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RESUMO

O SARS-CoV-2, agente etiolégico da COVID-19, reconhecida como pandemia
pela Organizagdo Mundial da Saude em margo de 2020, causa infecgdo assintomatica
ou sintomas leves na maioria dos casos. Entretanto, algumas pessoas portadoras de
fatores de risco como idade avangada, doencas cardiovasculares, diabetes e
obesidade apresentam maiores taxas de complicagdes. Além destes grupos, a forma
grave da doenga também tem atingido gestantes, onde tem-se notificado o aumento
da mortalidade materna, prematuridade e o6bito fetal. O impacto da elevada
transmissibilidade do SARS-CoV-2 e suas variantes, a ampla variabilidade na
apresentacao clinica da COVID-19 e a possibilidade de transmissao vertical
necessitam ser melhor estudadas em gestantes. Desta forma, este estudo visa
contribuir com novos dados de evidéncia de transmissao vertical do SARS-CoV-2, por
meio de detecgdo do RNA viral em amostra de liquido amniético de gestantes positivas
atendidas no Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Para
atingir o objetivo proposto, amostras de liquido amnidtico passaram por diferentes
métodos de extracdo e de processamento, a fim de otimizar as analises. Foram
coletadas, no periodo de 2020 e 2021, 22 amostras de liquido amnidtico de gestantes
atendidas no servigo de Obstetricia do Complexo Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (CHC-UFPR) com diagnéstico positivo para SARS-CoV-2 por teste
molecular em algum momento da gestacdo. Do total de amostras, 17 estavam
elegiveis e foram incluidas no estudo. Ao final das etapas de processamento e
extragao, obteve-se um total de 66 aliquotas que passaram pelo teste de RT-PCR.
Das amostras estudadas, o RNA viral do SARS-CoV-2 foi detectado em duas
amostras distintas: uma no sobrenadante e outra no precipitado. Neste estudo, foi
possivel demonstrar a importancia das condi¢cbes pré-analiticas envolvidas no
diagnodstico da transmissdo vertical, além da necessidade de se estabelecer
protocolos padronizados, para um diagndstico acurado e preciso, que otimizem essas
etapas do processo envolvidas no diagndstico de transmissao vertical do SARS-CoV-
2.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; transmissao vertical; liquido amniético;
gestacao.



ABSTRACT

The SARS-CoV-2, the etiological agent of COVID-19, recognized as a
pandemic by the World Health Organization in March 2020, causes asymptomatic
infection or mild symptoms in most cases. However, some people with risk factors such
as advanced age, cardiovascular disease, diabetes and obesity have higher rates of
complications. In addition to these groups, the severe form of the disease has also
affected pregnant women, where an increase in maternal mortality, prematurity and
fetal death has been reported. The impact of the high transmissibility of SARS-CoV-2
and its variants, the wide variability in the clinical presentation of COVID-19 and the
possibility of vertical transmission need to be better studied in pregnant women.
Therefore, this study aims to contribute with new evidence of vertical transmission of
SARS-CoV-2, through the detection of viral RNA in a sample of amniotic fluid from
positive pregnant women treated at the Complexo Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana. To achieve the proposed objective, amniotic fluid
samples underwent different extraction and processing methods in order to optimize
the analysis. In the period 2020 and 2021, 22 samples of amniotic fluid were collected
from pregnant women attended at the Obstetrics service of the Complexo Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR) with a positive diagnosis for
SARS-CoV-2 by molecular test in sometime during pregnancy. Of the total samples,
17 were eligible and were included in the study. At the end of the processing and
extraction steps, a total of 66 aliquots were obtained that passed the RT-PCR test. Of
the studied samples, SARS-CoV-2 viral RNA was detected in two different samples:
one in the supernatant and the other in the precipitate. In this study, it was possible to
demonstrate the importance of the pre-analytical conditions involved in the diagnosis
of vertical transmission, in addition to the need to establish standardized protocols, for
an accurate and precise diagnosis, which optimize these stages of the process
involved in the diagnosis of vertical transmission of SARS -CoV-2.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; vertical transmission; amniotic fluid; pregnancy.



