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RESUMO

Fundamentos: As consequéncias neuroldgicas da infeccdo por SARS-CoV-2 durante a
gravidez e no periodo perinatal ainda ndo estdo completamente caracterizadas. No entanto, ha
evidéncias recentes de comprometimento da substancia branca e prejuizo do
neurodesenvolvimento em criangas apos infeccdo materna por SARS-CoV-2. Esses parecem
ocorrer como consequéncia de efeitos virais diretos e de uma resposta inflamatdria sistémica,
que pode danificar as células gliais e a mielina, bem como interromper o fluxo sanguineo
regional. Este estudo buscou caracterizar as consequéncias da condicdo inflamatdria materna e
fetal no sistema nervoso central de lactentes ap6s infeccdo materna por SARS-CoV-2.
Metodologia: Foi realizado um estudo de coorte longitudinal prospectivo, no periodo de junho
de 2020 a dezembro de 2021, com acompanhamento de filhos de mées expostas ou ndo expostas
a infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez. A andlise cerebral incluiu dados de ultrassom
craniano (US) com escala de cinza, estudos Doppler (colorido e espectral) e elastografia
cerebral baseada em ultrassom (por ondas de cisalhamento), em regifes de interesse especificas
(ROIs): substancia branca profunda, substancia branca superficial, corpo caloso, ganglios
basais e substancia cinzenta cortical. A elastografia cerebral foi usada para estimar a rigidez do
parénguima cerebral, que é um quantificador indireto do conteido cerebral de mielina.
Resultados: Foram incluidas 219 criancas de gravidez unifetal, incluindo 201 de maes expostas
a infeccdo por SARS-CoV-2 e 18 de controles ndo expostos. A avalia¢do por neuroimagem foi
realizada aos 6 meses de idade cronoldgica ajustada e demonstrou 18 exames de escala de cinza
e 21 exames Doppler anormais. Os achados predominantes foram hiperecogenicidade da
substancia branca profunda do cérebro e ganglios basais (nucleos caudados/talamo), bem como
reducdo nos indices de resisténcia e pulsatilidade do fluxo arterial intracraniano. A circulagéo
cerebral anterior (artérias cerebrais média e pericalosa) apresentou uma gama mais ampla de
variacdo do fluxo quando comparada a circulacdo posterior (artéria basilar). A analise de
elastografia cerebral por onda de cisalhamento demonstrou redugéo dos valores de Elasticidade
(E) no grupo exposto ao SARS-CoV-2 em todas as regides de interesse analisadas,
especialmente nos coeficientes de elasticidade da substancia branca profunda (3,98 £ 0,62) em
comparagdo com o grupo controle (7,76 = 0,77; p-valor <0,001).

Conclusao: Esse estudo caracteriza alteracOes estruturais encefalicas pediatricas associadas a
infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez. A infeccdo materna estad associada ao

acometimento predominante da substancia branca profunda, com hiperecogenicidade regional



e reducdo dos coeficientes de elasticidade, sugerindo diminuicdo do conteudo de mielina nas
regides afetadas. Os achados morfoldgicos em tais casos podem ser sutis, e estudos funcionais,
como Doppler e elastografia, tém-se mostrado ferramenta valiosa para identificar com mais
precisdo quais criangcas possuiriam maior risco para danos neurolégicos com potencial
repercussao clinica.

Palavras-chave: COVID, SARS-CoV-2, gravidez, neonatologia, ultrassonografia,

elastografia, neuroimagem.



ABSTRACT

Background: SARS-CoV-2 infection and perinatal neurological outcomes are still not
completely understood. However, there is recent evidence of white matter disease and impaired
neurodevelopment in newborns after maternal SARS-CoV-2 infection. These appear to occur
as consequence of both direct viral effects and systemic inflammatory response, with glial cells
/ myelin involvement and regional hypoxia / microvasculature disruption. We sought to
characterize consequences of the maternal and fetal inflammatory condition in the central
nervous system of newborns post SARS-CoV-2 maternal infection.

Methods: We conducted a longitudinal prospective cohort study, from June 2020 to December
2021, with follow-up of newborns from mothers exposed or not exposed to SARS-CoV-2
infection during pregnancy. Brain analysis included data from cranial ultrasound scan (CUS)
with grayscale, Doppler studies (color and spectral), and ultrasound-based brain elastography
(shear-wave mode), in specific regions of interest (ROIs): deep white matter, superficial white
matter, corpus callosum, basal ganglia, and cortical grey matter. Brain elastography was used
for estimation of brain parenchymal stiffness, which is an indirect quantifier for myelin cerebral
tissue content.

Results: A total of 219 single-pregnancy children were enrolled, including 201 from mothers
exposed to SARS-CoV-2 infection and 18 from unexposed controls. Neuroimaging evaluation
was performed at 6 months of adjusted chronological age, and it demonstrated 18 grayscale and
21 Doppler abnormal exams. Predominant findings were hyper echogenicity of deep brain
white matter and basal ganglia (caudate nuclei / thalamus), and reduction in resistivity and
pulsatility index of intracranial arterial flow. Anterior brain circulation (middle cerebral and
pericallosal arteries) displayed wider range of flow variation than posterior circulation (basilar
artery). Shear-wave US elastography analysis demonstrated reduction of stiffness values in
SARS-CoV-2 exposed group at all analyzed regions of interest, especially in the deep white
matter elasticity coefficients (3.98 + 0.62) compared to control group (7.76 = 0.77); p-
value<0.001.

Conclusion: This study further characterizes pediatric structural encephalic changes associated
with SARS-CoV-2 infection during pregnancy. Maternal infection has shown to be related to
cerebral deep white matter predominant involvement, with regional hyper echogenicity and
reduction of elasticity coefficients, suggesting zonal impairment of myelin content.
Morphological findings may be subtle, and functional studies such as Doppler and



elastography may be a valuable tool for identifying more accurately which infants are at risk of
neurological damage.

Keywords: COVID, SARS-CoV-2, pregnancy, neonatology, ultrasound, elastography,
neuroimaging.
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1. INTRODUCAO

1.1 Revisdo da literatura

SARS-CoV-2 e COVID-19

Os coronavirus sdo importantes patdgenos em humanos e animais. No final de 2019, um
novo coronavirus foi identificado como causa de um surto de casos de pneumonia em Wuhan,
uma cidade na provincia de Hubei, na China. O virus rapidamente se espalhou, resultando em
uma epidemia em todo o pais, seguida por uma pandemia global. Em fevereiro de 2020, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) designou a doenca como COVID-19, que significa
doenca por coronavirus 2019 [1]. O virus que causa a COVID-19 é designado coronavirus da
sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2); anteriormente referido como 2019-nCoV
[2]. Em maio de 2023, a OMS declarou o fim da emergéncia global de saide da COVID-19,
mais de trés anos apds seu surgimento.

Os coronavirus (CoV) pertencem a familia Coronaviridae, ordem dos Nidovirales. Esses
virus sdo envelopados, possuem um genoma de RNA de fita simples de sentido positivo e sdo
classificados em quatro géneros: alfa, beta, gama e delta. Os CoV alfa, beta e delta infectam
mamiferos. No entanto, todos eles possuem a capacidade de se intercambiar entre as especies,
levando ao surgimento de sindromes respiratérias graves em humanos, como a sindrome
respiratéria do Oriente Médio (MERS) causada por MERS-CoV, a sindrome respiratoria aguda
grave (SARS) causada pela SARS-CoV e, mais recentemente, COVID-19, causado pelo SARS-
CoV-2 [3]. O conhecimento sobre as consequéncias da infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 e a
sindrome clinica multisisttmica COVID-19 se amplia gradualmente a medida que novos
estudos clinicos sdo concluidos. Pouco se conhece sobre a totalidade de seus efeitos na gestacéo,
puerpério e na saude da mée e do feto, assim como sobre o impacto no desenvolvimento em
longo prazo dos filhos de mées contaminadas durante a gestacao.

Com base nos dados descritos até 0 momento, o quadro clinico da COVID-19 no recém-
nascido e em pacientes pediatricos ndo parece diferir do observado fora desse periodo. Em uma
maior proporc¢do dos casos, 0s sintomas da COVID-19 s&o clinicamente indistinguiveis dos
sintomas da gripe comum. Uma propor¢cdo menor de casos graves apresenta doenga mais
intensa do trato respiratério inferior, muitas vezes necessitando de suporte respiratorio. Dados

iniciais de estudos prospectivos sugerem, ainda, que uma propor¢éo substancial de pacientes
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desenvolve complicacGes neuroldgicas associadas a COVID-19 [4].

Dados de uma série de pacientes de Wuhan, na China, indicam que anormalidades
neuroldgicas sdo encontradas em 36,4% dos pacientes hospitalizados [5]. E provavel que esse
nimero possa variar dependendo de varios fatores, como contexto clinico (pacientes
ambulatoriais versus pacientes internados), caracteristicas demogréaficas (idade, sexo, etnia) e
metodologia de avaliacao neuroldgica. O mecanismo de acometimento neuroldgico na COVID-
19 ainda precisa ser determinado, mas € provavelmente heterogéneo e multifatorial, incluindo
efeitos direto e indiretos no encéfalo devido ao SARS-CoV-2, fatores autoimunes, inflamacao
("tempestade de citocinas"), drogas e seus efeitos colaterais, disturbios metabolicos e
neuropatia de cuidados intensivos [6]. Os dados de Wuhan mostram que a maioria das
complicacdes tem inicio precoce, sugerindo que a rapida evolugdo da reacdo inflamatéria
sisttmica com consequente envolvimento do sistema nervoso pode ser um fator relevante.
Alguns estudos preliminares com analise histopatologica de tecido encefalico também
evidenciaram infeccdo direta de neurdnios e células da glia pelo virus SARS-CoV-2 [5]. A
infeccdo materna por SARS-CoV-2 ndo expde o feto e neonato apenas aos possiveis efeitos
causados diretamente pelo virus. As consequéncias da resposta inflamatéria materna e fetal,
com producdo de citocinas potencialmente citotoxicas, assim como o efeito do uso de
medicacdes antivirais ndo foram amplamente estudadas até o presente. Tampouco ainda se
conhecem as consequéncias de longo prazo no periodo p6s-natal, sobretudo no que concerne as
possiveis alteracfes neuroestruturais e ao processo de desenvolvimento neuropsicomotor ap6s
o0 periodo de infeccdo aguda. Ha evidéncias de que complicacbes vasculares podem surgir, em
sua maioria, devido a reconhecida tempestade inflamatoria, que reflete uma hiperativacéo de
fatores inflamatérios e disfuncdo do sistema de coagulacdo, especialmente dimero-D e
anormalidades plaquetarias. Aumenta-se, assim, o risco de doengas cerebrovasculares,
meningoencefalite e encefalopatia hipoxico-isquémica, com alteracfes na dindmica de fluxo
sanguineo intracraniano e hipoxia cerebral mediada por sindrome inflamatoria sistémica, ainda
pouco estudadas em criancas [7,8].

Em relacdo as sequelas de longo prazo sobre o sistema nervoso na faixa pediatrica, muito
ainda se necessita esclarecer em termos de altera¢cGes morfologicas e funcionais. Tais alteracoes
podem, potencialmente, ocasionar desfechos adversos sobre o neurodesenvolvimento na faixa
etaria pediatrica, sendo essenciais estudos de seguimento clinico longitudinal aliados a anélise

morfoestrutural por neuroimagem.
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COVID-19 e Neuropatogénese

Os mecanismos subjacentes das complicagcdes neurolégicas em pacientes com COVID-
19 sdo diversos e, em alguns casos, multifatoriais. Complica¢cBes neuroldgicas agudas
frequentemente séo resultado de resposta sistémica a infecgcdo ou disfungdo imunoldgica [9,10].
Complicacdes neurologicas tardias ou crbnicas podem estar relacionadas a uma resposta
inflamatdria persistente, disfuncdo imunoldgica ou susceptibilidade genética. Mecanismos
neuropatoldgicos distintos, mas provavelmente sobrepostos, incluem:
-Lesd@o neurologica devido a disfuncéo sistémica: Pacientes com COVID-19 grave que sdo
hospitalizados devido a comprometimento respiratorio e/ou faléncia de outros érgdos podem
desenvolver encefalopatia ou outros sintomas neuroldgicos devido & hipoxemia. A doenga
grave também pode levar a lesbes neuroldgicas agudas causadas por distirbios metabdlicos
associados ou efeito de medicamentos. Em uma série de casos de pacientes que faleceram
devido a infec¢do grave por COVID-19, danos hipoxico-isquémicos agudos estavam presentes
em quase todos os pacientes, bem como a presenca de infartos cerebrais com ou sem
complicacdo hemorrégica foram achados frequentes [10]. A ativacdo microglial com noédulos
microgliais e neuronofagia foi identificada em séries de autdpsias [11,12]. Em outras séries, 0S
achados de neuroimagem pareciam consistentes com uma leucoencefalopatia pos-hipdxica
tardia e foram semelhantes aos descritos em pacientes com sindrome do desconforto
respiratério agudo (SDRA) néo relacionada a COVID-19 [13].
-Disfuncéo imunoldgica: a resposta imunologica desregulada ao virus SARS-CoV-2 tem sido
implicada na génese de sintomas neuroldgicos [14,15]. Pacientes gravemente enfermos com
COVID-19 podem desenvolver sinais de inflamacdo sisttémica grave consistente com uma
apresentacdo semelhante a sindrome de liberacdo de citocinas, que se manifesta com febre
persistente e evidéncias laboratoriais de marcadores inflamatérios elevados (por exemplo, D-
dimero, ferritina) e citocinas pré-inflamatorias (por exemplo, fator de necrose tumoral
periférico [TNF], TNF-alfa e interleucina 6 [IL-6]) [16,17]. Altos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias circulantes podem causar confusdo e alteracdo da consciéncia [18,19]. A
liberacdo de citocinas também pode levar a lesbes cerebrais por ativacdo microglial e resposta
inflamatdria sistémica. Em séries de casos e relatos clinico-patoldgicos, foram encontrados
nodulos microgliais, neuronofagia e expressao neuronal aumentada de citocinas (IL-1 beta e
IL-6) em tecido cerebral, sem evidéncia de invasdo viral direta [20,21]. A ativacdo microglial
para fagocitar neurénios submetidos a hipoxia também foi observada em outras infeccgdes virais.

O estado pré-inflamatério também pode estar associado a trombofilia
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("tromboinflamacéo™), aumentando o risco de acidente vascular cerebral e outros eventos
tromboticos [22]. O SARS-CoV-2 utiliza a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE-2), uma
proteina ligada @ membrana celular, como seu ponto de entrada nas células. Ao se ligar a ACE-
2, 0 virus SARS-CoV-2 pode danificar células endoteliais vasculares, inibindo a funcéo
mitocondrial e a atividade da NOS (6xido nitrico sintetase) endotelial, resultando em dano
vascular endotelial, complicacbes cardiacas e cerebrovasculares [23]. A ativacdo do
complemento também pode levar a leses microvasculares trombdticas em pacientes com
COVID-19 grave [24]. Uma resposta imunoldgica exacerbada também pode persistir apds a
infeccdo aguda e contribuir para uma recuperacdo tardia. Um estudo que avaliou o liquido
cefalorraquidiano (LCR) de participantes com sintomas cognitivos persistentes 9 meses apds a
infeccdo por COVID-19 encontrou que 0s pacientes com sintomas cognitivos persistentes
tinham maior probabilidade de apresentar anormalidades no LCR do que os controles (77% [10
de 13 pacientes] versus nenhum [0 de 4 pacientes]) [25].

Sintomas agudos e crénicos tém sido relacionados a presenca de marcadores autoimunes
em alguns estudos [26], incluindo autoanticorpos contra proteinas imunomodulatérias [27]. A
COVID-19 tem sido implicada como gatilho para complicagbes mediadas por autoimunidade,
incluindo a sindrome de Guillain-Barré (GBS), mielite transversa e encefalite autoimune. A
evolucdo temporal dos sintomas neurol6gicos em comparac¢do aos sintomas iniciais da infeccédo
por COVID-19 sugere que a sindrome de Guillain-Barré ocorre como uma complicacdo
parainfecciosa na maioria dos pacientes, em vez de uma complicacdo p6s-infecciosa. Em um
caso, a fraqueza precedeu o inicio da febre e dos sintomas respiratorios [28]. Outros relatos de
caso descrevem um intervalo mais longo entre o inicio da doenca viral e a fraqueza, consistente
com sua ocorréncia como uma complicacdo pos-infecciosa. A ligacdo do SARS-CoV-2 ao
receptor ACE-2 nas células endoteliais também pode levar a lesdes mediadas por imunidade
com a geracdo de imunocomplexos [12].
-Invaséo viral direta do sistema nervoso - Poucos relatos fornecem evidéncias de invaséo viral
direta do sistema nervoso [29-31]. Em séries de casos post-mortem, o SARS-CoV-2 foi
detectado em algumas amostras encefalicas, porém a deteccdo do virus nessas amostras nao
demonstrou relagdo com a gravidade dos achados neuropatologicos, e pode representar
contaminagdo hematogénica durante a autdpsia [27,28]. Isso sugere que a lesdo neural pode ser
devida a uma resposta inflamatoria sisttmica desencadeada pelo virus SARS-CoV-2, em vez
de infeccdo tecidual direta. E incerto, todavia, se 0 SARS-CoV-2 infecta diretamente 0s vasos
cerebrais. Estudos de autdpsia com pequena amostragem relataram potenciais evidéncias de

invasdo endotelial direta pelo virus SARS-CoV-2, com uma possivel endotelite associada no
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pulméo, coracdo, rim, figado e intestino delgado [32,33]. No entanto, tais achados permanecem
controversos, uma vez que estruturas na microscopia eletronica consideradas como particulas
virais no endotélio de vasos sanguineos no rim podem na verdade ser estruturas normais ou
artefatos [34,35]. Estudos neuropatoldgicos ndo confirmaram uma vasculite cerebral franca por
SARS-CoV-2 [14].

-Neurodegeneracado — Alteracdes neuronais em regides limbicas e outras areas cerebrais foram
relatadas em pacientes com infeccao prévia por COVID-19. Entre 785 participantes do estudo
do Biobanco do Reino Unido com imagens de base e acompanhamento, as alteragdes estruturais
foram mais comuns naqueles que haviam tido infec¢do por COVID-19 [36]. As imagens de
acompanhamento foram realizadas em média 141 dias ap6s a infeccdo por COVID-109.
Pacientes com infeccdo por COVID-19 apresentaram maiores reducGes na conectividade
funcional e dominios estruturais (espessura da substancia cinzenta nos cértex orbitofrontal e
parahipocampal, e tamanho global do cérebro) em comparacdo com os controles. Em outro
estudo, niveis elevados de biomarcadores associados a disfuncéo neuronal foram relatados em
pacientes com sintomas neuroldgicos persistentes ap6s infecgdo por COVID-19 leve ou grave
[37]. Nao esta claro se essas mudancas estruturais sdo devidas a efeitos de longo prazo da
infeccdo por COVID-19 ou ao impacto funcional da anosmia no cortex. A persisténcia desses
achados e seu significado funcional a longo prazo também séo incertos. Marcadores de doencas
neurodegenerativas podem estar elevados em alguns pacientes com infec¢do por COVID-109.
Em um estudo com 251 pacientes hospitalizados com COVID-19 (sem relato prévio de
deméncia ou comprometimento cognitivo leve), aqueles com novos eventos neuroldgicos
durante a hospitalizacdo tinham mais chances de apresentar elevacfes em marcadores de
neurodegeneracdo (por exemplo, proteina Tau, cadeia leve de neurofilamento, ubiquitina) [38].
Em outro estudo, niveis elevados de biomarcadores associados a disfuncdo neuronal foram
relatados em pacientes com sintomas neurolégicos persistentes apos infec¢do por COVID-19
leve ou grave [37]. No entanto, 0os marcadores de neurodegeneracdo também podem estar
elevados em outras infeccdes, e os efeitos a longo prazo desses achados em pacientes com
infeccdo por COVID-19 permanecem incertos. S0 necessarios mais estudos para avaliar o

papel dessas descobertas em pacientes com sintomas neuroldgicos p6s-COVID.
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Complicacdes Neuroldgicas agudas

As manifestacfes neurologicas podem ocorrer em aproximadamente metade dos
pacientes hospitalizados com COVID-19. No entanto, a frequéncia e gravidade das
complicacBes neuroldgicas da COVID-19 identificadas no inicio da pandemia diminuiram
devido a vacinacdo, a imunidade natural e as estratégias de distanciamento social, bem como
devido ao efeito das formas variantes do SARS-CoV-2 que predominam em cada comunidade.
Tipicamente, a fadiga, mialgias, disfuncdo do olfato/paladar e cefaleia parecem ser os sintomas
mais comuns [6,9].

-Distarbios do olfato e paladar - Anosmia e disgeusia tém sido relatadas como sintomas
comuns em pacientes com COVID-19. Em uma meta-andlise de 83 estudos envolvendo mais
de 27.000 pacientes, a disfuncao olfativa foi relatada em 48% (IC 95% 41,2-54,5) [39]. Esses
sintomas podem ser uma manifestacdo inicial da COVID-19 e podem ocorrer na auséncia de
coriza ou congestdo nasal; no entanto, raramente sdo as Unicas manifestacdes clinicas da
COVID-19.
A anosmia transitdria pode estar relacionada a alteracdes inflamatorias nas células do epitélio
nasal, em vez de lesdo direta dos neurénios olfativos [40]. Alteracdes no sinal de ressonancia
magnética (MRI) em um ou ambos os bulbos olfativos foram descritas em pacientes com
COVID-19, com frequente resolucdo nos exames de acompanhamento. [41-45]. Em um estudo
baseado em MRI com 20 pacientes apresentando anosmia, foi identificada obstrucéo edematosa
no segmento olfatério da cavidade nasal como possivel fator causal para a perda olfativa
[46,47]. Apds acompanhamento por um més, a recuperacdo da funcao olfativa se correlacionou
com a melhora da obstrucéo.

Apesar das evidéncias obtidas até o0 momento, faltam dados robustos sobre o progndstico
a longo prazo. Em uma série de casos, entre 0s 33% dos pacientes afetados que recuperaram a
funcdo olfativa, a duragdo média dos sintomas foi de 8 dias [48]. Em uma pesquisa de pacientes
ndo hospitalizados com disfuncdo olfativa na Italia, 83% relataram recuperacdo completa em
média 37 dias apos o inicio dos sintomas [49]. Entre 51 pacientes com anosmia que passaram
por testes objetivos de olfato, a recuperacdo completa em 4 meses e 8 meses foi relatada em
84% e 96%, respectivamente [50]. Em alguns pacientes, a anosmia e disgeusia podem persistir
por varios meses, juntamente com outros sintomas neurologicos ou sistémicos apds a infeccéo
aguda por COVID-19 [51].
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-Encefalopatia - A encefalopatia € comum em pacientes gravemente enfermos com COVID-
19. A encefalopatia parece ser mais comum na COVID-19 do que em outras doencas
respiratérias graves [52]. Em um estudo de coorte com 2.088 pacientes com COVID-19
admitidos em uma unidade de terapia intensiva, delirium foi o achado mais comum, ocorrendo
em 55% dos pacientes [53]. Pacientes gravemente enfermos, incluindo aqueles com COVID-
19, estdo sujeitos a pelo menos as mesmas causas de encefalopatia que outros pacientes
gravemente enfermos. Causas comuns de delirio agitado ou hipoativo sdo variadas e incluem
encefalopatia metabdlica toxica, efeitos de medicamentos, doencas cerebrovasculares, e
convulsdes, dentre outras. A encefalopatia pode constituir parte da apresentacao clinica inicial
da COVID-19, ou componente clinico de outras condi¢des neuroldgicas previamente existentes
e potencialmente exacerbadas pela doenca atual. Outras complicacGes neuroldgicas da COVID-
19 que também podem causar encefalopatia incluem: acidente vascular cerebral isquémico ou
hemorrégico, encefalite, sindrome de leucoencefalopatia posterior reversivel (SLPR), sindrome
inflamatdria multissistémica, e doenca desmielinizante pos-infecciosa [53]. A infeccdo grave
por COVID-19 e comorbidades clinicas sao fatores de risco comuns para encefalopatia. Em um
estudo com 509 pacientes hospitalizados com COVID-19, 32% apresentavam encefalopatia, e
esses pacientes eram mais velhos do que aqueles sem encefalopatia (66 versus 55 anos), tiveram
menos tempo desde o inicio dos sintomas até a hospitalizacao (seis versus sete dias), e possuiam
mais comorbidades (incluindo histéria de transtorno neuroldgico, cancer, doenca
cerebrovascular, doenca renal cronica, diabetes, dislipidemia, insuficiéncia cardiaca,
hipertensdo ou tabagismo). Fatores associados a maior risco de delirio entre pacientes com
COVID-19 internados em uma unidade de terapia intensiva incluiram ventilacdo mecanica, uso
de vasopressores, uso de contencao, infusdes continuas de medicamentos benzodiazepinicos ou
opioides, e falta de visitacdo familiar [53].

Pacientes com COVID-19 podem desenvolver delirio e agitacdo proeminentes que
requerem sedacdo; outros pacientes, de modo oposto, manifestam encefalopatia com sonoléncia
e diminuicdo do nivel de consciéncia [54,55]. Sinais do trato corticoespinal (por exemplo,
hiperreflexia e reflexo plantar extensor) sdo comuns; convulsfes focais ou generalizadas séo
descritas juntamente com encefalopatia em pacientes com COVID-19, assim como podem
ocorrer na encefalopatia toxico-metabdlica em outros cenarios [56,57]. Na maioria dos casos,
a encefalopatia se desenvolve em pacientes que ficam gravemente enfermos. Em casos
excepcionais, 0 delirio pode ser uma caracteristica da apresentacdo inicial da COVID-19,
abrindo o quadro clinico, especialmente em pacientes idosos [58-61]. Também foram relatados
casos de amnésia global transitéria (AGT) associados a COVID-19, com lesdes hipocampais
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bilaterais, alguns casos de AGT ocorrendo inclusive como manifestacdo inicial da COVID-19
[62,63].

Achados de Neuroimagem - Um espectro de anormalidades de neuroimagem foi descrito em
pacientes com encefalopatia relacionada & COVID-19; sendo que algumas dessas
anormalidades indicam um diagnostico subjacente alternativo (e/ou adicional) para o estado
mental do paciente, como acidente vascular cerebral, encefalite, SLPR e outros [64-66].
Aproximadamente metade dos estudos de neuroimagem em pacientes com encefalopatia
relacionada a COVID-19 demonstram uma anormalidade aguda, sendo as mais comuns a
anormalidade do sinal cortical na sequéncia FLAIR, acidente vascular cerebral isquémico
agudo, realce leptomeningeo (geralmente sutil) e outras manifestacdes de encefalite [55,64,66-
68]. Uma série de casos relatou achados de avaliacdo encefalica por ressonancia magnética em
190 pacientes com COVID-19 grave, a maioria dos quais apresentavam sintomas consistentes
com encefalopatia [64]. Apds excluir pacientes com acidente vascular cerebral isquémico ou
lesGes cronicas ndo relacionadas, achados radioldgicos anormais foram relatados em 37
pacientes. Os padrdes de anormalidade na ressonancia magnética incluiram lesdes hiperintensas
multifocais nas sequéncias ponderadas em T2 e difusdo na substancia branca ou no lobo
temporal medial, frequentemente com micro-hemorragias associadas. Lesdes hiperintensas na
ressonancia magnética foram relatadas no esplénio do corpo caloso em pacientes adultos com
encefalopatia relacionada a COVID-19 [64,66,69,70], bem como em algumas criangas com

sindrome inflamatdria multissistémica na COVID-19 [65].

-Doenca cerebrovascular - Eventos cerebrovasculares parecem ser pouco frequentes durante
infeccbes agudas por COVID-19, e sua incidéncia, categorizada por subtipo de acidente
vascular cerebral (AVC), foi estudada em diversas séries retrospectivas, conforme mencionado
a seguir:

» Acidente vascular cerebral isquémico: apresenta taxas de incidéncia variando de 0,4% a 2,4%
[71-76].
e Hemorragia intracraniana: revela incidéncias de 0,2% a 0,9% [74,75].

e Trombose venosa cerebral (TVC): apresenta uma incidéncia de 0,08% [76,77].

O risco de AVC, por sua vez, demonstra relacdo com a gravidade clinica da COVID-
19. Inicialmente, estudos de casos indicaram que para pacientes com doenca leve, o risco seria
inferior a 1%, enquanto que para aqueles em estado grave, especialmente em terapia intensiva,
0 risco poderia alcancar até 6% [54]. Em termos de evolugdo temporal, o AVC ocorre

predominantemente entre uma e trés semanas apo0s o inicio dos sintomas da COVID-19.
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Entretanto, é relevante notar que em alguns casos o0 AVC pode ser o sintoma inaugural que
conduz a hospitalizacdo, embora isso ocorra em uma por¢do minoritaria de pacientes [78-80].
A andlise demogréfica revela que a idade média dos pacientes com COVID-19 e AVC
assemelha-se a daqueles sem COVID-19. Em uma revisdo sistematica de 10 estudos com 160
pacientes de COVID-19 e AVC isquémico, a media de idade encontrada foi de 65 anos [81].
Um registro nacional de AVC nos Estados Unidos, incluindo 1.143 pacientes com COVID-
19 e AVC agudo, mostrou uma média de idade na apresentacdo de 68 anos, comparada a 71
anos para pacientes sem COVID-19 durante o mesmo periodo [82]. A persisténcia do risco
cerebrovascular além do periodo agudo foi observada em um estudo abrangente, com cerca
de 5,8 milhGes de veteranos nos Estados Unidos. Esse estudo revela uma incidéncia maior de
AVC ap6s um ano em pacientes com histérico de infeccdo por COVID-19 em comparagdo
com controles (risco relativo 1,52, IC 95% 1,4-1,6) [83]. Pacientes hospitalizados com
COVID-19 apresentam um risco cerebrovascular mais elevado do que aqueles com sintomas
menos graves. A etiologia desse achado é incerta, podendo envolver um estado pro-
inflamatorio generalizado, disfuncdo endotelial ap6s a infecgdo viral ou um manejo
insuficiente dos fatores de risco vasculares durante a pandemia. Em relagdo aos fatores de
risco para evento cerebrovascular em pacientes com infeccdo por SARS-CoV-2 ou COVID-
19 estabelecida, estudo demonstraram que fatores de risco tradicionais para AVC, como
hipertensdo e diabetes, sdo predominantes em pacientes com AVC isquémico associado a
COVID-19 [84].

