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RESUMO

A COVID-19, doenca causada pelo Coronavirus da Sindrome respiratéria aguda grave
(SARS-CoV-2), foi declarada pandemia pela Organizagao Mundial da Saude (OMS)
em 2020 e se caracteriza por alta transmissibilidade por meio de goticulas
respiratorias. Embora muitos casos sejam assintomaticos ou leves, individuos com
comorbidades apresentam maior risco de evolugao grave. Na gestacao, as alteracdes
fisioldgicas maternas aumentam a suscetibilidade a complicacbes associadas a
infeccbes respiratorias virais. Diante desse contexto, o presente estudo teve como
objetivo analisar a resposta imunoldgica placentaria em gestantes com COVID-19,
com énfase na identificagdo, quantificagao e caracterizagao fenotipica dos histiocitos
de Hofbauer, bem como na expressdao dos imunomarcadores CD68, iNOS e
esfingosina nos vilos placentarios. Trata-se de um estudo transversal, com coleta
retrospectiva de dados, realizado entre maio de 2020 e dezembro de 2021, em dois
hospitais da cidade de Curitiba. Foram incluidas 71 placentas de gestantes com
diagnostico confirmado de COVID-19 e 11 placentas de gestantes sem histérico da
infeccdo, coletadas no periodo pré-pandemia. As amostras foram submetidas a
analise histopatoldgica, imunohistoquimica e a detec¢gdo molecular do SARS-CoV-2
por RT-gPCR. A imunomarcacao foi realizada utilizando anticorpos anti-CD68,
marcador de macréfagos, iINOS, associado ao fendtipo pro-inflamatério M1, e
esfingosina, relacionada ao fendtipo anti-inflamatério M2. A quantificacdo dos
histiocitos de Hofbauer foi realizada por analise morfométrica das vilosidades
placentarias, e os dados foram submetidos a analise estatistica, considerando fatores
maternos, gestacionais e do concepto. Observou-se aumento significativo na
expressdo de CDG68 e esfingosina nas placentas de gestantes com COVID-19 (p <
0,05), indicando maior numero de histiécitos de Hofbauer com predominancia do
fendtipo M2. A expressdo de esfingosina apresentou valores mais elevados em
gestantes com COVID-19 associada ao diabetes, embora essa associagdo nao tenha
atingido significancia estatistica quando analisada isoladamente segundo fatores
maternos ou fetais. As comorbidades maternas foram mais frequentes no grupo
COVID-19 (562,1% vs. 36,36%), sem diferenca estatistica, e os disturbios hipertensivos
da gestagao ocorreram exclusivamente nesse grupo (11,3%). Nao foram observadas
diferencgas significativas quanto a idade materna, idade gestacional ao parto, peso
neonatal ou sexo dos recém-nascidos. As alteragdes histopatologicas placentarias
foram frequentes em ambos os grupos, sem diferenga estatisticamente significativa.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; placenta; células de Hofbauer;
gestantes.



ABSTRACT

COVID-19, a disease caused by the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), was declared a pandemic by the World Health Organization (WHO) in
2020 and is characterized by high transmissibility through respiratory droplets.
Although many cases are asymptomatic or mild, individuals with comorbidities are at
increased risk of severe disease progression. During pregnancy, maternal
physiological changes increase susceptibility to complications associated with viral
respiratory infections. In this context, the present study aimed to analyze the placental
immune response in pregnant women with COVID-19, with emphasis on the
identification, quantification, and phenotypic characterization of Hofbauer cells, as well
as the expression of the immunomarkers CD68, iINOS, and sphingosine in placental
villi. This was a cross-sectional study with retrospective data collection, conducted
between May 2020 and December 2021 in two hospitals in the city of Curitiba, Brazil.
A total of 71 placentas from pregnant women with confirmed COVID-19 and 11
placentas from pregnant women without a history of infection, collected during the pre-
pandemic period, were included. The samples were subjected to histopathological and
immunohistochemical analyses, as well molecular detection of SARS-CoV-2 by RT-
gPCR. Immunostaining was performed using anti-CD68 antibodies, a macrophage
marker; iINOS, associated with the pro-inflammatory M1 phenotype; and sphingosine,
related to the anti-inflammatory M2 phenotype. Quantification of Hofbauer cells was
carried out through morphometric analysis of placental villi, and the data were
subjected to statistical analysis considering maternal, gestational, and fetal factors. A
significant increase in the expression of CD68 and sphingosine was observed in the
placentas of pregnant women with COVID-19 (p < 0.05), indicating a higher number of
Hofbauer cells with predominance of the M2 phenotype. Sphingosine expression
showed higher values in pregnant women with COVID-19 associated with diabetes;
however, this association did not reach statistical significance when analyzed
separately according to maternal or fetal factors. Maternal comorbidities were more
frequent in the COVID-19 group (52.1% vs. 36.36%), with no statistically significant
difference, and hypertensive disorders of pregnancy occurred exclusively in this group
(11.3%). No significant differences were observed regarding maternal age, gestational
age at delivery, neonatal birth weight, or newborn sex. Placental histopathological
alterations were frequent in both groups, with no statistically significant difference
between them.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; placenta; Hofbauer cells; pregnant women.
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1. INTRODUGAO

A sindrome respiratéria aguda grave do coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
também conhecida como COVID-19, foi reconhecida como pandemia pela OMS
em margo de 2020 (Tolu; Ezeh; Feyissa, 2021).

O SARS-CoV-2, agente etiolégico da COVID-19, pode causar infecgoes
assintomaticas ou leves, mas individuos com comorbidades tém maior risco de
complicagdes e evolugao para quadros graves (Nobrega et al., 2021). Alteracdes
fisiologicas da gestacdo aumentam a vulnerabilidade materna a formas graves
de infecgdes respiratérias (Fenizia et al., 2020), enquanto surtos anteriores pelo
Coronavirus da Sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e o Coronavirus
da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV) ja indicavam aumento
da morbimortalidade em gestantes (Nobrega et al., 2021). No Brasil, até
novembro de 2025, foram registrados 8034 casos de SRAG por COVID-19 em
gestantes e puérperas, segundo o SIVEP-Gripe (OOBr, 2021).

As células de origem fetal, chamadas de células de Hofbauer (HBCs), séo
macrofagos placentarios que auxiliam na prevengao da transmissao vertical de
patdbgenos e na reestruturagdo do estroma, promovendo a plasticidade das
vilosidades coriénicas (Allen; Barry, 1970). Como outros macrofagos, as HBCs
apresentam diferentes perfis: M1 (pré-inflamatérios) e M2 (imunomoduladores e
reparadores) (Mosser; Edwards, 2008).

Células de Hofbauer possuem alta plasticidade funcional, com predominio
do fenétipo M2 ao longo da gestacao e maior presenga de M1 no inicio e no final
(Yao et al., 2019).. A caracterizagdo dos HBCs utiliza marcadores como CDG68,
uma glicoproteina lisossomal amplamente expressa por macréfagos (Holness;
Simmons, 1993). Além disso, a Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) esta
associada ao perfil inflamatério M1, enquanto a enzima esfingosina quinase 1
(SPHK1) e a molécula Esfingosina-1-fosfato (S1P) refletem fungdes anti-
inflamatorias dos M2 (Sica; Mantovani, 2014). Esses marcadores auxiliam na
compreensao dos papéis dos HBCs na saude e na doenga gestacional.

Sendo assim, a analise das Células de Hofbauer e de seus fendtipos, por
meio da imunohistoquimica para marcadores como CD68, iNOS e esfingosina,
€ essencial para compreender os mecanismos de infeccao transplacentaria e

seus desfechos fetais na COVID-19.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Identificar, quantificar, caracterizar fenotipicamente os Histiocitos de

Hofbauer nos vilos placentarios de acordo com o diagnéstico de COVID-19

1.1.2 Objetivos especificos

- Quantificar as células marcadas com CD68 na porcao da vilosidade de
acordo com a positividade no grupo de gestantes com COVID-19 e no grupo NAO
COVID-19.

- Comparar a expressao tecidual do imunomarcador iINOS na porcédo da
vilosidade, entre o grupo de gestantes com COVID-19 e o grupo NAO COVID-19.

- Comparar a expressao tecidual do imunomarcador Esfingosina na
porcao da vilosidade, entre o grupo de gestantes com COVID-19 e o grupo NAO
COVID-19.

- Analisar a expresséo tecidual dos imunomarcadores iINOS e Esfingosina
nas gestantes de acordo com fatores maternos (idade, comorbidades,
intensidade da doenga, etc), gestacionais (idade gestacional, caracteristicas da
placenta, etc) e fatores do concepto (Escala de APGAR, peso ao nascer, sexo,
etc.).

- Comparar a expressao tecidual dos imunomarcadores iINOS e
Esfingosina de acordo com a presenga do SARS-CoV-2 na vilosidade no grupo
das gestantes COVID-19.

1.1.3 Justificativa

A transmissdo vertical do SARS-CoV-2 ainda apresenta lacunas
importantes quanto aos mecanismos imunoldgicos que envolvem a placenta.
Sendo assim, diante da escassez de evidéncias morfoldgicas e funcionais sobre
os Histiécitos de Hofbauer em placentas infectadas, é fundamental investigar sua
distribuicdo e possiveis alteragbes fenotipicas induzidas pelo virus. Essa

abordagem pode esclarecer o papel dessas células na contenc¢ao ou facilitagéo



da passagem transplacentaria do SARS- CoV-2, ampliando o entendimento

sobre os riscos a saude materno-fetal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 APLACENTA HUMANA

A placenta € um érgao de formato discoide, medindo aproximadamente 22 cm
de didametro, espessura central de 2,5 cm e peso médio de 500 g. Em suas
superficies estdo a placa coribnica que fica de frente para o feto onde se liga o
cordao umbilical , e a placa basal que se delimita com o endométrio materno. Entre
as placas ha uma cavidade chamada espaco interviloso, no qual se projetam 30 a
40 vilosidades fetais ramificadas. Cada arvore vilosa surge de uma vilosidade do
caule fixada na superficie profunda da placa coriénica e se ramifica repetidamente
criando um Iébulo globular com 1-3 cm de diametro,que representa uma unidade
de troca materno-fetal independente (Burton, G. J.; Fowden, A. L., 2015).

Entre suas fungdes, estdo a protegao imunoldgica para o feto, o transporte
de nutrientes e oxigénio e o descarte de produtos residuais fetais; também ajudam
a reter fisicamente o concepto no trato reprodutivo, comandam o suprimento
sanguineo materno local, além de liberar horménios metabdlicos para ajustar as
necessidades do feto aos recursos fornecidos pela mae (Roberts, R. M.; Green, J.
A.; Schulz, L. C., 2016.).

Nos primeiros estagios da gestacao, o sistema imunoldgico materno € pro-
inflamatdrio, ajudando no desenvolvimento do embrido e da placenta. Com a
gravidez estabelecida, o sistema imunolégico e os trofoblastos do feto e da
placenta, liberam citocinas anti-inflamatoérias para proteger o feto do ataque
imunoldgico induzido pelo corpo da mée. No terceiro trimestre, o sistema
imunoldgico se torna proé-inflamatério novamente para induzir o parto e a
separacao da placenta apés o nascimento (Mor G., Aldo P., Alvero A. B, 2017).

Ao refletir sobre como a mée consegue sustentar, por semanas ou meses,
um feto antigenicamente distinto sem que ocorra rejeigdo imunoldgica, surge o
chamado “paradoxo de Medawar”. Proposto pelo biélogo Peter Medawar em 1953,
esse conceito descreve o enigma de como um feto semi-alogénico sobrevive no
utero materno sem ser reconhecido como corpo estranho, e, para explicar esse
fenbmeno, Medawar (1953) propOs trés hipoteses principais: A primeira é a
separagao anatdbmica entre mae e feto pela placenta; a segunda refere-se a

imaturidade dos antigenos fetais, prejudicando



sua capacidade de provocar uma resposta imune efetiva e a terceira seria pela
inércia do sistema imunologico materno durante a gravidez (Medawar, 1953).
Suas hipoteses nao foram provadas como corretas, e ainda hoje ndo se tem
explicacao para o paradoxo.