ACE-2

CDC

CHC-UFPR

CMV
Ct

FA
HSV
MERS

NAAT
OMS
PCR
PSC

RR
RT-PCR

RT-gPCR

SARS

SDRA
SINs
SRAG
TCLE
TDR
TMPRSS2

UTI
VZVv
ZIKV

LISTA DE SIGLAS

Enzima conversora de angiotensina 2 (Angiotensin-Converting
Enzyme 2)

Centros de Controle e Prevencéo de Doencas

Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Citomegalovirus

Ciclo do threshold

Virus da febre aftosa

Virus herpes simplex (Herpes Simplex Virus)

Sindrome respiratéria do Oriente Médio (Middle East Respiratory
Syndrome)

Testes de Amplificacéo de Acidos Nucléicos

Organizagao Mundial da Saude

Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction)
Virus da peste suina classica

Risco relativo

Reacdo em cadeia da polimerase apds transcricao reversa (Reverse
transcription polymerase chain reaction)

Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real com transcricao
reversa (Reverse transcription-quantitative polymerase chain
reaction)

Sindrome respiratoria aguda grave (Severe Acute Respiratory
Syndrome)

Sindrome do desconforto respiratério agudo

Sinciciotrofoblastos

Sindrome respiratéria aguda grave

Termo de consentimento livre e esclarecido

Testes de diagndstico rapido

Enzima serina protease transmembranar 2 (Transmembrane Serine
Protease 2)

Unidade de terapia intensiva

Virus varicela-zoster (Varicella-zoster virus)

Virus zika (Zika virus)



SUMARIO

1 1N 0] 011 0. o OO 8
1.1 OBUETIVO GERAL ...ttt ettt ettt e e e ntee e e e e nnneeaeaans 9
1.2 OBUJETIVOS ESPECIFICOS ...t 9
1.3 JUSTIFICATIVA ettt e et e et e e e e e e eas 9
2 REVISAO DE LITERATURA ........ooooimiiieeeee e 10
2.1 INFECCAO POR SARS-C0oV-2 NA GESTACAO.......c.coeieeeieceeeeeeeeeee e, 10
2.2 TRANSMISSAO VERTICAL......ooviueeieeeeeeeeeeeee e 11
2.2.1 Evidéncias de transmissdo vertical do SARS-COV-2.........cccuviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 14
2.2.2 Categorizagao de transmissao vertical do SARS-CoV-2 segundo a Organizacao
Mundial da SAUE .........cooiiiiiii e 16
2.2.2.1 TranSmMIiSSE0 INtrAULEIING.........uuuuuieiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb aanne 18
2.2.2.2 TransSmMISSA0 INTraPartO........cuuii i e et e e e e e e e e e e aea e aeees 19
2.2.2.3 TransmisSSA0 POS-NALAL.........ccciiiiiiiiiii e a e 19
3 MATERIAIS E METODOS .........ooooiiuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 20
3.1 AMOSTRAS .ttt e ettt e ettt e e e e n et e e e nee e e e e nrne e e e e nees 20
3.1.1  Critérios de INCIUSE0 € EXCIUSA0.........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 20
3.1.2 Processamento do liquido amniotiCo...........cuuiiiiiiiii i 21
3.1.3 EXtracao de ACIidOS NUCIBICOS .......uuuuiii i e e e 21
3.1.4 Teste RT-PCR para SARS-COV-2.....cccco ettt 22
4 RESULTADOS E DISCUSSAOD ...........coiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
5 CONGCLUSAO ...ttt n e, 38
REFERENCIAS ..........ooooeoeeeeeeeeee et 39