A hipercoagulabilidade e o estado pro-inflamatdrio associados a infec¢do parecem
desempenhar um papel crucial. Marcadores elevados de hipercoagulabilidade e inflamacéo,
incluindo niveis significativos de D-dimero, foram observados em pacientes com COVID-19
grave, especialmente naqueles com AVC isquémico. [85-87]. Niveis de D-dimero superiores
a 10.000 ng/mL foram sugeridos como um indicativo de AVC criptogénico potencialmente
atribuivel a hipercoagulabilidade induzida pela COVID-19 [88]. Evidéncias indicam que
infeccbes graves, incluindo COVID-19, podem desencadear AVC agudo, possivelmente
devido ao aumento da inflamacdo e trombose associados [89-91]. A COVID-19 parece
apresentar um risco maior de AVC isquémico em comparacdo com a influenza [92].

A coagulopatia e a anticoagulacdo estdo associadas a hemorragias intracranianas,
incluindo casos de hemorragia intraparenquimatosa e hemorragia subaracnoide espontaneas.
Um estudo com 278 pacientes hospitalizados com COVID-19 e neuroimagem disponivel
identificou hemorragia intracerebral em 10 pacientes, a maioria tratada com anticoagulagdo em

dose plena [45]. Algumas hemorragias podem representar eventos isquémicos nao
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reconhecidos com subsequente conversdao hemorragica. Em um estudo com 3.824 pacientes
hospitalizados com COVID-19, a hemorragia intracerebral foi relatada em 33 pacientes (0,9%)
[93]. Com base na aparéncia radiologica, aproximadamente 75% dessas hemorragias
parenquimatosas podem ter resultado de transformacdo hemorragica do AVC isquémico. A
hemorragia intracraniana em pacientes com COVID-19 também tem sido associada ao uso de
oxigenacdo por membrana extracorpérea (ECMO) [94-96]. Em um registro internacional, 145
dos 2346 (6%) pacientes em ECMO com COVID-19 apresentaram hemorragia intracraniana.
Pacientes em ECMO também possuem um risco aumentado de isquemia cerebral, incluindo
isquemia causada por embolia gasosa [95].

A abordagem diagnoéstica e conduta inicial devem seguir principios semelhantes aos
usualmente empregados para todos os pacientes com suspeita de AVC, com precaucdes
adicionais relacionadas ao controle de infeccdes [97-99]. Terapias tromboliticas e de
reperfusdo devem ser consideradas para pacientes com AVC agudo, com ou sem COVID-109.
Embora alguns dados observacionais sugiram um risco aumentado de hemorragia com
trombdlise e trombectomia em pacientes com infeccdo aguda por COVID-19 [100], €
importante avaliarmos os riscos e beneficios. Além disso, pode haver um risco aumentado de
reoclusdo apds a recanalizacdo inicial em pacientes com COVID-19, possivelmente
relacionado a hipercoagulabilidade associada a infeccdo por SARS-CoV-2. A terapia
antitrombdética aguda deve ser adaptada ao perfil de risco do paciente. Pacientes com AVC
isquémico e uma indica¢do inequivoca para anticoagulacdo em dose completa podem iniciar o
tratamento precocemente, desde que o risco de sangramento seja toleravel. Para outros
pacientes com AVC isquémico, 0 uso precoce de aspirina € geralmente indicado,
independentemente do status de infec¢do por COVID-19 [100].

-Doencas neuromusculares e Sindrome de Guillain-Barré — Foram relatados casos raros de
sindrome de Guillain-Barré (SGB) ap6s infec¢do por COVID-19 [101-108]. No entanto, uma
associacgéo causal potencial entre a COVID-19 e o risco de SGB permanece incerta. Um estudo
de coorte realizado no Reino Unido ndo demonstrou uma associagédo especifica entre 0 SGB e
a infeccdo por COVID-19 [109]. Nesse estudo, a incidéncia de SGB foi menor entre marco e
maio de 2020 do que nos mesmos meses dos quatro anos anteriores. Essa reducéo foi atribuida
a reducdo da transmisséo de outros gatilhos infecciosos devido as medidas de bloqueio social
durante esse periodo. Dentre aproximadamente 1.200 pacientes com COVID-19 admitidos ao
longo de um més, em trés hospitais do norte da Italia, foram identificados apenas cinco casos
de SGB [101]. A maioria dos pacientes com SGB e COVID-19 apresentou fragueza muscular
progressiva ascendente que evoluiu ao longo de 1 a 4 dias [101]. O intervalo entre o inicio da
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doenca viral e o desenvolvimento da fraqueza muscular é de 5 a 16 dias, semelhante ao
observado em outras infeccdes virais associadas a SGB [110]. Em um estudo de coorte
prospectivo internacional, dentre 11 pacientes que desenvolveram SGB apés infec¢do por
COVID-19, 73% apresentaram alteracdes sensoriais e motoras, incluindo paralisia facial em
64% dos casos [106]. Em outras séries, a sindrome de Miller Fisher e outras formas variantes
de SGB também foram descritas em pacientes com COVID-19 [111,112].

Outras sindromes neuroldgicas e neuromusculares agudas encontradas em quadros de
COVID-19:

-Meningoencefalite — A meningoencefalite viral foi relatada em pacientes que apresentaram
encefalopatia ou convulsdes e COVID-19. A andlise do liquido cefalorraquidiano identificou o
SARS-CoV-2 em alguns pacientes, mas ndo em todos os casos. [113-117]. Outros casos de
encefalite do tronco cerebral ou cerebelite isolada foram relatados em adultos e criangas com
infeccdo por COVID-19 [118-122]. Nesses casos, uma causa inflamatoria parainfecciosa foi
sugerida como fator adicional na génese dos sintomas. Alguns pacientes com doenca fulminante
e compressdo do tronco cerebral receberam drenagem ventricular externa para hidrocefalia
[120]. Um mecanismo autoimune foi postulado para alguns casos, posto que alguns pacientes
desenvolvem sindromes clinicas e achados de ressonancia magnética que parecem semelhantes
a encefalite autoimune [123].

-Encefalomielite disseminada aguda (ADEM) e encefalopatia necrotizante hemorragica
aguda— Alguns relatos de casos descreveram pacientes com achados clinicos e de ressonancia
magnética consistentes com ADEM. Alguns pacientes tiveram mielite com ou sem
envolvimento cerebral. Outros pacientes apresentam achados hemorragicos consistentes com a
variante de leucoencefalite hemorragica da ADEM [124-127].

-Mielite transversa aguda — A paraparesia ou quadriparesia devido a mielite transversa aguda
é uma complicagdo incomum, geralmente ocorrendo em adultos ou criangas sintométicas dias
a semanas apos o inicio da infeccdo por COVID-19. Alguns pacientes também apresentam
caracteristicas clinicas e evidéncias diagnoésticas de coexisténcia de ADEM ou neuropatias
motoras agudas. [128-130].

-Mioclonia generalizada — A mioclonia generalizada pode ocorrer como uma complicagdo
rara aparentemente pos-infecciosa da COVID-19. Em um estudo, a mioclonia generalizada
desenvolveu-se em pacientes sintomaticos que ndo estavam gravemente doentes na época [131].
A mioclonia ndo pdde ser explicada pela hipoxia, causa metabolica ou efeito de drogas. Os
pacientes foram tratados sintomaticamente com levotiracetam, valproato, clonazepam e/ou

sedacdo com propofol e pareceram se recuperar gradualmente com imunoterapia, como
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metilprednisolona e/ou plasmaférese.

-Sindrome de leucoencefalopatia posterior reversivel (SLPR) — A SLPR foi relatada em
pacientes com COVID-19 e pode ser devida a hipertensdo e insuficiéncia renal em alguns casos.
Em séries de casos de neuroimagem no inicio da pandemia, achados consistentes com RPLS
foram observados em mais de 1% dos pacientes hospitalizados. [132-136].

-Sindrome de vasoconstricdo cerebral reversivel (RCVS) — A RCVS foi relatada em adultos e
criangas com infecgdo por COVID-19. Caracteristicas correspondentes na imagem cerebral de
pacientes com apresentacdo clinica mais grave dessa sindrome incluiram hemorragia
subaracndidea, hemorragia intracerebral e acidente vascular cerebral isquémico. [137-139].
-Convulsdes e estado epiléptico — Novas convulsdes e estado epiléptico podem ocorrer em
pacientes com infeccdo grave por COVID-19. [140,141]. Em uma série de 32 pacientes com
COVID-19 que foram hospitalizados com convulsdes, 40% nao possuiam historico de epilepsia
ou outros diagndsticos do sistema nervoso central. [142]. Em casos raros, as convulsdes foram
0 sintoma de apresentacdo em pacientes sem sinais de infeccdo que testaram positivo para
COVID-19. [142,143]. Uma revisdo sistematica de séries de casos e relatos identificou 47
pacientes com COVID-19 que desenvolveram estado epiléptico. A maioria dos pacientes tinha
sintomas respiratorios precedentes e nenhum histérico de convulsdes anteriores. A
neuroimagem foi anormal em aproximadamente metade dos pacientes e quatro pacientes
tinham um teste positivo de SARS-CoV-2 no liquido cefalorraquidiano. [144].

-Miosite — Mialgia e fadiga séo sintomas comuns na COVID-19, no entanto, a miosite parece
ser rara. Trés relatos de casos descreveram rabdomiolise com CK >12.000 unidades/L. [145-
147]. Em um caso, a biépsia muscular de um paciente com COVID-19 e miopatia mostrou
inflamacdo perivascular e deposicdo de proteina A de resisténcia a mixovirus, uma proteina
induzida por interferon tipo 1. [147].

-Neuropatias focais e multifocais — Varias sindromes de nervos periféricos e plexos foram
relatadas em pacientes com COVID-19, incluindo paralisia do nervo facial, neuropatias dos
musculos oculares, neuropatias dos nervos cranianos inferiores (por exemplo, vago, acessorio
espinhal, hipoglosso, sindrome de Tapia), neuropatias de multiplos nervos cranianos,
amiotrofia neuralgica, neuropatia autonémica ou disautonomia [148,154].

-Neuropatia e miopatia da doenca critica — Essa complicagdo ocorre em pacientes
hospitalizados com doenca grave, geralmente naqueles que sdo ventilados mecanicamente por
varios dias. As caracteristicas clinicas incluem fraqueza muscular flacida, muitas vezes com
falha no desmame do suporte ventilatorio. A neuropatia e miopatia da doenca critica tendem a
se desenvolver tardiamente no curso da infecgdo por COVID-19 [155,156].
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Sintomas Neurologicos persistentes / COVID longo

Pacientes em recuperacdo por formas graves da doenca ou apds hospitalizacdo podem
relatar sintomas neuroldgicos prolongados. Da mesma forma, alguns pacientes que foram
hospitalizados com COVID-19 relatam sintomas que persistem por semanas a anos apos a
infeccdo aguda [157,158]. Além disso, pacientes com sintomas agudos mais leves de COVID-
19 que nunca necessitaram de hospitalizacdo devido a pneumonia ou hipoxemia também podem
relatar sintomas neurolégicos e sistémicos prolongados [159-161].

Sintomas neuroldgicos comuns que podem interferir nas atividades diarias incluem
comprometimento cognitivo, parestesia, dor de cabeca, disgeusia, anosmia, mialgia, tontura,
visdo turva e zumbido. Sintomas neuroldgicos persistentes com duragao superior a 4 semanas
apos a infeccdo inicial podem fazer parte da sindrome de "COVID longa™, também chamada de
"sequelas pos-agudas da infec¢do por SARS-CoV-2". [162].

Também foi relatado que a infecgdo prévia por COVID-19 pode revelar sintomas de doenca
neurodegenerativa em individuos até entdo assintomaticos. Um estudo nacional na Suécia
relatou que a deméncia, assim como muitas outras doencas cronicas, foi subdiagnosticada e
subtratada durante a pandemia. [165]. A neuroimagem com ressonancia magnética cerebral
geralmente é normal em pacientes com sintomas neuroldgicos persistentes apés a infeccao por
COVID-19. No entanto, estudos que utilizaram neuroimagem funcional com tomografia por
emissdo de positrons de fluorodesoxiglicose (FDG-PET) identificaram multiplas areas de
reducdo no metabolismo da glicose em alguns pacientes com sintomas persistentes, incluindo
regides de interesse no giro orbitofrontal, hipocampo, amigdala, talamo e cortex insular. [166-
169].

1.2. COVID-19 e sintomas neuroldgicos em criancas

Exposi¢édo ao SARS-CoV-2 durante a gestagéo

O potencial para disturbios no neurodesenvolvimento de criangas expostas intraitero ao
SARS-CoV-2 é motivo de grande preocupacdo. Dada a grande quantidade de individuos
expostos, mesmo um pequeno aumento no risco para o desenvolvimento neuropsicomotor
adverso ainda teria um impacto significativo em termos de saude publica. [170-176]. Mais de
59 milhdes de pessoas nos Estados Unidos e 300 milhdes em todo o mundo foram
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diagnosticadas com a doenca coronavirus 2019 (COVID-19), incluindo mais de 155.500
mulheres gravidas nos Estados Unidos. [176]. Com aproximadamente 140 milhdes de
nascimentos vivos ocorrendo anualmente em todo o mundo e a prevaléncia de positividade para
0 SARS-CoV-2 em mulheres gravidas chegando a 15% nos grandes centros urbanos, [177], 0
numero de criancas expostas a infeccdo materna por COVID-19 in utero em todo o mundo
poderia chegar a até 20 milhdes por ano, especialmente diante da baixa adesdo a vacina contra
a COVID-19 em populagdes de gravidas inicialmente. [178,179]. De fato, um acompanhamento
por 12 meses de mais de 7.000 partos em um grande sistema hospitalar, incluindo mais de 200
gestacdes expostas a COVID-19, sugeriu que a infeccdo pré-natal pelo SARS-CoV-2 esta
associada a um aumento no risco de diagnosticos neurodesenvolvimentais na prole. [180].
Existem varias vias potenciais pelas quais a infeccdo materna pelo SARS-CoV-2 pode afetar o
cérebro fetal em desenvolvimento: [181-183] (a) via ativacdo imune materna durante janelas
neurodesenvolvimentais chave na gravidez; (b) via infeccéo fetal direta de tecidos neuroldgicos
por meio da transmissdo transplacentaria do virus; ou (c) através de comprometimento da
funcéo placentaria resultando em resultados adversos na gravidez associados a um aumento no
risco de lesdes neuroldgicas (por exemplo, restricdo de crescimento fetal, descolamento /
hematoma retroplacentario, e parto prematuro).
Evidéncias iniciais de desfechos adversos no neurodesenvolvimento em criancas expostas ao
SARS-CoV-2 durante a gestacao

Um conjunto crescente de evidéncias sugere que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode causar
sequelas neuroldgicas agudas e cronicas em populacBes pediatricas. Um estudo recente no
Reino Unido sugere que 3,8% das criancas hospitalizadas com COVID-19 apresentam
complicacdo neuroldgica com possiveis consequéncias a longo prazo, abrangendo desde
alteracbes comportamentais, alucinacdes e encefalopatia até estado epiléptico, encefalite,
sindromes de Guillain-Barré/desmieliniza¢do aguda, coreia e psicose. [184]. Achados precoces
de desfechos neurodesenvolvimentais adversos aos 3—6 meses, 1 ano e 1,5 anos em bebés e
criangas expostos ao SARS-CoV-2 intrautero, e/ou nascidos durante a pandemia de COVID-19
tém sido descritos. [185-189]. Um estudo de coorte longitudinal com 57 bebés expostos no
periodo pré-natal ao SARS-CoV-2 na China identificou déficits no dominio socio-emocional
nos testes neurodesenvolvimentais aos 3 meses de idade. [188]. Um relatério preliminar de 298
bebés nascidos de mulheres com infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez encontrou
evidéncias de atraso no desenvolvimento em 10% dos bebés aos 12 meses de idade, embora
nenhum dos estudos incluisse um grupo controle ndo infectado [189]. Outro estudo preliminar
de mais de 7.000 bebés nascidos durante a pandemia de COVID-19 de mées infectadas e ndo
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infectadas pelo SARS-CoV-2 identificou uma associacao entre a exposicdo materna ao SARS-
CoV-2 e um alteracdo no neurodesenvolvimento aos 12 meses [180]. Importante destacar que
esse estudo constatou que, embora a associagédo entre a exposi¢cdo materna ao SARS-CoV-2 e
atraso do neurodesenvolvimento na prole tenha sido agravada pelo parto prematuro, a presenca
de distarbio do neurodesenvolvimento ndo foi totalmente explicada pela prematuridade,
sugerindo um mecanismo de efeito mais especifico do que simplesmente 0 SARS-CoV-2
contribuindo para complicagdes na gravidez. Ainda ndo sabemos se existe, de fato, uma
conexdo definitiva existe entre exposicdo pré-natal ao SARS-CoV-2 e distlrbios do
neurodesenvolvimento na prole; em parte porque a maioria das criancas nascidas de mulheres
infectadas ainda € muito jovem para um diagndstico confiavel de muitas condicdes patoldgicas
do neurodesenvolvimento. Apesar das limitacGes significativas de conjuntos de dados
epidemiolégicos e clinicos na definicdo de causalidade ou mecanismo, esses dados preliminares
demonstram o potencial da exposicdo pré-natal ao SARS-CoV-2 para impactar os desfechos

precoces de neurodesenvolvimento.

Manifestagdes neuroldgicas da COVID-19 no periodo pos-natal

Manifestacdes neuroldgicas tém sido descritas em criangas hospitalizadas com COVID-
19 aguda e podem representar risco de vida. [190-192].

Em um estudo multicéntrico transversal envolvendo 15.137 criangas hospitalizadas com
COVID-19, 7% apresentaram uma ou mais complicacBes neuroldgicas, incluindo convulsdes
febris em 3,8%, convulsdes ndo febris em 2,3% e encefalopatia em 2,2%; complicacdes
neuroldgicas menos comuns incluiram abscesso cerebral, meningite bacteriana e infarto
cerebral [190]. Outras manifestacbes neurologicas relatadas em estudos diversos incluem
acidente vascular cerebral, infeccdo/desmielinizacdo do sistema nervoso central, sindrome de
Guillain-Barré/variantes, edema cerebral agudo fulminante, dor de cabeca, fraqueza, anosmia,
ageusia e delirio. [191-194].

Embora a maioria das criangas com infec¢do sintomatica aguda ndo-grave pelo SARS-
CoV-2 se recupere dentro de uma a duas semanas a partir do inicio da doenca, a deterioracéo
clinica pode ocorrer subitamente apds aproximadamente uma semana de sintomas, e tais casos
requerem uma reavaliacédo clinica urgente, idealmente em um centro médico com experiéncia
no cuidado de criangas com COVID-19. [195]. Em um estudo de coorte prospectivo com relato
voluntario de sintomas por aplicativo mével por um adulto responsavel, a duracdo media da

doenca em 1.734 criangas que testaram positivo para 0 SARS-CoV-2 foi de seis dias (intervalo
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interquartil [11Q] de 3 a 11 dias), em comparacdo com trés dias (11Q de 2 a 7 dias) em uma
coorte pareada de criangas que testaram negativo para o virus; [196]. aproximadamente 2% dos
pacientes de cada grupo procuraram um pronto-socorro ou foram hospitalizados. A duracéo
média da doenga pelo SARS-CoV-2 foi menor em criangas de 5 a 11 anos do que em criangas
de 12 a 17 anos (5 versus 7 dias).

Um problema persistente na interpretacdo desses dados é a escassez de estudos com
controles pareados - por exemplo, para entender se essas sequelas refletem efeitos diretos do
SARS-CoV-2, ou simplesmente as consequéncias de qualquer doenga grave que exija
hospitalizacdo. A analise de algumas casuisticas utilizando avaliagdes neurocognitivas sugeriu
que o padrdo de déficits encontrados foi inespecifico, consistente com um contexto clinico
multifatorial em hospitalizagbes complicadas. Ainda assim, em conjunto, esses resultados
sugerem pelo menos a possibilidade de que o0 SARS-CoV-2 - seja por meio de mecanismos
inflamatdrios ou imunomediados ou por meio de infecgédo direta do sistema nervoso central -
possa ter um impacto prolongado ou permanente no cérebro desenvolvido (e, portanto,
provavelmente também no cérebro em desenvolvimento).

Algumas complicagdes peculiares da COVID-19 em criangas tém sido descritas, tais
como:

-Sindrome inflamatoria multissisttmica em criancas (MISC) — A sindrome inflamatoria
multissistémica em criancas (MISC) é uma condigdo rara, mas grave, associada a COVID-19.
As caracteristicas clinicas da MISC podem ser semelhantes as da doenca de Kawasaki,
sindrome de choque da doenca de Kawasaki e sindrome do choque toxico. Elas incluem febre
persistente, hipotensdo, sintomas gastrointestinais, erup¢do cutanea, miocardite e achados
laboratoriais associados a inflamagdo aumentada; os sintomas respiratorios podem estar
ausentes.

-Condicao p6s-COVID-19 ("COVID longa™) em criangas

O Centro de Controle e Prevengédo de Doencas (CDC), a Academia Americana de Pediatria e a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) utilizam o termo abrangente "condi¢do pés-COVID-
19" para a ampla gama de sintomas e condi¢es fisicas e mentais persistentes, recorrentes ou
novos que estdo presentes além de 4 semanas apods a infeccdo pelo SARS-CoV-2 (de qualquer
gravidade); essa condigdo também é chamada de "COVID longa" ou "sequelas p6s-agudas da
infeccdo por SARS-CoV-2". [197-199].

A OMS fornece uma definicdo clinica consensual que pode ser aplicada a criangas de todas as
idades e inclui: [199]

* Infecgdo pelo SARS-CoV-2 confirmada ou provavel.
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* Sintomas com duragdo maior ou igual a 2 meses, € que ocorreram inicialmente dentro de trés
meses ap0s a COVID-19 aguda. Dentre o conjunto de sintomas, fadiga, alteracdo do
olfato/anosmia e ansiedade foram mais frequentes entre as criangas com condi¢éo p6s-COVID-
19 do que entre os controles (sem condi¢do pds-COVID-19); uma ampla gama de outros
sintomas potenciais podem ocorrer (por exemplo, tosse, dificuldade cognitiva, diarreia). Os
sintomas podem ser de inicio recente ou persistentes, e podem recorrer ao longo do tempo.

* Os sintomas afetam a fun¢do diaria (por exemplo, hébitos alimentares, atividade fisica,
interagdo com amigos e familiares, desempenho escolar).

* A coexisténcia de outros diagnosticos ndo exclui o diagnéstico de condi¢ao pds-COVID-19.

A definicdo da OMS pode mudar com o tempo a medida que mais informacdes se tornem
disponiveis. [199]

Dada a diversidade de apresentacdes clinicas e o potencial para dano neuroldgico significativo
em criancas, faz-se necessaria uma abordagem abrangente que atue na prevencdo de sequelas e
sobretudo no diagnostico precoce, baseado em elementos clinicos, laboratoriais e em exames

complementares de neuroimagem pediéatrica.

1.3. Avaliacdo Encefélica por Ultrassonografia modo B e Doppler Intracraniano

A ultrassonografia transcraniana continua desempenhando um papel fundamental nos
métodos diagnosticos em pediatria. Beneficios que a tornam praticamente indispensavel para o
atendimento de rotina de recém-nascidos incluem facil acesso, baixo custo, portabilidade,
auséncia de radiacBes ionizantes e isencdo de sedacdo ou anestesia. A ultrasonografia
transcraniana constitui ferramenta essencial em neonatos suspeitos de meningite e suas
complicacOes; isquemia perinatal, especialmente a leucomalécia periventricular (LPV);
hidrocefalia resultante de uma série de causas e hemorragia [200]. N&o obstante, a
ultrasonografia transcraniana tem produzido resultados acurados para uma variedade de
indicagOes. A abordagem a ultrasonografia craniana envolve o conhecimento da anatomia de
desenvolvimento normal do parénquima cerebral para uma interpretacdo correta. A técnica
correta, aproveitando as varias janelas acuUsticas e frequéncias variaveis das sondas de
ultrassom, permite um exame detalhado e abrangente do parénquima cerebral.

Técnica de Imagem

A obtencdo de imagens cranianas de alta qualidade requer o uso de transdutores de alta
frequéncia, geralmente variando de 5 a 7,5 MHz. Para um campo de visdo mais amplo, os

transdutores setoriais sdo preferidos. Os transdutores de matriz linear com frequéncias mais
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altas (7-12 MHz) séo especialmente valiosos para a insonacdo de curto alcance. Eles sao
recomendados para avaliar condicbes como colegdes extra-axiais, trombose do seio sagital
superior, edema cerebral e anatomia giro-sulcal, especialmente em casos suspeitos para
anomalias de migrag&o neuronal. Esses transdutores de alta frequéncia também séo adequados
para a insonacdo através da fontanela posterior, fontanela mastoidea e para acessar o forame
magno. Para obter imagens de alta qualidade, é essencial segurar o transdutor firmemente entre
0 polegar e o indicador, com a parte lateral da méo apoiada na cabeca do bebé para garantir
estabilidade. Garantir a manutencdo da temperatura corporal do neonato é de extrema
importancia. Manter condi¢Oes assépticas é igualmente critico, por meio de lavagem das méos

e limpeza cuidadosa do transdutor entre as avaliacdes com solucdo aprovada pelo fabricante.

Janelas de Exame

A maioria das avaliacdes sonograficas cranianas sdo realizadas nos planos coronal e
sagital, principalmente através da fontanela anterior, que é adequada como janela acustica até
a idade de 12-14 meses [201]. As fontanelas posterior e mastoidea oferecem uma melhor viséo
para avaliacdo das estruturas da fossa posterior. No entanto, elas proporcionam uma viséo (til
apenas por um periodo limitado, ou seja, até 6 meses de idade. Essas visualiza¢bes sdo, porém,
de grande utilidade ao se avaliar malformacdes da fossa posterior, pois fornecem imagens

altamente detalhadas do cerebelo, quarto ventriculo, cisterna magna e canal medular superior.
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Figura 1. Anatomia Normal (a-d) Imagem ultrassonogréfica de alta resolucdo do encéfalo em

seccdo coronal, demonstrando a aparéncia normal dos sulcos corticais e giros. Hiperecogenicidade
incidental dos vasos lenticuloestriados (setas). Fonte: Hwang M, Tierradentro-Garcia LO,
Hussaini SH, Cajigas-Loyola SC, Kaplan SL, Otero HJ, Bellah RD. Ultrasound imaging of preterm
brain injury: fundamentals and updates. Pediatr Radiol. 2022 Apr;52(4):817-836.



40

Planos de Aquisicao

Os planos coronal e sagital sdo os planos de imagem mais valiosos para a sonografia
craniana, permitindo uma avaliacdo abrangente do cérebro. E recomendavel realizar imagens
em ambos esses planos basicos. Se um dos planos for negligenciado, hé o risco de se perderem
achados patoldgicos ou oferecer diagnosticos incorretos. Por exemplo, sem a imagem coronal,
um aumento de ecogenicidade na regido peritrigonal, localizado posterior e superior aos
trigonos ventriculares em vistas parasagitais, pode ser interpretado erroneamente como
leucomalacia periventricular precoce. Da mesma forma, hemorragias na fossa posterior podem

ndo ser visualizadas caso o estudo ndo inclua avaliacdo em cortes sagitais.

Anatomia Normal

Imagem Coronal

Para demonstrar a anatomia no plano coronal, sdo obtidas no minimo quatro imagens ao
mover suavemente a sonda de anterior para posterior. [201]. A imagem mais anterior demonstra
os polos frontais, logo a frente dos cornos frontais dos ventriculos laterais, possibilitando ainda
avaliacdo do cortex cerebral frontobasal e visualizacdo das 6rbitas [Figura 1a].

Uma imagem posterior a essa mostra os cornos frontais dos ventriculos laterais [Figura
1b]. Os cornos frontais sdo indentados lateralmente pela cabeca do nucleo caudado. O sulco
cingulo, o giro e o corpo anterior do corpo caloso, e o septo peltcido sdo observados nesse
nivel, de cima para baixo na linha média. As estruturas observadas lateralmente sdo o putamen,
separado do caudado pela capsula interna. Mais lateralmente, a fissura de Sylvius é encontrada
como uma estrutura linear ecogénica que separa o lobo frontal do lobo temporal. Abaixo dessa
regiao, as artérias carotidas internas se bifurcam em artérias cerebrais anterior e media (ACMs),
vistas como estruturas ecogénicas [Figura 1c].

Mais posteriormente, as estruturas visualizadas de cima para baixo na linha média sdo o
corpo dos ventriculos laterais (de ambos os lados do cavum septi pellucidi [CSP]), os tdlamos
(de ambos os lados do terceiro ventriculo) e o tronco cerebral. Lateralmente, o caudado e o
putdmen sdo vistos separados dos talamos pela capsula interna. Mais lateralmente ainda esta o
centrum semiovale, a substancia branca profunda dos hemisférios cerebrais.

As imagens posteriores ao forame de Monro sdo utilizadas para demonstrar o sulco cingulo,
0 corpo posterior do corpo caloso, o terceiro ventriculo entre as porc¢des anteriores dos talamos
e o cerebelo. Nesse nivel, o corpo do ventriculo lateral é arredondado e demonstra o plexo

coroide ecogénico em seu interior.
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O trigono dos ventriculos laterais e 0s cornos occipitais sao visualizados em imagens mais
posteriores, preenchidos quase que inteiramente pelo plexo coroide [Figura 1d]. A parte do
corpo caloso visualizada nesse nivel é o esplénio. O tentdrio cerebelar é visto como estruturas
ecogénicas de ambos os lados, separando o cerebelo das estruturas supratentoriais. Na imagem
mais posterior, o lobo occipital, juntamente com a parte mais posterior dos cornos occipitais, é

visualizado.

Imagem Sagital

O transdutor é colocado longitudinalmente através da fontanela anterior e angulado para
um dos lados. A fissura inter-hemisférica identifica o plano meédio-sagital [Figura2]. Nesse
nivel, o ventriculo lateral é visualizado com o nucleo caudado e o tdlamo adjacentes ao seu
curso, de anterior para posterior. A juncao do caudado e do tdlamo marca uma area importante,
0 sulco caudo-talamico, o local mais comum de hemorragia da matriz germinal (GMH). As
imagens parasagitais demonstram um aspecto periférico dos ventriculos e do hemisfério
cerebral, incluindo os lobos temporais. Um foco hiperecogénico posterossuperior aos trigonos
ventriculares é um achado normal nas imagens parasagitais, e ndo deve ser interpretado

erroneamente como sugestivo de leucomaldcia periventricular (PVL) [202].
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Figura 2. Anatomia Normal (e-h) Imagem ultrassonogréfica de alta resolucdo do encefalo em

seccdo sagital, demonstrando a aparéncia normal dos sulcos corticais e giros.
Hiperecogenicidade incidental dos vasos lenticuloestriados (setas). Fonte: Hwang M,
Tierradentro-Garcia LO, Hussaini SH, Cajigas-Loyola SC, Kaplan SL, Otero HJ, Bellah RD.
Ultrasound imaging of preterm brain injury: fundamentals and updates. Pediatr Radiol. 2022
Apr;52(4):817-836.

