factors that
regulate morphological and functional development of the
placenta (42).

Conversely, despite increases in IL-17, FGF-basic and VEGF,
loss of connectivity was observed throughout pregnancy. IL-17 up-
regulates the expression of a variety of biological molecules with
angiogenic properties including VEGF (43-47). VEGF plays a

logenesis and angiogenesis, which augments

vascular endothelial cell proliferation, migration, and survival.

central role in vasc

Moreover, data from previous studies have shown that IL-17 can
induce placental oxidative stress and vascular dysfunction, resulting
in hypertension and increased risk of preeclampsia (48). The loss of
network connection of IL-17 and VEGF with other soluble
mediators throughout the pregnancy may lead to intrinsic
vascular dysfunction that results in impaired neonatal
development. Post-natal follow-up studies may contribute to
identifying impaired new-bomn growth and development related
to altered angiogenesis.

Our data also demonstrated that IL-6 and CXCL8 were included
in the set of attributes acquiring strong correlation in the 3
pregnancy trimester, named COVID-selective correlations.
Implications of IL-6 and CXCL8 in pregnancy-associated
pathological conditions, such as pregnancy loss, preeclampsia,
gestational diabetes mellitus, and infection/inflammation have
been reported (35). These two soluble mediators are abundantly
produced at the feto-maternal interface throughout pregnancy and
have been shown to participate in several pregnancy-related events.
Unbalanced expression/secretion of IL-6 and CXCLS at the feto-
maternal interface has been indicated in unexplained pregnancy loss
(35). A study of the dynamic connections of the soluble mediator
network in pre-eclampsia identified positive correlation between IL-
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6 and CXCLS, suggesting that these molecules are implicated in the
pathophysiology of this pregnancy-associated disease (35, 49).
Moreover, a meta-analysis and systematic review suggested a role
of CXCL8 in shaping the immune microenvironment in gestational
diabetes mellitus (50).

The present study has some limitations. The low number of
pregnant women enrolled in each pregnancy trimester re-enforce
the need to further validate our findings. This work was performed
during circulation of the B.1.1.28 and B.1.1.33 SARS-CoV-2 strains
and therefore, the impact of other variants on the immunological
profiles remains to be addressed. Despite the pioneering approach
of this exploratory investigation, the observational design with
multiple comparisons without corrections for co-morbidities or
other confounding variables also constitutes a study limitation that
may interfere in the levels of systemic soluble mediators. Moreover,
regardless the relevance of nutritional aspects ant the dietary
inflammatory indices interfering in the immune response during
pregnancy (51), we did not have the opportunity to address this
issue in the present investigation.

In conclusion, the main finding of this study, a pronounced
increase in serum levels of soluble mediators with decreased
network interplay between them, portrayed an imbalanced
immune response in convalescent COVID-19 infection during
pregnancy that may contribute to the prevention or management
of clinical course pregnancy complications.
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