ANEXO 1 -TRANSMISSAO INTRAUTERINA DE SARS-CoV-2:NASCIDO VIVO...43
ANEXO 2 - TRANSMISSAO INTRAUTERINA DE SARS-CoV-2: MORTE FETAL . 44
ANEXO 3 -TRANSMISSAO INTRAPARTO DE SARS-COV-2.............cocoeeveuenrnnen. 45

ANEXO 4 - TRANSMISSAO PRECOCE POS-NATAL DE SARS-CoV-2 (IDADE >48
HORAS =28 DIAS ...t 46



1 INTRODUGAO

Em 29 de dezembro de 2019, os quatro primeiros casos de pneumonia de
etiologia desconhecida, todos ligados ao Mercado Atacadista de Frutos do Mar de
Huanan em Wuhan (sul da China) foram identificados por hospitais locais (LI et al.,
2020). Amostras de pacientes que apresentaram esta pneumonia foram coletadas e
um novo Betacoronavirus previamente desconhecido foi descoberto por meio de
isolamento e sequenciamento genético, o novo coronavirus recém isolado foi
denominado inicialmente 2019-nCoV (ZHU et al., 2020).

Entre dezembro de 2019 e margo de 2020 houve um aumento exponencial de
novos casos de pneumonia causada pelo novo coronavirus, mas somente em 11 de
marco de 2020, quando a doenga de coronavirus 2019 (COVID-19) ja havia se
espalhado pelo mundo inteiro, a OMS definiu o surto como uma pandemia. (LI et al.,
2020; OMS, 2020a).

Apenas uma pequena parcela dos pacientes infectados, geralmente idosos,
gestantes e pacientes com comorbidades, evolui para forma mais grave da doenca,
necessitando de hospitalizagao e/ou internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI)
(TROUGAKOS et al., 2021; NARANG et al., 2020). Discussdes sobre a infecgao pelo
SARS-CoV-2 e suas consequéncias na gestante permanecem controversas. No
entanto, € bem conhecido que as adaptacbes maternas fisiolégicas a gravidez
predispdem as mulheres gravidas a um curso mais grave de pneumonia, com
subsequente maior morbimortalidade materna e fetal (WASTNEDGE et al., 2020).

Diversos estudos vém demonstrando que gestantes sdo mais suscetiveis as
complicagcbes das doencas causadas pelos virus pertencentes ao género
Coronavirus, como a sindrome respiratéria aguda grave (SARS), a sindrome
respiratéria do Oriente Médio (MERS), bem como a COVID-19, (doenga do
coronavirus 2019), quando comparadas a populagéo geral (MASCIO et al., 2020). E
a medida que esses estudos avangam e as infecgdes em gestantes por SARS-CoV-2
aumentam, ha uma preocupacgao sobre a transmissao intrauterina (WASTNEDGE et
al., 2020). O impacto da elevada transmissibilidade do SARS-CoV-2 e suas variantes,
o risco de transmissdo vertical, a ampla variabilidade na apresentacao clinica da
COVID-19 necessitam ser melhor estudadas em gestantes, devido ao risco de
mortalidade materna, prematuridade e ébito fetal (VILLAR et al., 2021). Desta forma,

este estudo aponta para uma importante realidade clinica e laboratorial a ser



investigada, que trata do diagndstico da transmissao vertical do SARS-CoV-2 da
COVID-19, para contribuir com o estabelecimento de protocolos que possibilitem um

diagndstico acurado e preciso.

1.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se ha evidéncia de transmissao vertical do SARS-CoV-2 pela detecgao
do RNA viral em amostra de liquido amnidtico de gestantes positivas atendidas no

Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Otimizar o processamento de amostras de liquido amniético, sobrenadante e

precipitado.

- Avaliar se houve diferenga na deteccdo do RNA viral, apds diferentes protocolos de

processamento.