Achados Patoldgicos — hipoxia e hemorragia

As lesdes hipdxicas neonatais e lesdes hemorragicas intracranianas sdo classificadas de

acordo com sua ocorréncia em bebés prematuros e neonatos a termo. No primeiro grupo, essas
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lesGes incluem hemorragia no leito vascular germinal (HMG), hemorragia intraventricular e
leucomalécia periventricular (LPV) [203]. Em bebés a termo, a encefalopatia hipdxico-
isquémica e a hemorragia intracraniana sédo as principais manifestacdes de imagem. A
ultrassonografia € altamente precisa na deteccéo de hemorragias e na demonstracdo da dilatacéo
ventricular resultante. Da mesma forma, é a técnica de escolha na triagem e acompanhamento
de neonatos prematuros quanto a LPV. Exames sequenciais multiplos sdo necessarios e a
ultrassonografia é ideal nesse contexto.

A LPV representa uma lesdo isquémica que envolve a area de fronteira vascular no cérebro
de bebés prematuros, ou seja, a substancia branca periventricular. Ndo existe uma maneira
precisa de diagnosticar a LPV na fase aguda. A ultrassonografia € a melhor modalidade de
imagem disponivel, embora também permaneca relativamente pouco sensivel em casos iniciais.
Os achados incluem éreas focais de aumento da ecogenicidade nas areas periventriculares

superolaterais, mais proeminentes no nivel dos atrios [Figura 3].
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Figura 3. Leucomalacia periventricular (LPV) em neonato pré-termo com 21 dias de vida e

idade gestacional de 28 semanas ao nascimento. As imagens coronais () e sagitais (b) mostram
lesBes hiperecdicas dispersas e bem definidas na substancia branca periventricular; a maioria
delas com formato ovalado (setas) e algumas de aparéncia cistica, compativel com LPV
aguda/subaguda. Duas semanas ap06s, uma ultrassonografia cerebral de acompanhamento (c, d)
mostra as areas correspondentes com reducdo da ecogenicidade, consistentes com a evolucao
da LPV nos planos coronal (c) e sagital (d), em que as alteragdes cisticas (setas) sdo mais
evidentes. Fonte: Hwang M, Tierradentro-Garcia LO, Hussaini SH, Cajigas-Loyola SC, Kaplan SL, Otero HJ,

Bellah RD. Ultrasound imaging of preterm brain injury: fundamentals and updates. Pediatr Radiol. 2022
Apr;52(4):817-836.
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Uma armadilha ja mencionada nesse contexto é o “flare” periventricular normal devido ao
efeito anisotropico. Casos leves de LPV podem se resolver na ultrassonografia de
acompanhamento. A LPV cronica resulta em ventriculomegalia, alteracdes cisticas
periventriculares e perda da substancia branca profunda, com os sulcos se aproximando da
parede ventricular. A ressonancia magnética (RM) tem uma sensibilidade e especificidade
melhores na LPV crénica.

A leséo hipdxico-isquémica no neonato a termo resulta em lesdo cerebral focal ou difusa,
dependendo da gravidade do insulto. Na lesdo hipdxico-isquémica difusa, a ultrassonografia
mostra edema cerebral com ventriculos estreitos e perda da visualizacdo dos sulcos normais,
com ecogenicidade anormalmente aumentada do parénquima cerebral. As areas predispostas a

lesBes focais sdo os ganglios da base, os tAlamos e o cortex perirolandico [Figura 4].
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Figura 4. Encefalopatia hipdxico-isquémica com padrdo de lesdo central. Recém-nascido a

termo com descolamento completo da placenta. Imagens coronais (a) e parasagitais (b, c)
através da fontanela anterior. As imagens a e b foram obtidas 2 horas apds o nascimento.
Observe o aumento simétrico bilateral da ecogenicidade nos talamos, estendendo-se para 0s
pedinculos cerebrais, representando uma lesdo isquémica. Os ventriculos estdo comprimidos
devido ao edema proveniente das estruturas centrais. Ultrassonografia cerebral de
acompanhamento realizada em 48 horas (c—f) demonstra evolugdo/maturacdo intervalar da
isquemia, agora estabelecida em todos os ganglios basais e talamos, novamente de maneira
bilateral e simétrica (d, e). Alguma ecogenicidade pode ser devida a hemorragia ap6s lesao de

reperfusdo, além da isquemia. Observe a hiperecogenicidade na regido peri-rolandica em f.
Fonte: Jacqueline Salas, Aylin Tekes, Misun Hwang, Frances J. Northington, Thierry A.G.M. Huisman; Head
Ultrasound in Neonatal Hypoxic-lschemic Injury and Its Mimickers for Clinicians: A Review of the Patterns of

Injury and the Evolution of Findings Over Time. Neonatology 19 September 2018; 114 (3): 185-197.

O local mais comum de hemorragia cerebral em neonatos prematuros é a matriz
germinativa.[204]. As hemorragias de matriz germinativa (HMG) sédo identificadas na
ultrassonografia como areas hiperecogénicas no sulco caudo-talamico [Figura 5a]. A
hemorragia pode se estender para os ventriculos [Figuras 5c] ou para o parénquima cerebral

[Figura 5.2g], sendo que a extensdo intraventricular pode ocasionar hidrocefalia obstrutiva.
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Figura 5.1. "Ultrassonografia e ressonancia magnética (RM) mostrando diferentes graus de
HMG-IV (hemorragia no leito vascular germinal-intraventricular). (a) Ultrassonografia cerebral
parasagital através dos ventriculos laterais mostra hemorragia de grau I; (b) Imagem axial
ponderada em T2 por ressonancia magnética mostra hemorragia de grau | nos dois ventriculos
laterais; (c) Ultrassonografia cerebral parasagital através dos ventriculos laterais mostra
hemorragia de grau Il; (d) Imagem axial ponderada em T2 por ressonancia magnética mostra

hemorragia de grau Il no ventriculo lateral esquerdo. Fonte: Atienza-Navarro, 1.; Alves-Martinez, P.;

Lubian-Lopez, S.; Garcia-Alloza, M. Germinal Matrix-Intraventricular Hemorrhage of the Preterm Newborn and
Preclinical Models: Inflammatory Considerations. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 8343.
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Figuura 5.2. (e) Ultrassonografia cerebral parasagital através dos ventriculos laterais mostra
hemorragia de grau IlI; (f) Imagem axial ponderada em T2 por ressonancia magnética mostra
hemorragia de grau Il no ventriculo lateral esquerdo e hemorragia de grau Il no ventriculo lateral
direito; (g) Ultrassonografia cerebral coronal mostra hemorragia de grau IV ou infarto hemorragico
periventricular; (h) Desenho representando a classificacdo por ultrassonografia da hemorragia no

leito vascular germinal-intraventricular (HMG-IV). Fonte: Atienza-Navarro, |.; Alves-Martinez, P.; Lubian-
Lopez, S.; Garcia-Alloza, M. Germinal Matrix-Intraventricular Hemorrhage of the Preterm Newborn and Preclinical
Models: Inflammatory Considerations. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 8343.
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Papel do Doppler transfontanelar

O estudo ultrassonografico com Doppler desempenha um papel importante no diagndéstico
e acompanhamento de lesdes cerebrais secundarias a isquemia, hemorragia, infeccdo, disturbios
do desenvolvimento e tumores. Além disso, é usado para diferenciar entre colecdes liquidas
subaracndidea e subdural, e diagnosticar trombose venosa.

A abordagem pela fontanela anterior é a janela acustica mais comumente utilizada para
avaliacdo por Doppler. Estruturas vasculares rotineiramente visualizadas na varredura sagital
incluem as artérias basilar, carotida interna e cerebral anterior, bem como as veias cerebrais
internas, veia de Galeno e o0s seios sagitais superior e reto [Figuras 6 e 7]. Varreduras coronais
permitem a avaliacdo das artérias carétidas internas supraclindides, segmentos M1 das artérias
cerebrais médias, artérias talamoestriadas, segmentos Al das artérias cerebrais anteriores e o0 seio
cavernoso [Figura 8]. A insona¢do via 0sso temporal é a melhor para a artéria cerebral média
(ACM) porque é paralela ao fluxo. O indice de resisténcia das principais artérias intracranianas
varia de 0,6 a 0,8 [Figura 9] [205].

Figura 6. (a e b) Seio sagital superior. Visdo sagital através da fontanela anterior mostra a aparéncia

normal do seio sagital superior (setas). Fonte: Gupta P, Sodhi KS, Saxena AK, Khandelwal N, Singhi P.

Neonatal cranial sonography: A concise review for clinicians. J Pediatr Neurosci. 2016 Jan-Mar;11(1):7-13.
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Figura 7. (a e b) Seio sagital superior. Visdo coronal atraves da fontanela anterior mostra a

aparéncia normal do seio sagital superior (setas). Fonte: Gupta P, Sodhi KS, Saxena AK, Khandelwal N,

Singhi P. Neonatal cranial sonography: A concise review for clinicians. J Pediatr Neurosci. 2016 Jan-Mar;11(1):7-13.

Figura 8. Poligono de Willis. Corte coronal através da fontanela anterior, demonstrando a anatomia
normal do poligono de Willis (setas). Fonte: Gupta P, Sodhi KS, Saxena AK, Khandelwal N, Singhi P.

Neonatal cranial sonography: A concise review for clinicians. J Pediatr Neurosci. 2016 Jan-Mar;11(1):7-13.
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Figura 9. Avaliacdo por Doppler das artérias cerebrais médias. Visdo coronal através da fontanela

anterior mostra o padrdo de onda normal da artéria cerebral média esquerda. Fonte: Gupta P, Sodhi

KS, Saxena AK, Khandelwal N, Singhi P. Neonatal cranial sonography: A concise review for clinicians. J Pediatr
Neurosci. 2016 Jan-Mar;11(1):7-13. doi: 10.4103/1817-1745.181261.

1.4. Avaliacéo Encefélica por Elastografia

O método de analise eletrografica por ultrassonografia € uma modalidade de imagem que
avalia a elasticidade e a rigidez dos tecidos moles. Dado que a elasticidade € uma caracteristica
fisiologica importante, a distribuicdo do modulo de elasticidade interna esta intimamente
relacionada as caracteristicas bioldgicas de um organismo. O valor elastico do tecido reflete a
rigidez tecidual, que esta relacionada a composi¢do molecular do tecido e as estruturas que o
compdem com diferentes densidades. Em compara¢do com as modalidades de imagem por
ultrassonografia convencionais, a elastografia por ultrassonografia estima as alteragdes de
elasticidade tecidual para a caracterizagdo precisa de vérias condigdes patoldgicas. [206,207].
O método de avaliagdo tecidual por elastografia j& possui larga utilizacdo em determinados
orgéos, como no figado, na tireoide e na mama. Um nimero crescente de estudos utilizando a

elastografia por ultrassonografia para investigar doencas encefélicas tem sido conduzido
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recentemente [208-211].

Principios da Elastografia por Ultrassonografia

O desenvolvimento de métodos ndo invasivos para avaliar as propriedades mecanicas dos
tecidos com base na elastografia tem recebido atencdo substancial nos Gltimos anos. Essas
técnicas exploram varias alteracOes patologicas na elasticidade dos tecidos para gerar
informacOes qualitativas e quantitativas que podem ser usadas para fins diagndsticos. A
elastografia por ultrassonografia foi proposta pela primeira vez por Ophir et al. em 1991 e pode
ser usada para definir tanto a rigidez de um tecido quanto o deslocamento (deformacdo) em
resposta a uma forca aplicada [206].

De acordo com as diretrizes europeias mais recentes, a elastografia por ultrassonografia é
dividida em duas categorias: elastografia quasiestatica (compressiva) e elastografia de ondas de
cisalhamento dinamicas (SWE - shear wave elastography).[212,213]. A elastografia
quasiestatica inclui principalmente a imagem elastica em tempo real do tecido, enquanto a SWE
dindmica inclui elastografia transitria, imagem por impulso de forca de radiacdo acustica
(ARFI) e SWE. O principio da elastografia por ultrassonografia € medir a deformacéo tecidual
imposta em resposta a uma compressdo externa. As mudancas na elasticidade e na deformacéo
do tecido causadas pela compressdo sdao medidas, processadas e finalmente exibidas em tempo
real em mapas elasticos codificados por cores. O método fundamental da elastografia por
ultrassonografia é aplicar um estimulo dindmico ou estético a um tecido. Com base em regras
fisicas, como elasticidade e biomecanica, o tecido produzird uma resposta, como deslocamento,
deformacdo e velocidade, que variam dependendo da constituicao do tecido.

A imagem por elastografia quasiestatica reflete a dureza relativa de um tecido. O principio
basico é que uma pressdo constante age na superficie do objeto para causar deformacéo do
tecido. As informacdes sobre a deformacéo do tecido s&o obtidas coletando dados relativos ao
eco de radiofrequéncia antes e depois de aplicar a pressao [213]. Uma nova geragdo de imagem
com analise eletrografica do tecido em tempo real permitiu a detec¢do da deformacéo no tecido
hepatico causada pela compressdo do batimento cardiaco e utiliza a tecnologia de analise
quantitativa de difusdo do tecido para analisar a imagem elastografica. A imagem elastica em
tempo real do tecido é uma técnica elastografica semiquantitativa que mede a relacdo entre o
tecido anormal (lesdo) e o parénguima normal; no entanto, a relacdo da elasticidade medida
entre esses tecidos constitui um valor variavel (relativo), e ndo representa uma medida de valor
absoluto do parametro viscoelastico. E importante notar que a qualidade de uma varredura
elastografica quasiestatica depende em grande parte da experiéncia e habilidade do operador.
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Por outro lado, a SWE dinamica reflete a rigidez absoluta (mddulo de Young) de um tecido e,
deste modo, possui maior reprodutibilidade entre diferentes observadores. A elastografia
transitoria € um método unidimensional comumente utilizado. O principio da elastografia
transitoria € que o eixo de vibracdo do transdutor de ultrassonografia emite uma onda elastica
de baixa frequéncia que se propaga no tecido. Ao mesmo tempo, o transdutor de
ultrassonografia transmite um feixe de onda sonora para rastrear a propagacao da onda elastica
e medir sua velocidade, exibindo posteriormente o valor de elasticidade na imagem [214].

A elastografia dindmica define a elasticidade do tecido medindo a velocidade de
propagacdo da onda de cisalhamento. Um tecido mais rigido corresponde a uma maior
velocidade da onda de cisalhamento [215]. A imagem por impulso de forca de radiacao acustica
é uma técnica de excitacdo mecanica baseada em tecido que propaga ondas de cisalhamento
para longe da regido de excitagdo, fornecendo forcas de radiacdo acustica pulsada locais; a
resposta do tecido ao deslocamento é usada para gerar um mapa de elasticidade e produzir um
diagrama elastico [216]. O principio da SWE consiste em o transdutor de ultrassonografia emitir
pulsos de radiacdo acustica focados no tecido analisado, causando deslocamento longitudinal
dos tecidos em diferentes profundidades quase ao mesmo tempo, eventualmente produzindo
ondas de cisalhamento. Os mapas de elasticidade do tecido sdo exibidos em tempo real apds a
imagem de ultra alta velocidade e codificacdo por cores, e os valores do modulo de Young do
tecido sdo analisados quantitativamente.

A velocidade de propagacdo da onda de cisalhamento depende da rigidez do tecido.[217]
Atualmente, o sistema de imagem por ondas de cisalhamento automaticamente utiliza a equacgéo
E = 3q(cs)? para calcular o modulo de Young, onde q representa a densidade do tecido e cs
representa a velocidade da onda de cisalhamento [217,218]. A maioria dos fornecedores
comerciais fornece sistemas de computacdo automatizados que convertem quilopascais em
metros por segundo e metros por segundo em quilopascais. A maioria dos sistemas de
ultrassonografia exibe os valores de rigidez em quilopascais e metros por segundo em forma de
tabela.

De modo geral, um tecido com um mddulo de elasticidade maior (ou seja, maior dureza)
produz uma resposta menor, como uma amplitude menor ou uma velocidade maior, que a
ultrassonografia em combinagdo com técnicas de processamento de sinal digital ou
processamento de imagem digital utiliza para organizar e avaliar o tecido. A resposta interna é
avaliada para refletir diferencas nas propriedades mecanicas, como o modulo de elasticidade
dentro da estrutura do tecido [218]. A elastografia por ultrassonografia permite ao usuario

identificar precocemente areas onde novas lesdes surgiram ou se desenvolveram, em 6rgdos
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nos quais geralmente tais lesdes ndo sdo evidentes por meio da ultrassonografia convencional.
Os dados obtidos a partir de exames elastograficos aumentam a probabilidade de identificar

lesdes iniciais e realizar uma analise estimada da composicéo tecidual predominante.

Aplicacoes Clinicas da Elastografia por Ultrassonografia

A elastografia por ultrassonografia, conforme descrito acima, constitui técnica ndo invasiva
para medir a rigidez do tecido. A medida que mais pesquisadores constatam que muitos
processos patoldgicos afetam a rigidez dos tecidos, a aplicacdo dessas tecnologias cresce
consideravelmente, fornecendo novos correlatos de imagem para a biologia de determinadas
doencas. Muitas aplicac6es clinicas da elastografia por ultrassonografia estdo se desenvolvendo
rapidamente. Equipamentos de ultrassonografia com opcGes elastograficas podem detectar e
avaliar com mais preciséo as propriedades de lesdes localizadas em muitos érgdos, como mama,
tireoide, testiculo, prostata, linfonodos e tecido cerebral. [219-224].

Com o continuo avango dos instrumentos de ultrassonografia, muitos dispositivos de
ultrassonografia estdo disponiveis no mercado e incluem tecnologia de imagem elastografica
que pode medir rapidamente a velocidade da onda de cisalhamento e a rigidez do tecido em
uma regido de interesse (ROI; Figura 10), embora a aquisicdo dessas imagens exija operador
com experiencia para obtencdo de valores fidedignos, sendo capaz de reconhecer os principais

artefatos no processo de medida dos coeficientes elasticos.
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Figura 10. Imagem de onda de cisalhamento bidimensional em cortes coronais do cérebro
neonatal. As imagens por onda de cisalhamento (SWE — shear wave elastography) foram
realizadas nos nucleos da base, e 0 modulo de elasticidade de Young e a velocidade da onda de
cisalhamento foram medidos. (a-c): medidas adequadas na substancia branca, talamo, e ndcleo
caudado, respectivamente. (d) amostra insuficiente na escala de cores da elastografia, com
dados artefatuais. (e) medida inadequada com transicdo abrupta de cores na mesma regido de

interesse. Fonte: EI-Ali AM, Subramanian S, Krofchik LM, Kephart MC, Squires JH. Feasibility and
reproducibility of shear wave elastography in pediatric cranial ultrasound. Pediatr Radiol. 2020 Jun;50(7):990-
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996).

Um dos estudos pioneiros em elastografia por ultrassom [225]. aplicou a SWE a cérebros
de ratos vivos e descobriu que os valores dindmicos do mddulo de elasticidade do tecido
cerebral variavam de 2 a 25 kPa (com uma meédia de 12 kPa), tendo eles ainda quantificado
essas medicfes em diferentes regifes anatdbmicas do encéfalo. Ao mesmo tempo, a
reprodutibilidade dessa técnica foi considerada favoravel, e uma distribuicdo espacial
semelhante das propriedades elasticas foi observada em todos os ratos.

No campo da neuroimagem pediatrica, pesquisadores vem aplicando a elastografia por
ultrassonografia a cérebros de neonatos, mostrando que os cérebros de recém-nascidos a termo
sdo mais rigidos do que os de neonatos prematuros. Em um estudo, foram adquiridas imagens
ultrassonograficas com analise de elastografia em 21 recém-nascidos saudaveis. [211]. Em
comparacdo com a substancia branca periventricular, o nicleo caudado e a substancia branca
subcortical, a substancia cinzenta do cortex cerebral mostrou maior elasticidade, e o nicleo
caudado foi menos elastico do que a substancia branca periventricular. Em comparagdo com a
substancia branca subcortical, a substancia branca periventricular mostrou maior elasticidade.
Além disso, a idade gestacional corrigida foi correlacionada positivamente com os coeficientes
da substancia cinzenta cortical, e a correlacdo demonstrada foi muito significativa. A andlise
por Virtual Touch tissue quantification (VTQ) € uma nova tecnologia de caracterizacdo tecidual
em elastografia por impulso de forca de radiacdo acUstica. Sua vantagem é poder detectar
quantitativamente a viscoelasticidade do tecido em uma &rea especifica e exibi-la com
indicadores correspondentes [226]. O transdutor de ultrassonografia emite pulsos de impulso
para a ROI onde a detec¢do elastica é necessaria e coleta as sutis mudangas na compressao
longitudinal e na vibracdo lateral ap6s o estresse sobre o tecido. A velocidade da onda de
cisalhamento do tecido ao redor da ROI é calculada rapidamente. Um estudo utilizou VTQ por
ARFI para avaliar a elasticidade do tecido em neonatos de diferentes idades gestacionais [238].
Foram realizados exames de impulso de forca de radiacdo acustica em 41 neonatos com
diferentes idades gestacionais sem lesdes cerebrais, e VTQ foi utilizado para quantificar a
rigidez dos tecidos das substdncias cinzenta e branca encefalicas. Os pesquisadores
conseguiram estimar valores de VTQ de referéncia nas regides da substancia cinzenta e branca
de neonatos pré-termo e a termo [226]. Além disso, o estudo constatou que o coeficiente de
elasticidade foi significativamente maior em neonatos a termo do que em neonatos pré-termo.
Presumivelmente, esse aumento no coeficiente de elasticidade (maior valor do modulo de
Young) esta diretamente relacionado ao aumento da mielinizacdo durante o desenvolvimento

normal do encéfalo. Nenhum evento adverso diretamente relacionado ao ARFI foi encontrado



S7

no estudo, ratificando a praticidade e seguranca na aplicacdo da elastografia por ultrassom em
neonatos.

Outro estudo sobre aplicacdo de analise elastografica do encéfalo por ultrassonografia
incluiu 44 neonatos a termo e 39 neonatos pré-termo em sua amostra, tendo aplicado SWE para
medida dos coeficientes de elasticidade da substancia branca ao redor do talamo e das regides
periventriculares occipitais [227]. O coeficiente de correlacdo de Pearson foi usado para
determinar a relacdo entre a idade gestacional e a rigidez do tdlamo e da substancia branca
periventricular. Os resultados do estudo mostraram que os valores de rigidez nos talamos e na
substancia branca periventricular do parénquima encefalico foram significativamente menores
no grupo de neonatos pré-termo do que no grupo de neonatos a termo. Além disso, o grupo da
pesquisa também descobriu que os valores de rigidez da substancia branca periventricular de
ambos 0s grupos eram mais baixos do que os valores da rigidez no tdlamo. Os valores de corte
Otimos para determinar a prematuridade foram um coeficiente de elasticidade médio no talamo
inferior a 8,28 kPa e coeficiente da substancia branca periventricular inferior a 6,59 kPa. Nesse
estudo, a rigidez do parénquima cerebral de neonatos pré-termo (medida no tdlamo e na
substancia branca periventricular) foi significativamente menor do que no grupo de neonatos a
termo — achado que tem sido reproduzido com consisténcia em outros estudos. Além disso, foi
encontrada uma correlacdo positiva significativa entre a idade gestacional no nascimento e 0s
valores de elasticidade. Esse estudo mostrou que o uso de SWE bidimensional pode diferenciar
os valores de elasticidade do cérebro de neonatos pré-termo e neonatos a termo, e os resultados

podem ser usados como um padréo de referéncia para avaliar a elastografia do cérebro neonatal.

A medida que a utilizagio do método eletrografico se dissemina, maior o interesse em se
pesquisar e estabelecer a faixa de normalidade para coeficientes de elasticidade no encéfalo.
Para investigar coeficientes de elasticidade encefélica na populacdo em geral, Ertl et al. [228]
recrutaram 108 pacientes saudaveis como participantes, os quais foram divididos em grupos
por idade: 20 a 40, 40 a 60 e acima de 60 anos. Os resultados de elasticidade parenquimatosa
com SWE bidimensional (eixo coronal na janela transtemporal) mostraram que o valor do
hemisfério cerebral esquerdo foi de 3,34 kPa e o valor do hemisfério direito foi de 3,33 kPa.
Eles ndo encontraram correlagdo entre os valores de elasticidade e indice de massa corporal ou
sexo. No entanto, observaram uma alta correlacéo entre os valores de elasticidade e a idade dos
pacientes. A obtencdo de uma faixa de coeficientes elastograficos normais para o tecido cerebral
por meio da ultrassonografia € util para se comparar tecidos lesionados com tecidos normais.

Também tornard possivel avaliagbes comparativas no que se refere ao desenvolvimento
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subsequente de doencas cerebrais. E importante observar que os valores especificos do médulo
elastico ainda sao variaveis devido as diferencas nas condicdes estabelecidas pelos fabricantes
dos equipamentos e desenvolvedores dos softwares de analise elastografica, portanto, pesquisas
subsequentes sdo necessarias para obter dados mais representativos.



59

Aquisicdo de imagens em escala de cinza para fusdo em tempo real com mapa de
elastografia (Shear Wave Mode) e demonstracdo de mensuracdes do modulo de
elasticidade “E” adquiridas nas regioes de interesse (ROIs) no cérebro.

Figura 11. Elastografia de US por onda de cisalhamento com mapa de cores na regido dos
ganglios da base e substancia branca profunda, demonstrando a aquisicdo de medidas em seis
regibes de interesse (ROIs circulares), no plano coronal. Medi¢cdes do mddulo elastico nas
regides de interesse expressas em quilopascais (kPa). Fonte: autoral.

A elastografia por ultrassonografia fornece um novo método para o diagnéstico clinico de
doencas cerebrais e potencializa a gama de aplicacGes clinicas para 0 método ultrassonografico.
Com o avanco de métodos computacionais aprimorados, melhoria continua dos equipamentos
de imagem elastografica e constante desenvolvimento das habilidades para aplicacao clinica,
espera-se que a elastografia por ultrassonografia preencha as lacunas existentes na
ultrassonografia tradicional e provavelmente se torne mais Util para a analise de doencas
cerebrais. Embora a aplicacdo da elastografia por ultrassonografia na imagem cerebral ainda
esteja em estagio inicial, os experimentos em modelos animais e as pesquisas atuais em seres
humanos séo extremamente promissores. Como complemento aos metodos-padréo de imagem
cerebral, a elastografia por ultrassonografia € um método eficaz, versatil e de baixo custo, que
pode aprimorar as avaliagdes diagnosticas de pacientes com véarias doencgas neuroldgicas, e

possivelmente estratificar o progndstico desses pacientes.



2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 durante a gestacdo e periodo perinatal abre um
espectro de possibilidades de pesquisa quanto aos efeitos na saude fetal, neonatal e ao
longo da inféncia. A descrigédo das consequéncias da infeccdo pode propiciar um melhor
entendimento da doenca e abrir portas para o cuidado e tratamento baseados em achados
cientificos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo primério

Determinar os efeitos da infe¢cdo por SARS-CoV-2 sobre o parénquima encefélico em
desenvolvimento e suas respectivas manifestacdes neuroradioldgicas em filhos de mulheres

expostas e ndo expostas a infeccdo pelo SARS-CoV-2 durante a gestacao.

3.2. Objetivos secundéarios

o Caracterizar os efeitos da exposi¢do ao SARS-CoV-2 na estrutura do encéfalo, em
especial cortex e substancia branca encefélica, de criancas filhas de mées infectadas em
qualquer fase do periodo gestacional.

o Determinar os efeitos da exposicdo ao SARS-CoV-2 na dindmica de fluxo
cerebral das artérias intracranianas e nos parametros de elastografia do parénquima encefalico
nas criancas filhas de maes infectadas em qualquer fase do periodo gestacional.

o Identificar e discutir possiveis aplicacdes clinicas dos achados de neuroimagem
no contexto de prevencdo de danos neurolégicos e atraso de neurodesenvolvimento em filhos
de médes expostas ao SARS-CoV-2, caracterizando quais areas do encéfalo teriam maior

predisposicdo a alteracdes elastograficas.
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4. METODOLOGIA

O presente estudo integra um projeto mais amplo, PROUDEST (Pregnancy Outcome
and Child Development — Effects of SARS-CoV-2 Infection Trial), o qual é dividido em um
braco obstétrico (PREGNANT), e um brago pediatrico (BORN) cujo objetivo é determinar os
efeitos da infeccdo por SARS-CoV-2 no crescimento e desenvolvimento em longo prazo entre
filhos de mées expostas e ndo expostas a infeccdo pelo SARS-CoV-2 durante a gestacdo. O
estudo proposto é uma das etapas do PROUDEST/BORN.

4.1. Desenho do estudo

Estudo de coorte prospectivo, comparativo, analitico. Refere-se ao acompanhamento de
lactentes filhos de maes expostas e ndo expostas a infeccdo pelo SARS-CoV-2 durante a
gestacdo. O recrutamento de casos e controles teve inicio no més de junho de 2020. O periodo
de realizacdo do estudo esta compreendido entre junho de 2020 e dezembro de 2022, na cidade

de Brasilia-DF, no Hospital Universitario de Brasilia.

4.2. Estimativa do tamanho da amostra

Para realizar o célculo do tamanho da amostra, foi necessario considerar que
inicialmente ndo havia um registro final da prevaléncia da infeccdo do SARS-CoV-2 em
gravidas e criancas, tampouco na populacao brasileira.

Dados do Ministério da Saude (14 de junho de 2020) evidenciaram que, no Distrito
Federal havia 758,5 casos por 100.000 habitantes e uma taxa de mortalidade de 10,1 para
100.000 habitantes e sem dados especificos para gestantes. Somado a isso, 0 nimero de
nascidos anuais no Distrito Federal em 2018 (dado mais recente) foi de 44.152 recem-nascidos
[229]. Considerando uma populacdo de 2.500.000 habitantes, nascimento anual de 43.313
recém-nascidos e uma prevaléncia presumida para SARS-CoV-2 em gestantes de 10%
(intervalo de confianga de 95%, e um erro-alfa de 5%) a amostra minima, portanto, seria de
188. Foi estimada uma perda amostral de até 20% no estudo durante o follow-up pediétrico.