Na placenta, existe a interface materno-fetal, uma regido especializada
que equilibra o contato entre tecidos fetais e maternos, assegurando a nutri¢gao
do feto e a tolerdncia imunolégica. Durante a implantagdo do embrido,
trofoblastos fetais invadem a decidua materna e formam vilosidades coribnicas,
que entram em contato direto com o sangue materno e permitem as trocas
gasosas e nutricionais (Moore; Persaud; Torchia, 2020), assim, a placenta atua
como barreira semipermeavel, promovendo a passagem seletiva de substancias
ao feto e a eliminacdo de residuos. Também ocorre apoptose dos
sinciciotrofoblastos liberando fragmentos com Acido Desoxirribonucleico (DNA)
fetal na circulagéao materna, sendo esse ambiente regulado por macréfagos e
células natural killer (NK) deciduais, enquanto a auséncia de vasos linfaticos

limita a ativagao de respostas maternas contra o feto (Rendell, et al., 2020).

FIGURA 1 — INTERFACE MATERNOFETAL DA PLACENTA
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FONTE: RENDELL V., BATH N. M., BRENNAN T. V., 2020.

(A) Trofoblastos fetais invadem a decidua materna, formando vilosidades coridnicas em contato



com o sangue materno para troca de nutrientes e oxigénio.
(B) A placenta atua como barreira semipermeavel; apoptose do sinciciotrofoblasto libera
material fetal na circulagdo materna.
(C) A comunicagao imune materno-fetal envolve células APC, macroéfagos e células NK
deciduais, essenciais para a tolerancia imunoldégica.
NOTA: legenda modificada de RENDELL V., BATH N. M., BRENNAN T. V., 2020.

2.2.CELULAS DE HOFBAUER

Durante a gestacao, a interface materno-fetal é rica em células imunes
provenientes tanto do feto quanto da mae. Esta é formada pelas vilosidades,
originada do feto, e pela decidua, derivada da mae. Seu papel é equilibrar as
complexidades imunologicas da gestagdo, sem comprometer o
desenvolvimento do feto ou a saude materna (Megli, C., Coyne, C. B., 2021). As
células de defesa localizadas nas vilosidades placentarias, derivadas do feto,
sdo denominadas células de Hofbauer (HBCs), e foram descritas pela primeira
vez por Hofbauer em 1903, em um estudo com placentas infectadas por
Treponema pallidum (Hofbauer, 1903).

Também denominadas Histiécitos de Hofbauer, correspondem a um tipo
especifico de macrofago placentario. O termo histidcito foi introduzido por Aschoff
e Kiyono (1913) para designar células fagociticas presentes em tecidos, tendo
origem na medula O0ssea e apresentando notavel plasticidade, podendo se
diferenciar de acordo com os sinais do microambiente, como citocinas e fatores
de crescimento (Aschoff; Kiyono,1913). Dessa maneira, podem evoluir para dois
principais tipos celulares: as células dendriticas, responsaveis pela apresentacao
de antigenos ao sistema imunoldgico, ou macréfagos teciduais, especializados na
digestao de particulas e microrganismos (Busam; Amin; Pulitzer, 2010).

Os HBCs derivam de macréfagos provenientes do saco vitelinico e
representam componentes iniciais do sistema imunologico fetal. Durante estagios
especificos do desenvolvimento embrionario, precursores de macréfagos
oriundos do saco vitelinico migram para o embrido, majoritariamente por meio de
trafego intravascular, onde contribuem para a colonizagdo de tecidos
embrionarios e o estabelecimento de populagbes residentes de macréfagos
(Ginhoux et al., 2022).

As células macrofagicas descritas acima s&o encontradas em abundancia na
placenta humana do primeiro trimestre, embora estejam presentes durante toda a

gravidez. As HBCs s&o a unica populagdo de células imunes fetais dentro do



estroma da placenta saudavel. Segundo Thomas et al., os macréfagos
placentarios humanos séo identificados no primeiro trimestre e as células de
Hofbauer fazem uma protecgao adicional por toda gestagao (Thomas, et al., 2020).
As HBCs podem aumentar em numero nas vilosidades coridénicas da placenta em
caso de infecgdes, embora estejam presentes em menor numero em gestacdes
normais (Ferreira; Lima, 2018).

Reyes & Golos (2018) mostram que as células de Hofbauer apresentam
perfil semelhante aos macréfagos M2 e séo essenciais para o desenvolvimento
placentario, atuando na vasculogénese e angiogénese. Em contextos
inflamatérios, podem secretar citocinas pro-inflamatoérias, comprometer a
barreira vilosa e induzir fibrose. A expressao do marcador CD68 varia com a
gestacao, aumentando no segundo trimestre e reduzindo-se posteriormente
(Reyes; Golos, 2018).

Em um outro estudo, Gosain et al. também observaram um aumento
significativo no numero de macrofagos CD68, localizados proximos as paredes
dos vasos sanguineos fetais dentro do estroma viloso, na placenta de
gestantes portadoras de diabetes em relagéo aos controles (Gosain; Motwani;
Anupama, 2022)

2.3.PLASTICIDADE FENOTIPICA DOS HISTIOCITOS DE HOFBAUER

Existem trés populacdes distintas de macréfagos ativados, cada uma com
suas particularidades fisiologicas (Mosser, D. M., Edwards J.P, 2008). O primeiro
com perfil inflamatério associado a defesa do hospedeiro, € ativado por
lipopolissacarideo (LPS) e interferon-y (IFN-y), sendo denominado de ativagéo
classica e designado como M1. Por outro lado, estdo os macrofagos M2, de ativagéo
alternativa, possuindo funcdes de reparo, ocorrendo na presenca de IL-4, e os de
regulagao imunoldgica, induzidos por fatores imunomoduladores (Mosser, D. M.,
Edwards J.P, 2008).

A plasticidade funcional dos macréfagos permite que essas células adaptem
suas fungdes conforme os estimulos do microambiente, participando tanto da
defesa contra patégenos quanto da regulagao da resposta imune e da reparagéo
tecidual. Os macréfagos M1 estdo relacionados a ativagdo e manutencédo da

inflamacao, enquanto os macrofagos M2 atuam na modulagdo da resposta



inflamatdria, remodelacdo tecidual, eliminacdo de parasitas e manutencao da
homeostase (Joerink, et al., 2011; Martinez; Helming; Gordon, 2009). Esse
equilibrio entre os fendtipos M1 e M2 é essencial para a resposta imune eficaz e
o controle de processos inflamatérios. Os Histiécitos de Hofbauer (HBCs) também
apresentam plasticidade morfolégica e funcional ao longo da gestacéo,
modificando-se conforme as demandas do ambiente placentario (Reyes; Wolfe;
Golos, 2017). Esses macroéfagos fetais atuam na toleréncia imunologica materno-
fetal, exibindo predominantemente um fendtipo M2. Além disso, contribuem para
a homeostase placentaria, remogao de detritos celulares, regulagéo da resposta
imune fetal e para processos fundamentais como a angiogénese e a
vasculogénese (Goldstein et al., 1988).

Yao et al. (2019) em sua revisdo, demonstra a polarizagdo dos macréfagos e
seus mecanismos reguladores durante a gravidez, destacando os papéis dessas
células em processos patoldgicos. Os macrofagos podem evoluir para fenétipos
pro- inflamatérios (M1), predominantemente no primeiro trimestre associando-se
a implantacao e invasao do trofoblasto, ou anti-inflamatérios (M2) nos trimestres
seguintes, enquanto proximo ao parto, ha uma mudancga do fenétipo M2 para M1
novamente (Yao, Y.; Xu, X.-H.; Jin, L., 2019).

2.4.0 MARCADOR CD68

A proteina CD68 € uma glicoproteina transmembrana de aproximadamente
110 kDa, fortemente expressa em mondcitos circulantes e macrofagos residentes
nos tecidos. Embora sua fungao exata ainda nao esteja completamente elucidada,
sabe-se que ela € amplamente utilizada como marcador imunohistoquimico para
identificacao dessas células. Estudos demonstram que anticorpos direcionados
ao CD68 reconhecem consistentemente essa proteina tanto em mondcitos
sanguineos quanto em macréfagos teciduais, o que reforga sua confiabilidade
como marcador macrofagico (Holness; Simmons, 1993; Knapp et al., 1991).

Classificada como membro da familia das glicoproteinas associadas
a lisossomos, CD68 encontra-se predominantemente distribuida nos
compartimentos intracelulares, como lisossomos e endossomos. Essa proteina
contém um dominio produtor de muco extensamente glicosilado e apresenta a

capacidade de migragcdo rapida para a superficie celular em determinadas



condigdes (Chistiakov et al., 2017). No contexto da placenta, CD68 tem sido
amplamente aplicada na caracterizagdo imunofenotipica dos macréfagos fetais,
como os histiocitos de Hofbauer, e das células deciduais maternas, contribuindo
para o entendimento de sua distribuicdo e fungao ao longo das diferentes fases

gestacionais (Mezouar et al., 2021).

2.5 O MARCADOR iNOS

Durante o processo de resposta imune, a fagocitose desempenha um papel
fundamental na eliminacdo de agentes patogénicos, com os fagossomos se
fundindo com os lisossomos durante a fagocitose, desencadeando a produgao
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Isso acontece também no estroma
viloso, onde as HBCs também contribuem para a geracdo dessas moléculas,
intensificando a resposta oxidativa (Thomas, et al., 2020).

Nesse sentido, os macréfagos M1 produzem grandes quantidades de
citocinas pro-inflamatérias, podendo gerar 6xido nitrico (NO). Também expressam
altos niveis de moléculas MHC, que tem como fungao eliminar patégenos e células
tumorais (Sica, A.; Invernizzi, P.; Mantovani, A., 2014).

Nos mamiferos, a oxido nitrico sintase (NOS) apresenta trés isoformas
distintas: a neuronal (nNOS), expressa principalmente em neurdnios; a endotelial
(eNOS), presente nas células endoteliais; e a indutivel (iNOS), cuja expresséao é
estimulada em determinadas condi¢des (Kleinert; Schwarz; Férstermann, 2003).
Entre elas, o INOS é produzido predominantemente por macréfagos e, em
condigdes normais, mantém-se em niveis muito baixos. Sua expressdo aumenta
significativamente quando essas células sdo ativadas por moléculas pro-
inflamatodrias, produtos bacterianos ou agentes infecciosos, desempenhando um
papel importante na resposta imune e nos processos inflamataérios (Kleinert et al.,
2004).

2.6 O MARCADOR ESFINGOSINA
Os macréfagos M2 caracterizam-se pela produgéo de interleucinas, arginase

1 e da enzima esfingosina quinase tipo 1 (SPHK1), que possuem fungdes anti-

inflamatdrias e reparadoras de tecidos (SICA; Invernizzi; Mantovani, 2014). A



esfingosina gerada nesse processo é convertida em esfingosina-1-fosfato (S1P)
por meio da acao das esfingosina quinases. A S1P atua como uma importante
molécula sinalizadora, ligando-se a receptores especificos na membrana celular
e ativando vias intracelulares relacionadas a migracéo celular, resposta imune e
processos inflamatdrios (Spiegel; Milstien, 2002).

Esses macrofagos M2, também conhecidos como macréfagos regulatorios,
podem ser induzidos por diferentes estimulos, como imunocomplexos,
lipopolissacarideo (LPS), prostaglandina E2 (PGE2) e IL-10 (Mosser; Edwards,
2008). Dessa forma, exercem papel essencial na modulagédo da inflamacao e na
restauracao da homeostase tecidual, contribuindo para o equilibrio entre a defesa

imunoldgica e a reparagao dos tecidos.

2.7 O SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é o agente responsavel por aproximadamente 779 milhdes de
casos de COVID-19 notificados a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) até
outubro de 2025 (WHO, 2025). E um coronavirus que pertence a subfamilia
Coronavirinae, da familia Coronaviridae, que € composta por quatro géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (Wang,
et al., 2020).

O genoma dos coronavirus possui entre 27 e 32 kb (Brian; Baric, 2019), sendo
seu genoma composto por uma molécula de acido ribonucleico (RNA) de fita
simples, com sentido positivo (+ssRNA) (Su, et al., 2016). Trata-se do maior
genoma entre os virus de RNA conhecidos (Lee, et al., 1991).

Andlises genéticas iniciais mostraram que o novo coronavirus de 2019 (2019-
nCoV) compartilha cerca de 88% de identidade genémica com coronavirus do tipo
SARS isolados de morcegos. Estudos filogenéticos o classificaram no subgénero
Sarbecovirus, do género Betacoronavirus, destacando sua relagéo evolutiva com
0 SARS-CoV. Modelagens por homologia indicaram que o virus possui estrutura
de dominio de ligagéo ao receptor (RBD) semelhante a do SARS-CoV, mas com
diferengcas em aminoacidos-chave, que podem alterar sua afinidade pelo receptor
ECAZ2 e sua patogenicidade (Lu et al., 2020).