63

4.3. Populagédo

O estudo realizado constitui o brago pediatrico do projeto PROUDEST. A populacédo
do estudo é composta por um grupo de lactentes filhos de mulheres infectadas pelo SARS-CoV-
2 nas distintas fases da gravidez e um grupo controle composto por lactentes filhos de mulheres
que permanecam com sorologia negativa até o final do periodo neonatal. A populacdo do estudo
consistiu em 219 criancas, das quais 201 estavam no grupo de lactentes nascidos de mulheres
infectadas pelo SARS-CoV-2 em diferentes estagios da gravidez. O grupo controle consistiu
em 18 lactentes nascidos de mulheres que permaneceram soronegativas para 0 SARS-CoV-2
até o final do periodo gestacional.

Os pacientes foram recrutados do braco obstétrico do estudo PROUDEST, composto
por gestantes da unidade de referéncia para infeccdo pelo SARS-CoV-2 da Secretaria de Saude
do Distrito Federal - o Hospital Regional da Asa Norte, e via divulgacdo do ambulatério em

midias televisiva e digital.

Critérios de inclusao

I. Lactentes expostos: comprovacéao de infeccdo materna pelo SARS-CoV-2 durante a
gestacdo (RT PCR ou IgM positivo).
ii. Lactentes ndo expostos: exclusdo de infeccdo materna pelo SARS-CoV-2 durante a

gestacdo com auséncia de sintomas e sorologia 1gG e IgM negativas ao final da gestacéo.

Critérios de excluséo

i. Lactentes expostos
¢ Indicios ou confirmacdo de sindromes genéticas;
e Suspeita ou confirmacdo de outras infec¢es congénitas, como toxoplasmose,
sifilis, rubéola, herpes, Chagas e zika virus;
e Impossibilidade de acompanhamento sequencial até os dois anos de vida.
Ii. Lactentes ndo expostos
¢ Indicios ou confirmacdo de sindromes genéticas;
e Suspeita ou confirmacdo de outras infecches congénitas, como toxoplasmose,

sifilis, rubéola, chagas, herpes e zika virus;
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e Impossibilidade de acompanhamento sequencial até os dois anos de vida.

4.4, Coleta de Dados

Os dados das pesquisas foram coletados durante o funcionamento do ambulatério criado
especificamente para a pesquisa, sediado no Hospital Universitario de Brasilia (HUB) com o
apoio da Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares (EBSERH), onde utilizamos 0s recursos
ja disponiveis na unidade ambulatorial.

Foi realizado acompanhamento mensal até os 6 meses de vida; apds esse periodo as
consultas foram realizadas trimestralmente até os 24 meses de idade completos. Em cada
consulta, conforme ficha clinica padronizada, foi realizada avaliagdo nutricional, status vacinal,
aplicadas curvas de crescimento Intergrowth 21(prematuros < 34 semanas) e OMS dos
pacientes nascidos de termo, e avaliacdo pediatrica global. Para acompanhamento do
desenvolvimento neuropsicomotor foi aplicada a escala de avaliagdo Bayley Il

trimestralmente, independentemente da idade do paciente.

4.5. Dados de neuroimagem

Os grupos do estudo foram avaliados quanto as repercussdes neurolédgicas da infeccao
por SARS-CoV-2 no periodo gestacional, sendo parte das avaliacdes através de métodos de
Diagnostico por Imagem, distribuidos nas seguintes modalidades e periodos:

- Ultrassonografia Craniana Transfontanelar e Doppler das artérias intracranianas. A
avaliacdo morfoldgica do encéfalo incluiu estudo por ultrassonografia em escala de cinza (modo
B), com alteragcbes categorizadas em cinco regides de interesse (ROIs): substancia branca
profunda/periventricular, substancia branca subcortical, tdlamos e ndcleos caudados, corpo
caloso (esplénio) e substancia cinzenta do cortex frontal. Os exames ultrassonograficos foram
realizados pela técnica transfontanelar anterior, transtemporal e transmastoidea, com
equipamentos de modelo Affiniti 70, fabricado pela Philips Medical Systems (Bothell, WA,
EUA), utilizando-se transdutor de alta frequéncia convexo de 8,5 MHz. Os lactentes foram
submetidos a exame no sexto més de idade cronoldgica corrigida.

Os exames foram realizados em cortes nos planos coronal (anterior, médio e posterior),
sagital (mediano e paramediano) e axial. No corte coronal anterior foram obtidas imagens de

placa crivosa do etmoide, Orbitas, parénquima frontal e cornos anteriores dos ventriculos



65

laterais. No corte coronal médio foram observados fissura inter-hemisférica, corpo caloso,
cavum do septo pelicido, forames de Monro, terceiro ventriculo, plexos coroides dos
ventriculos, cabeca do nucleo caudado, tdlamos, fissura de Sylvius, insula, globo palido e
putdmen e regides parietais e temporais do parénquima cerebral. Pelo corte coronal posterior
foram obtidas imagens da regido atrial dos ventriculos laterais, plexos coroides, cornos
occipitais dos ventriculos laterais, regido posterior ao atrio dos ventriculos laterais, cerebelo,
cisterna magna e lobo occipital. No corte sagital mediano foram obtidas imagens da fissura
inter-hemisfeérica, corpo caloso, cavum do septo peldcido, terceiro ventriculo, quarto ventriculo
e cisterna magna, aqueduto cerebral, vérmis cerebelar, ponte e bulbo. No corte sagital
paramediano foram obtidas imagens dos cornos anteriores, temporais e occipitais dos
ventriculos laterais, liquor cefalorraquidiano, plexos coroides dos ventriculos laterais, matriz
germinativa, tdlamos, hipotadlamos e nucleos da base, fissura de Sylvius, regides temporal,
parietal e occipital do parénquima cerebral.

O estudo da hemodinamica intracraniana foi realizado por meio de avaliagdo Doppler
colorido e espectral, com analise dos indices de resisténcia (IR) e pulsatilidade (IP) das
seguintes artérias intracranianas: artéria pericalosa, artéria cerebral média e artéria basilar
(Figura 16). Aquisicdo de imagens dinamicas, Color Doppler e Espectral, com sistema de
ultrassonografia modelo Affiniti 70, Philips, permitindo arquivamento e pds-processamento de
curvas espectrais com mensuracao automatica das velocidades de pico sistélico, velocidade
diastdlica final e indices derivados. Além disso, foi realizada a quantificacdo das variacdes
relativas do fluxo sanguineo cerebral em determinado periodo de tempo e a mensuracdo de
relacbes hemodinamicas. O IR foi calculado por meio da formula: IR = S — D/S, onde: S
corresponde a velocidade do fluxo sistolico e D, a velocidade do fluxo diastdlico. Neste estudo
foram considerados como IR normal nas artérias avaliadas os valores superiores a 0,60. Os
dados foram avaliados empregando-se estatistica descritiva e analises comparativas.

- Elastografia do parénquima encefalico: durante os primeiros 6 meses de idade
corrigida. Utilizamos software de elastografia ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse) e
ShearWave diretamente integrados ao sistema de ultrassonografia cuja onda de cisalhamento é
localizada, permitindo a selecdo da &rea de interesse de mensuracao pelo operador em modo B
e em tempo real. Estimou-se a elasticidade tecidual e calculou-se a velocidade da onda de
cisalhamento no parénquima encefalico através do deslocamento das ondas transversais, sendo
a velocidade da onda de cisalhamento diretamente proporcional a rigidez tecidual local (Figuras
12 a 15). Os resultados iniciais foram expressos em metros por segundo (m/s), sendo esta
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velocidade de propagacdo da onda de cisalhamento proporcional a raiz quadrada da elasticidade
do tecido (E — mddulo de Young), e posteriormente codificados para valor absoluto do médulo
de elasticidade tecidual. O mddulo de elasticidade nas regifes de interesse foi expresso em
quiloPascal (kPa).
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Aquisicdo de imagens em escala de cinza para fusdo em tempo real com mapa de
elastografia (Shear Wave Mode) e demonstracdo de mensuragdes do mddulo de

elasticidade “E” adquiridas nas regides de interesse (ROIs) no cérebro.
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Figura 12. Elastografia de US por onda de cisalhamento com mapa de cores na regido do tadlamo
e nucleos caudados, demonstrando a aquisi¢ao de medidas em quatro regides de interesse (ROIs
circulares), no plano coronal. Medi¢6es do médulo elastico nas regides de interesse expressas

em quilopascais (kPa). Fonte: autoral.



68

LOGIQ
S8

1C 2 SUB 3 CAUD 4 TALAMO
e =

Figura 13. Elastografia US por onda de cisalhamento com mapa de cores na regido do cortex,
substancia branca subcortical, nucleo caudado e tAlamo, demonstrando a aquisicdo de medidas
em quatro regides de interesse (ROIs circulares), no plano sagital. Medi¢des do médulo elastico

nas regides de interesse expressas em quilopascais (kPa). Fonte: autoral.
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Figura 14. Elastografia de US por onda de cisalhamento com mapa de cores na regido da
interface cortico-subcortical, incluindo substancia cinzenta cortical frontal, substancia branca
justacortical e substancia branca profunda, demonstrando a aquisicdo de medidas em trés
regibes de interesse (ROIs circulares), no plano coronal. Medi¢cdes do mddulo elastico nas

regides de interesse expressas em quilopascais (kPa). Fonte: autoral.
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Figura 15. Elastografia US modo onda de cisalhamento com mapa de cores na regido de
interface cortical-subcortical, incluindo substéncia cinzenta cortical frontal, substancia branca
justacortical, substancia branca profunda e ganglios da base, mostrando a variacdo do mapa de
cores de acordo com o modulo de elasticidade de (E) numa paciente cuja mée foi exposta a
infeccdo por SARS-Cov-2 durante a gravidez, com elasticidade reduzida afetando os ganglios
da base bilateralmente (areas mostradas em azul) e algumas zonas da substancia branca
profunda. Outras zonas em azul correspondem a espacos de circulacdo do LCR, com valores

“E” em sua maioria baixos. Fonte: autoral.

Os exames foram realizados no setor de Radiologia e Diagndstico por Imagem do
Hospital Universitario de Brasilia e utilizamos técnicas e processamento das imagens em
concordancia com o protocolo institucional. As imagens obtidas foram avaliadas por médico
pesquisador subespecializado em radiologia pediatrica.
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4.6. Armazenamento de Dados

Os registros do protocolo serdo armazenados utilizando cddigos alfanuméricos na
plataforma REDCap (Research Electronic Data Capture) vinculado a Faculdade de Medicina

da Universidade de Brasilia.

4.7. Andlise Estatistica

As variaveis continuas foram descritas como média e desvio padrdo ou mediana e
intervalo interquartil (IQR), conforme apropriado. As variaveis categoricas foram descritas
como frequéncias e percentagens. Os participantes do estudo também foram agrupados em duas
categorias diferentes com base em sua GA (pré-termo e termo, considerando o corte na 372
semana) e BW (peso ao nascer baixo e peso ao nascer adequado, considerando o corte em
2.5009).

A prevaléncia de anormalidade nos parametros de imagem foi avaliada para cada
categoria e comparada com sua prevaléncia nos grupos controle e exposto ao SARS-CoV-2.
Um teste t de Mann-Whitney ou ANOVA foi usado para comparar os valores médios dos
parametros de imagem. Correcdo de Bonferroni foi empregada quando o p-valor do teste
ANOVA foi significativo de forma a se ajustar o p-valor das comparacdes multiplas. O teste de
tendéncia de Cochran-Armitage foi empregado para se avaliar a tendéncia ou associacao dos
resultados dos exames de Doppler ou Ultrassonografia.

Os valores médios dos parametros de neuroimagem foram comparados entre 0s grupos
(expostos a0 SARS-CoV-2 vs. controle) usando uma andlise de covariancia (ANCOVA). No
modelo ANCOVA, as medidas dos parametros de neuroimagem (IR e IP para Doppler;
coeficiente "E" / modulo de Young para ROIs de elastografia) foram consideradas variaveis
dependentes, o grupo (exposto ao SARS-CoV-2 vs. ndo exposto) foi considerado a variavel
independente e as medidas de GA (idade gestacional) e BW (peso ao nascimento) foram
consideradas covariaveis. Um nivel de significancia de p < 0,05 foi considerado. As analises

foram realizadas usando o programa SAS v. 9.4 (SAS Institute, Inc., 2016).



72

4.8. Etica em pesquisa

Este estudo respeitou os principios norteadores da pesquisa envolvendo seres humanos
determinados pela Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Sadude. Os responsaveis pelos
pacientes foram informados sobre os objetivos estabelecidos e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido concordando em participar voluntariamente do estudo,
sendo-lhes garantidos o anonimato, o acesso a informac6es sobre a pesquisa e o direito de
desistir da participacdo a qualquer momento. O estudo foi submetido e aceito no Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, dentro das
normas especiais vigentes para Protocolos de Pesquisa Relacionados a COVID-19 (CAAE:
322359620.0.0000.5558) e esta registrado na Plataforma Brasileira para Registro de Ensaios
Clinicos. Além disso, contou com o apoio institucional da Universidade de Brasilia e dos
laboratdrios dos grupos de pesquisa ja existentes, do HUB-EBSERH, da Secretaria de Estado
da Saude do Distrito Federal (SES DF) através do Servico de Vigilancia Epidemiolégica e do
Hospital Regional da Asa Norte.
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5. RESULTADOS

5.1. Perfil da amostra avaliada

A triagem inicial incluiu 295 voluntarios, ordenados por unidade hospitalar, sexo, idade
e trimestre de infec¢do materna. Dois voluntarios retrataram sua participacao no estudo, apos a
fase inicial. Dos 293 sujeitos avaliados, 74 foram excluidos devido a: (a) interrupcdo do
seguimento (n = 72) e (b) diagndstico de infec¢do congénita (n = 2). A amostra total apos as
exclusdes incluiu 219 participantes, compostos por 201 sujeitos com infeccdo materna por
SARS-CoV-2 documentada (grupo exposto; idade de nascimento = 39 £ 2,9 semanas [média +
DP]; 56,6% feminino) e 18 participantes ndo expostos a infeccdo por SARS-CoV-2 (grupo
controle; idade de nascimento = 39 + 2,8 semanas [média = DP]; 53,0% feminino). A idade
gestacional ao nascimento variou de 33 a 42 semanas (média de 38,1 £ 1,8 semanas) e 0 peso
ao nascimento variou de 1525 a 4418 g (média de 3127 + 535 g).

Em relacdo as doencas maternas anteriores a gravidez afetadas pela COVID-19, 16
pacientes (7%) possuiam histdria prévia de hipertensao arterial sistémica, enquanto 3 (1,3%)
relataram pré-eclampsia e 15 (6,8%) foram afetadas por diabetes gestacional. Quinze pacientes
possuiam historia de doenca pulmonar (6,8%), incluindo asma, e 6 haviam apresentado doenca
cardiaca prévia (2,7%).

Observando-se as caracteristicas clinicas do grupo controle, a média de idade de
nascimento foi de 38,8 semanas de gestacao, com erro padrdo de + 0,41; 0 peso médio ao nascer
para os controles é de 32779, com erro padrdo de + 107g; o perimetro cefalico médio é de 35 +
0,1cm. Os valores da mediana e do intervalo interquartil (11Q) para os escores de APGAR do
primeiro e quinto minuto no grupo controle foram respectivamente 8 (11Q: 7-8) e 9 (11Q: 9-9).
Com nosso corte definido em 37 semanas para prematuridade e 2500g para baixo peso ao

nascer, obtivemos 16,6% (3) individuos pré-termos e 11,1% (2) individuos com baixo peso ao
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nascer no grupo controle; o grupo de casos possuiu frequéncias semelhantes, com 14,8% (26)
individuos pré-termos e 16,5% (29) individuos com baixo peso ao nascer. Entre as
comorbidades encontradas dentro dos grupos, as condi¢cbes mais frequentes foram anemia,
broncoespasmo, desnutri¢do, obesidade, rinite, dermatite, alergia & proteina do leite de vaca
(APLV) e doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE). Uma tabela suplementar no Apéndice C
esta incluida para referéncia, demonstrando que os grupos apresentam um perfil semelhante de

comorbidades.

5.2.  Achados de imagem por modalidade

Ultrassonografia modo B — Escala de cinza (analise morfoestrutural)

Foi encontrada relacéo entre a infeccdo materna por SARS-CoV-2 e o envolvimento da
substancia branca cerebral na prole, com aumento focal de ecogenicidade das areas anormais
nos estudos em escala de cinza. Dos 201 exames realizados no grupo de casos, 18 exames
apresentaram anormalidades na analise modo-B (8,9%), com doenca da substancia branca
profunda na totalidade desses 18 casos anormais (100%). Em menor grau, também
evidenciamos alteracfes leves nos ganglios da base (nucleos caudados e talamo), com
ecogenicidade caudo-talamica anormal em 2 (11,1%) de 18 casos anormais no estudo em modo-
B, simultaneamente aos achados de substancia branca profunda.

A Figura 16 resume 0s 3 planos principais para aquisicdo de imagens cranianas e analise
ultrassonografica de alteracdes da substancia branca profunda. Também demonstra estudos de
modo B e velocimetria Doppler por ultrassom, analisando trés artérias intracranianas principais
(artérias cerebrais medias, pericalosa e basilar).

Um achado igualmente significativo dos estudos de US morfomeétrica foi a persisténcia

da ecogenicidade aumentada nas areas afetadas durante o estudo de ultrassom em follow-up de
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rotina, realizado 4 semanas apos o estudo inicial, em todos o0s casos anormais. Na reavaliacéo,
foi possivel caracterizar a extensdo definitiva das areas envolvidas, com anormalidades
adicionais nos ganglios da base - em geral, os nucleos caudados e os tdlamos. Ainda assim,
digno de nota, ndo houve individuos no grupo controle (18 de 219) com alteracGes

ultrassonograficas na avaliagcdo em escala de cinza.

Alteraces Hemodinamicas (anélise por Dopplervelocimetria)

No grupo exposto, 21 de 201 (10,4%) individuos apresentaram padrfes hemodinamicos
anormais, exibindo reducdo dos indices de resisténcia (IR) e pulsatilidade (IP) no fluxo
sanguineo das principais artérias intracranianas. Realizamos analises separadas de trés
principais artérias intracranianas: artéria cerebral média, artéria pericalosa e artéria basilar, as
duas primeiras representando pardmetros hemodinamicos para a circulagdo intracraniana
anterior; e a velocimetria da artéria basilar como uma estimativa dos dados de fluxo da
circulacéo posterior.

As Figuras 17, 18 e 19 demonstram a varredura velocimétrica Doppler, com curvas
espectrais para analise do fluxo das trés principais artérias intracranianas (artérias cerebrais

médias, pericalosas e basilares).
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Figura 16. Imagens de ultrassonografia transcraniana em modo B (escala de cinza) corte coronal

para avaliacdo da substancia branca profunda via fontanela anterior; e Dopplerfluxometria das

principais artérias intracranianas. Fonte: autoral.
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PS 20.1 cm/s
ED 5.4 cmls
MD 11.6cmis
TAMAX 5.3 cm/s
IP 5.98
IR 0.73
1Vs 17.7 cm/s
Vd 5.9 cm/s
IR 0.67

Figura 17. Imagens de ultrassonografia transcraniana em modo B (escala de cinza) coronal
sobre a fontanela anterior, com Doppler colorido e espectral para avaliacdo de indices

hemodinamicos na artéria cerebral média. Fonte: autoral.

PS 44.7 cmis
ED 0.0 cml/s
MD 0.0 cm/s
TAMAX 13.3 cm/s
IP 3.37
IR 1.00

1Vs 46.6 cm/s

19.7 cmis
0.58

Figura 18. Imagens de ultrassonografia transcraniana em modo B (escala de cinza) sagital sobre

a fontanela anterior, com Doppler colorido e espectral para avaliagdo dos indices

hemodinamicos na artéria pericalosa. Fonte: autoral.
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94.1 cm/s
38.9 cm/s
MD 38.9 cm/s
TAMAX 64.3 cm/s
IP 0.86
IR 0.59

Figura 19. Imagens de ultrassonografia transcraniana em modo B (escala de cinza) coronal
sobre a fontanela anterior, com Doppler colorido e espectral para avaliacdo dos indices
hemodindmicos da artéria basilar. As velocidades sdo expressas em cm/s, indices IR

adimensionais e IP. Fonte: autoral.

Foi verificada uma tendéncia significativa de reducdo nos indices de resisténcia e
pulsatilidade do fluxo intracraniano arterial em criancas expostas ao SARS-CoV-2, tanto para
artérias de circulacdo anterior quanto posterior, positivamente correlacionada com a gravidade
da infecgdo materna. Diminuicdo significativa de IR e IP foi encontrada em casos de infec¢ao
gestacional grave por SARS-CoV-2, com valores medios de IP de 1,09 para a ACM (artéria
cerebral média), 0,98 para a AP (artéria pericalosa) e 1,04 para a AB (artéria basilar).

A Tabela 1 demonstra os pardmetros de neuroimagem distribuidos de acordo com a
gravidade da infeccdo maternal (categorias de gravidade COVID-19 de acordo com a

classificagdo da OMS).
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Tabela 1. Pardmetros de imagem avaliados em lactentes, distribuidos entre grupos exposto
(casos) e ndo-exposto (controle) ao SARS-CoV-2 durante a gestacéo, categorizados de acordo

com a gravidade da infec¢do materna (categorias de gravidade COVID-19 de acordo com a

classificacdo da OMS).

Escala dgg;{ollvli)(;l;ge - OMS ANOVA Compa:i(\;giir'\gmtiplas
Variavel* I__eve GEave Crl'Eica p-valor Leve X Leye_:x Gra,l\{ex

(n=165) (n=23) (n=28) Grave Critica Critica
ACM IR 0.77£0.09 0.75+0.10 0.64+0.14  0.0011 0.8394 0.0010  0.0260
ACM IP 1.64£0.50 1.47+0.38 1.09+0.45 0.0039 0.3789 0.0064 0.1713
r;rica'osa 0.70£0.08 0.68£0.10 0.61+0.09  0.0062 0.7004 0.0070  0.1185
r;’rica'osa 1.29+0.31 119+0.25 0.98+0.24 00113 04744 00181  0.2833
Basilar IR 0.72+0.07 0.69+0.09 0.64+0.09  0.0032 0.1692 0.0093  0.3330
Basilar IP  1.34+0.29 1243028 1.04+0.28 0.0121 0.4389 0.0208 0.3229

ACM= artéria cerebral média, IR=indice de resisténcia, IP=indice de pulsatilidade
* Valores expressos em média + erro padréo
# p-valor para multiplas comparagdes ajustado com correcdo de Bonferroni

Quando as duas andlises, ultrassonografia modo B e Doppler scan, foram integradas e
cruzadas com as categorias de gravidade da infeccdo materna, foi possivel identificar uma
correlagdo positiva entre o0s resultados de neuroimagem anormais aumentando
proporcionalmente a gravidade da infecgdo materna, e um pico de resultados de neuroimagem
anormal em criangas cujas maes tiveram infeccdo critica por SARS-CoV-2 durante a gravidez.

Esses dados estdo resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2. Parametros de neuroimagem (ultrassonografia modo-B e Doppler espectral) avaliados

em lactentes, distribuidos entre grupos exposto (casos) e ndo-exposto (controle) ao SARS-CoV-

2 durante a gestacdo, categorizados de acordo com a Escala de gravidade da COVID-19 materna

segundo a classificacdo da OMS.

OMS - Escala de gravidade da

COVID-19
Variavel* Leve Grave
(n = 166) (n=23)
Doppler Intracraniano
Anormal 11 (6.63) 5(21.74)
Normal 155(93.37) 18 (78.26)
Ultrassonografia
Anormal 9(5.42) 5(21.74)
Normal 157(94.58) 18 (78.26)

* Valores expressos em frequéncia (%)
# p-valor calculado com teste de tendéncia Cochran-Armitage

Teste de
Critica  Correlacéo de _valor*
(n=8) Pearson b
(1C 95%)
0.23(0.06;0.40) < 0.001
5 (62.50)
3 (37.50)
0.24(0.06;0.42) <0.001
4 (50.00)
4 (50.00)

Outra tendéncia em relacdo aos dados hemodinamicos foi identificada nesta analise,

relacionada ao periodo de infec¢do materna por SARS-CoV-2 durante a gravidez. Uma reducao

significativa nos indices de resistividade e pulsatilidade do fluxo intracraniano arterial

correlacionou-se positivamente com o terceiro trimestre da infec¢cdo materna por SARS-Cov-

2, conforme mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros de neuroimagem (ultrassonografia modo-B e Doppler espectral) avaliados
em lactentes, distribuidos entre grupos exposto (casos) e ndo-exposto (controle) ao SARS-CoV-

2 durante a gestacéo, categorizados de acordo com o trimestre gestacional da infeccdo materna.

Trimestre gestacional de infeccéo
por SARS-CoV-2"

Variavel* 1°Tri 2°Tri 3°Tri  Periparto Ife %rrrse(')lgg(?oc p-
(n=27) (n=58) (n=95) (n=21) 95%6) valor®
Doppler das artérias 0.43 (0.32; 0.54) = <0.001
Intracranianas
0 1 6 14
AAEITEL (0.00) (1.72)  (6.32)  (66.67)
Normal 27 57 89 7
(100.00) ~(98.28) = (93.68) (33.33)
Ultgasinograﬁa 0.41 (0.30; 0.53) < 0.001
modado-
Anormal 0 L 4 13
(0.00) (1.72)  (4.21) (61.90)
N 27 57 91 8

(100.00) (98.28)  (95.79)  (38.10)

* Valores expressos em frequéncia (%)
# p-valor calculado com teste de tendéncia de Cochran-Armitage

Os dados de avaliacdo hemodinamica demonstram uma correlacdo significativa entre 0s
indices de resisténcia/pulsatilidade nas principais artérias intracranianas e o trimestre da
infeccdo materna, com a maior frequéncia proporcional de resultados anormais verificada em
casos de infecgdo periparto (definida como um periodo igual ou inferior a 14 dias entre a
infeccdo por SARS-CoV-2 e a data do parto). Entre as mulheres gravidas infectadas durante
este periodo, 66% apresentaram Dopplervelocimetria anormal e quase 62% apresentaram

ultrassonografia craniana anormal em modo-B.
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Achados de Elastografia (por ultrassonografia modo shear-wave)

Estudos funcionais baseados em elastografia por onda de cisalhamento foram realizados
em cinco regides de interesse (ROISs) e as referéncias de corte "E" foram adotadas de acordo
com a literatura recente anterior [230,231,211], pois até o momento ainda ndo existe um
pardmetro de normalidade definitivo para estudos de elastografia em cérebro pediéatrico.

Foi encontrada uma relacdo significativa entre a exposi¢do materna ao SARS-CoV-2 e
as alteracOes na elastografia, principalmente na substancia branca profunda cerebral e ganglios
da base em termos de alteracdes na rigidez tecidual, com diminui¢do do médulo de elasticidade
(E) no grupo exposto ao SARS-CoV-2, quando comparado aos controles. A Tabela 4
demonstra esses achados categorizados de acordo com os ROls.

O grupo exposto ao SARS-CoV-2 apresentou coeficientes "E" significativamente
menores em areas especificas do cérebro, incluindo substancia branca profunda / periventricular
e esplénio do corpo caloso. Os ganglios da base (nucleos caudados e tdlamos), a substancia
branca superficial e a substancia cinzenta cortical também mostraram variacGes na rigidez
associadas a exposicdo ao SARS-CoV-2, embora em menor grau.

Uma relacdo dose-resposta significativa foi encontrada entre a exposi¢do ao SARS-
CoV-2 durante a gravidez e a presenca de anormalidades de neuroimagem, incluindo as

modalidades de escala de cinza, Doppler e elastografia.
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Tabela 4. Pardmetros de neuroimagem avaliados nos lactentes, distribuidos entre grupos
exposto (casos) e ndo-exposto (controle) ao SARS-CoV-2 durante a gestagdo, de acordo com
as regides de interesse (ROIs) para analise elastogréafica: substancia branca profunda (DWM),
substancia branca frontal subcortical (FWM), nucleos caudados e talamos, corpo caloso, e

coértex frontal.

Grupos

Variavel* Casos (n=201) Controles (n = 18) p-valor”
Elastografia DWM 3.98+0.62 7.76x£0.77 <0.001
Elastografia FWM 3.31+0.59 4.69+0.85 <0.001
Elastografia dos nucleos 5.45:+0.64 6.46:£0.96 <0.001
Caudados e Talamos

Elastografia do Corpo caloso 4.53+0.39 7.93+0.88 <0.001
Elastografia do Cortex 5.62+0.57 6.50+0.66 <0.001

frontal

* valores expressos em Kilopascal, como média + erro padréo
# p-valor calculado por teste Mann-Whitney
DWM: substancia branca profunda; FWM: substancia branca frontal subcortical

As médias dos parametros de neuroimagem também foram comparadas entre 0s grupos
(exposicdo ao SARS-CoV-2 versus ndo exposi¢do) usando um modelo de analise de covariancia
(ANCOVA). Neste modelo ANCOVA, as medidas dos parametros de neuroimagem (indices
hemodinamicos e modulos de elasticidade) foram consideradas como variaveis dependentes, 0
grupo (exposicdo ao SARS-CoV-2 versus ndo exposi¢do) foi considerado como variével
independente e as medidas de GA (idade gestacional) e BW (peso ao nascer) foram
consideradas como covaridveis. Assim, o modelo ANCOVA foi usado para controlar a
influéncia da idade gestacional e do peso ao nascer nos resultados, a fim de obter uma estimativa

mais precisa do efeito da exposi¢cdo ao SARS-CoV-2 sobre os achados de neuroimagem.
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Os resultados do modelo ANCOVA mostraram que a exposicdo ao SARS-CoV-2
durante a gravidez foi associada a valores significativamente menores dos indices
hemodindmicos e mddulos de elasticidade no cérebro, mesmo apos controlada a influéncia da
idade gestacional e do peso ao nascimento. Isso sugere que a exposi¢cdo ao SARS-CoV-2 pode

ter um efeito direto na microestrutura cerebral do feto e do lactente.
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Tabela 5. Pardmetros de neuroimagem avaliados em lactentes, distribuidos entre grupos exposto

(casos) e nédo-exposto (controle) ao SARS-CoV-2 durante a gestacdo, controlados para GA

(idade gestacional) e BW (peso ao nascimento), de acordo com as regides de interesse (ROIS)

para analise por Elastografia: substancia branca profunda (DWM), substancia branca frontal

subcortical (FWM), nlcleos caudados e tAlamos, corpo caloso, e cértex frontal (continua).

Variavel
ACM - IR
ACM - IP

Artéria Pericalosa - IR
Artéria Pericalosa - IP

Artéria Basilar - IR
Artéria Basilar - IP
Elastografia - DWM

Elastografia - FWM

Elastografia — Nucleos
caudados e talamos

Elastografia -
Corpo caloso

Elastografia —
Coértex frontal

Grupos -

Casos
(n=201)

0.76 +0.01
1.59+0.03
0.70+0.00

1.26 £0.02

0.71+0.00
1.31 +0.02
3.98 £ 0.04
3.31+0.04
5.46 +0.05
4.56 +0.03

5.61 +0.04

Valor médio” + erro padrao

Controles
(n=18)

0.79+0.01
1.65+0.08
0.73+£0.01

1.40 £ 0.05

0.73+0.02
1.32 +0.07
7.77+0.11
4.69+0.11
6.45 +0.12
7.92 +0.08

6.60 + 0.10

# resultados expressos em Kilopascal, como média + erro padrao.
# valores médios ajustados pelo modelo ANCOVA.
* p-valor para comparacdo entre grupos calculado utilizando-se modelo ANCOVA, tendo GA e BW como
covariaveis. ACM: artéria cerebral média, IR: indice de resisténcia, IP: indice de pulsatilidade. DWM: substancia
branca profunda; FWM: substancia branca frontal subcortical

Comparagéo

entre grupos

Diferenca
[1C 95%]

-0.03 [-0.07;
-0.04 [-0.08;
-0.03 [-0.06;

-0.14 [-0.25;

-0.00]
-0.00]

-0.00]

-0.03]

-0.02 [-0.04; 0.01]

-0.01 [-0.14; 0.14]

-3.80 [-4.03;
-1.37 [-1.60;
-0.99 [-1.24;
-3.38 [-3.56;

-0.99 [-1.20;

-3.57]
-1.14]
-0.74]
-3.20]

-0.78]

p-valor”

0.0451
0.0434
0.0277

0.0123

0.2324
0.9585
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
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Conforme demonstrado na Tabela 5, os parametros de neuroimagem dos pacientes
apresentaram diferencas significativas entre 0s dois grupos, mesmo quando controlados para
idade gestacional e peso ao nascimento. De acordo com os dados, o valor médio da elasticidade
da substancia branca profunda no grupo exposto ao SARS-CoV-2 foi de 3,98 + 0,04, enquanto
no grupo sem SARS-CoV-2 foi de 7,77 + 0,11. A diferenca entre os dois grupos ¢ -3,80 com
um intervalo de confianca de 95% de [-4,03, -3,57] e um valor de p inferior a 0,001. Portanto,
existe diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos para este parametro,
indicando que pacientes expostos ao SARS-CoV-2 apresentaram valores mais baixos de
elasticidade da substancia branca profunda em comparacdo aos que ndo foram expostos ao
SARS-CoV-2 durante a gestacao.

Em contraste, 0s parametros para apenas um dos vasos (artéria basilar) ndo mostraram
diferenca significativa entre os dois grupos, quando ajustados para idade gestacional e peso ao
nascimento. Considerando-se o IR da artéria basilar, a diferenca entre os dois grupos é -0,02

com um intervalo de confianca de 95% de [-0,04, 0,01] e um valor de p de 0,2324.
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6. DISCUSSAO

6.1.1. Evidéncias gerais

A resposta inflamatdria sistémica ao virus SARS-CoV-2 e 0 consequente dano
endotelial provaram estar envolvidos na patogénese da COVID-19, com evidéncias
replicadas em muitos estudos, em ambos 0s contextos bioquimico e clinico [232-234].
Embora existam amplas evidéncias epidemioldgicas dos efeitos sistémicos da COVID-19
[235,236]., as consequéncias neuroldgicas da exposi¢do ao SARS-CoV-2 no grupo pediatrico
ainda séo incertas, e as evidéncias atuais sdo baseadas principalmente em relatos de casos
[237,238]. Néo esta claro se, e em que medida, a barreira hematoencefalica funciona como
um fator protetor no bloqueio de citocinas inflamatdrias [239-242].

Nosso estudo fornece evidéncias de que a infeccdo por SARS-CoV-2 durante a
gravidez pode estar associada a comprometimento estrutural e funcional do cérebro em
lactentes. Os achados mais recorrentes foram caracterizados na substancia branca profunda
cerebral, embora todas as outras regifes de interesse avaliadas no encéfalo tenham
apresentado alteracdes em algum grau. Essas alteragcdes foram manifestadas por aumento da
ecogenicidade regional em estudos em modo B, reducdo da resistividade/pulsatilidade
correspondente no fluxo arterial intracraniano e diminuicdo do modulo de elasticidade
cerebral. A menor rigidez no tecido cerebral, especialmente na substancia branca profunda,
pode representar uma diminui¢cdo da quantidade de mielina tissular no sistema nervoso
central, elemento crucial para o neurodesenvolvimento adequado em criancas. Poucos
estudos de neuroimagem foram realizados neste campo com individuos pediatricos, portanto,
nossos resultados trazem evidéncias sem precedentes, com base em anormalidades

estruturais e funcionais.
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6.2.  Achados ultrassonograficos (escala de cinza)

Os exames de neuroimagem estrutural em nosso estudo mostraram repetidamente
envolvimento da substancia branca em casos anormais entre os individuos expostos ao
SARS-CoV-2. Até 0 momento, ha séries de casos publicadas [243,244], relatando um padrédo
de envolvimento semelhante na COVID-19, mas nenhum estudo longitudinal com grupo
exposto ao SARS-CoV-2 e grupo controle ndo exposto, correlacionando os achados de
neuroimagem e o seguimento clinico.

Dado que no periodo neonatal e na primeira infancia ha uma circulacdo colateral
excepcional nos vasos cerebrais, o padrdo de envolvimento parenquimatoso nesses
individuos tende a afetar menos a substancia cinzenta cortical (diferentemente do individuo
adulto). Em resposta a uma lesdo vascular e/ou hipdxia encefélica, a substancia branca
profunda é uma das primeiras areas afetadas no cérebro durante este periodo inicial da vida.
[245-247]. Esse achado foi replicado em nossos resultados, pois as areas de substancia branca
profunda e ganglios basais apresentaram-se como regifes com ecogenicidade mais alta em
exames de modo B anormais, quando comparadas ao controle (grupo ndo exposto). Em nossa
amostra, 18 individuos cujas mées foram infectadas com SARS-CoV-2 durante a gravidez
manifestaram algum grau de doenca da substancia branca, dos quais 16 (88,8%)
apresentaram comprometimento exclusivo da substancia branca e 2 (11,2%) apresentaram
envolvimento simultaneo da substancia branca profunda e dos ganglios basais do cérebro
(tdlamos e caudados). Outro achado significativo dos estudos morfologicos por
ultrassonografia foi a persisténcia de ecogenicidade aumentada nas areas afetadas durante o
exame ultrassonografico de acompanhamento de rotina, realizado 4 semanas apds 0 exame
inicial, para todos os casos anormais. Na reavaliacdo, foi possivel caracterizar o aumento da
extensdo das areas afetadas em 3 individuos (16,6%), que evoluiram de lesBes iniciais de

substéncia branca profunda para anormalidades adicionais nos ganglios basais,
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principalmente os nucleos caudados e os talamos.

Embora ainda néo esteja clara a correlagdo entre as alteracdes dos ganglios basais e a
sindrome clinica da COVID-19, supde-se que elas desempenhem um papel no dano de longa
duracdo que algumas criancas apresentam, manifestando-se como sintomas tardios pos-
COVID-19, com atraso no desenvolvimento neuroldgico e falha em atingir marcos neuro-

psicomotores em idades especificas [248,249].

6.2.1.1. Achados hemodinamicos (avaliagdo doppler)

Nossos dados sobre a analise do fluxo sanguineo intracraniano em ambos 0s grupos
sugerem uma tendéncia significativa de diminuicdo dos indices IR (resisténcia) e IP
(pulsatilidade) no grupo exposto ao SARS-Cov-2 quando as infec¢Ges maternas ocorrem nos
ultimos 14 dias de gestacdo e em casos graves. Esse fato € considerado consequéncia da
adaptacdo sistémica a condicdo inflamatdria sustentada, que pode persistir mesmo apds 0s
primeiros 14 dias de sintomas virais agudos [250,251]. Os casos de infec¢do materna precoce
pelo SARS-CoV-2 durante a gravidez, especialmente no primeiro e segundo trimestres,
permitiriam tempo suficiente para a autorregulacéo do fluxo arterial e a remissao da resposta

inflamatdria sistémica.

6.2.2. Achados de elastografia encefalica

Até onde sabemos, nenhum estudo anterior avaliou os parametros de elastografia do
parénquima cerebral em criancas expostas ao SARS-CoV-2 durante a gravidez. As poucas
publicacdes na literatura pediatrica compreendem pequenas séries de casos de individuos
saudaveis, que visavam sugerir valores de elastografia padrdo para o parénquima cerebral

normal em neonatos [252,253]. Outros estudos semelhantes foram realizados em
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camundongos com correlagbes anatomopatoldgicas [254,255]. Os experimentos com
camundongos obtiveram um nivel significativo de congruéncia com os valores do cérebro
humano, o que supostamente esta relacionado a coeficientes de elasticidade/densidade de
energia (p) muito semelhantes entre cérebros de camundongos e humanos.

Quando analisados os dados de elastografia dos grupos de nosso estudo, foram
evidenciadas diferencas significativas entre as criangas expostas ao SARS-Cov-2 e 0 grupo
ndo exposto, em termos de modulo de elasticidade do parénquima cerebral. Todas as regiGes
de interesse (ROIs) demonstraram reducéo do coeficiente de elasticidade/modulo de Young
(E) no grupo exposto ao SARS-CoV-2.

As diferengcas dos padrOes de elastografia entre os dois grupos foram mais
pronunciadas na zona de substancia branca profunda DWM (ROI nimero 1), se comparadas
a outras regides de analise como a substancia branca subcortical e o cortex frontal. Uma
hipotese plausivel esta ligada as diferencas na composicao tissular dessas regies, com a
predominancia principal de mielina na substancia branca profunda [212]. Se levarmos em
consideracdo também a idade dos sujeitos (6 meses de idade cronoldgica ajustada), nossa
regido de interesse / analise na substancia branca profunda deveria estar normalmente
mielinizada neste estagio, diferentemente das zonas subcorticais ou corticais frontais [256-
258].

Esses elementos sugerem que os achados cerebrais relacionados a exposi¢do ao
SARS-CoV-2 durante a gravidez podem, em certa medida, ser consequéncia de alteracfes na
guantidade de mielina no tecido cerebral, uma vez que se sabe que tecidos com menos
mielina apresentam uma diminui¢do em seus coeficientes de elasticidade, correspondendo a
reducdo na velocidade de propagacéo das ondas de cisalhamento / menor rigidez. Outro
mecanismo possivel pode ser o de edema intramielinico leve, com inflamacdo causando

aumento do conteddo hidrico no tecido cerebral, o que levaria & diminuicdo da rigidez do
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tecido.

Nossos achados estdo em consonancia com estudos recentes que investigam o
impacto da infecgdo pelo SARS-CoV-2 durante a gravidez no neurodesenvolvimento
pediatrico. No que diz respeito a neuroimagem, um estudo publicado em outubro de 2021
teve como objetivo avaliar a associacdo entre a infecgcdo materna pelo SARS-CoV-2 durante
a gravidez e o desenvolvimento do cérebro na prole por meio de exames de ressonancia
magnética (RM) [259]. O estudo acompanhou 55 bebés nascidos de maes com infecgéo pelo
SARS-CoV-2 durante a gravidez. Os pesquisadores descobriram que os bebés nascidos de
mées com infeccdo pelo SARS-CoV-2 durante a gravidez apresentavam menor espessura
cortical no giro temporal superior esquerdo, que é uma regido importante do cérebro para a
linguagem e a comunicagdo social, e a espessura cortical anormal nesta regido tem sido
associada a disturbios do neurodesenvolvimento, como o transtorno do espectro do autismo.
O estudo sugere que a infec¢do materna pelo SARS-CoV-2 durante a gravidez pode afetar o
desenvolvimento do cérebro na prole, particularmente nas regides cerebrais importantes para
a linguagem e a comunicacao social.

Protocolos com foco mais clinico incluiram um estudo publicado em janeiro de 2022
gue acompanhou 205 criancgas nascidas de mées com infec¢do pelo SARS-CoV-2 durante a
gravidez [260]; evidenciou-se que as criangas nascidas de méaes com infeccdo pelo SARS-
CoV-2 durante a gravidez apresentavam um risco aumentado de atrasos no desenvolvimento
aos 12 meses de idade em comparagdo com criangas nascidas de mées sem infeccéo pelo
SARS-CoV-2. Outro estudo publicado em agosto de 2021 encontrou que criangas nascidas
de médes com COVID-19 grave ou critica durante a gravidez apresentaram um maior risco de
atrasos no desenvolvimento cognitivo, motor e linguistico aos 6 meses de idade em
comparagdo com criangas nascidas de maes sem COVID-19 [261]. O estudo acompanhou

150 bebés nascidos de maes com COVID-19 e 150 bebés nascidos de maes sem COVID-19.
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Vale ressaltar que esses estudos tém limitacGes e mais pesquisas s&o necessarias para
entender completamente o impacto potencial da infeccdo pelo SARS-CoV-2 durante a
gravidez sobre neurodesenvolvimento pediatrico. No entanto, os resultados sugerem que 0s
profissionais de saide devem monitorar de perto as criangas nascidas de médes com infeccao
pelo SARS-CoV-2 durante a gravidez, a fim de identificar precocemente qualquer sinal de

atraso no desenvolvimento ou distdrbio neuropsicomotor na crianga.
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6.3. Limitacdes

Estudos clinicos tém sugerido a existéncia de uma relacdo causal entre a infeccdo por
SARS-CoV-2 e resultados perinatais adversos, porém tal relagdo ainda ndo estd
definitivamente estabelecida, pois existem muitos fatores de confuséo potenciais. Entre estes,
devemos enfatizar que as maes infectadas por SARS-CoV-2 durante a gravidez tendem a
apresentar complicacdes gestacionais, incluindo condi¢des adversas de parto, antecipacao do
parto, hipoxia materna e neonatal - fatores que podem levar a danos no sistema nervoso
central por si mesmos. Controlar todos esses fatores de confusdo pode ser um desafio. Nosso
estudo tentou controlar alguns desses possiveis vieses com técnicas de analise de covariancia.
No entanto, muitas caracteristicas relacionadas ao estado clinico materno, por exemplo,
hipertensdo gestacional, diabetes, doencas pulmonares anteriores e obesidade, persistiram em
nossa amostra para ambos os grupos e podem afetar os resultados de neurodesenvolvimento.

Também é relevante considerar que a maioria da nossa amostra foi composta por
pacientes ambulatoriais, de modo que a gravidade da infeccdo materna foi
predominantemente leve a moderada, e houve uma desproporcéo quantitativa entre 0s grupos
de casos e controles, dado o contexto de multiplos “lockdowns” e subsequente vacinacgao
contra 0 SARS-CoV-2 - este Ultimo constituiu um dos critérios de exclusdo para o grupo
controle.

Reconhecemos a diferenca substancial no tamanho da amostra entre 0s casos € 0S
controles, e a possibilidade de introducdo de viés como resultado. Dado que os desfechos
pediatricos da exposi¢do materna ao SARS-CoV-2 durante a gravidez estdo pouco definidos
até o momento, uma estimativa precisa do tamanho da amostra prospectiva para casos e
controles ndo foi viavel. No entanto, foi realizada uma analise post-hoc para estimar o numero
de controles necessario para manter uma probabilidade de erro (alfa) de 0,05 com um poder
de 0,8 usando a frequéncia relativa de achados de imagem anormais nos casos. Usamos um
teste de razdo de verossimilhanca para estimar o tamanho da amostra necessaria para 0s
controles e encontramos um N = 9. Assim, acreditamos que 0 grupo controle em nosso estudo
é suficiente para responder 0s questionamentos propostos nessa pesquisa. Além disso, no
recrutamento prospectivo de nossos controles, os individuos foram selecionados
aleatoriamente de uma grande populag&o representativa em nosso sistema universal de satde

publica.
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7. CONCLUSAO

e A infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez estd relacionada a alteracdes
encefalicas em uma fragdo relevante dos casos, predominantemente envolvendo a
substancia branca profunda cerebral (DWM). A leucopatia pediatrica relacionada ao
SARS-CoV-2 se manifesta na neuroimagem com aumento da ecogenicidade e
reducdo dos coeficientes de elasticidade (E) na substancia branca profunda, o que
significa reducdo da rigidez tecidual, provavelmente traduzindo uma reducdo da
quantidade de mielina na regido de analise.

e O principal efeito da exposi¢do ao SARS-CoV-2 durante o periodo gestacional sobre
a estrutura do encéfalo nos lactentes mostrou ser uma leucopatia de substancia branca
profunda.

e Dentre os efeitos da exposicdo ao SARS-CoV-2 na dinamica de fluxo cerebral das
artérias intracranianas e nos parametros de elastografia do parénquima encefélico,
nosso estudo demonstrou tendéncia de reducdo nos indices de resisténcia e
pulsatilidade arterial, com alteraces mais expressivas relacionadas a infeccdo
materna no periodo periparto. O grupo de lactentes exposto ao SARS-CoV-2 durante
a gestacdo demonstrou alteracBes de Elastografia consistentes com reducdo nos
modulos de elasticidade encefalicos nas regifes de analise, inferindo-se reducdo na
quantidade de mielina tecidual.

e Essas descobertas abrem um espectro de possibilidades de pesquisa sobre os efeitos
na saude fetal, neonatal e infantil. A descri¢cdo das consequéncias da infecgdo no
acompanhamento de longo prazo fornece uma melhor compreensdo da doenga e sua
influéncia no sistema nervoso central.

e Ao compreender os correlatos de neuroimagem da infeccdo por SARS-CoV-2 no
periodo perinatal, este estudo pode tracar um panorama mais amplo do padrdo de
apresentacdo no cérebro de individuos expostos ao SARS-CoV-2 durante a gestagao.
A caracterizagdo da substancia branca profunda cerebral como area de maior risco
para dano neurologico pediatrico apos infeccdo materna por SARS-CoV-2 torna
possivel avaliar os correlatos clinicos e a prevengdo de sequelas no

neurodesenvolvimento dessas criangas.
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8. PERSPECTIVAS

e Com o desenho do protocolo de estudo e dados de neuroimagem analisados, produzimos
material cientifico na forma de artigos completos em periddicos de alto impacto,
conforme a seguir. Pesquisas e publicacGes adicionais deverdo advir das analises
multivariadas com cruzamento entre dados de neuroimagem e os desfechos clinicos de
neurodesenvolvimento nas criangas avaliadas.

e Pretendemos estender a testagem de correlacdo entre dados de elastografia encefalica e
escalas de desenvolvimento neuropsicomotor, com dados até os 24 meses de idade
cronoldgica (escala Bayley 111).

e Prosseguimento de analises estatisticas multivariadas entre variaveis de neuroimagem e
possiveis desfechos clinicos com o seguimento de longo prazo das criangas expostas.

e Recrutamento de pacientes do banco de dados para posterior avaliacdo por RM do
encéfalo apds fase de mielinizacdo completa (apds 24 meses), identificando possiveis
alteracBes morfologicas e/ou funcionais de longo prazo.

e Pesquisas futuras com métodos axiais correlacionados, como ressonancia magnética e
tractografia, podem contribuir para predizer areas do cérebro mais vulneraveis a
encefalopatia relacionada ao SARS-CoV-2 e delimitar regiGes com propensao a reducao
ou atraso da mielinizacdo. Nosso estudo identificou a substancia branca profunda como

area de maior vulnerabilidade a essas alteracoes.



96
9. PRODUCAO CIENTIFICA (ARTIGOS PUBLICADOS)

e Araujo DA, Motta F, Fernandes GM, Castro MEC, Sasaki LMP, et al.
Neuroimaging assessment of pediatric cerebral changes associated with SARS-
CoV-2 infection during pregnancy. Frontiers in Pediatrics, v. 11, p. 01, 2023.
(Apéndice A - Qualis Capes A2 — FI 3,24). Consoante ao regimento do PPGCM-UnB.

e Fernandes GM, Araujo DA, Motta F, Castro MEC, Sasaki LMP, et al. Pregnancy
Outcomes and Child Development Effects of SARS-CoV-2 Infection (PROUDEST
Trial): Protocol for a Multicenter, Prospective Cohort Study. JMIR Research
Protocols [JMIR Res Protoc 2021 | vol. 10 | iss. 4 | e26477]. (Apéndice B —
PROTOCOLO PROUDEST - Qualis Capes B2 — FI 1,25).

e Fernandes GM, Araujo DA, Motta F, Castro MEC, Sasaki LMP, et al. Panoramic
snapshot of serum soluble mediator interplay in pregnant women with convalescent
COVID-19: an exploratory study. Frontiers in Immunology, v. 14, p. 01, 2023.
(Apéndice C - Qualis Capes A2 — FI 7.30).

e Apresentacdo oral sobre o tema em congresso internacional (4th joint European

Neonatal Societies Congress — Mildo, Italia).
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Backgrownd: SARS-CoV-2 infection and perinatal newalogic outcomes are still
not fully understood. However, there B recent evdence of white matter disease
and inmpared newodevelopment in newboms following maternal SARS-Cov-2
infection. These appear to OOCW as a consequence of both direct viral effects
and a systermec inflammatory response, with glial cellfmysdin invalvernent and
reglonal hyposdalmicrovascular dysfuncthon. ‘We sought to charactenize the
consequences of maternal and fetal inflammmatory states in the central Nenaows
aystenn of newboms following matermal SARS-CoV-2 infection.

Methads: We conducted a longitwdnal prospective cohort study from June 2020
to December 2021, with follow-up of newborns bomn to mothers exposed or mot
exposed 1o SARS-Cov-2 infection dusing pregnancy. Brain analysis included data
from cranial ultrasound scans (CUS) with grayscale, Doppler studies (color and
spectral), and ulirasound-based brain elastography  (shear-wave mode) 0
specific regiors of interest (ROIs): deep white matter, superficial white mattes,
corpus callosum, basal ganglia, and cortical gray matter. Brain elastography was
used o estimate brain parenchymal stiffress, which s an indirect guantifier of
cerebral myelin tsswe cantent.

Results: A total of 219 single-pregnancy children were enrolled, including 201
born to mothers exposed o SARS-Cov-2 infection and 18 from wnexposed
controls. A reurcimaging evaluation was performed at & months of adpusted
chronological age amd rewvealed 18 grayscale and 21 Doppler abnormalithes.
PFredominant findings were hyperechogerscity of deep brain white matter and
basal ganglia (caudate nuclelfthalarmus) and a redwcthon in the resistance and
pulsatility indices of intracranial arteral flow. The anterdor beain clroulation
[mréddle cerebral and pericallosal arteries) displayed a wider ramge of flow
variatson than the posterior circulation  (basilar  artery). Shear-wase US
elastography analyss showed a reduction in stiffness values In the SARS-CoV-2
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exposed group in all analyzed reglons of interest, especially in the desp white matter
elasticity coefficients (3.98 + 0.62) compared to the contral group (778 + 0.7 pvalue =
0.001.

Conclusbon: This stedy furthes charactesizes pediatrc structural encephallc changes
associated with SARS-Cov-2 infection during pregnancy. The matemal infectlon has
b shovain to be related to cerebral deep white matter predominant ireolvenent, with
regeonal hyperechogerscity and reduction of elasticity coefficients, suggesting zonal

impalrment of myelin content. Morphologic findings may be subtle, and functional
studies such as Doppler and elastography may be valuable tools to more accurately

Identify infants at risk of neurclogec damage.

L gl e

COMID, SARS-CoV-2, pregnancy, neonatology, ultrasound, elastography, newrocimaging

1. Introduction

Maternal infection with SARS-CoV-2 during pregrancy may
expose the fetus to both direct and indirect systemic effects
h'iﬂu'rdb}lﬂmmﬂLTh:qumncflhem:mﬂ;ud
fetal inflammatory response with the production of potentially
cytotoxic cytokines, in addition to the effect of the use of
antiviral medications, have not been adequately studied to date
(1. 2k

There is evidence that vascolar complications may resalt from
the potential hyperactivation of inflammatory factors and
coagulation system dyshanction, particlady Dedimer and platelet
abnormalities, increasing the risk of cerebrovascular disease,
myelnation defects, and hypoxic-ischemic encephalopathy
Ed.bulari.ng exposure o SARSCoWVe2 (3, 4. The potential
consequences of changes in intracranial bood fow dynamics and
syndrome (SIRS), are still poorly elucidated in the pediatric age
group (5L This study aimed to investigate the effects of matemal
SARSCoV.2 mfection on the brains of infants exposed to SARS.
Co¥=! infection during pregoancy, focssing oo brain
morphological changes, intracranial blood fow dynamics, and
parenchymal compositiondstiffness amalysis. Additionally, we
sought to assess the clinical and neurcdevelopmental outcomes
of newborns following maternal SARS-CoVe2 indection.

2. Methods
2.1 Study design and population

A prospective, comparative, and analytical cohort study was
conducted with the follow-up of newboms bom to mothers
exposed or not exposed io SARS-{oV-2 imfection during
pregnancy. The study population consisted of 219 children, of
whom 201 were in the gromp of newborns bom tp women
infected by SARS-CaV-l at different stages of pregnancy. The
contrel groop consisted of 18 mewbomns born o women who
remained serologically negative for SARS-CoV=2 until the end of
the mecnatal period. Study recruitment was from May 3020 to

FrodFtiess in Pediatics

Tmﬂlldn:h‘tgﬂuﬂﬂ\rlﬂ-]gmdmhﬁhﬂlmrd
clinical, meurological, and psychomotor follows=wp until December
302 Clinical follow-up was performed monthly until & months
of age amd then gquarterly until 24 months of age. A global
pediatric aseszment and a neurc-prychomotor  development
diagnostic scale {Eayley [ scale) were administersd quarterly.
Meurg-ultrasonography, colorfspectral Doppler, and shear-wave
elastography studies were performed at 6 months of adjusted
chronological age, and follow-uwp evaluation was completed 4
weeks later for the abnormal cazes Detsiled matermal clinical
charactenstics were also praspectively collected.

The case group incloded exposed newborns born to mothers
infected by SARS-CoV-2 during pregnancy (RT-PCR or positive
IgM) The controd group included unexposed neonates with no
maternal infection with the SARS-CoV-2 virus during pregnancy,
no symploms, and negative IgG and 1gM serology at the end of
pregmancy. Unexposed control subjects had negative IgG seralogy
Hﬁmlhlnfld_nﬂtﬂ:lchrmuinﬂcll.lr_ﬁtdlmmmfm
the study sample were evidence or confirmation of genetic
syndromes; suspected or confirmed other congenital infections,
such as tomoplasmosis, syphilis, rubella, berpes, Chagas, and Zika;
discontinuation of clinical follow-up before the age of 2 years.

2.2. Neuroimaging data

The study groups were evalwted for morphometric,
high-frequency ultrasonography. A cramdal wltrasound  scan
{CUS) was performed through the anteror fontanelle at &
months of adjusted chronological age and repeated 4 weeks later
at a follow-up exam in case of abnormal findings at the frst
(U5, Farther examinations were planned thereafter, if indicated,
according to an individualized schedule based on the persistence
from the first ultrasound scan of each infant were considered for
the purpose of statistical analysiz. All OUS were performed or
supervised by the mme opemior (DA). A Philips Affmit 70
ultrazound system, equipped with a 5=7.5 MHz convex probe

froenissin.arg
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and a 5=18.0 MHz linear probe, was used for OUS studies, divided

inte the following modalities:

» Cranial witrasound scan and Doppler of the intracranial arteries
—pericallosal artery, middle cerebral artery, and basilar artery;
Doppler velocimetry data were analyzed for each individual
artery. Absolute valoes of resistance (BI) and pulsatility index
(P1} for Beod flow were compared in both groups (exposed
vi controll. Images were obtained at the same standard
windows over the anterior fontanelle, temporal bone, and

«» Elastography of the bmin parenchyma: scans were performed
using ARFl [Acoustic Radiation Force Impulse) and SWE
(Shearewave Elsiography]l software, which is  divectly
integrated into the ultmsound system where the shear wave is
located, allowing the operator to select the region of interest
(R} for measurement in Bemiode and in realtime. The B0z
were divided as follows: deep white matter (IMWM], superficial
white matter (SWM), basal ganglia (BG), represemied by
candate nuclei and thalamus, corpos callosum (OC), and
measurements were repeated at three different locations in the
mme type of zone and the same slice of view. The archived
data represent the mean value of the measurements.

the brain parenchyma was calculated from the displacement of
transverse waves, where the velocty of the shear wave is directly
proportional o the local tissue stiffness The results were
expressed in meters per second (mfs) and  awtomatically
converted to klopasals (KpA), with the shear wave propagation
velocity being proportional to the square root of the tissue
dlasticity [E=3pct]-

2.3. Data storage

Stwdy records were stored wsing alphanumeric codes in the
REDCap (Research Elecironic Data Capture) platform, with
access restricted to approved research personnel.

2.4. Statistical analysis

Continooas variables were described as mean and standard
devistion or median and interquartile range (IQR), a=
apprapriate. Categorical variables were expressed as Frequencies
and percentages. The prevalence of total abnormalities was
evahmied for each category and compared with its prevalence in
the controd and SARS-CoV-2-exposed growps. A Mann-Whitney
t=test or ANOVA were used to compare the mean valwes of
imaging parameters.
groups (SARS-CoVs2 exposed vs. controds) using an analysis of
covariance (ANCOVA)] model In the ANODVA model, the

neuraimaging parameter measures (R and PI for Doppler; "E®
coefficient/¥oung's modalus  for  elagography ROL)  were
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considered dependent variables, the group (SARS-CoV-2 exposed
vs. unexposed) was considered the independent variable, and the
mucfﬁ.tiphﬁnuﬂlr}mdﬁwmiﬂh!iﬂ:tlnu
considered  covariates. A significance level of p<005 was
considered. Stwdy participants were also grouped into two
dﬁrmlnlep:uiubnud.nuﬂl:i.rﬁ.ﬂ. (presterm and term,
mlﬂﬂiq_llﬂcnb—uﬁ'ﬂ]?“ﬂkﬂmﬂﬂﬁ[]nﬂbh‘ﬂlﬂﬁ#ﬂ
and adequate birth weight, considering the cuteoff at 2,500 g).