Estruturalmente, o SARS-CoV-2 apresenta projecdes de cerca de 200 A de

comprimento, com formato arredondado ou semelhante a pétalas, que lembram



uma coroa, caracteristica responsavel pela denominacgao da familia Coronaviridae
(Almeida et al., 1968; Brian; Baric, 2019; Su et al., 2016). Essas projegdes
correspondem as glicoproteinas de espicula (spike), estruturas fundamentais para
o0 reconhecimento e a ligagao do virus as ceélulas hospedeiras, determinando,

assim, sua capacidade de infeccao e tropismo celular (Wrapp et al., 2020).

2.8 CICLO REPLICATIVO DO SARS-COV-2

O SARS-CoV-2 inicia o processo de infecgdo ligando-se a enzima
conversora de angiotensina (ECAZ2) por meio da proteina Spike (S) presente no
envelope viral. Essa interacdo € seguida por fusdo direta com a membrana
plasmatica, mediada pela protease TMPRSS2, ou por endocitose via
endossomos, com ativagao pela catepsina L (Hoffmann et al., 2020; Jackson et
al., 2022).

Apos a fusao, o genoma de RNA de fita simples e sentido positivo € liberado
no citoplasma, pronto para tradug¢ao imediata (V'kovski et al., 2021). O RNA do
SARS-CoV-2 contém as regides de leitura abertas (ORFs) 1a e 1b, responsaveis
por produzir duas grandes poliproteinas, chamadas pp1a e pp1lab. Essas
moléculas sdo produzidas por um deslizamento especial do ribossomo e
posteriormente clivadas pelas enzimas virais NSP3 e NSP5, gerando proteinas
nao estruturais(NSP), as NSP1 até NSP16, que formam o complexo replicase-
transcriptase (RTC), essencial para a multiplicagao do virus (Snijder et al., 2020;
Kim et al., 2020).

O RTC sintetiza primeiro uma fita de RNA negativa (-), que serve de molde
para a producado de novas fitas de RNA positivo e um conjunto de mRNAs
subgendmicos, codificando proteinas estruturais (S, E, M, N) e acessorias (Kim
et al., 2020; Malone et al., 2022). As proteinas S, E e M sao sintetizadas no
reticulo endoplasmatico (RE) e transportadas para o Compartimento
Intermediario Reticulo Endoplasmatico-Golgi (ERGIC), onde ocorre a
montagem dos novos virions. O RNA gendmico associa-se a proteina N,
formando o nucleocapsideo (Klein et al., 2020; V'kovski et al., 2021).
Finalmente, os virions sao transportados em vesiculas até a membrana

plasmatica e liberados por exocitose, completando o ciclo replicativo (V'kovski



et al., 2021; Klein et al., 2020).

2.9 PATOGENESE VIRAL

Em relagcdo as vias de transmissdo, estudos tém demonstrado que os
coronavirus humanos possuem diferentes mecanismos de disseminag¢ao entre
os individuos. Estes séo disseminados principalmente por meio de goticulas
respiratorias, embora também possam ser transmitidos por aerossois e pelo
contato direto com superficies contaminadas (Li, Y. et al., 2005; Bueckert, M. et
al., 2020).

Nos primeiros relatos clinicos, os pacientes apresentavam sintomas como
tosse, alteracdes pulmonares do tipo opacidades em vidro fosco e, em alguns
casos, evolugdo para quadros de pneumonia grave. Essas evidéncias
sintomaticas sugeriram que o SARS-CoV-2 seria transmitido por via
respiratoria, além disso, esta revisdo sistematica apontou que o SARS-CoV-2
presente nas fezes € infeccioso, porém nao foram encontradas evidéncias
diretas e conclusivas de transmisséo fecal- oral entre seres humanos (Harrison,
A. G.; Lin, T.; Wang, P., 2020).

No que se refere as caracteristicas genéticas, a filogenia da proteina spike
do 2019-nCoV esta relacionada a outros coronavirus do tipo SARS da linhagem
b do género B. Esse virus € ancestral tanto do SARS-CoV humano, cuja cepa
epidémica foi isolada em 2002, quanto das cepas de SARS-CoV de morcego,
que utilizam a ECA2 para invadir e infectar as células (Wan, Y. et al., 2020).

A transmissibilidade deste virus entre humanos ocorre pela capacidade do
SARS-CoV-2 em utilizar a ECA2 humana de forma tao eficiente (Letko; Marzi;
Munster, 2020). Nesse contexto, destaca-se que a superficie da ECA2 possui
dois pontos cruciais para a ligagcdo com o virus, sendo essenciais para a
interagcdo com o SARS-CoV. A proteina spike (S) do coronavirus se conecta
ao seu receptor celular (ECA2), por meio de um dominio especifico de ligagao
ao receptor (RBD). Este apresenta um nucleo e um ponto de ligagao ao
receptor (RBM), sendo este responsavel pelos contatos com a ECA2 (Li, F. et
al, 2005).

E importante ressaltar que, além da proteina spike, outras proteinas virais

também desempenham papéis fundamentais no ciclo de vida do virus, como



revelou Naqvi e cols (2020) em sua pesquisa, demonstrando que as NSPs do
SARS-CoV-2 estdo envolvidas em muitos processos biolégicos, como no
processamento de proteinas, replicagdo do genoma viral, transcricdo e
protedlise (Naqvi, A. A. T. et al. 2020).
FIGURA 2 — ESTRUTURA DO SARS-COV-2 E SEU MEIO DE ENTRADA NA CELULA
HOSPEDEIRA
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FONTE: NAQVI, A. A. T. et al. (2020)

LEGENDA: Esquema representativo da estrutura do SARS-CoV-2 e do seu mecanismo de
entrada na célula- hospedeira. O virion apresenta a proteina S (“Spike Protein (S)”) na superficie,
bem como a proteina M (“Membrane Protein (M)”) e a proteina E (“Envelope Protein (E)”). O
material genético (RNA) esta associado a proteina N (“Nucleoprotein (N)”) no interior do virion. A
proteina S interage com o receptor celular ACE2 (“Human ACE2 Receptor’) na membrana da
célula-hospedeira (“Host Cell”), desencadeando a fusao entre as membranas viral e celular
(“Virus Entry”).

NOTA: legenda modificada de NAQVI, A. A. T. et al.(2020)

Quanto a via de transmissao placentaria, Egloff et al. (2020) sugerem que,
embora rara, a passagem do SARS-CoV-2 pela placenta pode ocorrer por
mecanismos alternativos e ainda especulativos. Um deles seria a transcitose, em
que particulas virais livres ou opsonizadas atravessam as células placentarias
via endossomos, hipétese ainda ndo comprovada in vivo. Outro possivel
caminho é o transporte viral por células maternas infectadas, que poderiam
levar o virus até o ambiente fetal. Esses processos dependeriam de condi¢cdes
especificas, como alta carga viral materna. No entanto, as evidéncias atuais

para ambos os mecanismos permanecem limitadas (Egloff et al, 2020).



FIGURA 3 - DIFERENTES MECANISMOS DE INFECGCAO VIRAL E TRANSMISSAO VERTICAL
NA PLACENTA.
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FONTE: EGLOFF, C. (2020)

LEGENDA:

a) Tropismo placentario (como células de Hofbauer) e replicagéo
b) Transcitose de virus opsonizado ou livre

c¢) Virus transportado por uma célula sanguinea infectada

d) NOTA: legenda modificada de EGLOFF, 2020.

2.10 TRANSMISSAO VERTICAL DO SARS-CoV-2

Em estudo com 19 placentas expostas ao SARS-CoV-2, foram avaliados
achados histopatoldgicos e a expressdo de ECA2 e TMPRSS2 por imuno-
histoquimica, sendo a presenca viral confirmada tanto por imuno-histoquimica
quanto por deteccdo de RNA por hibridizacdo in situ. Observou-se maior
expressdo de ECA2 no estroma das vilosidades coribnicas, enquanto
citotrofoblastos e trofoblastos extravilosos também a apresentavam. Em
contraste, o estroma viloso, células de Hofbauer e células endoteliais néo
expressaram ECA2. A TMPRSS2 foi detectada apenas no endotélio das
vilosidades e raramente no sinciciotrofoblasto, sugerindo que a infecgcao
placentaria é possivel, embora rara (Hecht et al., 2020). A maioria dos estudos
indicou a necessidade de investigagbes adicionais, devido a heterogeneidade
metodolégica e a insuficiéncia de dados para conclusdes sobre gravidade da
doenga, transmissdo viral ou complicagdes perinatais e neonatais (Arroyo-
Sanchez et al., 2020).

Para a confirmagdo da transmissdo vertical intrauterina, recomendou-se a



deteccao do virus em vilosidades coridnicas por métodos de imuno-histoquimica
ou de acido nucleico, como hibridizagéo in situ, combinada com RT-gPCR positivo
em neonatos nas primeiras 72 horas de vida (Schwartz et al., 2020). Critérios
diagndsticos especificos incluem a identificacdo de SARS-CoV-2 em células fetais
da placenta por métodos moleculares (Schwartz; Thomas, 2020).

O primeiro relato de transmissao vertical, em 2021, envolveu um recém-
nascido prematuro no Ird, cuja mae apresentava COVID-19 grave. Dois testes
consecutivos de RT-gPCR confirmaram a infec¢ao, indicando a possibilidade de
transmissao intrauterina (Dehghan; Aghazadeh, 2019). Por outro lado, estudo
com 16 gestantes mostrou que todos os neonatos testaram negativos, sem
evidéncia de transmissao vertical (Askary et al., 2021). Em outro caso, a placenta
apresentou degeneragao e necrose do sinciciotrofoblasto, além de intervillosite
histiocitica cronica

com histiocitos CD68*, confirmada por imuno-histoquimica (Schwartz et al., 2021).

Um estudo observacional identificou apenas dois neonatos positivos para
SARS-CoV-2, ambos assintomaticos (Moreira et al., 2021). Experimentos ex vivo
com cortes de placenta humana revelaram tropismo viral em sinciciotrofoblastos,
trofoblastos, macrofagos de Hofbauer e células estromais (Fahmi et al., 2021).
Na China, 8,8% dos neonatos apresentaram RNA viral ou anticorpos, sugerindo
risco de transmisséo intrauterina (Chi et al., 2021).

Revisdes estimaram que 3,2% dos neonatos provavelmente adquiriram o
virus por transmissao vertical (Kotlyar, et al., 2021), corroborado por achados
imuno- histoquimicos que evidenciaram SARS-CoV-2 em células endoteliais das
vilosidades coribnicas, com reforco perinuclear, enquanto células trofoblasticas
permaneceram negativas (Sanchez, et al., 2021). Casos de trigémeos
demonstraram proteina N do SARS-CoV-2 em sinciciotrofoblastos e, em menor
extensdo, em células de Hofbauer, confirmando a transmissao intrauterina
(Disse et al., 2021).

A evidéncia mais robusta de transmissao vertical do SARS-CoV-2 no
contexto brasileiro foi apresentada por Stonoga e colaboradores, que
demonstraram a presenca de RNA viral tanto na placenta quanto no sangue de
corddo umbilical, caracterizando de forma inédita a transmissé&o intrauterina no

pais (Stonoga et al., 2021). Em investigagdo subsequente conduzida pelo



mesmo grupo de pesquisa, ao analisar a associagao entre a gravidade dos
sintomas de COVID-19 em gestantes e as caracteristicas morfolégicas
placentarias, nao foram observadas diferencas significativas na contagem de
células de Hofbauer entre gestantes infectadas e o grupo controle (Rebutini et
al., 2021).

Revisdes sistematicas reforcaram a raridade do fendmeno, sem detecgao
viral consistente em liquido amnidtico, placenta, sangue de corddo ou leite
humano (Sampieri; Montero, 2022; Yang et al., 2022). Nos casos provaveis
de transmissédo vertical, o RNA viral foi identificado principalmente em
sinciciotrofoblastos e citotrofoblastos, confirmando que a transmisséo
placentaria é rara, mas possivel (Almohammadi, 2022). Estudo de coorte com
109 gestantes sintomaticas revelou ma perfusdo vascular materna em 45% e
fetal em 33,9% das placentas, sem diferengas significativas entre casos
sintomaticos e assintomaticos (Arcos Junior, et al., 2022; Hessami, et al., 2022).