A Cochrane Armitage trend test and Pearson correlation were
used to evalmie trends or assocations of resulis between
Doppler and cmanil wimsound sans. pevalue <005 was
considered significant. Analyses were performed using 5AS v. 9.4
{SAS Instifute, Inc, 2006

2.5. Ethical approval and informed consent

The study was approved by the Research Ethics Committes of
the School of Medicine of the University of Brasilia (Certificate
Momber CAAE 323539600.000000.5558). The prodocol was also
registered in the Brazilian Registry of Clinical Trials. Al pregnant
women participating in the study gave informed consent
Likewise, the participation of the children in the pediatric arm
required the signed, informed consent of their mothers. The &
maonth reports on the status of the study and its partial results
are available to the Institutional Research Ethics Commitiee and
can be consulted upon reguest.

3. Results
3.1. Overview of enrolled subjects

The initial screensing incloded 295 yolunteers, sarted by hospital
unil.gmth'.lr_:uﬂhimﬂi.ﬂ'nl'm:tﬂn:]ln&:ﬁnnﬁvnmbjﬁk
withdrew from the study afber the initial phase. OF the 293 subjects
evaloated, 74 were excluded due to: (2) los of followsup (m = 72) and
fbidhpnﬁdmnphﬂhﬂe:ﬁnntn:!}_ﬁ_ftcud:ﬁmﬂuﬂi
sumple included 219 participants, consisting of 201 sobjects with
docusnented maternal SARS-CoV=2 infection [exposed group; birth
v:ﬂi]ﬂﬂ[mlmtmmj and 18 sohjects
not exposed to SARSCoV-2 infection [contral group; birth age=
39+ 28 weeks (mean + 51¥); 33.0% female]. Gestational age at birth
ranged from 33 to 42 weeks (mean 3802 18 weeks), and birth
weight ranged from 1525 1o 4418 g {mean 3,127 £ 535 g).

Concerning maternal diseases prior to pregrancy being
affected by COVID=19%, 16 patients (7%) had a previons history
of systemic arterial bypertension, 3 (1_¥%) reported pre-
eclampsia, and 15 (6.8%) were affected by pregestational diabetes.
A total of 15 patients had a history of pulmonary disease (6.8%),
imcliding asthima, and six had heart disease [27%).

Considering the dinical characteristics of the control groap, the
mean age at birth is 38.8 weeks of gestation, with a standard error
nfﬂ.ilw:umlrinhw:iiluﬁurmnnﬂsisl,lﬂg,nihl
standard error of £107 g mean head droumference is 35&
0.1 cm. The median and interquartile range {ICHR) walues for the

frodteFsingeg
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firsts and fifth=-minute APGAR scores in the control group are 8
(IR: T=8) and 9 [WJR: %=9), respectively. With our cuteoffs of
37 weeks for prematurity and L500 g for Jow birth weight, we
have 16.6% (3) presterm and 11.1% (2) lowsbirth weight individuals
in the control group; the case group has similar frequencies with
14.8% (26) presterm and 16.5% (29) lowsbirth weight individuals.
dermatitis, cow’s mik protein @ allengy  (CMPA),  and
gastrossophageal reflux disease (GERD). A supplemental @ble n
Appendix C is provided for reference, demonstrating that growps
display a similar profle of comorbadities.

3.2. Findings by imaging modality

3.2.1. Grayscale ultrasonography (structural US)

An association was found between maternal SARS-CoVal
infection and white matter involvement in their children, with
increased  echogenicity in grayscale stodies. Among the 201
examinations performed in the case group, 18 examinations
showed abnormalities in Bemode analysis (.9%), with deep
white matter disease in the totality of these 18 abnormal cases
(1%}, To a lesmer extent, we also saw mild alterstions in the
basal ganglia (caudate nwdei and thalamus), with abnormal
ﬂ.uiﬂhlhmtﬂﬂﬂi!njcilrhll“l.l!]nflﬂ abnormal B=mode

Supplementary Figure Al summarizes the three main planes
for cramial image acquisition and ultrasonographic analyss of
deep white matter changes. [t also shows CUS Bemode and
arteries (the middle cerebral pericallosl, and basilar arteries).

An equally significant finding of the morphometric US studies
was the persistence of increased echogenicity in the affected areas at
the routine second-look wltrasound study, performed 4 weeks afier
the initial stwdy, in all the abnormal cases. On resevaluation, it was
passible to characterize the clear extension of the afected areas,
caudate nuclei and thalami. It is also noteworthy that there were
minﬂividd;iuﬂummﬂmtl! out of 219) with
grayscale witrascund alterations.
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3.2.2. Hemodynamic abnormalities (Doppler
velocimetry)

In the exposed group, 21 owt of 201 {10.4%) subjects presented
with abnormal hemodynamic patterns, showing a reduoction in the
major intracranial arteries. We conducted separate analyses of
three main intracranial arteries: the middle cerebral artery, the
pericallosal artery. and the basilar ariery, the former two
representing  hemodynamic  parameters  for  the  anterior
intracranial circulation, and the baslar artery velodmetry as an
estimate of posterior circulation flow data

Swpplementary Figures AZ-Ad demonstrate the Doppler
velocimetric scan with spectral curves for the analysis of the flow
of three major intracramial arteries (middle cerebral, pericallosal,
and basilar anteries).

A ugnificant trend of reduction in both resistance and
pubsatility indices of arterial intracranial flow in SARSCoVe2e
exposed children were observed for both anterior and posterior
circulation arteries, which was positively correlsted with the
severity of maternal infection. Significant decreases in RI and PI
mmdhmﬁﬁﬁdm‘inipﬂmm,
with mean Pl valwes of 109 for the MCA (middle cerebral
artery), 0.98 for the PA (pevicallosal artery), and 1.04 for the BA
{basilar artery).

Table | shows the neurcimaging parameters according to the
severity of maternal infection (COVID=19 categories according to
WHO classification].

When both analyses, mode-B ultrasound, and Doppler scan
findings, were integrated and cressematched with the categories
of maternal infection severity, a positive comrelation of abmormal
neurcimaging results that increased proporticnally with the
severity of maternal infection, and a peak of abmormal
neurcimaging results in children whose mothers bad critical
SARS-CoV=2 infection during pregmancy could be identified.
These data are summarized in Table 2.

A second trend in the hemodynamic data was identified in this
mmmhmdm‘r-zwﬁmm
pregrancy. A significant reduction in both the resistance and
with the last trimester of maternmal SARS-{oVe2 infection, as
shown in Table 3.

TAELE 1 Imaging pararstend distributed acoording 1 the sewerity of maternal infaction 00019 cilegories scoonding to WHO classilcathsnl.

Variable®

COVID-19 severity scale—WHD
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Fanile Kl 073 =887 D+ (IF ((ETEY T
Eaile Fl L34z @i TR (WET ]

CA, riddlla corabral artanyg B, religlacdd indd) P publoiity ndie.
Acal i anpreriadd ol rmaan & lendad G
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THELE 2 Mewuroineying parsneiers are distwibuned secording 10 the COVID=19 seveiny scale—WHD classifbeaian.

Variable®

COMID-19 severity scale—WHO"

Mild (n=168)

Savers [(a=123)

sbzormal 11 [B.E3) S (LM
ol L55 [92.47) L | TaIe)
Lirasnogzaphy

sibmormal {545 Sk
Howrmal L57 [945E) L& { T b}
Saluid sapriiied i fneguincy (KL

“p-valui caleidated wilh e Cothian- Armilage Tnind BsL

Pearion correlation (T 255 v
Critical (ri=8)

LEY e DL EiniE
5 [aL.50)
3 [A7.50)

LI DD D4L) <l
4 [50080)
4 [580800)

THELE T Miuiroimaging parametirs |wtrasound Basode and Doppler amalyti] ddiributed scoording 10 thi tiretier of SARSCaVed mleciban dufing

PG Nancy.

Variable"

2nd (= 58]

3rd §n=95)

Gestational trimester of SARS-CoV-2 infection”

" Abmormal Spaa) LN &fsan
 ormal CIT(mesu) ST s B (9L8E)
[T T—— [ [

" Abmormal T T T T
" Marmal I esd) | 5T (xR 91 (9579)
“Valuis anpried i riguiney (5.

The hemodynamic evaluation data show a  significant
cormrelation between the resistancefpulsatility indices in the main
intracrandal arteries and Ehe trimester of maternal infection, with
the highest proportional frequency of abnormal results observed
in cases of peripartum infection {defined as a period equal to or
less than 14 days between infection with SARS-CoVe2 and the
date of delivery). Among the pregnant women infected during
this period, 66% had abnormal Doppler velocimetry, and nearly
62% had abnormal cranial wlirasound in grayscale.

3.2.3 Elastography abnormalities (shear-wave
ultrasound-based)

The functional studies based on shear-wave ehstography wene
'pﬂfmmudhﬁﬂ:qﬁunfiﬂﬂ'ﬂt[ﬂﬂlﬂmﬂ'ﬁ'nl-ﬂﬁ
references were adopted according to previous recent literature
(f=B), az there & no definitive normality parameter for
elastography studies in the pediatric brain.

A significant relationship was found between matemal
exposare to SARSCoV.? and ehstography changes, mainly in
the cerebral deep white matter and basal in terms of
stifiness alterations, with a decrease of the elastic moduolos (F) in
the SARS-CoVeZrexposed group when compared to controls
Table 4 shows these findings categorized by RO,

The 5ARS=CoV2 group had significantly lower “E” coefficients
in specific brain areas, including the deep/periventricular white
matter and the splemiom of the corpus callosum. The basal
ganglia {candate nudel and thalamus), superficial white matter,
and cortical gray matter also showed stiffness  variations
wmm‘n’-lmmmlbﬂﬂtﬂ_
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imerest [RDIs) for eladisgraphy analysis: dedp white matber, fnontal
it Matler, casdatefhalames, corpus callodum, and Tromal corbe.

Vel infbCtion duning gestation (Cases) and

Variable" Gaoups
Cates Controd

[h=201) [=18)
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Elmtgrashy —Fiw sl L0 4AFEOES | i
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Elmingraphy—corpus callmum | 4552059 Ti:iEE | e
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(DM, daig whitie il FYWM, Trortal wibili sl s,
“Valoss dcprissind in blopascal, i raan & Slandand amer.
"psvihot el tatind by Mann-Wiilney WdL

mﬂhiﬁﬂ-ﬁh\r-lﬂwﬁgmqnﬂhpmd
rnnuimaﬁng.ﬂmmmliiﬂ.indnﬂil‘ﬂmhﬂnppl:, and
:hdnp-q:hjmnd.lliiﬂ.

between groups (SARS=CoVe2 exposuse vs noneexposure) using
an analysis of covarance (ANOOVA) model In this ANCOVA
model, the neurnimaging parameter measures (hemodynamic
indices and elastic modulus) were considered dependent
variables, the group (SARS-CoV.2 exposare v non-sxpasure)
was considered the independent wariable, and the measures of
GA (gestational age) and BW (birth weight) were considered
covariabes.
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TAELE 5 Heurdimaging parametirs of indavis distrilbuted betwedn thi group ssipoded o SARS-CoVeZ inbection during gestation |cades) and ithi
umexpoded group comirol), comrolled by GA (gestational age) and BW [birth sweighll, sccordifeg 1o the specific megions of interest (ROIS) for
chfegaphy analysis: desp while matier, Fontal white smatter, cavdareithalanmus, corpud callesum, ard Tromal oomes) pevalue calculabed by

AMTDNA model
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Groups—mean value” + standard emor

Comparison between groups
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TFsrkudls. arie dnpriiiad i bopaeals, ol e £ lirdard drras,

*powaluds lor Eompanien Balwisn groufs wing cakeulitid using ANDOVA modol, with A and B a8 covariatin.

As shown in Table 5, the neurcimaging parameters of the
patients present significant differences between the two groups,
even after controlling for GA and BW. According to the data,
the mean valuwe of deep white matter elasticity in the group
exposed to SARS-CoV-2 is 3.98+0.04, while in the group
withoat SARS-CoVe2, it is 7.7720.11. The difference between
the two groups is —3.80 with a 95% confidence interval of
[-4.08, =3.57] and a povalue of less than 0U00L. This means that
there is a statistically significant difference between the two
groups for this parameter, indicating that patients exposed to
SARS-CoV.2 during pregnancy have lower walues for deep white
matter elasticity compared to those not exposed to SARS-CoVa2.
Iummhmh:ﬁ*mwm}
interestingly did not show a significant difference between the
two groups, when adjusted for GA and BW. Considering the
basilar artery BRI, the difference between the two groops s —0.02
with a 95% confidence interval of [—0.04, 0.01] and a pevaloe of
02524

4. Discussion

4.1. General evidence

A systemic inflammatory response 1o the SARS-CoWe2 vims
and consequent endothelial damage has been implicated in
COVID=19 pathogenesis, with replicated evidence in many
studies in both biochemical and dinical settings (9=11).
Although there ix extensive epidemiclogic evidence of systemic
COVWID=19 effects (12, 13), the mnmlui'tmq.mnf
SARS«CoV.2 exposure in the pediatric growp are still ancertain,
and current evidence is mostly based on caze reports {14, 15). It
iz not clear whether and to what extent the blood-brain barrier
functions as a protective factor in blocking  inflammatory
cytokines {16=19).

Froetiess in Pediabrics

Our study provides evidence that SARS-CoV.2 infection
during pregnancy may be associated with both structural and
functional brain damage in infants. The most recurrent findings
were characterized in the cerebral deep white matter, although all
ather ROIs demonstrated some degree of change. These changes
studies, a reduction in the corresponding resistancefpulsatility of
intracranial arterial flow, and a decreasze in the cercbral elastic
moduhes. The reduced stiffness in the cerebral tisswe, especially
in the deep white matter, may represent a decreased amount of
tissular myelin in the central nervous system, a crucial element
for adequate neurodevelopment in children. Few neurcimaging
studies have been conducted in this area with pediatric subjects,
so owr results provide unprecedented evidence based on

4.2, Ultrasonographic findings (gray scale)

Structural neurcimaging scans in our study have repeatedly
demonsirated white matter involvement in abnormal cazes in
SARSCoVe2eexposed subjects. To date, there are poblished case
series {20, 21} reporting a similar pattern of involvement in
COVIDM19, but no longitudinally designed studies with SARS.
CoWeleexposed and unexposed contral growps correlating

Becanse there is exceptional collateral drculation in the brain
vasculature in the neonatal period and early childhood, the
pattem of parenchymal imvolrement in these subjects tends o be
h:minﬂucm'ﬁnlp:‘rn‘nﬂutunlhhﬂlh}_lu
response 1o vascular andfor hyporic encephalic injury, the deep
white matter is one of the first areas of the brain affected during
this early period of ife (22=24).

This evidence was replicated in our results, 2 both deep white
matter and basal ganglia areas presented as regions of higher
echogenicity in abnormal B-mode scans when compared to

frodnieFsin.oeg



Alves die Araiign Jumior of 2l

controls {the unexpased groupl. In oor sample, 18 individuals
whose mothers were infected by SARS-CoV-2 during pregnancy
manifested some degree of white matter disease, of which 16
(BE.5%) had exclusive white matter involverment and owo (11.2%)
subjects had concomitant imvalvement of desp white matter and
cerebral basml ganglia (thalami and candate nuclei). Another
significant finding of the morphometric US studies was the
persistence of increased echogenicity in the affected areas at the
routine follow-up uhmsoand stody, performed 4 weeks after the
imitial =cam, in all the abnormal cazes. At reeevaluabon, it was
passible to characterize an increase in the extent of the affected
areas i three individuals (166%) who evolved from  initial
exclusive deep white matter besions to additional abnormalities in
the basal ganglia, in total, the caudate mucled and thalami.
Although the correlation of basal ganglia changes with the
dinical COVID-19 syndrome is still unclear, it is thought to play
Jmhinll'helnmg-hﬁuﬂ_dlmplhnlmiuﬁnu have shown,
manifesting as  bie-onset post-COVID-19  symptoms, with
delayed newrological development and failure to  achieve
neuropsychomotor milestones at specific ages {25, 26).

4.3. Hemodynamics findings (Doppler
evaluation)

Our data regarding intracranial blood flow analysis in both
groups suggest a relevant trend of decrease in R (resistance) and
PI (pulsatility) indices in the SARS-CoV-2-exposed group when
maternal infections occer in the last 14 days of gestation and
critical cases. This fact is thought to be a consequence of
systemic adaptation io the persistent inflammatory condition that
may be present evem after the first 14 days of acate viral
symptoms (27, 28). Cases of carly maternal infection with SARS-
CoV-2 during pregrancy, especially in the first and second
trimesters, would allow soficient time for  arterial  fow
autoregulation to settle and the systemic imflammatory respomse
to sabside

Soch hemodynamic adaptation fndings hawve been widely
reported in the literature for other conditions predispesing to
brain injury, such as hypoxic-ischemic injury, metabalic damage,
and  systemic  inflammatory  conditions  [S]RS=—systemic
inflammatory response syndrome) (29, 30}, generally indicating
situations in which the bmin has incressed metabolic demands
and a significant increase in intracrandal blood flow is required.
In fetal lfe, an analogous situation is classically demonstrated in
mﬂnf‘dllhlﬂntﬁiﬂerﬂﬂl—u‘ﬂh‘i:ﬁun[luﬁﬂ},wbﬂlﬂu
the detriment of visceral and peripheral Bow (31=13).

Unlike other wiral infections with the wellknown
transplicental transmission, swch as human cytomegalovimos
[CAIV), rubella virus, parvovimes BI9, and Fika vimns (ZIEKV), the
worst  pregnancy outcomes in SARS-CoVel infection  were
ohserved in latesstage pregnancies. This finding is consistent with
the current literature, as current evidence does not demonstrabe
that SARS{oV.l represents efficient transplacental wiros
tr.numiniuuurd.ir-n:l&u]mml]-lhm:rﬂl,.’-iﬂ.
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4.4. Elast

raphy findings (shear-wave
elastograp

assessment)

To oar knowledge, no previous study has assessed elastography
parameters of the brin parenchyma in infants exposed to SARS-
CoVe2 during pregnancy. The few publications in the pediatric
literature include small case series of healthy individuals aimed at
suggesting standard elastography wvaloes for nommal brain
parenchyma in meomates {36, 37). (ther zimilar studies hawe
been conducted in mice with anatomopathological correlations
{38, 39). Experiments in mice achieved a significant level of
agreement with human brain values, presumably related to the
very similar ebsticity coefficientsfenergy densities () of mouse
and human brainz.

When the elastography data of our study groups were analyzed,
significant differences were found between SARS-Co¥-2-exposed
newborns and the unexposed group i ferms of the elastic
modulus of the brain parenchyma. All regions of interest {ROs)
showed a reduction in the elasticity coeficientiVoung's modulus
{E] in the SARS-CoV.2-exposed groap.

The elastography pattern differences between bath groups were
more pronounced in the DWM deep white matter zome [ROI
number 1) when compared to other regions of analysis such as
subcortical white matter and the frontal costex. A plansible
hypothesis is related 1o differences. in the tissular composition of
these regions, with a predominance of myeln in the deep white
mmatier (40 Cnmi.dﬂ'i.ng:lmll'lz.qenfl]u mb_pl:u {66 minnths
of adjusted chronological agel, our ROI at the DWM was
expected to be myelinated at this stage, different from the
subcoriex or fromtal cortical zooes (41=43). These elements
suggest that brain fndings related to SARS-CoV.2 exposare
during pregnancy may be duoe, to some extent, to changes in the
amount of myeln in the cerebral tizsue, knowing that those with
less myelin present a decrease in their elasticity coethcients,
corresponding to a reduction in stiffoess. Another possible
mechanism could be mild intra=myelinic edema. in which the
inflammation causes an increased water content in the cerebral
tissue, thus leading to a decrease in tssue stiffness.

Char Andings are consistent with recent studies investigating the
impact of SARS{oV-2 infection during pregrancy on pediatric
in (ktober 221 aimed o aszess the association between
maternal SARS.CoV.2 infection during pregnancy and offspring
beain development using MRI scans {44). The study followed 55
infants born 0 mothers with SARS-CoVWe2 infection during
pregrancy. The researchers found that infants born to mothers
with SARS-CoV-2 infection during pregnancy had reduced
cortical thickness in the left superior temporal gyrus, which & an
important beain region for language and social communication.
with newrcdevelopmental conditions such as autsm spectrum
disorders. The stody suggests that matermal SARS-Col¥e2
development, particularly in brain regions important for language

and social communication.
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Protocols with a more clinical focos incuded a study
published in January 2022 (45) that followed 205 children born
to mothers with SARS-CoV.2 infection during pregnancy and
found that children borm to mothers with SARS=CoWV.2
infection during pregnancy had an increased risk of
developmental delay at 12 months of age compared to children
born to mothers without SARS=Co¥.2 infection. Another study
published in August 2021 (45) foand that children born to
mothers with severe or critical COVID=19 during pregnancy
had a higher risk of cognitive, motor, and language
developmental delays at & months of age compared to children
born b0 mothers withoot COVIDE19. The study followed 150
infants bormn to mothers with COVID=19 and 150 infants born
to mothers without COVID=19.

It is worth noting that these studies hawe limitations, and
more research is neesded to fully understand the potential
effects of SARS«CoV.l infection during pregnancy on
pediatric newrodevelopment. Howewer, the Bodings suggest
that healthcare providers should closely monitor children born
to mothers with SARS.CoV.2 infection during pregnancy for
any signs of developmental delays or neurcdevelopmental
dizorders.

4 5. Limitations

Causal associations between SARS-CoV.? infection and
adverse perinatal outcomes have been suggested in dlimical
stindies but have mot been definitely established, as there are
many potential confounding factors involved. Among these, we
should emphasize that mothers infected by SARSCoVa2 during
pregnancy are often prone to gestational complications, including
adverse hirth conditions, preterm labor, and maternal and
neonatal hypoviae=factors that may themselves lead o CNS
damage Contrulling all of these factors can be challenging. Cur
study attempded to control for some of these possible biases with
covariance amalysis techniques. However, manmy characteristics
related o clinical maternal status, such as  gestational
hypertension, dishetes, previous lung diseaze, and obesity,
persisted in our sample for both groups and may affect
neurodevelopmental outcomes in infanis. It iz also relevant o
consider that most of owur sample was composed of outpatients,
so the severity of matermal infection was predominantly mild to
miosderate, and there was a quantitative disproportion between
case and control groups, given the context of multiple lockdowns
and subsequent SARS-CaV-2 vaccination==the latter being one of
the exchasion criteria for the control group. We acknowledge the
substantial difference in the sample size betwesn the cazes and
controls, and the possibility of introdocing bias as a result.
Because infant outcomes of matemal SARS-CoV-2 exposure
during pregnancy are poorly dehmed to date, an accuarate
prospective sample size estimation for cases and controls was not
feasible. However, a post hoc analysis was performed to estimate
the namber of controls needed to mainkin a probability of error
{alpha} of 0,05 with a power of 0.8 using the relative frequency
of abnormal imaging fndings in the cases. We uzed a likelibood
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ratio test to estimate the sample size needed for controls and
f:nmdllan’:il.Thu.w:hdineﬂulﬂxmnlmlimnpinm
study s sufficient for our research questions. Furthermore, the
prospective recruitment of ouwr comtrols involved randomby
selecting individuals from a lirge representative population in
our universal puhlic health system

5. Conclusion

SARS-CoV-2 infection during pregnancy is associated with
encephalic changes in a relevant proportion of cases,
predominantly affecting the cevebral deep white matter (DYWM).
The characeristic SARS-CoV-2-rebatrd pediatric lenkopathy i
manifested in meuwroimaging with increased echogenicity and
decreased elasticity coefficients in the DWHA, ie., reduced stiffmess.
These findings open up a spectrum of research possibilities
r@dﬂ&@ﬂﬂ:mﬂmﬂmﬂcﬁﬂbﬂdm
The description of the consequences of infection in long-term
follow=up may provide a better understanding of the disease and
its imypact on the central mervmas system.

Future research using correlated axial methods, such as magnetic
resonance imaging and tractography, may contribute to predicting
brain  areas more  vulnemble to  SARSCoVeZerelated
encephalopathy and delineating regions with a propensity for
decreased myelination. By understanding the neuroimaging
correlates of SARS-CoV.2 infection in the perinatal period, this
study could provide a more complete pictare of the presentation
pattern in the brain of SARSCoVe2eexposed individuals during
al@mrﬁﬁmw‘nhﬁddm:rﬁhwﬁgmtﬂuﬂﬂm-
CoV.2 infection will allow the evahmtion of clinical correlates and
the early prevention of neurodevelopmental sequelae.
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APPENDIX A —

Acquisition of color Doppler and spectral images, measurement of hemodynamic indices
in the main intracranial arteries

Figure Al. Transcranial ultrasonography images in B-mode (grayscale) coronal view for evaluation
of the deep white matter over the anterior fontanelle; and Doppler flowmetry of the major
intracranial arteries.
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Figure A2. Transcranial ultrasonography images in B-mode (grayscale) coronal view over the
anterior fontanelle, with color and spectral Doppler for evaluation of hemodynamic indices in
the middle cerebral artery.
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Figure A3. Transcranial ultrasonography images in B-mode (grayscale) sagittal view over the
anterior fontanelle, with color and spectral Doppler for evaluation of hemodynamic indices in
the pericallosal artery.
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Figure A4. Transcranial ultrasonography images in B-mode (grayscale) coronal view over the
anterior fontanelle, with color and spectral Doppler for evaluation of hemodynamic indices in the
basilar artery. Velocities are expressed in cm/s, dimensionless IR, and IP indices.
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APPENDIX B -

Acquisition of gray scale images for real time fusion with elastography map (Shear Wave
Mode) and demonstration of module “E” measurements acquired in regions of interest
(ROIS) in the brain.

Figure B1. Shear-wave US elastography with color map in the region of the basal ganglia and
deep white matter, demonstrating the acquisition of measurements in six regions of interest
(circular ROIs), in the coronal plane. Elastic modulus measurements in the regions of interest
expressed in kilopascals (kPa).

—

CRONAL

CAUD .1
TALAMO .2

Figure B2. Shear-wave US elastography with color map in the region of the thalamus and caudate
nuclei, demonstrating the acquisition of measurements in four regions of interest (circular ROIs),
in the coronal plane. Elastic modulus measurements in the regions of interest expressed in
kilopascals (kPa).
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Figure B3. Shear-wave US elastography with color map in the region of the cortex, subcortical
white matter, caudate nucleus, and thalamus, demonstrating the acquisition of measurements in
four regions of interest (circular ROIs), in the sagittal plane. Elastic modulus measurements in
the regions of interest expressed in kilopascals (kPa).

Figure B4. Shear-wave US elastography with color map in the cortico-subcortical interface
region, including frontal cortical gray matter, juxtacortical white matter, and deep white matter,
demonstrating the acquisition of measurements in three regions of interest (circular ROISs), in the
coronal plane. Elastic modulus measurements in the regions of interest expressed in kilopascals
(kPa).
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Figure B5. Shear-wave mode US elastography with color map in the cortical-subcortical interface
region, including frontal cortical gray matter, juxtacortical white matter, deep white matter, and
basal ganglia, showing the variation of the color map according to the elastic modulus of (E) in a
patient whose mother was exposed to SARS-Cov-2 infection during pregnancy, with reduced
elasticity affecting the basal ganglia bilaterally (areas shown in blue) and some zones of the deep
white matter. Other zones in blue correspond to CSF circulation spaces, with mostly low “E” values.
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Supplementary Table 1C. Maternal and pediatric clinical conditions/comorbidities
distributed between the group exposed to SARS-CoV-2 infection during pregnancy (cases)
and the unexposed group (control), according to pre- and post-natal assessments at
outpatient clinics.

Maternal diseases” Cases (n=201) Control (n =18) p-value®

Systemic arterial hypertension 7.4% (15) 5.5% (1) 0.1187
Pregestational diabetes 6.9% (14) 5.5% (1) 0.1174
Pulmonary disease 7.4% (15) 0 0.1335
Cardiac disease 2.9% (6) 0 0.1208
Obesity 10.4% (21) 5.5% (1) 0.1276

Groups

Infant diseases/comorbidities® Cases (n=201) Control (n =18) p-value®

Anemia 18.9% (38) 11.1% (2) 0.1420
Malnutrition 4.9% (10) 5.5% (1) 0.1123
Obesity 2.4% (5) 0 0.1196
Bronchospasm 7.9% (16) 5.5% (1) 0.1201
Miscellaneous 22.3% (45) 16.6% (3) 0.1371

* values expressed as percentage and frequency, as % (n).

# p-value calculated by Fisher’s test. Level of significance at 0.05 (p-values>0.05 - no significant
difference between groups).

&Conditions diagnosed during the first 6 months of clinical follow-up. Anemia was defined as
hemoglobin <11 g/dL, undernutrition was defined as weight-for-age z-score <-2 SD, obesity was
defined as weight-for-length z-score >2 SD, and bronchospasm was defined as a physician
diagnosis of asthma or wheezing. The miscellaneous category included: rhinitis, dermatitis,
cow’s milk protein allergy (CMPA), and gastroesophageal reflux disease (GERD).
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Abstract

Background: A growing body of evidence suggests that SARS-COV-2 mfection during pregnancy may affect matermal-fetal
outcomes and possibly result in implications for the long-term development of SARS-CoV-2—exposed children

Objective: The PROUDEST (Pregnancy Crutcomes and Child Development Effects of SABRS-Col-2 Infection Smdy) is a
multicentsr, prospectve cobort study desizned to elucidate the repercussions of COVID-19 for the global health of mothers and
their children

Methods: The PROUDEST wial comprises 2 prospective, sequantial subsmdies. The PREGNANT subsmdy will clinically assess
the effects of SARS-Co"-2 infection on pregnancy, childbirth, and puerperium from 8 mechanistic standpoint 1o elicidate the
pregnancy-related inflammatory and mmmnological phenomena imderlying CORID-19. Pregnant women aged 15-40 years who
have been exposed (proven with laboratory tests) to SARS-CoW2 (zroup A; n=300) will be compared to contrel subjects with
no laboratory evidence of in-pregnancy exposure to the vims {group B; n=300). Subjects exposed to other infactions during
pregnancy will be excluded The BORN substudy is a long-term follov-up smdy that will assess the offipring of women who
earolled I the prior substudy. It will describe the effects of SARS-CoV-2 exposure during pregnancy on children’s gromwih,
neursdeelopment, and metabolism from birth up te 5 years of age. It inchudes two comparison groups; group A {exposed; n=300)
comprises Children born from SARS-CoV-I—-exposed pregnancies, and group B (conirels; p=300) comprises children bom from
nomexposed mothers.
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Results: Recruitment bagan in faly 2020, and as of Tamuary 2021, 260 premmant women who were infacted with SARS-Col-2
fhuring premnancy and 150 newboms have been inchided m the study. Data anabysis is schedulad to start after all dara are collacted.
Conclosions: Upon completion of the siudy, we expect to have comprehensive data that will provide a betier understanding of
the effects of SARS-CoV22 infection snd related inflanvmatory and immounological processes on pregnancy, pusrperim, and
infancy. Our findings will inform clinical decisions regarding the care of SARS-Co'V-2—exposed mothers and children and support

the devalopment of evidence-based public health policies.

Trial Registration: Brarzilian Register of Clmical Trials RBRGSQ352; hitps:/fensaiosclinicoes gov br'ie/RBR-63gms2
International Registered Report Identifier (IRRID): DERRI-10.21946726477

{JMIR Res Protoc 2021;10(4):¢26477) doi: 10,2196/26477

EEYWORDS

SARS-Co\-2; COVID-19; premnancy; neonste; children; outcome; development; prospectve; cohort; women; fems; haby;

implication
Intraduction

Background

The nanmal history of COVID-19, a disesse caused by
SARS-CoV-2, is stll being written. Individuals infected with
SARS-CoV-2 may present with a broad spectum of climical
manifestations, from no symptoms to dramatcally progressive
dizease sympioms that evenmually result in death [1,2]. Some
individuals develop intemse inflammatory and procoagulant
Tesponses that can result in severs pulmonary damage which
is the main canse of COVID-19 morbidity and morrality.

The pathophysielogical phenomena that mke place in other
Inmnen tssues that are potentially targeted by SARS-Col-2
need further imvestigation. A central mervous system viral
topism has been postulated based on reperts of newrological
gvenis such as siroke, acute hemorrhagic encephalopathy,
saimres, and the loss of smell and faste [34].

To date, little is Imown about the effects of COVID-19 on
women during prepnancy and puerpernme [38] and its
cansequences for nwomen’s offspring (from the neonatal pericd
through the first years of life) [7-9]. Thus, there is still a lack
of a robuast evidence base for the proper management of thase
methers and children

Data from previous epidemics of viral-indaced respiratory
distress syndrome have shown that pregnant and puerperal
women have a high risk of developing life-threatening climical
putcomes [10]. These generally worse outcomes have been
armibuted to physiclogical changes in the fmmune and
cardiopulmonary systems that ocour during pregmancy [11].
Examples of epidemics include the HINI influenza, SARS-CoV
(severe acuie respiratory syndrome coronavirus), and
MERS-CoV (Middle East respiratory syndrome coromavims)
epidemics during which prernancy mortality rates reached 2 7%
[10,12,13)

Despite the smuctural similarities between coronavirses, the
inirial repoms for pregnant women with CCOVID-19 showed
lower rates of imtemsive care umit admission, oromacheal
intabation, and death during the SARS-Col-2 outbreak than
thoss during the SARS-Cot" and MERS-C o' ourbreaks [9.13].
Horvever, more recent papers have shonm higher morbidiny and
mortalify rates among pregnant women than those among

Bt s s ong/ 0 T| Hic2647T

nonpregnant wemen. Several aspects of embryo implantation
[14], placental development [15], and delivery dynamics [146]
seam o be impaired by the inflammatory response driven by
immune cell subiypes at the maternal-fietal interface [17]. Such
phenomena may precipitate preeclampsia, spontanecus sbortdon,
infrauternge growih resiriciion, and premaiure birth [18-21].

Miost of the svailable data on pregnant vomen exposed fo
SARS-Co\-2 were obtained during the second half of
pregnancy. Thus, SARS-CoV-2 infection during all stages of
pragnancy, including the earty stages of gestation has not been
fully imestgated. MNeverthelsss, as the disease spreads
worldwide, more women are being exposed to the vims durng
early gestation snd muidgestation, snd new data have besn
accruing [22].

Studies evalusting the vertical Tansmission of SARS-Cot-2
are still meonchasive [6,23-25]. Ivestzatons of placentas from
women infected with SARS-CoV-2 have suggested that there
is 3 bowr likslibood of viral mansplacental mansmission. However,
the potentizlly hazardous effects of inflammatory and
prothrombetic  eovitonments on placental fimction and
consequenity, fatal growth could mot be mled ot [26-25].

To date, the fern reporis on posmatally infected neanates have
shonn that they exhibit either no sympioms of mild clinical
forms of COVTD-19 with faverable oatcomes. Honever, the
youngzer the infanr is, the hirher the risk of critical outcomes
[22.29]

Maternal SARS-CoV-2 infaction would potendally expose a
famus not only to direct viral effiects but also to the placental
miflammatory response and the maternal cytokome stonmm [3,7.22].
Such processes and their consequences have not besn
extensively smdied The understanding of these phenomena
should conmribute to the proper management of children bom
o modhers imfected with SARS-CoW=2.

A case series on the climical aspects of newboms of
COVID-10—exposed mothers reparted a low rsk of adverse
ourcomes for late pregnancy exposure and stated that there is a
paramount need for close follow-ups [30]. Other reports have
presented data showing no adverse effects on neonates bom o
maothers whe tested positive for COVID-19. Furthermore, L
etal [31] described 19 completely asympiomatic neanates from

PR Rcs Protoc 2021 | vl 10| ©a. 4 |<26477 | p 2
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A few smdies hovever have reported thar SARS-Col-2
tesi-negaiive neonatss bom to mothers who tested positive and
developed critical illnesses mipht present ominous climical
profiles. This is suggestve of the potental impact of
inflammatory processes on fetal physiclogy. Romapsno ef al
[32] reported a prevalemce rate of §.0% for sympromatc
pregonant women infected with SARS-Col-2 amomg 1053
deliveries at a large hospital network in Mew Jarsey, United
Srates. They reporied that 8 pregnant womsn were critically ill
and 7 mpeonates tested | megafive (Via Ieverse
manscriptase—polymerase chain reaction [RT-PCRT); | necnate
was not yet deliverad at the tme of testung. All neonates were
preterm and appropriataly sized for therr gestational age except
for one {small for their gestational age). They vere all separated
from thelr mothers afier delivery, and all of them developed
Tespiratory disiress and required necnatal mfensive cars umit
admission Anemiz and hyperbilingbinemis of prematurity,
temperanme instability, and feeding problems. were reporied in
some of the neonates.

Several other siudies have reporied sympioms among
SARS-CoV\-2 fesi-pepaiive neonates bom to mothers with
CONVT-19, such as rashes [33], facial ulceration [33], the need
for nominvasive oxyEen support [33], ransient mphocytopenia
[34], impairad liver fimctiom [34], disseminated inmavascular
cozgulation, and even mmltple organ failare leading to death
[35]. There are many critical questions regarding the standards
of care for SARS-Co\-2—exposed pregnant women and their
offspring that have yet 1o be answeared and guidalines are sill
being developed aroumd the world [5.36,37]. Therefore, the
overall purpose of this study is o describe the effects of
in-premnancy SARS-Co=2 infecton and related mflammatory
and immumological phenomens on  the bealth of
SARS-CoV-2—exposed vromen and thelr offspring.

Objective
Chur specific aims are (1) to sudy the effects of COVID-19 on

meaternal and obstemic morbidity and morrality, including those
of indicators such as preeclampsia, aborton, fatal malformation,

Femandes et al

f=tal pronvth, and premature birth; (2) to imrestizate the presence
of SARS-Co"-2 and anti-SARS-CoW-2 antibodies in the
cerebrospmal flmd (CS5F) of women with sympiomstic
COVID-19 undargoing spinal anasthesia for 3 cesarean secton;
(3) o determine the serum proinflammatory and regulaiory
cytoldne profiles of pregnant women with sympromstic
COVID-19; {4) to determine the C5F proinflammatory and
regulatory cytokine profiles of pregnant women with
sympiomatic COVID-19 undergoing spinal amesthesia for a
Ce5arean section; (3) o smdy the histopathological marksrs of
inflammatory and thrombotic phenomena in the placenta; (§)
to study the comrelations berneen the aforementioned senm and
histologic biomarkers of COVID-19 and the outcomes of
pregnancy, delivery, pusrperium, and childbirth as well as the
correlations beraresn biomarkers and short- and long-ferm health
outcomes during infancy; (7) o stdy the association betnresn
the use of maternal pharmacological therapy for Teatng
COVID-19 and offsprings” health cutcomes; (B) to evaliate the
effects of COVID-19 exposure during differsmt stages of
pregnancy on fetal neonamal and infantle morbidity amd
mortality; and (9) o evalusie the effects of in-pregnancy
COVID-19 exposure on children's somatc and neurolegical
development snd ensrgy metabelism from birth up to 5 years
of aga.

Methods

Study Design

The PROUDEST (Pregnancy Oniicomes and Child Development
Effects of SARS-CoV-2 Imfection Smdy) is 2 mmlticenter,
lonzimdingl prospective observaionsl sudy that will be
conducted in tvo sequential stages—ithe PREGNANT and BORN
branches {or substudies). Each stage will have two parallel
groups (exposed and nomexposed) for comparisons. The
PROUTDEST is desizned to address the multfaceted questions
surumiding  the mopact of COVID-19 exposure during
pregnancy on the global health of mother-child dyads (Figure
I

Figure 1. Pregnancy Cuscemas and Child Derslopmest Effect of SARS-C oV Infecton Smdy follow-up flowrchart.

Jlaa .

EFIDEMDLOGICAL
MOHITORING CLITRE

O

PF!EQM‘.HT SUB-STUDY
TIENT CLIMIC

The PREGNANT substudy will follow—mil day 21
posiparim—pregnant vomen whe are exposed to SARS-Col -2
at amy phase of gestation and compare them to 3 conrol Zroup
consisting of nonexposed preznant women. The BORN subsmdy
will fellorr the children of the women nchided in the preceding
(PREGMANT) branch These children will be allocated inte
W comparison groups (exposed and nomexposed) according
1o their mothers” in-presmancy exposure stams and will be
followed up by a nmltidisciplinary team of health professionals
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from birth up to the age of 5 years. This team will comduct
regular consultations every month up untl the children reach &
months of age, every 3 months up undl the children reach 2
vears of age, and every & months up unl the children reach 5
yvears of age. Mothers and children may attend nonschedulad
visits, a5 needed, for climical reasons as well as specific
appointments for conducting the procedures and tests describead
in this protocol.
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The PROUDEST will be conducted from Jaby 2020 to December
2026 in Brasilia, Brazil The recruitment of pregnant and
newbom dyads will be camied out by using dama from the
Epidemiplogical Surveillance Center of the Federal District.
These mother-fems dyads will be folleved up to childbirt (and
puarperium in the case of mothers) unil December 2021, which
is when the last included dyads are expecied to umdergo
childbirth in too different bospitals—ihe University Hospital
of Brasilia and Asa Morte Regional Hospital (the raference
public medical center for CONVID-19 n the Fedaral District in
Brazily. Both hospitals are located in ceniral urben areas and
are mchaded in the Brazilian public health system (Sistema
Unico de Saunde), which primarily serves the low-imcome
populsticn. Thas, the results of the PREGNANT substudy will
e published as soon a5 the analyses are completad. The children
will be follemed from childbirth up o December 2026, which
is when the last admitted neonate will num 5 years old As the
BOBN subsmudy is lengihy, partial resulis may be disclosed
during the course of the stady, but the final data sef will be made
gvailable in the second half of 2024,

Pregnant women included in the smdy must be aged =15 years.
COVID-19 exposure will be defined as a first-ume BET-PCR
test, serology test, or rapid fest that retums positve results
during pregnancy and is confirmed by a3 secomd test
Nopexposure to COVID-18 will be defined as asympiomatic
Preguant women with negative serology tests (mnwmoz]obulin
G [I2G] and immmoglebtalin B [IeM] ests), which will be
conducted at 14-21 days postpariumm.

Pregnant vomen with preexisting chromic disesses (except
dizbetes and hyperiension); those taldng contimeus medications;
those who consume wwbacco, alcohol, or other drugs; and those
with other suspected or confinmed congenital infections will be
exchaded.

MNeonates whose mothers gqualified for mclusion W the
PREGMANT subsmudy (had these women been screened) may
also be admitied to the BORN substady, even if their mothers
did not participate in the preceding branch.

Children imitially assizned to the conirol (nomexposed) zroup
who later become infected with SARS-CoV-2 (as confirmed
via laboratory tests) during follorr—up will be excluded from all
analyses (from the tme of SARS-CoV-2 infection diagnosis
orrvard). Homrever, they will continne o receive assisfance
1mder the same standards untl the end of the smdy.
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Sample Size Caleulation

Mo precise datas ars available on the prevalsnce of SARS-Cof=2
infection among pregnant women in Brazil bar internaticnal
reparts have estimated thatap to 15.3% of all prepnancies have
been exposed to the virus [38]. Recent data have indicaisd a
birth rate of 44,195 newboms per year in the Federal Dismrict
[39]. Thus, afrer considering an “nfinite™ population (=20 000
pregnant women), assuminzg a3 153%  prevalemce  of
SARS-Co'\-2—exposed prepnamcies, and accountng for a
confidence level of 95% and 8 margin of emor of 5%, the
mimimum sample size for 3 rEndom sample  of
SARS-CoV\"2—exposed women vrould ke 195, This calculation
expectedly yielded a similar number for a random sample of
SARS-Co\-2—exposed children. Ifwe sat the expected dropout
rate for the BORN subsmudy o 2%, the required mmober of
SARS-Co'-2—exposad mothers (those giving birth to the BOBIN
participants) would mersase o 234,

Crur sampling approach howrever is not tmaly random;, it is basad
on comvenience, 35 eligible subjects will presenr to the
recruimeent ceniers. The aforementonsd calculations only serve
as 3 reference for avoiding the overestimartion of the inchsion
of participants. Given the limited amount of available mowledes
regarding the effects of SARS-CoV\-2 infection on pregnancy
and child development which resulied in the eminenily
exploratory character of our smdy, we adopted an “as much as
feasible, ui no more than reasonabls” approach for defining
the sample size.

We saf an a pricri mmber of 300 SARS-Col-?—exposed women
for the PREGINANT phase. This will result in the inclasion of
the expected 300 SARS-CoV-2—exposed children in the BOBRN
phass. The subject allocation rate befween the exposed and
conirel groups was 1:1. This indicated the need for an additional
300 mothers and 300 children o constiute the nonexposed
comol groups. Hemce, the overall sample size of the
PROUDEST was set to 1200 participsnts {600 mother-child
dyads consisting of 300 SARS-CoV-2—exposed mother-child
dyads and 300 comirol dyads).

T promote participant refention and completed follow-ups at
pregnancy and pediatric oufpatient clinics, we will acdwely
search for patients via phons and email.

Procedures

A host of clinical, psychological pewrodevelopmental
biochemical, histological, and mmaging assessmenis will be
conducted in accerdance with the PROUDEST protocol (Figars
)
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Figure !. PROUDEST soady desige. CN5: cezmal nervous cystem: MEL ma2gnetc resonancs imagng: PROUDEST: Pregnancy Cuscomas azmd Child

Deralopment Effscts of SARS-CoV-21 Infecton Stady.

PROUDEST STUDY

Participants enroliment

PREGNANT SUBSTUDY

(n=600 pregnant participants)

July 1st, 2020, to December 31st, 2021,
Gestational data

Epidemiciogical profile,
symptoms and gestational age
during infection with SARS-Co\-2

Azzessmant of pregnancy marbidity:

fetal malformation, fedal growth restriction,
abortion, premature birth, preeclampsia, or ather
complications during pregnancy, childbirth and
posipartum period.

Analysis of the presence of the virus and
inflammatory cylokines in matermal blood,
cerebrospinal fluid if possible, and cord blood.

Pranatal data from both the pregnant women and their femses
will be gathered during the follow-up at the Pregnancy
Citpatient Clinic of the University Hospital of Brasilia. These
data will comsist of the medical and socindemographic data of
the meothers; gestational age; sympioms intervenfioms and
outcomes Telated to COVID-19 (for SARS-CoV-2—exposed
participanis); congenital infection screening results; hypenensive
disorders and other prezmancy-specific moriidites; general
health assessments; general physical examinations; routne
climical biochemisoy tests; snd ultrasound scans. Thesa scans
will ke performed berwesn gestafional weeks 11-13 and
gestational day &, from gestatonal week 22 o gestational vreek
24, and on 3 monthly basis in the third imester of pregnancy
1o assess fetal proth and merphology, placental morphology,
ammigdic fluid vebome, and dopplerfhoometry results. Matermal
blpod will be collected &t the first premaral consuliation,
regardless of gestational age. Antenatal consultatiens will ecour
monthly up o week 34, every 2 veeks betoesn weeks 34 and
36, and them weekly up to delivery. During pregnancy,
psychalogical risk assessments and mental health screens will

it e ls ong 01 Hic2657T
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BORN SUBSTUDY

{(n=600 neonates)

MNaonates
congenitally exposed to
SARS-Cov-2
(n=300)

July 1st, 2020, IDDHWmhﬂﬂ-‘lﬂ.WH

MRI: placental histology: faeding patiam at
discharge.

August 151, 2020, to December 3151, 2022

Infant and toddler data (1 mo to 2 yr)

Antropometry; physical; neurodevelopment; feading;
anergatic metabalism; commorbities; hearing
screaning, CNS imaging,

Up to December 31st, 2026
Preschocler data (2yr to 5 yr)
Antrometry, physical; neurodevelopment;
comarbidities,

be performed with the Beck Depression Inventory during the
first prenaral consultation. [440]. Individual psychological care
will be provided to pregnant women who have a Beck
Depression Ivrentory score of =12, Mothers will also be
physically snd psychologically evaluated betveen days 7 amd
21 postparmm during the PREGMANT substudy and after the
BORMN subsmady.

Al childbirth, assessments will be conducted to identify the
ocourrence of dysfimctiomal 1abor and the premature mupiure of
mempbranes, the fype of birth, and delirery outcomes. We will
also condact physical examinations and classifications of the
newhoms and antoropomeiry. The early inidsdon of
breastfesding, the need for neonatal intensive care, and the type
of mrerventions will alse be identified Maremnal bload, CSF
from vromeen 1mderEoing spinal anesthesia for a cesarean secton,
and umbilical cord blood samplas will ke collacted.

C5F will be collected immediataly before the mfasion of the
medicine for spinal anesthesia, which w1l be injected via a
sterile syTinge at an sverage dosage of 0.5 ml CSF will be
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collected in a 4-ml cryotube. Blood samples from mothers and
the mmbilical cord will be collected m a heparinized tube and
cenirifuged mmediately, and the plasma will be stored in 4-mL
sealed cryotubes. C5F and blood samples will be subsequently
stored at —&0 °C for later analysis. The assessment of blood call
counts, inflammation markers {C-reactive profein  and
procalciioning, biochemnsoy {alanine amingiransferase, aspartate
aminpiransferase, ferriting alksline phosphatase, and Lactic
debydrogenase) and SARS-Co =2 tests (RT-PCR and IgM and
I=z(5 antibody tests) will be carmied out.

Circulatng cytokine levels will be evalnated with the Luminex
Bio-Plex Pro Human Cyiokine 27 platform (Bio-Rad
Laboratories). The cyiokine profile assessment will analyze
chemokines {CXC motif chemokine ligand [CXCL] 8, OC motif
chemalgne ligand [CCL] 11, CCL3, CCL4, OCL2, CCLS, and
CHCL1D), proinflammatory cyioldnes (interleukin [IL]-1§,
IL-6, tumor necrosis facter, IL-12p70, interferon v, IL-17A, and
IL-1%), regulatory cytokines (JL-1Ra IT-4 IT-5 IL-0 TT-10,
and IT.-13), and cell gromth factors (IL-2, IL-7, basic fbroblast
gromth  factor, platelet-derived growth facior, vascular
endothelial prowth factor, pramilecyie colomy-stimulating facior,
and granulocyte-macrophage colomy-stumulating factor). All
procedures will be performed according to the mamifaciurer's
Tecommendations.

Analyses will be performed a the clinical biochemdisiy
laboratories of the hospitals whers delivery ocourred (blood call
count, C-reacdve protein, procalciioming and  routne
hiochemisiry assessments), the Ceniral Laboratory of the Faderal
District Department of Health (Laboratorio Central de Saude
Publica; SARS-Co-2 tests), and the University of Brasilia
laboratory (cyteldne profile assessments).

The placenia will be subjected to frech histopathological
analyses for assessing possible morphoelogical and histological
changas that may be associated with SARS-CoV2 infaction.
Histopathological anatysis will be conducted according 1o the
Amsterdam protocol [41].

Peripheral blood and C5F samples from the nenborms will only
be collected if there is clinical need; this will not be done par
the rounine research protocel If such specimens are made
gvailable, they will alsoe be subjected to the aforementionad
analyses,

All pewborms will umdergo neonatal scresning fests in
accordance with the recommendations of the Minisiory of Health
of Brazil Five drops of blood will be collected on filter paper
for the natonal neonatal screening program. This blood sample
will be collected afier 48 hours of Life and will be used to screen
for the following diseases: phenylketonuria, congenital
bypothyroidism, bictmidase defidency, cystic fibrosis, and
congzenital adrenal hyperplasia. Afier 24 hours of life and before
discharge, a pulse oximemy test will be performed Oxygen
sanration in the right upper limb and coe of the lower limbs
will be measured The pulse oximeiry test will be considerad
norral if oxyEen samration is 295% and the difference beiween
the limbs is mot 23%. Hearing scresming will be performed
berresn 36 and 45 hours of life by analyzing otoacoustic
emissicns.
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After hospital discharge. all neonates will be follomed up at the
Pedizimic Chaipatient Clinic of the University Hospital of Brasilia.
Child groeih and neuredevelopment will be assessed at all
visits. The first visit will be scheduled to ooour om day 15
postpariam. Afiervard, visits will be conducted monthly daring
the first § months of life. Thereafter, visits will be schedulad
every 3 monihs untl the children reach 12 months of age and
every § months unnl the children reach 5 wyears of age.
Menscheduled visits may oocur due to wgent clinical needs.
The cuipatent clinic staff {3 multdisciplinary team) will be
composed of pedisricians, psychologists, ocoupaticonal
therapisis, speach therapists, physiotherspists, and mmrses. The
psychological effects of SARSCoV-2 infacion on mothers
will be assessed with the Edinburgh Posmatal Depression Scals
[42]. This assessment will ocoar more than once unnl their
children reach & months of ags. Breastfeeding and veaning
patierns, distary habirs, nuiritional stms, and vaccinal stans
will be assessad throughout the stdy.

The assessment of children’s neurodevelopment will be carried
ot unfil they reach the §0th month of life. This assessment will
analyze Cognmitve, motor, socipemotonal, and lamguaze-related
aspacis and adapiive behavior. The evaluation will be conducted
by using the Bayley I Child Development Scals (is, the version
validated for Brazilian infamrs) [43]. From the age of 2.5 years
ooward, aspects related to intellecmal performance will also be
aszessed by using the Wechsler Preschool snmd Primary
Intellizence Scale, third editien at §-month miervals [44]

Cenmral nerrons system Imaging assessments will be carried
out via manscranial ulirasound doppler scans, which will be
performed between the 15th and 20th day of the child's life. A
brain mapnetic resonance maging scan will be performed if
altered cephalic perimeter measures, neurolegical developrment
delays, or abmormal ulmasound doppler scan findings are
identified.

Blood will be collected from SARS-ColV-2—exposed children
aged 12 and 24 months o assess their metsbolic profiles, which
will be used to identify the long-term effects of SARS-CoW-2
infection on systemic metabolism that are potentially droven by
pasiviral exposure and associzted inflammatery responses. The
examinstion will consist of assessments for energy metabolism
markers {serum lipids, ghicose, and insulin), thyreid fimction
markars (thyroid-stmulating hormone and fres thyroxine), hone
metabolism markers {parathyreid homeons, calcium phosphate
alkaline phosphatase, and 2 3-hydroxyvitamin T, adrenal tomas
indirators (adrenocoricomopic hormone and basal certisol),
and renal function markers (Mood ures nitrogsn, creatinine. and
urine analysis resulis).

Al nevbomms will imderzo extended hearing screening. Evoked
otoacoustc emission and brainstern suditory-evoked potential
tests will be performed during the child’s first year of life.
Statistical Anabysis

All data will be stored in REDW ap (Research Elecoomic Drata
Capnare; Vanderbilt University), which is a tool for building
and managing wab-based surveys and databases. All variables
will be summarized via standard descripive techmigues
according o their fype and dismbutiom. For the bivariate
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analysis, differsmces in categorical variables betnesn the
exposed and unemposed proups will be verified with the
Chi-sguare test or Fisher emact test, whereas differences in
contimous variablss between the proups will be assessed with
the Student r test or the Mann-Whimey 17 tast.

For dichotomous outcomess, binomial regression modals, which
will be adjusted based om the unbalsmced and relevant
backgroumd feanrss of the comparisen groups, will be used to
estimate the relabve risks betrreen the exposed and nonexposad
groups. Partial cormelation and general linear models will be
used to assess the associations betwesn comtnuous cubcome
wvariables and covariates; adjusmments for imbalances will be
made s appropriaie. A P value of <05 will be considered
sigmificant. The conmol group will be composed of nonexposad
mother-child dyads that mest the inclusion cteria. Hovrevar,
those with positive serology tests (IzG and IgM tests comducted
ar 14-21 days postparnum) will not be included in the conmol
group. The zroups will not be matched or paired based on age
or other variables. Hovrevar, any differences bepneen the groups
will be adjustad later via statistical means.

Ethics Approval and Consent to Participate

The PROUDEST was approved by the Resesrch Ethics
Committes of the University of Brasilia School of Medicine
(Certificado de Apresentacio de  Aprecisgio Etica
32350620.0.0000.5558) [25]. It was also registered m the
Brazlian Begister of Clinical Trals [44]. All prepnant women
partcipatng in the PROUDEST are required to sipn an informed
consent form o join the PREGMNANT branch. Likewiss, the
paricipaton of the children in the BORN branch will require
sigmed informed consent from their mothers. The &-month
Teports on the stady's stams and its partal resules will be made
gvailable to the mstmational Research Ethics Committes and
meay be publicly comsulted upon request.

Asailability of Data and Materials

At the time of the publication of this protocol, stady enrollment
and datas collection have already started, but we have mot
completed the participant recruitment and data analysis phases,
Thersfore, data sharing is not yet feasible, 35 no data sets have
been penerated or analyzed af this stage of the smdy. As partal
data become available, they will be displayed i the Brazilian
Bepister of Clinical Trials [44].

Results

The PROUDEST is i the data collecon phase Smdy
Termimeent started m Faly 2020 As of Jamary 2021, a total of
260 prenant women who were infectad with SARS-Col-2
during pregnancy and 180 nenboms from hospitals in the
Federal District in Brazil have bean includad in the study. Diata
analysis is schedunled to start after all data are collected.

Discussion

Study Implications

The PROUDEST offers comprehansive insight (from both the
obsigiric and pediaimic perspectives) imio the effecs of
SARS-Co\-2 mfection on the global health of pregnant vromen

bl frr. it
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and their offspring. Specifically, the study will fill the deep gap
inkmowledgs abot the consequences of SARS-Con -2 infection
during early gestation (ie, the period when the critcal stages of
embryomenesis take place), as women m all stages of pregnancy
will be followed The vims-indured nflammatory amd
immmmological phenomena that ocour in SARS-CoV-2—axposad
mothers during this early peried of life may have 3 partcular
impact on placental and feial physiclogy or may even be
aszociated with epigenstic signals. Therefore, these phenomena
could concervably affect the long-term ouicomes of 3 child’s
growih, development, and metsbolism.

A better umderstanding of these potential long-ferm
comsequences Tequires lempthy, prospective observatomal
sudies, such as the PROUDEST. This smdy will not only
address the clinical cwicomes associated with in-pregnancy
exposars to COVID-19 but also evaluate a host of solable tssue
biomarkers (a5 described in this protecol) with the aim of
comprehensively imderstanding the mechanisms mmderlying
relared clinical phenomena.

Crur data will add to the overall clinical and basic kmovledge
base for COVID-192, and our ultimats geal is toprovide grounds
for better managing SARS-CoV-I—exposed pregnant wommsn
and their children through direct means or by setiing the stage
for addifional smdies. In fact, the PROUTDEST opens up a broad
spectum of possibilites for firther, mltidisciplinary research
on the effects of SARS-CoV-2 infection on maternal, fetal, and
pedisric health. Furthermaore, our results might prove to be
relevant from a social perspective, as they may provide data
that support the tallered development and implemsntation of
healih policies that are specifically oriented to this partdcular
demagraphic proup.

The smdy does have several imitatons. Its observadonal nanre
limits inferences for causal associstions to some extent
Hovrever, the cobort stady design is the closest observatonal
equivalent to & clinical irial in terms of analytical pover, and
the objective of the FROUDEST does not ethically allon for
intervenfionsl experiments becanse such experiments vwould
imply that prernant woman will be randomized based om
SARS-CoV-2 infection Moreower, the purposs of the sudy is
to characierize the climical and pathophysiological phenomena
associaed with SARS-Col-2 infection during pregnancy and
infancy, not to test the efficacy of oy intervention. Thus, wa
believe that a cobort smdy is the best possible study desizgn for
addressing our objectives. The lack of random allecation for
comparison groups will be partally compensated by statsacally
adjusing for the observed imbalances. Vaccinaten for
SARS-CoV-2 will not be an exchasion criterion because due to
the vaccine's limited accessibility and srailability, thers are no
feasible methods for estimatng the proporion of pregnant
women that will receive the vaccine. However, the effects of
SARS-CoV-2 vaccination can be adjusted and analyzed in small
comimol groups that have aither received or not received the
vaccing.

The proiracted follow-up in the BOBM subsiudy is expected o
result in the dropout of several partcipants. We set a sample
size for the smdy after taking into consideraton 8 20% loss o
follorr-up rate. This mizht ensure that a sizable mmober of
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children are available for the final assessment when they reach
aze of 5 vears. Hovrever, ve cannot avoid survival biss in the
long-term data. Nevertheless, given that the contimmity of
multidisciplinary assistance will be puarantesd for all children
in the BORN branch throughout the smdy period regardless of
their withdrawal fom the snalysis or (femporary) losses to
follornr-ap, we expect that children experniencing health problems
associated with in-pregnancy COWID-19 exposars will be less
likely o drop out than those who are n perfiect health Therefors,

Femandes et al

is receiving (human milk or fornmia milk) and promoting the
praciice of breasifaeding.