Estudos recentes continuam a mostrar baixa frequéncia de transmissao
vertical. Placentas de gestantes infectadas apresentaram depdsitos de fibrina
mais frequentes, sem registro de COVID-19 congénita (Sengul, et al., 2023;
Juseok, et al., 2023). Lesao placentaria induzida pelo SARS-CoV-2 pode reduzir
a eficiéncia de transferéncia de anticorpos, sem alterar concentragdes de IgG
anti-RBD no sangue do cordéo (Timi, et al., 2023). Apesar de expressarem ECA2
e TMPRSS2, as células de Hofbauer e a barreira placentaria mantém funcgao
protetora na maioria dos casos (Becker, et al., 2023).

Por fim, a resposta imune placentaria parece variar conforme o sexo fetal e
o tempo de infecgao, onde placentas de fetos femininos com COVID-19 aguda
apresentaram regulacdo negativa da proteina CD24 e presencga de células T
CD24*, enquanto em fetos masculinos pés-COVID-19 CD24 foi regulado
positivamente nas células de Hofbauer, com reducéao do ligante CD24 siglec-10,
sugerindo inflamacédo persistente e possivel influéncia na suscetibilidade a

transmissao vertical (Seefried, et al., 2024).

2.11 A COVID-19 EM GESTANTES

Mudangas imunolégicas na gestagdo podem agravar o estado



hiperinflamatério e aumentar a gravidade da infeccdo por SARS-CoV-2
(Rangchaikul; Venketaraman, 2021), podendo resultar em mais hospitalizagdes,
admissdes em UTI, necessidade de ventilagdo e maior risco de natimortos e partos
prematuros. Além disso, podem surgir complicagbes como danos a placenta,
desenvolvimento de pré- eclampsia ou condigao similar, além de problemas de
saude mental, como ansiedade e depressao materna, e danos neuroldgicos em
maes e bebés, incluindo a COVID-19 longa (Holland C., Hammond C., Richmond
M. M., 2023).

Dados de 2023 coletados pelo Centro de Controle e Prevencao de Doencgas
(CDC) como parte da Rede de Vigilancia para Ameagas Emergentes a Maes e
Bebés, mostraram que entre 4.038 bebés nascidos de maes com COVID-19, para
0s quais havia informagdes sobre testes laboratoriais disponiveis e que foram
testados durante a internagéo para o parto, 227 lactentes (5,6%) apresentaram
PCR positivo para SARS- CoV-2 (CDC, 2023).

No Brasil, os dados do Observatoério Obstétrico Brasileiro, relatam 8034 casos
de Sidrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) por SARS-CoV-2 em gestantes e
puérperas, dados registrados no Sistema de Vigilancia Epidemiolégica SIVEP-
GRIPE, até outubro de 2025 (OOBr, 2025).

Revisbes de literatura e estudos observacionais demonstram que a maioria
das gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2 permanece assintomatica ou
desenvolve apenas quadros leves a moderados de COVID-19, sem progressao
para formas graves da doencga (Allotey et al., 2020). Entretanto, ha consenso de
que a gestacao constitui um estado de maior vulnerabilidade imunoldgica e
fisiologica, estando associada a maior risco de agravamento clinico e a
repercussdes materno-fetais, quando comparada a populacdo nao gestante
(Zaigham; Andersson, 2020).

Dessa forma, € importante observar que as alteragdes fisioldgicas da
gestacao tornam as gestantes mais vulneraveis a infeccéo e as formas graves de

COVID-19, com impactos significativos na saude materna, fetal e neonatal.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Este € um estudo transversal, com coleta retrospectiva de dados, envolvendo
gestantes com COVID-19 e realizado em dois hospitais na cidade de Curitiba:
Complexo Hospital de Clinicas — Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR) e
Hospital Nossa Senhora das Gragas (HNSG) no periodo de maio de 2020 a dezembro
de 2021. O estudo incluiu gestantes maiores de 14 anos que testaram positivo para o
SARS-CoV-2 em qualquer periodo gestacional, sintomaticas ou assintomaticas,
atendidas nesses hospitais.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do CHC-UFPR, sob o
numero CAAE: 35129820.6.0000.0096. As amostras foram coletadas apoés

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

3.2 COLETA DE DADOS CLINICOS, DEMOGRAFICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Os dados demograficos, clinicos e epidemioldgicos dos participantes foram
coletados dos prontuarios de internamento . As variaveis coletadas foram:
resultado do teste de transcricdo reversa seguida da reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR), idade, sexo, ocupagéo, departamento,
exposig¢ao anterior a pacientes positivos, seja ambiente social ou de trabalho e
presenca de sintomas (febre, tosse, dispneia, astenia, mialgia, coriza, dor de
garganta, dor de cabega, ageusia ou disgeusia, anosmia ou parosmia, sintomas

oculares, diarreia e nausea.

3.3 CASUISTICA

Para o desenvolvimento deste estudo, 82 amostras foram analisadas, sendo
71 pacientes compondo o grupo COVID-19 e 11 pacientes do grupo NAO
COVID-19.

Grupo COVID-19: Foram utilizados 71 amostras de cortes parafinados de
placenta de parturientes, que apresentaram resultado Detectado para o SARS-
CoV- 2, na técnica da transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real (RT-qPCR), em amostras de swab de nasofaringe, em



qualquer momento da gestacgao.
Grupo NAO COVID-19: Composto por amostras que compreendem cortes
histolégicos de 11 placentas, provenientes de pacientes atendidas em anos
anteriores a 2020. A escolha foi realizada com o pareamento com o grupo COVID-
19 observando a idade materna, trimestre gestacional no momento do parto e
comorbidades.

Essas amostras, foram testadas para as doengas congénitas do grupo
TORCHZ (toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus, herpes simples tipos 1 e 2 e

Zika virus) pela técnica de imuno- histoquimica, sendo todas negativas.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

As placentas foram coletadas apds o processo de dequitagao natural. Nas
duas instituicdes em que as placentas foram coletadas, foram instituidos os
critérios de positividade materna, ou seja, que tiveram resultado de RT-gPCR
detectado para SARS-CoV-2 como um fator determinante para a realizagcao da
avaliagao placentaria. Os demais critérios de submissdo para exame da
placenta rotineiramente utilizados nestas instituigdes incluiam: condi¢cbes
maternas ou fetais anteriormente diagnosticadas durante o atendimento pré-

natal ou anormalidades graves observadas durante o parto.

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Amostras insuficientes para a realizagao dos testes moleculares, ou amostras

inadequadas para a técnica de imuno-histoquimica.

3.6 COLETA DAS AMOSTRAS

Os critérios para encaminhamento das amostras de placenta ao exame
anatomopatolégico da placenta incluiram condicdes maternas ou fetais
previamente diagnosticadas durante o acompanhamento pré-natal, anomalias
graves observadas no momento do parto, ou gestagdes multiplas, conforme os
protocolos aplicados regularmente nas duas instituicbes. Assim, o resultado

positivo do teste RT-gPCR para SARS-CoV-2 foi classificado como uma condigao



materna andmala, sendo um critério para a analise histopatolégica da placenta.

Essas placentas foram avaliadas conforme um protocolo padronizado, que
envolveu a fixagdo em formalina tamponada a 10% por 72 horas apés o parto. Em
seguida, realizou-se um exame macroscopico, medindo as dimensdes e o
comprimento da placenta, além da pesagem do disco placentario apés o corte do
cordao umbilical e das membranas fetais. Foram feitas secdes seriadas com
intervalos de 1,5 cm e realizada a inspe¢ao da superficie de corte. Quaisquer
alteragdes macroscopicas foram registradas e amostradas.

As amostras de placenta, previamente renomeadas para garantir a leitura
cega, foram avaliadas sistematicamente por dois patologistas perinatais
experientes. A analise histologica seguiu o processamento de rotina, com cortes
de 4 um e coloragéo por hematoxilina e eosina. A avaliagado morfoldgica qualitativa
foi realizada de acordo com a Declaragado de Consenso do Grupo de Workshop
de Placenta de Amsterdam. Os parametros analisados foram registrados como
‘presentes” ou “ausentes”, e a extensdo das alteracbes especificas foi
categorizada conforme as recomendagbdes do protocolo de Amsterdam. Os
demais parametros foram classificados em trés categorias (<30%, 30-70% e

>70%), indicando a presenca e a extensao das alteragcbes observadas (Quadro

1),

QUADRO 1: ALTERAGOES MICROSCOPICAS AVALIADAS

Infarto viloso
Hipoplasia vilosa distal
Maturacao vilosa acelerada/aumento de nés sinciciais

Aterose aguda decidual

Caracteristicas de ma Necrose fibrindide vascular decidual com ou sem células
perfusao vascular espumosas
materna Hipertrofia mural vascular decidual

Perivasculite cronica decidual
Auséncia de remodelamento da artéria espiral Trombose arterial
decidual

Persisténcia de trofoblastos intramurais endovasculares

Trombose vascular fetal
Caracteristicas de ma Deposicao de fibrina intramural vascular fetal Vilo avascular
perfusao vascular fetal Obliteragao de vasos da haste ou esclerose fibromuscular

Cariorrexis vascular-estromal vilosa




Ectasia vascular

Caracteristicas de o
] . Corionite
resposta inflamatoria ) o
Corioamnionite

materna

Caracteristicas Vasculite umbilical
resposta inflamatoéria Funisite

fetal

Decidua cronica
Vilite

Intervilosite

Caracteristicas de

inflamacéo cronica

Atraso da maturacgao vilosa
Trombos intervilosos

o Focos de microcalcificagao
Outras caracteristicas )
Corangiose

Coloragao de meconio

Hemossiderina da membrana

FONTE: modificado de Rebutini et al. (2025).

3.7ENSAIOS IMUNOHISTOQUIMICOS

3.7.1 Tissue Microarray

Para realizacdo dos ensaios imuno-histoquimicos foi utilizada a técnica de
Tissue Microarray (TMA). Por esta técnica sao obtidos fragmentos de oito
milimetros de didametro dos blocos originais (blocos doadores) e um novo bloco

de parafina multiamostral é formado.

FIGURA 4 - ESQUEMA DEMONSTRANDO A CONFECGAO DO TMA

]
LS B
7 7

Created in BioRender.com  bio



FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: Para este estudo em especifico, cada bloco de TMA foi composto por 4 casos, sendo
que cada caso apresentava 2 amostras de 8 mm, denominadas A e B, sendo amostra A colocada
no lado esquerdoda lamina correspondendo a amostra da decidua materna (face materna) e a
amostra B fixada do lado direito da Iamina correspondendo a amostra de vilosidade corial (face fetal)
respectivamente. 1) Bloco original. 2) Retirada do bloco doador. 3) Tranferéncia para o bloco de
parafina multiamostral. 4) Confeccdo da lamina. 5) Lamina com as amostras de decidua e
vilosidade.

3.7.2 Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica foi utilizada com o intuito de identificar a
imunoexpressao do CD68, iINOS e Esfingosina

Os cortes histolégicos da placenta a partir do TMA, foram fixados em Iaminas de
vidro eletricamente carregadas e subsequentemente foram desparafinadas com
xilol, desidratadas por sucessiveis banhos de etanol absoluto com solugdes de
concentracdo decrescente e reidratadas com agua. Foram realizados dois
bloqueios de peroxidases enddgenas, primeiramente com alcool metilico e
peroxido de hidrogénio e em seguida com uma solugdo de agua e peroxido de
hidrogénio.

Os ensaios de imunohistoquimica foram realizados por meio de um protocolo de
incubacao dos anticorpos primarios (tabela 1) em camara umida, com temperatura
entre 2°C e 8°C, overnight. Na sequéncia, o polimero secundario Reveal Polyvalent
HRP-DAB Detection System, Spring Bioscience, Pleasanton, CA,) foi aplicado no
material testado por 25 minutos em temperatura ambiente. A tabela 1 contém os
dados dos anticorpos empregados na imunohistoquimica, incluindo o CD68, do tipo
monoclonal, clone KP-1, utilizado na diluicao de 1:400 (BioSB); a iINOS, policlonal,
clone EAB—14252, diluida em 1:800 (Elabscience); e a Esfingosina, policlonal,
clone Ab71700, utilizada na diluicao de 1:400 (Abcam).

TABELA 1 - RELACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS UTILIZADOS NO ESTUDO

Anticorpo Tipo Clone Diluicao Marca
CD68 Monoclonal KP-1 1:400 BioSB
iNOS Policlonal EAB—14252 1:800 Elabscience

Esfingosina Policlonal Ab71700 1:400 Abcam

FONTE: A autora (2025).
LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciagao 68 ,do inglés Cluster of Differentiation 68);
iINOS (Oxido nitrico sintase induzivel ,do inglés inducible nitric oxide synthase).

A revelagdo das reagdes foi obtida com a adicdo do complexo 2, 3,



Diaminobenzidina + substrato peréxido de hidrogénio, por tempos suficientes para
o desenvolvimento da cor castanha, seguida de contra-coloragdo com
Hematoxilina de Harris. Na sequéncia foi realizada a desidratagcdo com banhos de
alcool etilico em concentracdes crescentes, clarificacdo em xilol e seladas com
Balsamo do Canada.

Os resultados foram confirmados pela reatividade de um controle positivo,
onde uma amostra tecidual com imunomarcagado sabidamente positiva para o

anticorpo € alocada juntamente com as amostras testadas.

3.8 ANALISE MORFOMETRICA (CONTAGEM DE HISTIOCITOS DE
HOFBAUER)

A analise morfométrica foi realizada em um microscoépio 6ptico Nikon Eclipse
200 (Nikon Corporation, Toéquio, Japédo), utilizando objetiva de 40x. Para cada
amostra, foram selecionados aleatoriamente dez campos de grande aumento
(CGA) contendo vilosidades coribnicas. Em cada campo, procedeu-se a
contagem manual dos histiocitos de Hofbauer (HBCs) imunomarcados com os
anticorpos anti-CD68, anti- INOS e anti-Esfingosina (SPHK1). O numero total de
células positivas obtido foi dividido por dez, correspondendo ao numero de
campos analisados, obtendo-se assim a média de células marcadas por campo.

O calculo da raz&o marcador/vilosidade, considerou o numero de vilosidades
presentes em cada campo. A partir desses valores, foi determinada a razao média
de células positivas por area vilosa para cada marcador. Essa abordagem
quantitativa permitiu comparar a densidade dos HBCs e a distribuicdo fenotipica
entre os grupos COVID-19 e NAO COVID-19. Os resultados obtidos foram

posteriormente submetidos a analise estatistica .

FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DA ANALISE MORFOMETRICA

82 amostras . CD68
Cada Amostra: Cadacampo:
71:COVID 19 — 10 = c®n°de células INOS
_ campos e
11: NAO COVID-19 Sanndeniosidades) | EsrincosINA

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA:Foram analisadas 82 amostras, das quais 71 eram de gestantes com COVID-19 e 11 de
gestantes NAO COVID-19. Em cada amostra, foram avaliados 10 campos, sendo registrados em
cada campo: (i) numero de células e (ii) numero de vilosidades para os trés marcadores



estudados.RT-gPCR PARA SARS-COV-2

As amostras de tecidos também foram testadas para verificar a presenca de
RNA do SARS-CoV-2 no tecido parafinado da placenta. A coleta das amostras de
tecido parafinado para a pesquisa do SARS-CoV-2 foi realizada de maneira
direcionada, com auxilio de bisturi estéril, o material foi retirado do bloco de parafina
0 mais proximo possivel da area em que foram encontradas alteragdes
microscopicas.

A extracdo de RNA viral foi realizada com RNeasy FFPE, kit de extracdo de
parafina disponivel comercialmente (Qiagen® - Hilden, Alemanha) em que ocorre
uma etapa de desparafinizagdo com utilizagdo de xilol, seguida de digestdo com
auxilio de proteinase K e finalmente a passagem da amostra por coluna para
separacao do material genético viral.

O teste de RT-qPCR utilizado para deteccdo do SARS-CoV-2 foi Allplex SARS-
CoV-2 Assay (Seegene® - Seul, Coréia do Sul) que consiste em uma PCR em
tempo real multiplex capaz de detectar de trés genes virais: gene N; gene RdRP/S;
e gene E (compartilhado entre todos os integrantes do subgénero Sarbecovirus).

Os genes pesquisados sao responsaveis pela decodificagdo de proteinas
estruturais do virus: O gene N decodifica o Nucleocapsideo, o gene E decodifica o
envelope e o gene RARP decodifica a RNA polimerase dependente de RNA que faz
parte da porcdo ORF-1ab da proteina S.

A amplificacdo de um gene enddégeno humano foi utilizada como controle de
validacao de extracao e foi realizada em uma segunda e RT-gPCR com kit BIOMOL
OneStep/COVID-19 do Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP). As duas
reacdes de RT-qPCR foram realizadas em equipamento Applied Biosystems 7500
(Applied Biosystems® California, EUA) e as analises realizadas no software do
mesmo equipamento, seguindo as instrugdes de protocolo de cada um dos

fabricantes dos kits.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados utilizando o software JMP Pro® versao 14.0.0 (SAS
Institute, Cary, NC). Para a descrigao dos resultados, empregaram-se medidas

como médias, medianas, desvios padrao, valores extremos, frequéncias



absolutas e percentuais. As variaveis categoricas foram apresentadas em
numeros absolutos e proporgdes, sendo analisadas pelo teste do qui-quadrado
ou, quando apropriado, pelo teste exato de Fisher. A normalidade das variaveis
numéricas foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis com distribuicao
paramétrica foram comparadas pelo teste t de Student e as ndo paramétricas,
pelo teste de U de Mann-Whitney. Considerou-se estatisticamente significativo

p <0,05.



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E PATOLOGICAS DAS GESTANTES

As caracteristicas clinicas e obstétricas dos grupos COVID-19 e ndo COVID-19
foram organizadas em uma tabela comparativa. Entre as variaveis analisadas,
incluiram-se o tipo de parto (cesarea ou normal), presenga de comorbidades como a
doenca hipertensiva especifica da gestagcao (DHEG), diabetes, hipertenséao, disturbios
tireoidianos, infecgcdes como HIV e sifilis, além do tabagismo. Também foram avaliados
dados neonatais, como o sexo do recém-nascido, ocorréncia de oObito intrautero ou
neonatal, e a presenga de alteracbes nas placentas (Quadro 1). Variaveis
quantitativas, como o peso do recém-nascido, idade materna, idade gestacional,
duracgao da internacgao e intervalo entre internagao e parto, complementaram a analise.
Na tabela 2 estdo os resultados obtidos que demonstram diferencas entre
gestantes com e sem diagndéstico de COVID-19, embora sem significancia estatistica
para a maioria das variaveis analisadas. Observou-se uma maior propor¢ao de partos
cesareos no grupo COVID-19 em comparacéo ao grupo NAO COVID-19, enquanto o
parto normal foi mais frequente entre as gestantes ndo infectadas. Comorbidades foram
mais comuns entre as gestantes com COVID-19, embora complicagdes especificas,
como hipertenséao, diabetes e disturbios da tireoide, tenham sido pouco frequentes em
ambos os grupos. Obesidade esteve presente apenas no grupo COVID-19, e o
tabagismo foi raro nos dois grupos.

O sexo dos recém-nascidos e a ocorréncia de oObito neonatal ndo diferiram
significativamente entre os grupos, sendo este registrado apenas em casos do grupo
COVID-19. Alteragdes macroscopicas da placenta foram observadas em grande parte
das amostras, sem distingdo entre os grupos. Parametros como peso ao nascer, idade
materna, idade gestacional e duragao do internamento apresentaram variagdes, mas
sem diferencas significativas, embora a idade gestacional tenha sido ligeiramente

menor nas gestantes com COVID-19.

TABELA 2 - COMPARACAO ENTRE AS INFORMACOES CLINICAS DAS GESTANTES DO GRUPO
COVID-19 E NAO COVID-19
(continua)

VARIAVEIS GRUPO COVID-19 GRUPO NAO COVID-19  Valor
(N=71) (N =11) p




Tipo de parto

Cesarea
Normal
Comorbidades
Sim

Néo

DHEG

Sim

Nao
Diabetes
Sim

Nao
Hipertensao
Sim

N&o
Obesidade
Sim

Néo
Hipertiroidismo
Sim

Néo
Hipotiroidismo
Sim

Néo

HIV

Positivo
Negativo
Sifilis

Sim

Né&o
Tabagista
Sim

Néo

Sexo RN
Feminino

Masculino

Obito neonatal
Sim

Nao

54 (76,1%)
17 (23,9%)

37 (52,1%)
34 (47,9%)

8 (11,3%)
63 (88,7%)

10 (14,1%)
61 (85,9%)

1(1,4%)
70 (98,6%)

10(14,08%)
85(85,92%

1(1,4%)
70 (98,6%)

7 (9,9%)
64 (90,1%)

2 (2,8%)
69 (97,2%)

2 (2,8%)
69 (97,2%)

4 (5,6%)
67 (94,4%)

41 (57,7%)

30 (42,3%)

2 (2,82%)
69 (97,18%)

5 (45,46%)
6 (54,54%)

4 (36,36%)
7 (63,64%)

0 (0%)
11 (100%)

2 (18,18%)
9 (81,82%)

2 (18,18%)
9 (81,82%)

0 (0%)
11(100%)

0 (0%)
11 (100%)

2 (18,2%)
9 (81,8%)

0 (0%)
11 (100%)

0 (0%)
11 (100%)

1(9,1%)
10 (90,9%)

5 (45,5%)

6 (54,5%)

0 (0%)
11 (100%)

0,05

0,589

0,340

0,348




TABELA 2 - CQMPARACAO ENTRE AS INFORMAGOES CLINICAS DAS GESTANTES DO GRUPO
COVID-19 E NAO COVID-19
(concluséo)

Placenta- alteragoes 0,675

macroscopicas

Sim 54 (76,06%) 9 (81,82%)
Nao 17 (23,94%) 2 (18,18%)

MED (Min-Max)
Peso do RN 2.773 (610 - 3.855) 2656 (1.180 - 3.810) 0.708
Idade da gestante (anos) 30,89 (14 - 42) 27,53 (16 - 42) 0.400
Idade gestacional (semanas) 35,33 (27 - 41) 39,33 (39 - 40) 0.157
Duracgéao internamento (dias) 7,91 (1 -48)
Intervalo internamento - parto 2,17 (0 - 30)
(dias)

FONTE: A autora (2025).
LEGENDA: DHEG (doenga hipertensiva especifica da gestacédo); RN (recém-nato); HIV (do
inglés,Human Immunodeficiency Virus).
NOTA: As comparagdes entre os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com
p < 0,05 considerado estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.

Na tabela 3, estdo demonstrados os dados das gestantes que compdem o grupo
COVID-19. Observa-se que a principal razdo para internagao foi a propria infecgao
pelo coronavirus, seguida pela realizagdo do parto. A maioria das infecgdes ocorreu
no terceiro trimestre da gestacdo, a gravidade da doencga variou entre pacientes
assintomaticas ou com manifestagdes leves, casos moderados e quadros graves.
Além disso, a infecgéo foi analisada de acordo com o trimestre gestacional no qual
ocorreu, sendo categorizada em primeiro, segundo ou terceiro trimestre. Da mesma
forma, a realizacdo do teste RT-qPCR para detecgao do RNA viral também foi
classificada conforme o trimestre da gestacgéao.

Das 71 placentas estudadas, foram detectados RNA do SARS-CoV-2 em
quatro amostras tanto na decidua quanto na vilosidade. Foram sete positivas
apenas na porgao da decidua e quatro positivas apenas na porgao da vilosidade.

Encontram-se na tabela 03 os dados referentes ao grupo de gestantes
diagnosticadas com COVID-19 (N=71), sendo que a maioria das internagbes
ocorreu devido a propria infecgdo pelo SARS-CoV-2 (54,93%), enquanto 45,07%
foram internadas por motivos obstétricos. Observou-se que 70,40% das pacientes
apresentaram quadro leve ou moderado e 29,58% evoluiram com formas graves
da infecgdo. A distribuicdo da infecgdo por trimestre gestacional revelou uma

predominancia significativa de casos no terceiro trimestre (84,50%), com menor



ocorréncia no segundo (11,30%) e no primeiro trimestre (4,20%).

TABELA 3 - PERFIL CLINICO DA COVID-19 NAS PACIENTES DURANTE A GRAVIDEZ

CARACTERISTICAS RELACIONADAS A DOENGA - GRUPO COVID-19 N (71) %
Motivo do internamento

COVID-19 39 54,93%

Parto 32 45,07%
Intensidade da doenga

Leve ou Moderado 50 70,40%

Grave 21 29,58%
Trimestre da infec¢dao por SARS-CoV-2

Primeiro 3 4,20%

Segundo 8 11,30%

Terceiro 60 84,50%

FONTE: A autora (2025).
LEGENDA: COVID-19 (Doenga causada pelo coronavirus 19); SARS-CoV-2 (Coronavirus 2 da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave).