Conclosions

The PROUDEST is a long-term prospectve cohorm stdy
designed to provids a comprehensive analysis of the effects of
in-pregnancy exposure to COVID-19 on women and their
offspring from a climical and pathophysiclogical standpoint.
Cur results might conmibute o the improvement of the

management of SARS-CoV-l-exposed — mother-child
dyads—through direct means or by seffing the stage for fuare
related smdies—by providing Imowledpe om the
clinical-pathophysiolegical phenomens associated with
COVID-19 exposure among this partcular population.

we do expact o have 3 sufficient mamber of children in the long
man for identifying developmental abnormalites (should they
exist), even afier some amount of dropout.

Several routine pedizmic consultatons will be emphasized in
the study, such as checking the kind of alimsntation that a child
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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-o, 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

1 Introduction

In March 2020, the World Health Organization (WHOQO)
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

asymptomatic, mild, moderate, severe, or critical (2-4). Fever,
cough, dyspnea, and myalgia were the most common mild
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 disease. Infectious diseases
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 management of
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 dirculation of the SARS-CoV-2
B.1.L1.28 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
hospitals - the University Hospital of Brasilia and the Asa Norte

TABLE 1 Demographic and clinical features of the study population.

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°4 (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)
presented 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, incuding 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 Rene Rachou,
Fundacio 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-edampsia. The HC group was further
categorized into subgroups according to pregnancy trimester,
referred to as: 1°t (n=21), 2°¢ (n=10) and 3™ (n=21).

The Table 1 summarize the major demographic and cdinical
features of the study population.

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, gystemic arterial hypertension. *Obesity, SAH, diabetes, pre-edampsia.
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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
alphanumeric codes (PRAxxxPNy and PRBxxxPNy), where “PR"
refer to the PROUDEST project name (15), “A” and “B” refers to the
hospital unit, the “xxx” represent the sequential number 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; CCLI11;
CCL3; CCL4; CCL2; CCL5; CXCL10), pro-inflammatory
cytokines (lL—ll}; IL-6; TNF-or; 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; 1L-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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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
soluble mediator detected for all HC along the 1%, 2" and 3%
trimesters (CXCL8=-0.3; CCL11=-0.3; CCL3=-0.3; CCL4=-0.3;
CCL2=-0.4; CCL5=-0.2; CXCL10=-0.2; lL—l|3=—{].3; [L-6=-03;
TNF-00=-0.3; IL-12=-0.3; I[FN-y=-0.4; IL-15=-0.5; I1L-17=-0.4; IL-
1Ra=-04; [L-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; IL-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; lL—lﬁ:—
0.2; [L-6 = 1.6 TNF-01=-0.1; IL-12=-0.2; IFN-y=0.1; IL-15=-0.5; IL-
17 = 0.1; [L-1Ra=0.1; IL-4=-0.5; [L-5=-0.1; IL-9 = 0.5; IL-10=-0.2;
IL-13 = 0.2; FGF-basic=0.3; PDGF=02; VEGF=0.1; G-CSF=-0.2;
GM-CSF=0.1; 1L-2=-0.4; IL-7=-0.2), 2" (CXCL8=-03; CCL11=-
0.2; CCL3=-0.3; CCL4=-0.2; CCL2=-0.5; CCL5=-0.1; CXCL10=-0.6;
lL—l|3=-{].3; IL-6=-0.4; TNF-0t=-0.3; IL-12=-0.3; IFN-y=-0.4; IL-15
=02; [L-17=-0.2; IL-1Ra=-0.5; IL-4 = 0.2; IL-5=-0.2; [L-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) and 3¢ trimesters
(CXCL8=-0.4; CCL11=-04; CCL3=-0.3; CCl4 = 0.3; CCL2=-0.5;
CCL5 =0.1; CXCL10 = 0.6; lL—lB:—GA; [L-6=-0.3; TNF-0=-0.3; IL-
12=-0.3; [FN-y=-0.4; I1L-15=-0.5; [L-17=-0.4; IL-1Ra=-0.6; [L-4=-
0.3; IL-5=-0.2; IL-9=-0.8; IL-10=-0.3; IL-13=-04; 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). 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 pregnant women presented a progressive
and 3"
pregnancy trimester, including: chemokines (CXCL8, CCLII,
CCL3 and CCL2); pro-inflammatory cytokines (lL—1|3, 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
CCIA, 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

decrease in most serum soluble mediators towards the 2™

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; [L-1f; IL-6;
TNF-o; [L-12; IFN-y, IL-17; IL-1Ra; IL-5; [L-9; IL-10; IL-13; FGF-
basic; VEGF, and GM-CSF. Conversely, lower levels of CCLA4,
CCL5, CXCL10, G-CSF and IL-7 were observed towards the and
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
CCL4, CCL5 and CXCLI0 (Figure 3A).

On the other hand, the proportion of pregnant women with
convalescent COVID-19 presenting high serum soluble mediator
levels progressively increased from the 17 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 IL-6, TNF-o, IL-12, IFN-y and
IL-17 (Figure 3B).

The profile of serum soluble mediators was further
characterized as the ratio (WCOVID/%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 Z"d and 3rd trimester. In
the 2 pregnancy trimester, increased ratios were observed for IL-6,
IEN-v, 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-
1|3, IFN-y, IL-17 and IL-13 (4x increase), CCL2, TNF-o (7x) along
with IL-1Ra, IL-9, GM-CSF and FGF-basic (5x, 9x, 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 (CXCLE,
CCL11 CCL3, CCL4, CCL2, CCLS, CXCL10), and (B) pro-inflammatory cytokines (IL-1f, IL-6, TNF-c., IL-12, IFM-v, 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 wormen 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™ (T n=7), COVID 2" (@ n=34),
COVID 3™ (Ml n=48). The measurerments 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 interguartile 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

"¢” for comparisons with the !, 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™ (M. n=21), and COVID 1* (C] n=7), COVID 2" (I n=34),

COVID 3™ (Ml 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 miatching 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 displayed a predominance of regulatory cytokines in the 1™
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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3.4 Descriptive analysis of serum soluble
mediator networks in convalescent
COVID-19 patients at distinct

pregnancy trimesters

In order to provide a more comprehensive overview of the
network connectivity between serum soluble mediators in pregnant
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 (CXCLS,

CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCLS, and CXCLA0), pro-inflammatory cytokines (IL-1p, IL-6, TNF-c, 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-C5F, 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™ (Ml n=21) and COVID 1** ([, n=7), COVID 2" (I, n=34), COVID 3™ (I 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

d

soluble mediator detected for all HC along the 1= 2" and 37 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 serurn 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 (3COVID/%HC) was further calculated and presented in orbital
graphs. The ratios of each serumn soluble mediator along the 1, 2" and 3™ trimesters are provided in the figure, underscored as decreased (<0.3x,

blue), unaltered (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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Data analysis demonstrated that the number of preserved
attributes referred to as common in HC and COVID (z5 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, 1L—1|3, IL-12,
IL-15, IL-1Ra, [L-5, IL-9, IL-10, GM-CSF, and IL-2; 2" IL-6, TNF-
a, IL-1Ra, IL-5, IL-10, GM-CSF and 3":IFN-7, IL-1Ra, G-CSF, and
GM-CSF.

The number of lost attributes referred to as HC-selective (25

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 symptomns 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=21and 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=CCL5 and 7=CXCL10); Pro-inflammatory — PROc (red nodes — 8= IL-1B; 9=IL-6; 10= TNF-q; 11=IL-12; 12= IFN-vy; 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°4 trimester (n=15) compared to 1* (n=10) and
3¢ (n=9). In detail: 1%: CXCL8, TNF-ot, IFN-y, IL-17, IL4, [L-13,
FGF-basic, VEGF, G-CSF, and IL-7; 2% CXCL8, CCL11, CCL3,
CCL2, IL-1B, IL-12, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-9, IL-13, FGF-basic,
VEGE, G-CSF, and IL-7; 3" CCL11, CCL3, IL-1B, [L-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 =5 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 (25 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=21and
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 serurn soluble mediator networks of COVID and HC subgroups along the pregnancy trimesters. A color key was used to
underscore the serumn soluble mediators with > 5 strong correlations (towards red). (B) A summary of preserved (>5 in HC and >5 in COVID), lost (55
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 (25 strong correlations in  using PCA to verify the ability of serum mediators to cluster

COVID and <5 in HC) (Figure 5B, bold underline attributes). 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

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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although convalescent COVID pregnant women could be dustered
apart from the HC when considering all trimesters together, the
segregation profile was more evident when the COVID and HC
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Multivariate Analysis of Serum Soluble Mediator Signatures in Convalescent COVID-19 at Distinct Pregnancy Trimesters

All Trimesters

&
L]

3rd Principal Component

azf

] ad (5]

ooz

e

A

Y a8 08

2rl Prineipal Companant

1% Trimester | |

2 Trimester

| | 3rd Trimester

e o

§ o2 ¥ 02
i .,
£ i .
3 5 ”
: £
H
E o2 y A o0z
v
' 04 oo
v
'JE. 0:4 C-Z o az C:.ﬂ 06 [ 1) C:i 0z
2nd Princioal Companent
FIGURE &6
Multivariate ar

were taken
MATLAB software as described in |
the grouping of convalescent CO\

subgroups were compared at matching gestational trimesters
(Figure 6). Vector analysis conducted in the 1°* trimester
indicated that CXCL8, CCL3, CCL5, IL-1B, TNF-o;, IL-12, 1L-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 CXCLI10, lL—1|3, TNF-a, IFN-y,
PDGF and GM-CSF (Figure 6).
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19 vs HC and subgroups according to pregnancy trimesters.

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,
including IL-6, TNF-oi and IFN-v, 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
remain scarce. It has been proposed that the immunomodulation
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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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 [L-6, TNF-ot and IFN-y in comparison to
healthy pregnant women at matching pregnancy trimesters.

Successful pregnancy requires finely coordinated communication
between the maternal and fetal microenvironments. Cytokine signaling
pathways participate as mediators of these communications to
guarantee healthy pregnancy. From the existing data available, there
is no consensus trend for the changes observed for IL-6, TNF-o and
IFN-7y during pregnancy (16). Several studies have demonstrated that
IL-6, TNF-0 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-o. 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-or and IFN-y during
healthy pregnancy, there is a consensus that the establishment of a
pro-inflammatory microenvironment 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
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 presented a preserved number of correlations throughout
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-1at and IL-1P functions and modulates their biological effects
(39). It has been previously demonstrated in experimental models
that high [L-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 [L-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
central role in vasculogenesis and angiogenesis, which augments
vascular endothelial cell proliferation, migration, and survival.
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-bom growth and development related
to altered angiogenesis.

Our data also demonstrated that [L-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 CXCLS8, 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 CXCLS 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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UNB - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE ‘G 8ras -
DE BRASILIA

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 32350620.0.0000.5558

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

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.055.854

Apresentacgéo 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 0s bebés
nascidos dessas gestacOes, no periodo de junho de 2020 a junho de 2025, com o intuito de avaliar 0s
efeitos da COVID-19 na gestacao, puerpério, periodo neonatal e desenvolvimento infantil de criangas
nascidas de maes sob infacgdo por COVID-18

Objetivo da Pesquisa:

Os autores relatam que pretendem determinar os efeitos da infe¢édo por SARS-CoV-2 na gestagéo, parto e
puerpério @ comparar os achados clinicos, imageologicos, laboratoriais e de desenvolvimento a longo prazo
entre filhos de maes expostas e nao expostas a infecgao pelo SARS-CoV-2 durante a gestagao 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, malformacado fetal, distirbios 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 presencga de marcadores

Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universilirio Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicing

Bairro:  Asa Norle CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
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inflamatdrios no sangue matemo, sangue do cord&o

umbilical &, naguelas mulheres submetidas a raque anestesia para cesarea, no liquor. v, Invastigar a
presenca de sinais histologicos efou

marcadares maleculares no tecido placentario de mulheras infectadas pelo SARS-CoV-2vi. Avaliar o efeito
da COVID-19 nos indicadores de

morbidade e mortalidade neonatal precoce; vil. Avaliar o efeito da COVID-19 nos indicadares de avaliagao
de sucesso do aleitamento materno;viil.

Hvaliar o efeito da COVID-19 na saldde global de criangas filhas de maes infectadas em qualguer fase do
periode gestacional € neanatal precoce; ix,

Avaliar o efeito da COVID-18 no desenvolvimento somatico, metabolismo energético e neuroldgico de
criangas filhas de maes infectadas em

qualguer fase do periodo gestacional e neonatal precoce

Avaliagac dos Riscos e Beneficios:

& aulores raferem que fraia-se de estudo conziderado  de risco minimo.

Existe risco de constrangimento por ter sido portadora de COVID-18, Para minimizar esze efeito, as
paricipantes serao atendidas em um ambulatirio especificamenta criado para esse fim, além de que todos
05 dados serdo mantidos em sigilo,

A coleta de sangue sera realizada am uma veia do antebrago, com agulha e seringa estéreis. Ha risco de
equimose ou sangramento local inerente & coleta, O procedimeanto serd realizado por profissional treinado,
para minimizar qualguer complicacdo. O paciente seri crientado sobre como proceder no caso de
complicagio ralacionada ao procedimenta.

Beneficios:

Os autores consideram gue enfre os beneficios, destacam-se primeiro os de carater colativo, pois atraves
dos resultados obtidos serd possivel um melhor entendimento dos efeitos da doenca durante a gestagio e
das suas consequéncias a longo prazo nos filhos de mulheres acometidas.

Urmn impartante 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.

lgualmente, aos filhos das participantes serd garantido o acompanhamento do crescimento e
desenvalvimento no ambulatorio de pediatria.

Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeino - Faculdade de Medicina
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Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
For meio de um estudo observacional pretende-se avaliar se; a exposigao materna a infecgaoc pelo virus
SARS-CoV-2 durante a gestacao & puerpéarno esid associada a riscos direfos a propria gestacan, a gestanie
g ao feto em desanvolvimento? A gestagdo em si poderia exercer efeilo protetor sobre o bindmio mae-feto
am relagdo a formas graves da COVID-187 A exposicao intradtero & infeccao pelo virus SARS-CoV2 esta
associada a alteragao no desenvolvimanto infantil?

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao cbrigatdria:
O projeto encontra-se elaborado de acordo com as normas e resolugoes do sistema CEP/Conep com TCLE
adeguado, riscos e beneficios, critérios de inclusdo e excluséo e cronograma.

Recomendagdes:

Recomenda-se ; 1-atualizar o cronograma 2- considerando o auto custo do orcamento informar se havera
fonte de fomento 3- o5 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 é que serd oferecido um acompanhamenlo pré-natal integral, com consultas, exames laboratoriais
e de

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

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O colegiado considerou gue com intuito de nao atrasar o desenvolvimento do projeto o mesmo ficara como
aprovado. Entretanto, as recomendagdes deverio ser atendidas e serfo verificadas por ocasiao do relatdrio
parcial.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Projeto apreciado na Reunifio Ordindria do CEP-FM-UnB- 052020, Apds aprasentagdo do parecer do (a)
Relator (a), aberta a discussdn para os membros do Colegiado. O projeto foi Aprovado com as
recomeandagdes elencadas acima,

De acordo com a Resolugdo 466/2012-CONER/CNS, itens X.1. - 3.b. & XI. -2.d, este Comité chama a
atengio da obrigatoriedade de envio do relatario parcial semestral & final do projeto de pesquisa para o CEP
-FM, através de Motificagdes submetidas pela Platatorma Brasil, contados a partir da data de aprovagao do
protocolo de pesquisa e recomenda forfementa o atendimento das

Endersgo: Universidade de Brasilia. Campus nivarsitanio Darcy Ribairo - Feculdade de Medicina
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observaches elencadas.
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autar Situacao
Infarmacdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 2505/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 15564569, pdf 14:40:33 _ _
Cronograma Cronograma_Proudest.docx 25/05/2020 [GERALDD MAGELA| Aceito

14:28:52 |FERMANDES
Orgamento Crrcamento.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito

14:26:43 | FERNAMDES
Projeto Detalhado /| Projeto_detalhado.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA | Aceilo
Brochura 14:24:27 |FERMNAMNDES
| Investigador _ _
Declaracéo de Carta_pesquisadores. pdf 25/05/2020 [GERALDD MAGELA| Aceito
Pesguisadores 14:20:01 FERMNAMNDES
Declaracao de resumo_estruturado. docx 25/05/2020 [GERALDO MAGELA| Aceito
Pesguisadores 14:16:59 FERMAMDES
Declaragao de 12_Termo_de_responsabilidade. docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA | Aceilo
Pesquisadores 14:15:06 |[FERMANDES
Declaragao de Zaconeta. pdf 2505/2020 |GERALDO MAGELA | Aceiln
Pesquisadores 14:07:51 |FERNANDES
Declaragao de 25M5/2020 |GERALDO MAGELA | Aceilo
Pesguisadores 14:07:41 | FERNANDES
Declaracao de 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadoras 14:07:27 | FEBMAMNDES
Declaracao de Karina. pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA | Aceito
Pasguisadoras 14:06:58 [FEEMANDES
Declaracao de Cleandro. pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Fesquisadoras 14:06:45 |FERMNAMDES
Declaracdo de larissa. pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesguisadores 14:06:31 FERNAMDES
Declaragéo de 25/05/2020 [GERALDO MAGELA| Aceito
Pesguisadores 14:06:04 | FERMANDES
Declaragao de jose_alfredo.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA | Aceilo
Pesguisadores 14:05:43 | FERMNANDES
Declaragdo de Lizandra.pdf 25/06/2020 |GERALDO MAGELA | Aceito
Pesguisadores 14:05:20 | FERWAMDES
Declaracdo de Andreza,pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA | Acein
Pesguisadoras 14:05:08 |FERNANDES
Declaragéo de gecilmara.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA | Aceito
Pesguisadores 14:04:25 |FERNANDES
Declaracao de | 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
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ANEXO B - FICHA CLINICA

7. APENDICES E ANEXOS

APENDICE 1|
PLANILHA DE DADOQS EPIDEMIOLOGICOS
Data
MNome:
Prontudrio: | DN:
Telefones:

Estadocivil: Casada( ) Solteira { ) UmSoestével (| ) Separada/ divorciada ( )

Ocupacdo:

Idade gestacional: sem  dias G P A Altura:  Peso:

Diagnostico de COVID-19 realizado por
{_ ) RT-PCE, sorclogia ou teste ripido realizado em pessea assintomatica
{_ ) RT-PCE, scrclogia ou teste ripido realizado em pessoa com sintomas

{_) quadro clinico altarmente suspeito sem exames diagndsticos disponiveis ou com resultado em andamento

Para pacientes sintomaticos
Data de inicio dos sintomas:

Sintomas apresentados: Febre ) Tosse( ) Faltadear( ) Dorde garganta{ ) Dornocorpo( )
Congestio nasal ou conza () Diarreia ( ) Cutros (descreva)

Data de mtemacgio hospitalar: —{ ) mdo houve mtemag&o hosprtalar

Doenga pré-existente: () Sim ) Wéo
Se s Qual?

Dioengas diagnosticada durante a gestagio: [ ) Sim  { 1 Mio
Se sim; Coal?

Presenga de TORSCH diagnosticada no pré-natal: [ ) Sim 1 MNio
Se zmm: Coal?

Uso de medicamento durante a gestagBoc [ ) Sm 1 Mo
Se s Qal?

Resumo do quadro clinico e evolugdo até o presents
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PLANILHA DE SEGUIMENTO AMBULATORIAL DA GESTANTE COVID 19 NO PEE-NATAL

Datz da consulta:

Mome:

Prontuario: | DN-

Tel&f-:rn&::-

IG: _=em  _ diss | G P A | Altura:

Doenca pré-existente: [ ) Sim 1 Mao
Se aim: Qual?

Doenga diagnosticada durante a gestagdos ) Smm 1 Mao
Se aim: Qual?

Presenca de TORSCH diagnosticada no pré-natal-{_ )} Sma 1 MNao
Se zim: Caal?

Uso de medicamento durante a gestagBo: [ ) Sim 1 Mo
Se smn: Qual?

Cultura para estreptococo positiva na gestacioc O ) S5im 1} Néo 1 Mio reglizada
Apresentou intermnac#o hospitalar durante esta gestagdo: _ ) Sm 1 Mio
Se amm: Qual cansa? Quando?

Clueixas climcas:

Apresentou alzum destes sintomas zbaixo desde a altima consulta:

{_ )Febre { )Faltadear{ )Dordezarganta( Tosse{ ) Coriza{ ) Canzago
{_ )Perdadeolfato( )Perdadepaladar{ JMialgma{ )Diamrela

i Outros sintomas gripais: Quais:

Exame fisico:

AT

BCF

PA

Peso

Exame ginecologico (s2 necessario)

Ecografia obstétrica:

Data:

Archados relevantes quanto 4 morfologia fetal, placentiria ou velume de liquido amnictico? {(descreva).
Crescimento fetal: adequado () altrado.( ). Percentil de crescimento:

Dopplerflumometria: L ) Nommal () Alterads. (descreva).

Ecocardiograma fetal realizado; [ ) S 7 Mo
Seamm: () Mommal b Alterado. Qual alteracio?

Conduta;
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FICHA DE COLETA DE DADOS - FARTO E FUERFERIO IMEDIATO

IDEMTIFICACAC GESTAMNTE COVID-19 PORITIVA

Promtuario: Nome:

DM: " [ Telefones:

| T s -1 Endereca:

G B A

Doenga pre-existenta- [ ) Sim } Wao

Se gim: Qual?

Doenga dizgnosticada durante 2 gestagdoc ) Sim 3y Mao
Se sim: Qual?

Presenca de TORSCH diagnosticadanopre-patal: 0 Sim 'y Nip
Se sim: Cual?

Internagdo durants a gestagdoc . ) Sm 7 Mao
Se sim: Qual cansa?

Uso de medicamento durants a gestagio: L ) Sim | ) Mio
Se sim: Qual?

Culura de estreptococo positivana gestagdoc . 0 Sm [ % Mao { ) Niorealizads

DURANTE INTERNACAO NO CENTRO OBESTETRICO

Indicacio da imternagdo:

Fouptora premastura de membranzs: - () &Sim ¥ Nzo
Se 3im, pOr quanto tempo 318 o parto?

Gintomas gripais durante a imternacdoc . ) Sim ¥ Nio

Sesim: Quais sinfornas; £ W Febre [ Faltadear{ (Dordegargania( JTosse({ ) Coriza(
Cansago{ ) Perdads olfato {  )Perda de paladar{ AJdialzia{ Diameia

) Ouiros sintomas: Quais:

Sindrome respiratoria presents na intermacio: [ ) Sim y Mzo
Fraguéncia respiratoria maxima: i

LG
Trzhalhodeparto: _{ ) Sim  ( ) Mao

Intercomrenciz no rabzlho daparte: _{ )} Sim | } Nig
Se sim: Qual?

Inducio doparto: _{ ) Sim ) Mao

Tipo da parto: —{  }Mommal [ I Cezanes
Indicacio ds cesarea

Intercomencizsnoparto—{ ) Sm 3} Mao
Se aim: (aal?

Contato pele apelerealizado: L )} 3im  { } Wig

| Clampeaments imedisto do corddo: . ) Sim () Mo

Amamentaciona primeirahoradavida: . ) Sim  ( } MNio

Intercorrénciz no pos-partec{  § Sim ¥ Nio
Se sim- (ual?




Planilha de Dadas Meonatais

IDENTIFICACAD

Proptuario: Mome: BN de

| BI f ’ Beo: ) Faminino () hlasculino ) Indeterminado

| Lo o sem dizs Antropomeiria: P = E; om Bl T
SALA DE BARTO

APGAR Claszificag3o:

120 3% ) 10°( ) (ITermo ( )Bretermg. ( JBassrma I( JPIG { JAIG ( )GIG
EXAME FISICO

Easgies: {_JAtipica ( )Tipica

Pela: CMNormal { JAplasia ( JHemangioma ( JQutro

AC CMormal | )Sopro

AR BEALJ0 (J1 (2B (AW C)T(IE()0

AED: CMNormmal { JAlterado

Genitzlia- {_JTipica { )Atipica

Qadlise | COulani+ ()Quplai- ()0uo

Meuro: {3} Tonus Mormal ( ) Ténos Anormal

DESTING: | (3 alon () UTIN

UTIHEOMNATAL {=e for o caza)

SMAFPE II- | Dias de Internagio:

Suporte Vert. (em diasg). O2 dias Mo Invasiva: dizz[Ah

(APca [ (acIVv [ gacTa | (aTGA | (AT9F | (HP | () Mommal
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ANEXO C-TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “PREGNANCY
OUTCOME AND CHILD DEVELOPMENT EFFECTS OF SARS-COV-2 INFECTION
TRIAL”, que significa “Estudo do impacto da infec¢do pelo novo coronavirus na gestagao e
desenvolvimento de criancas” que estd sob a responsabilidade da pesquisadora Dra. LICIA
MARIA HENRIQUE DA MOTA, Universidade de Brasilia. Também participam deste estudo
outros pesquisadores, na qualidade de Coordenadores: Dra. LIZANDRA MOURA
PARAVIDINE SASAKI, Hospital Universitéario de Brasilia, e Dr. Geraldo Magela Fernandes,
Universidade de Brasilia.

Todas as suas davidas podem ser esclarecidas com os responsaveis por esta pesquisa. Apenas
guando 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 seré entregue e a outra ficard 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 penalizagéo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

> Descricdo 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 gestagéo de seu
filho (a) e o como pode influenciar no crescimento e desenvolvimento da crianga. O objetivo
deste estudo é acompanhar a evolugéo 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 satde
materna e, apos nascimento, acompanhar se ha algum impacto na saide da crianca até os 5
anos de idade. A infecgdo pelo SARS-CoV-2 ainda é muito recente e se sabe muito pouco
de sua influéncia na saude das gestantes e nos filhos de méaes que foram contaminadas
durante a gestacdo. Para participar sera necessario, apés a leitura e assinatura deste
documento, que vocé faca o seu pré-natal no Hospital Universitario de Brasilia (HUB) ou
nos servicos supervisionados pela pesquisa e posteriormente leve o seu filho para o
seguimento do crescimento e desenvolvimento no Ambulatério do HUB ou nos servi¢os

supervisionados. Os procedimentos do estudo — coletas de informacoes relativas a sua saude,
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exames laboratoriais, exames radioldgicos, coleta de sangue — ndo séo diferentes daqueles
que voce faria no pré-natal e na avaliagdo do Crescimento e Desenvolvimento do seu filho.

> Periodo de participacdo no estudo: ap6s a primeira avaliacdo, vocé devera retornar para as
consultas de pré-natal conforme a rotina habitual, ou seja, mensalmente até a 342 semana de
gestacdo, quinzenalmente até a 36° semana e semanalmente até o parto. As consultas do
seguimento da crianga ocorrerdo da mesma como orienta 0 Ministério da Saude: 1°, 2°, 4°,
6°, 9° e 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 voluntario da pesquisa: algumas gestantes podem ter vergonha ou medo de
preconceito por terem adquirido a COVID-19. Para evitar isso, criamos um ambulatdrio de
pré-natal especialmente para as participantes deste estudo, além de garantirmos que todos o0s
dados serdo tratados em segredo. A coleta de sangue para exames laboratoriais sera 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 seré realizada
por uma pessoa com experiéncia. Além do sangue, a placenta e o sangue do corddo umbilical
também serdo encaminhados para estudos no laboratério. Caso vocé ou seu bebé precisem
fazer uma anestesia ou puncdo 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 é indolor, sera realizado com a crianca dormindo, ndo sera realizado
se for necessaria sedacdo. Nao serdo solicitados exames de sangue da crianca que forem
diferentes da rotina clinica habitual, exceto para pesquisa da presenca do SARS-CoV-2 ou
anticorpos relacionados no sangue. A crianca também tera risco de hematoma (mancha roxa)
e sangramento no local da coleta que é habitualmente no dorso da méo. 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 ligacGes a cobrar).

> Beneficios para o voluntario da pesquisa: o primeiro beneficio deste estudo ndo é apenas para
voCcé, mas para toda a sociedade, pois permitira que os médicos e gestores de salde entendam
melhor a doenga e possam tratar melhor outras gestantes infectadas, assim como seus filhos.
Outro beneficio € que as participantes deste estudo que assim o desejarem terdo todas as
consultas de pré-natal, exames laboratoriais e ecografias realizadas no Hospital Universitario

de Brasilia, onde também poderao ter o parto. Igualmente, caso vocé participe do estudo, o seu
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filho poderé fazer todas as consultas de acompanhamento pediatrico no HUB.
> Sobre armazenamento e utilizacdo de material biolégico: o sangue que sera coletado no seu
braco, o sangue do corddo umbilical, o sangue da crianca e a placenta servirdo para que seja
confirmado que voce foi infectado pelo novo coronavirus, mas também pode ser utilizado para
outros estudos, caso aparecam novas informacdes e que necessitem ser avaliadas. Ao assinar
este documento vocé concorda que o0 seu sangue seja guardado e estudado em um outro
momento. No entanto, mesmo assinando agora, vocé podera voltar atras a qualquer momento,
retirando a autorizacéo.
> Todas as informacGes desta pesquisa serdo confidenciais (secretas) e serdo repassadas apenas
em reunides ou publicagdes cientificas, sem identificar as pessoas. Os dados coletados nesta
pesquisa ficardo armazenados em pastas e no computador pessoal, sob a responsabilidade do
pesquisador, no endereco acima informado, pelo periodo minimo de 5 anos.
> A Sra. poderé solicitar, se assim quiser, o relatério final da pesquisa. Também, cdpias de todos
os resultados dos exames complementares realizados nesta pesquisa poderao ser solicitadas ao
pesquisador.
> Nada lhe serd pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo é
voluntaria. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos
pesquisadores (ressarcimento de transporte). Em caso de dividas relacionadas aos aspectos
éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa do HUB-UnB no
endereco: Setor de Grandes Areas Norte 605 - Asa Norte, Brasilia - DF, 70840-901.

Afirmo que recebi uma via deste termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os
detalhes do projeto foram explicados e que manterei uma copia deste consentimento em meu

poder.

Assinatura do participante ou representante

Assinatura do Pesquisador

Local Data