4.2 CONTAGEM DAS CELULAS MARCADAS COM CD68, INOS E ESFINGOSINA

A figura 6 apresenta a contagem morfométrica das células de Hofbauer (HBC)
em placentas de gestantes com COVID-19 e sem COVID-19, com base na
expressdo dos marcadores CD68, INOS e Esfingosina. Especificamente, a
contagem total de células CD68 foi de 4.038 no grupo COVID-19, 161 no grupo NAO
COVID-19. Para o marcador iNOS, o grupo COVID-19 apresentou 3.125 células,
enquanto o grupo NAO COVID-19 teve 147. No caso da Esfingosina, a contagem
foi de 534 células no grupo COVID-19 e 20 no grupo NAO COVID-19.

FIGURA 6 — CONTAGEM DE CELULAS TOTAIS POR MARCADOR NO GRUPO COVID-19
COMPARADO AO GRUPO NAO COVID-19

= HBC COVID HBC NAO COVID
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FONTE: A autora (2025).



4.3 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA ENTRE O
GRUPO COVID-19 E NAO-COVID-19.

Foram realizadas analises da comparacao da expressao dos marcadores CDG8,
iINOS e Esfingosina entre gestantes , sendo 71 com diagndstico de COVID-19 e 11
sem diagndtico, representando o gupo NAO-COVID-19. O resultado das analises
indicam diferengca estatisticamente significativa na expressdo de CD68 e
Esfingosina entre os grupos COVID-19 e NAO-COVID-19, enquanto a expresséo

de iINOS néao apresentou diferenca significativa (tabela 4).

TABELA 4 - ANAALISE DA EXPRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS ENTRE OS GRUPOS
COVID-19 E NAO COVID-19

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valorde p
CD 68: GRUPO COVID 71 0,688 0,650 <0,001**
CD 68: GRUPO NAO-COVID 11 0,104 0,213
ESFINGOSINA: GRUPO COVID 71 0,113 0,204 0,032*
ESFINGOSINA: GRUPO NAO COVID 11 0,0377 0,0485
iNOS: GRUPO COVID 71 0,450 0,811 0,182
iNOS: GRUPO NAO-COVID 11 0,220 0,255

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68 (Agrupamento de Diferenciacéo 68); iNOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados séo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.

4.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada com a finalidade de identificar a
expresséo tecidual dos anticorpos CD68, iINOS e Esfingosina, apos foi realizada a
quantificacdo e a comparacgao dos dados através de métodos estatisticos. A Figura
7 ilustra as principais alteracbes imunopatolégicas observadas nas vilosidades
coribnicas de placentas de gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2. Nota-se um
aumento expressivo na densidade de células de Hofbauer, evidenciado pela
imunomarcagcao para CD68*, indicando hiperplasia desses macrofagos
placentarios. Além disso, observa-se a ativacdo da resposta inflamatéria,
demonstrada pela expressdo de iINOS. Em conjunto, esses achados, com
expressdo preservada de esfingosina, marcador da polarizaggo M2 dos
macrofagos, sugerem um papel modulador dessas células na resposta placentaria

ainfeccao pelo SARS-CoV-2. A figura 8 mostra as alteragdes imunopatoldgicas nas



vilosidades coridnicas de placentas de mées infectadas com SARS-CoV-2.

FIGURA 7: ANALISE QUANTITATIVA E HISTOLOGICA DOS FENOTIPOS DAS CELULAS
DE HOFBAUER EM PLACENTAS DE GESTACOES COM E SEM COVID-19.
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FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: (A—C) Imunomarcacao de CD68 em placentas sem COVID-19 (A) e com COVID-19 (B),
e grafico de caixa da contagem de células de Hofbauer (HBCs) positivas para CD68 (C) por
vilosidade; (D—F) Expressédo de iNOS em placentas sem COVID-19 (D) e com COVID-19 (E), e
grafico de caixa correspondente da contagem de CH positivas para iNOS (F) por vilosidade; (G-I)
Expresséo da esfingosina quinase 1 (SPHK1) em placentas sem COVID-19 (G) e com COVID-19
(H), e grafico de caixa da contagem de CH positivas para SPHK1 (I) por vilosidade; As setas
vermelhas indicam regides do tecido viloso e células com imunomarcagdo positiva para o0s
respectivos anticorpos. Ampliagéo de 400X..

NOTA: Os dados sdo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparacgdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.

FIGURA 8 - ALTERAGOES IMUNOPATOLOGICAS NAS VILOSIDADES CORIONICAS DE
PLACENTAS DE MAES INFECTADAS COM SARS-COV-2.
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FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: No grupo COVID-19, as vilosidades coridnicas apresentaram hiperplasia de células de
Hofbauer (quantificada pela contagem de células imunomarcadas com CD68*) e ativagao da
resposta inflamatéria (avaliada pela expressdo de iINOS), ambas associadas a expressao
preservada de esfingosina, marcador de macréfagos polarizados M2. Embora as células de
Hofbauer exibam naturalmente um fenétipo M2 (1), com perfil imunolégico voltado a resposta Th2, a
infeccdo viral desencadeia inicialmente uma modulagéo pro-inflamatdéria do tipo Th1 (2), seguida pelo
retorno ao padréo Th2 (3), que contribui para a regulag&o imunologica e manutengéo da homeostase
placentaria. Em contraste, as placentas do grupo NAO COVID-19 apresentam células de Hofbauer
dispersas (CD68") que mantém seu fenétipo M2 (1), caracterizado pela expressio de esfingosina e
pela modulagdo homeostatica da resposta imune do tipo Th2(3).

4.5 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA EM PACIENTES
COM COVID-19: COMPARACAO ENTRE INDIVIDUOS COM E SEM
COMORBIDADES

Foram feitas analises da expressao dos marcadores CD68, iINOS e Esfingosina
em pacientes com COVID-19, de acordo com a presenca ou auséncia de
comorbidades, demonstrado pela tabela 5. A amostra foi composta por 39
individuos com comorbidades e 32 individuos sem comorbidades, analisados para
os trés marcadores. Os resultados da analise estatistica dos biomarcadores CD68,
iINOS e Esfingosina a partir da razdo HBC/VILO, indicam que nao houve diferenga
estatisticamente significativa na expressao dos marcadores entre pacientes com e

sem comorbidades dentro do grupo COVID-19.



TABELA 5 - ANALISE DA EZ(PRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iINOS EM PACIENTES
COM COVID-19: COMPARACAO ENTRE INDIVIDUOS COM E SEM COMORBIDADES

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valor de p
CD 68: COM COMORBIDADES 39 0,778 0,827 0,078
CD 68: SEM COMORBIDADES 32 0,600 0,643
ESFINGOSINA: COM COMORBIDADES 39 0,125 0,219 0,317
ESFINGOSINA: SEM COMORBIDADES 32 0,0870 0,185
iNOS: COM COMORBIDADES 59 0,508 0,825 0,147
iNOS: SEM COMORBIDADES 32 0,398 0,672

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciacdo 68 ); INOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados séo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01

4.6 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA EM PACIENTES
COM COVID-19: COMPARACAO ENTRE INDIVIDUOS COM E SEM
DIABETES

Na tabela 6 demonstra-se as analises da expressdo dos marcadores CDG68,
iINOS e Esfingosina em pacientes com COVID-19, de acordo com a presenca ou
auséncia de diabetes mellitus (DM). A amostra foi composta por 10 individuos com
diabetes e 61 individuos sem diabetes, analisados para os trés marcadores. A
analise dos resultados mostrou que nao houve diferengca estatisticamente
significativa na expressédo dos marcadores CD68 e iINOS entre os grupos avaliados.
Contudo, observou-se aumento significativo na imunomarcacgao de Esfingosina nas
placentas de mulheres com diabetes em comparacéo as ndo diabéticas, sugerindo

uma possivel modulagao do fenétipo M2 nesse subgrupo.

TABELA 6: ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS EM PACIENTES COM
COVID-19: COMPARACAO ENTRE INDIVIDUOS COM E SEM DIABETES MELLITUS

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valor de p
CD 68: COM DIABETES 10 0,640 0,708 0,568
CD 68: SEM DIABETES 61 0,695 0,643

ESFINGOSINA: COM DIABETES 10 0,0125 0,0722 0,005
ESFINGOSINA: SEM DIABETES 61 0,130 0,201

iNOS: COM DIABETES 10 0,334 0,487 0,199
iNOS: SEM DIABETES 61 0,457 0,867

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciagdo 68 ); iINOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados séo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.



4.7 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA EM PACIENTES
COM COVID-19: COMPARACAO ENTRE INDIVIDUOS OBESOS E NAO
OBESOS

Foram realizadas analises da expressao dos marcadores CD68, iNOS e
Esfingosina em pacientes com COVID-19, estratificados de acordo com a presenca
ou auséncia de obesidade, demonstrado pela tabela 7. A amostra foi composta por
61 individuos ndo obesos e 10 individuos obesos, analisados para os trés
marcadores.

Os resultados indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
expressao dos marcadores CD68 , INOS e Esfingosina entre pacientes obesos e

nao obesos dentro do grupo COVID-19.

TABELA 7: ANALISE DA EX~PRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS EM PACIENTES
COM COVID-19: COMPARACAOQO ENTRE INDIVIDUOS COM E SEM OBESIDADE

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valorde p
CD 68: SEM OBESIDADE 61 0,688 0,634 0,830
CD 68: OBESIDADE 10 0,685 0,940
ESFINGOSINA: SEM OBESIDADE 61 0,113 0,186 0,544
ESFINGOSINA: OBESIDADE 10 0,114 0,193
iNOS: SEM OBESIDADE 61 0,424 0,883 0,524
iNOS: OBESIDADE 10 0,671 0,572

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciagdo 68 ); iNOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados séo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p <0,01.

4.8 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA EM
PACIENTES COM COVID-19: COMPARACAO ENTRE INDIVIDUOS COM E
SEM DHEG

Foram avaliadas as expressdes dos marcadores CD68, iINOS e Esfingosina em
pacientes com COVID-19, considerando a presenga ou auséncia de doenca
hipertensiva especifica da gestacdo (DHEG), demonstrado pela tabela 8. A analise
incluiu 8 gestantes com DHEG e 63 sem hipertensdo, examinando-se os trés
marcadores em todos os casos. Os resultados demonstraram que nao houve
diferenca estatisticamente significativa na expressdo de CD68, iINOS e

Esfingosina entre pacientes com DHEG e aquelas sem hipertensdo no contexto da



COVID-19.

TABELA 8: ANALISE DA EXI?RESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS EM PACIENTES
COM COVID-19: COMPARACAO ENTRE INDIVIDUOS COM E SEM DOENCA HIPERTENSIVA
ESPECIFICA DA GESTACAO (DHEG)

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valor de p
CD 68: COM DHEG 8 0,821 0,364 0,536
CD 68: SEM DHEG 63 0,645 0,665
ESFINGOSINA: COM DHEG 8 0,131 0,278 0,510
ESFINGOSINA: SEM DHEG 63 0,106 0,188
iNOS: COM DHEG 8 0,636 0,675 0,377
INOS: SEM DHEG 63 0,421 0,829

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciacéo 68 ); iNOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados sdo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.

4.9 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, iNOS E ESFINGOSINA EM
DIFERENTES TRIMESTRES GESTACIONAIS

Foram realizadas analises da expressao dos marcadores CD68, iNOS e
Esfingosina em pacientes com COVID-19, em relagao aos diferentes trimestres
gestacionais, demonstrado pela tabela 9. A amostra foi composta por 4 gestantes
no primeiro trimestre de gravidez, 7 do segundo e 60 do terceiro trimestre,
analisados para os trés marcadores. Os resultados indicam que n&o houve
diferenca estatisticamente significativa na expressdo dos marcadores CD68, iINOS

e Esfingosina entre as gestantes.

TABELA 9: ANALISE DA EXPNRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS EM PACIENTES
COM COVID-19: COMPARACAO ENTRE OS TRIMESTRES DE INFECCAO

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valor de p
CD 68: PRIMEIRO 4 0,544 0,933 0,250
CD 68: SEGUNDO 7 1,01 0,519
CD 68: TERCEIRO 60 0,665 0,648
ESFINGOSINA: PRIMEIRO 4 0,0500 0,120 0,171
ESFINGOSINA: SEGUNDO 7 0,190 0,179
ESFINGOSINA: TERCEIRO 60 0,110 0,205
iNOS: PRIMEIRO 4 0,0435 0,293 0,181
iINOS: SEGUNDO 7 0,747 1,02
iNOS: TERCEIRO 60 0,437 0,729

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciacdo 68 ); INOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados séo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.



4.10 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA EM RELACAO
A INTENSIDADE DA COVID (LEVE/ASSINTOMATICO, MODERADO,
GRAVE)

Considerando a intensidade da doenca foram realizadas analises da expressao
dos marcadores CDG68, INOS e Esfingosina em pacientes com COVID-19,
demonstrado pela tabela 10. A amostra foi composta por 37 intensidade leve ou
assintomatica,13 com quadro moderado e 21 consideradas grave. Os resultados
indicam que nao houve diferencga estatistica na expressao dos marcadores CD68,

iINOS e Esfingosina entre as gestantes.

TABELA 10: ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS EM PACIENTES
COM COVID-19: COMPARAGAO ENTRE A GRAVIDADE DA DOENCA

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valorde p
CD 68: LEVE/ASINTOMATICO 37 0,688 0,588 0,895
CD 68: MODERADO 13 0,612 0,862
CD 68: GRAVE 21 0,695 0,643
ESFINGOSINA: LEVE/ASSINTOMATICA 37 0,113 0,215 0,801
ESFINGOSINA: MODERADA 13 0,120 0,162
ESFINGOSINA: GRAVE 21 0,106 0,208
iNOS: LEVE/ASSINTOMATICO 37 0,450 0,790 0,542
iNOS: MODERADO 13 0,508 1,32
iNOS: GRAVE 21 0,301 0,670

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciagdo 68 ); iNOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados séo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.

4.11 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA EM
RELACAO AO OBITO NEONATAL (DENTRO DO GRUPO COVID)

A analise da expressdo dos biomarcadores CD68, iINOS e Esfingosina foi
realizada dentro do grupo de neonatos expostos a COVID-19, considerando a
ocorréncia de obito neonatal, demonstrado pela tabela 11. A distribuigdo amostral
foi de 2 neonatos que foram a oObito e 69 recém natos sem o&bito neonatal. Os
valores obtidos para a analise da expressdo desses biomarcadores néo

demonstraram diferenca estatistica.



TABELA 11: ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS EM PACIENTES
COM COVID-19: OBITO NEONATAL

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valorde p
CD 68: SEM OBITO NEONATAL 69 0,688 0,654 0,085
CD 68 OBITO NEONATAL 2 1,33 0,0535
ESFINGOSINA: SEM OBITO NEONATAL 69 0,113 0,214 0,128
ESFINGOSINA: OBITO NEONATAL 2 0,0125 0,0125
iNOS: SEM OBITO NEONATAL 69 0,450 0,741 0,931
iNOS: OBITO NEONATAL 2 0,659 0,524

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciacdo 68 ); INOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados s&o expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.

4.12 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA EM
RELACAO AO SEXO DO RECEM NATO NAS GESTANTES COM COVID-
19

A analise da expressdao dos biomarcadores CD68, iINOS e Esfingosina foi
realizada dentro do grupo de neonatos expostos a COVID-19, considerando o sexo
fetal, demonstrado pela tabela 12. Os resultados para os biomarcadores analisados

nao apresentaram diferenca estatistica entre os dois sexos.

TABELA 12: ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS EM PACIENTES
COM COVID-19: SEXO NEONATAL

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valor de p
CD 68: FEMININO 30 0,666 0,791 0,853
CD 68: MASCULINO 30 0,654 0,619
ESFINGOSINA: FEMININO 30 0,0866 0,199 0,461
ESFINGOSINA: MASCULINO 30 0,127 0,191
iNOS: FEMININO 30 0,599 0,659 0,876
iNOS: MASCULINO 30 0,419 0,954

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciacéo 68 ); iNOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados sdo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.

4.13 ANALISE DA EXPRESSAQO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA EM RECEM-
NASCIDOS COM SINTOMAS DE COVID-19

A presente analise descritiva investigou a expressao dos biomarcadores CD68, iINOS

e esfingosina na relagdo HBC/VILO em recém-nascidos sintomaticos e assintomaticos



para COVID-19, demonstrado pela tabela 13. Foram analisadas amostras de 70 recém-
nascidos, dos quais 66 eram assintomaticos e 4 apresentavam sintomas da doenca.
Os resultados para os biomarcadores analisados n&o apresentaram diferenca

estatistica entre recém-nascidos sintomaticos e assintomaticos.

TABELA 13: ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS EM PACIENTES
COM COVID-19: SINTOMAS NEONATAIS DE COVID-19

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valor de p
CD 68: ASSINTOMATICO 66 0,688 0,658 0,859
CD 68: SINTOMATICO 4 0,710 0,571
ESFINGOSINA: ASINTOMATICA 66 0,110 0,208 0,674
ESFINGOSINA: SINTOMATICA 4 0,0882 0,216
iNOS: ASSINTOMATICO 66 0,478 0,847 0,829
iINOS: SINTOMATICO 4 0,440 0,321

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciacdo 68 ); INOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados s&o expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparacdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.

4.14 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA NA
PRESENCA DE ALTERACOES MACROSCOPICAS NA PLACENTA

A analise descritiva foi conduzida para avaliar a relagdo entre alteracdes
macroscopicas placentarias e a expressao dos biomarcadores CD68, iNOS e
Esfingosina, demonstrado pela tabela 14. Foram examinadas 64 placentas, sendo
que as alteragcoes macroscopicas foram examinadas e classificadas segundo um

protocolo vigente no servigo de patologia descrito em Rebutini e/ al (2021).

TABELA 14: ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E INOS EM PACIENTES
COM COVID-19: COMPARACAO ENTRE ANORMALIDADES PLACENTARIAS MACROSCOPICAS

IMUNOMARCADOR N MEDIANA IQR Valor de p
CD 68: AUSENTE 10 0,738 0,413 0,624
CD 68: PRESENTE 54 0,688 0,691
ESFINGOSINA: AUSENTE 10 0,116 0,159 0,933
ESFINGOSINA: PRESENTE 54 0,110 0,185
iNOS: AUSENTE 10 0,459 0,908 0,767
iNOS: PRESENTE 54 0,437 0,760

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciagdo 68 ); iNOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados s&o expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.



4.15 ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, INOS E ESFINGOSINA NA PRESENGCA
DO SARS-COV-2 NA VILOSIDADE

Para determinar se a presenca de SARS-CoV-2 nas vilosidades placentarias
influenciou diretamente a imunomarcacéao de células de Hofbauer (HBC), a analise
de RT-gPCR identificou sete amostras placentarias positivas para RNA viral,
demonstrado pela tabela 15. Essas placentas positivas para SARS-CoV-2 foram
entdo comparadas com as 11 do grupo de controle ndao COVID-19 para isolar o
efeito da infecgédo viral direta nos perfis imunolégicos da placenta. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na expressdo de CDG68,

Esfingosina ou iINOS entre placentas positivas para SARS-CoV-2 e controles.

TABELA 15: ANALISE DA EXPRESSAO DE CD68, ESFINGOSINA E iNOS EM PACIENTES
COM COVID-19: DETECGAO DE RNA SARS-COV-2 EM VILOSIDADES PLACENTARIAS

IMUNOMARCADOR N MEDIANA Valor de p
CD 68: COVID -19 7 2,10 0,526
CD 68: NAO COVID-19 11 1,00
ESFINGOSINA: COVID -19 7 0,00 0,925
ESFINGOSINA: NAO COVID -19 11 0,200
iNOS: COVID -19 7 1,10 0,586
iNOS: NAO COVID -19 11 1,00

FONTE: A autora (2025).

LEGENDA: CD68( Agrupamento de Diferenciagdo 68 ); iINOS (Oxido nitrico sintase induzivel).
NOTA: Os dados séo expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando o teste U de Mann-Whitney, com p < 0,05 considerado
estatisticamente significativo. *p < 0,05; **p < 0,01.



5 DISCUSSAO

Como principal interface imunologica entre m&e e feto, a placenta
desempenha um papel crucial no desenvolvimento e protegao fetal. Macrofagos
derivados do feto, conhecidos como células de Hofbauer (HBCs), habitam o
estroma das Vvilosidades, onde participam da remodelagdo tecidual,
vasculogénese e regulagao imunolégica (Reyes; Golos, 2018; Reyes; Wolfe;
Golos, 2017). Essas células exibem notavel plasticidade fenotipica, alternando
entre perfis M1 (pro-inflamatério) e M2 (anti- inflamatério e reparador), de acordo
com a idade gestacional e o microambiente local (Mosser; Edwards, 2008; Yao;
Xu; Jin, 2019). Marcadores imuno-histoquimicos como CD68 (pan-macréfago),
oxido nitrico sintase induzivel — INOS (marcador M1) — e esfingosina quinase 1 —
SPHK1 (marcador M2) — sdo amplamente utilizados para caracterizar o estado
funcional dessas células (Holness; Simmons, 1993; Sica; Invernizzi; Mantovani,
2014).

Durante o inicio e 0 meio da gestagao, os HBCs exibem predominantemente
um fendtipo M1, caracterizado pela expressao de citocinas pré-inflamatérias que
favorecem a implantacao e a remodelacao vascular (Mezouar; Mege; Mezouar et
al., 2018). No final do segundo e ao longo do terceiro trimestre, adquirem um
fenotipo M2 associado a producéo de IL-10 e ao fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), o que contribui para a remodelagao tecidual e a tolerancia
imunologica (Gustafsson et al., 2008). Estudos anteriores demonstraram o papel
dos macrofagos placentarios na protegdo imunologica durante infecgbes
maternas, incluindo HIV e virus Zika (De Noronha et al., 2016; Schwartz, 2017;
Johnson et al., 2015). Mais recentemente, a atengao se voltou para o SARS-CoV-
2, com relatos de infiltragdo de macrofagos CD68* e polarizagéo do tipo M2 em
placentas positivas para COVID-19 (Vivanti et al., 2020; Facchetti et al., 2020).
Entretanto, a consisténcia e a relevancia biolégica desses achados ainda
permanecem incertas, ressaltando a necessidade de definir melhor a resposta das
células de Hofbauer no contexto da infeccao materna por SARS-CoV-2.

Nossos resultados estdo em concordancia com os achados de Doratt et al.
(2023), que observaram aumento de células de Hofbauer e infiltracdo de

macréfagos maternos nas vilosidades fetais, mesmo na auséncia de transmissao



vertical. Nesse estudo, a elevagao de quimiocinas e a ativacdo de mondcitos
sugerem a ocorréncia de uma resposta inflamatdria intrauterina, possivelmente
refletida no aumento dae xpressao de CD68, o que reforga os dados obtidos em

nossa analise (Doratt, et al., 2023).

De forma geral, nossos achados indicam que as placentas de gestantes com
COVID-19 apresentam um perfil imunofenotipico distinto ao termo, caracterizado
por um aumento significativo de células de Hofbauer CD68-positivas e pela maior
expressao do marcador M2 (SPHK1), enquanto o marcador associado ao fenétipo
M1 (iNOS) permaneceu inalterado. Esses resultados sugerem uma modulacao
seletiva da resposta macrofagica na interface materno-fetal diante da infeccao
pelo SARS-CoV-2. Isso sugere que a infecgao materna por SARS-CoV-2, em vez
de amplificar a ativacao pré-inflamatoria, promove uma polarizagao compensatoria
do tipo M2, refletindo uma adaptagdo imunorreguladora do microambiente
placentario. Esses resultados estdo de acordo com estudos recentes que relatam
aumento de marcadores M2 e expansao de macréfagos em placentas com
COVID-19 (Vivanti et al., 2020; Facchetti et al., 2020), apoiando a hipétese de que
essas alteragbes representam remodelagao estromal e protegao tecidual.

Em condigdes fisiolégicas, os HBCs mantém um fenétipo predominantemente
M2, que sustenta o reparo tecidual e a tolerancia materno-fetal (Reyes; Golos,
2018; Zulu et al., 2019). Modelos experimentais demonstram que, mesmo sob
desafio inflamatdrio, esses macrofagos exibem capacidade limitada de transi¢cao
para o fendtipo M1 (Schliefsteiner; Ibesich; Wadsack, 2020; Swieboda, et al.,
2020). A hiperplasia de CD68 observada e a regulacdo positiva de SPHK1
reforcam essa plasticidade intrinseca: no contexto da COVID-19 materna, os
HBCs parecem proliferar e preservar um fendtipo reparador em resposta a
inflamacao sistémica, em vez de adotar um perfil pro-inflamatério. A auséncia de
aumento da INOS sugere que a modulagdo imune placentaria reflete efeitos
sistémicos mediados por citocinas, e nao replicagao viral local (Enninga et al.,
2024; Shook et al., 2024).

Além disso, observou-se que a modulagdo fenotipica dos HBCs né&o foi
influenciada por comorbidades maternas, trimestre de infeccédo, gravidade da
doenga, resultados neonatais ou alteragbes histopatologicas placentarias. Essa

consisténcia entre os subgrupos clinicos indica uma assinatura imunoldgica



uniforme associada a COVID-19 materna. Apenas o diabetes mellitus se
correlacionou com o aumento da expressdo de SPHK1, em conformidade com
evidéncias de que as placentas diabéticas tendem a apresentar predominancia de
macrofagos M2 (Tauber et al., 2024; Zhang; Cui; Yang, 2022). Esses achados
sugerem que os efeitos imunomoduladores observados estdo principalmente
relacionados a COVID-19, independentemente de disturbios metabdlicos ou
hipertensivos pré-existentes.

Por fim, para investigar se as altera¢gdes imunoldgicas foram impulsionadas
por infecgdo viral direta, compararam-se placentas positivas e negativas para RNA
do SARS-CoV-2. Nao foram detectadas diferengas significativas na expressao dos
marcadores de HBC entre os grupos, indicando que tais efeitos ndo dependem da
presenca viral no tecido viloso. Essa observacdo é compativel com estudos
moleculares que demonstram minima deteccdo de RNA viral nas vilosidades,
apesar da remodelacéao inflamatéria e ativagdo macrofagica (Gabby et al., 2025;
Wardhana et al., 2024; Coler et al., 2023).

Foram identificadas diferengas significativas nos marcadores imunolégicos
placentarios entre mulheres com e sem COVID-19, evidenciando a notavel
plasticidade das células de Hofbauer diante da infecgéo viral e das comorbidades
maternas. O aumento da expressdo de CD68 no grupo COVID-19 indica
hiperplasia de células de Hofbauer, sugerindo que o SARS-CoV-2 pode levar seu
recrutamento além do que seria esperado apenas do estado clinico materno. Esse
achado reforca o papel central da placenta na regulacdo dos processos
inflamatorios e adaptativos. Niveis elevados de esfingosina sugerem ainda uma
mudancga compensatéria em direcao ao fendétipo M2 anti-inflamatério, apoiando o
equilibrio imunoldgico e a fungéo placentaria no contexto da infecgao.

Assim, os dados apontam para a importancia de se considerar o contexto
clinico e fisiopatoldégico no qual as alteragbes fenotipicas das HBCs ocorrem.
Futuros estudos com maior poder amostral e analises funcionais detalhadas dos
subtipos celulares e vias de sinalizagdo envolvidas poderdo esclarecer os
mecanismos que regulam essa plasticidade imune na placenta, especialmente em
cenarios de comorbidades como a COVID-19 (Young et al., 2014).

O uso de amostras embebidas em parafina fornece apenas um registro
estatico das condi¢gdes placentarias no parto, restringindo a avaliagédo de

alteragbes imunoldgicas dinamicas ao longo do tempo. Além disso, a triagem de



RNA viral foi realizada em seg¢bes parciais de blocos histologicos, podendo
subestimar a detecgao viral. A maioria das amostras correspondeu a infec¢des no
terceiro trimestre, o que limitou a analise de padrées imunoldgicos em estagios
gestacionais anteriores — periodos em que os fendétipos macrofagicos diferem
acentuadamente. Estudos futuros com tecido fresco, transcriptdmica de célula
unica e amostragem seriada serdao essenciais para elucidar a evolugdo temporal

das respostas das células de Hofbauer a infecgao materna.



6 CONCLUSAO

Ao quantificar as células marcadas com CD68 na por¢ao da vilosidade, entre
o grupo de gestantes com COVID-19 e o grupo NAO COVID verificou-se um
aumento no numero de Histiocitos de Hofbauer nas placentas de gestantes que
tiveram COVID-19.

O resultado das analises indicam diferenga estatisticamente significativa na
Esfingosina entre os grupos COVID-19 e NAO-COVID, enquanto a expressao
de iINOS né&o apresentou diferenga significativa

Somente as gestantes do grupo COVID-19 portadoras de Diabetes Mellitus
tiveram uma maior expressao tecidual de Esfingosina. Nao ha significancia
estatistica ao analisar a expressao tecidual dos imunomarcadores iINOS e
Esfingosina nas gestantes do grupo COVID-19, de acordo com fatores maternos,
gestacionais e fatores do concepto.

Nao foram encontrados quaisquer outros resultados significativos na
expressao dos biomarcadores analisados na presenca do RNA do SARS-CoV-2
nas vilosidades placentarias quando se compara a expressao tecidual dos
imunomarcadores iINOS e Esfingosina na vilosidade no grupo das gestantes
COVID- 19.

Esses resultados reforcam a necessidade de estudos adicionais para elucidar
0S mecanismos subjacentes a resposta imunoldgica placentaria em condigdes de
infeccao viral e comorbidades gestacionais, visando uma melhor compreensao do

impacto dessas interagcées na saude materno-fetal e na transmisséao vertical.
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ANEXO | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA
PARTICIPAGAO EM PESQUISA

Titulo do Projeto de Pesquisa: Avaliagdo anatomopatoldgica de placentas de
gestante com COVID 19
INVESTIGADORES DO ESTUDO

Patricia Zadorosnei Rebutini 1 , Aline Cristina Zanchettin 2 , Emanuele Therezinha Schueda
Stonoga 3 , Daniele Margarita Marani Pra” 1, Andre” Luiz Parmegiani de Oliveiral , Felipe da
Silva Deziderio 1

, Aline Simoneti Fonseca 2 , Julio Cesar Honorio Dagostini 3 , Elisa Carolina Hlatchuk 3, Isabella
Naomi Furuie 4 , Jessica da Silva Longo4 , Barbara Maria Cavalli 5, Carolina Lumi Tanaka Dino
5, Viviane Maria de Carvalho Hessel Dias 1, Ana Paula Percicote 3 , Meri Bordignon Nogueira
5, Sonia Mara Rabon i6 , Newton Sergio de Carvalho 5, Cleber Machado-Souza 2* and Lucia
de Noronha 1 Postgraduate Program of Health Sciences, School of Medicine, Pontif’icia
Universidade Catdlica do Parana -PUCPR, Curitiba, Brazil, Postgraduate Program in
Biotechnology Applied in Health of Children and Adolescent, Pele” Pequeno Priincipe, Research
Institute, Faculdades Pequeno Priincipe, Curitiba, Brazil, Department of Medical Pathology,
Clinical Hospital, Universidade Federal do Parana -UFPR, Curitiba, Brazil, Department of
Tocogynecology, Clinical Hospital, Universidade Federal do Parana, UFPR, Curitiba, PR, Brazil,
Postgraduate Program of Tocogynecology and Women'’s Health, Clinical Hospital, Universidade
Federal do Parana’- UFPR, Curitiba, Brazil, Department of Infectious Disease, Clinical Hospital,
Universidade Federal do Parana’-UFPR, Curitiba, Brazil

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do estudo “Avaliagao
Anatomopatologica de Placentas de Gestante com COVID 19”. Este estudo
estd sendo realizado em parceria das seguintes instituicdes: Pontifica
Universidade Catolica, Hopital de Clinicas da UFPR e Hospital Nossa Senhora
das Gracas. Este Termo de Consentimento explica porque este estudo esta
sendo realizado e qual sera a sua participacado ( ou do seu familiar ) , caso
vocé aceite o convite. Este documento também descreve os possiveis riscos e
beneficios se vocé quiser participar. Apdés analisar as informagbes com a
pessoa que explica este Termo de Consentimento, e esclarecer suas duvidas,
vocé devera ter o conhecimento necessario para tomar uma deciséo
esclarecida sobre sua participacao ou nao neste estudo.

JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO



Uma nova cepa do coronavirus respiratorio (SARS-CoV-2) emergiu na China
no final de 2019, espalhou-se pelo planeta, infectando milhdes de pessoas e
causando milhares de mortes em todo mundo. Até 29 de junho de 2020 o virus
ja infectou mais de 10 milhdes de pessoas, causando em torno de 500 mil
mortes (WHO-2020). Especialmente neste momento da pandemia do
coronavirus, para melhor conhecer seus efeitos nos organismos das gestantes,
dos fetos e dos recém-nascidos, se faz necessaria e oportuna esta pesquisa.

OBJETIVO DO ESTUDO

Avaliagdo anatomopatologica de placentas de gestantes com COVID 1

PROCEDIMENTOS

Para executacao deste estudo solicitamos que o senhor (a) autorize utilizagao
de material biolégico — PLACENTA - a qual serd subemtida ao exame
anatomopatologico. Também solicitamos autorizagdo para revisdo do seu
prontuario médico ( ou da sua familiar gestante). Todos estes dados serdo
utilizados de forma sigilosa

RISCOS E DESCONFORTOS PARA OS PARTICIPANTES

N&o havera riscos ou desconforto ao paciente uma vez que a retirada da
placenta faz parte do procedimento obstétrico da cesarea ou parto vaginal.

BENEFICIOS ESPERADOS

Neste momento o mundo concentra esforcos para o entendimento da
fisiopatologia da infecgdo causada pelo SARS-CoV-2 para que possamos
encontrar tratamento adequado o mais rapido possivel.

LIBERDADE DE RECUSA

A sua participagao ( ou do seu familiar ) neste estudo é voluntaria e nao é
obrigatéria. Vocé pode aceitar participar do estudo e depois desistir a qualquer
momento. Vocé também podera pedir a qualquer momento que as suas



informagdes (ou as informagdes do seu familiar ) sejam excluidas
completamente deste estudo e que elas ndo sejam usadas para outros fins.

Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé
pode contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(CEP/SD) do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana,
pelo telefone 3360- 7259. O Comité de Etica em Pesquisa é um 6rgéo colegiado
multi e transdisciplinar, independente, que existe nas instituicdes que realizam
pesquisa envolvendo seres humanos no Brasil e foi criado com o objetivo de
proteger os participantes de pesquisa, em sua integridade e dignidade, e
assegurar que as pesquisas sejam desenvolvidas dentro de padrdes éticos
(Resolugao n° 466/12 Conselho Nacional de Saude).

Eu,__ li esse Termo de Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do
estudo do qual concordei em participar. A explicacdo que recebi menciona os
riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha
participacado a qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem qualquer
prejuizo para mim, e sem que esta decisdo afete meu tratamento ou
atendimento.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo. Curitiba, _de _de

[Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal]

[Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE]

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR
| CEP/SD Rua Padre Camargo, 285 | 1° andar | Alto da Gléria | Curitiba/PR | CEP 80060-240
| cometica.saude@ufpr.br — telefone (041) 3360-725




ANEXO 2 - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO Qmpm mo
PARANA - HCUFPR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de Resultados Maternos e Perinatais em Gestantes com COVID-19 em
Hospitais Terciarios de Curitiba - Parana

Pesquisador: NARCIZO LEOPOLDO EDUARDO DA CUNHA SOBIERAY

Area Tematica:

Verséo: 3

CAAE: 35129820.6.0000.0096

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.845.872

Apresentagao do Projeto:

O estudo sera prospectivo, observacional, com delineamento tipo caso-controle

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar as caracteristicas da doenga na gestacao e as implicagdes nos resultados maternos e perinatais de
gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

As pacientes assintomaticas avaliadas no pré-natal do Hospital de Clinicas ou no PAGO que testarem
positivo para o COVID-19 serdo imediatamente avisadas para que tomem medidas de isclamento social
conforme determinado pelos 6rgédos competentes. Essas pacientes serao

monitoradas remotamente e em consultas de pré-natal periddicas a fim de identificar possiveis sintomas e
qualquer sinal de gravidade para que venham a comprometer a salde materna ou fetal.

Durante o acompanhamento do atendimento, admiss&o hospitalar e acompanhamento do internamento e
parto das gestantes positivas para o COVID-19, todos os profissionais envolvidos no atendimento, na coleta
e no processamento dos materiais da pesquisa utilizardo as medidas de precaugio padronizadas (EPIs)
pela CCIH do Complexo Hospital de Clinicas, a fim de evitar a contaminacéo da equipe.

Enderego: Rua Gal. Carneiro, n°181, Anexo G, 4° andar

Bairro: Alto da Gloria CEP: 80.060-900

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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