1.3 JUSTIFICATIVA

Ha poucos dados sobre os aspectos da infec¢ao viral em mulheres gestantes,
bem como o risco de transmissao vertical e os comprometimentos fetais e neonatais.
Contudo, publicacbes tém mostrado que mulheres gestantes e puérperas sao mais
suscetiveis a complicagdes. Apesar da grande dificuldade para confirmar a
transmissao vertical do SARS-CoV-2 e associar o comprometimento fetal e neonatal,
inumeras pesquisas conseguiram evidenciar a transmissao intrauterina por meio da
deteccdo do SARS-CoV-2 em diferentes amostras.

A comprovacgéo da transmissao vertical se da pela detecgdo do RNA viral na
placenta, sangue de cordao ou liquido amnidtico. Os métodos de detecgao do RNA
viral nao foram desenvolvidos para essas amostras, necessitando de padronizagao e
validacao adequada. Controlar as condicbes adequadas de coleta, armazenamento e
processamento dessas amostras € um grande desafio, devido a falta de estudos que
orientem esses processos para que seja possivel afirmar e quantificar o risco real e
as condigdes da transmissao vertical do SARS-CoV-2. Além disso, o entendimento da

dindmica da doencga na gestante e no bebé, depende da coleta adequada de todas as
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amostras que possam contribuir para esta avaliagdo. Mesmo quando se comprova a
transmissao vertical, é dificil observar a presengca do RNA viral nas diferentes
amostras, visto que a carga viral pode ser baixa e o RNA viral pode n&o estar presente
em todas as amostras em quantidade suficiente para ser detectado por métodos
moleculares. A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método diagndstico
rapido, sensivel e especifico para detectar patdgenos associados a infecgdes e
doengas genéticas, mas esta sujeito a interferéncias, como qualquer teste laboratorial,
especialmente na fase pré-analitica. Este trabalho visa padronizar os protocolos de
processamento de amostra de liquido amnidético, extragdo do RNA do SARS-CoV-2 e

contribuir com novos dados de evidéncia de transmissao vertical desse virus.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCAO POR SARS-CoV-2 NA GESTACAO

Em 11 de margo de 2020, a Organizacdao Mundial da Saude (OMS), declarou o
surto de sindrome respiratéria aguda grave por coronavirus 2, uma pandemia, devido
ao seu numero crescente de casos em todo o mundo (OMS, 2020a).

A COVID-19, (doenga por coronavirus 2019), causou mais de 665 milhdes de
infeccdes e 6,7 milhdes de mortes em todo mundo (JOHNS HOPKINS UNIVERSITY
(JHU). Center for Systems Science and Engineering (CSSE), 2023).

Enquanto a maioria dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 ndo precisam
de hospitalizagao, uma minoria como idosos, gestantes e portadores de comorbidades
apresenta sintomas mais graves que requerem hospitalizacdo e podem apresentar
complicagbes graves com risco de vida, incluindo sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA), que pode desencadear um colapso sistémico de multiplos 6rgaos,
levando a morte (TROUGAKOS et al., 2021; NARANG et al., 2020).

Mulheres gravidas apresentam alteragdes fisioldgicas significativas nos
sistemas imunoldgico e respiratério, na fungao cardiovascular e na coagulacao, estas
alteragdes podem ter um impacto importante na progressdao da COVID-19
(WASTNEDGE et al., 2020).

Uma analise epidemiolégica conduzida pelo CDC entre janeiro e outubro de
2020, constatou que mulheres gravidas infectadas pelo SARS-CoV-2 apresentaram

um aumento na taxa de admissao em unidades de terapia intensiva, necessidade de
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oxigenagao suplementar e mortalidade. Em outra analise também conduzida pelo
CDC entre margo e agosto de 2020 com 598 gestantes, foi verificado que a incidéncia
de partos prematuros em gestantes hospitalizadas devido a COVID-19, era de 12,6%,
uma taxa maior que a observada na populagéo geral dos EUA em 2010, que foi de
10%. Além disso, também foi observado que a incidéncia de partos prematuros em
gestantes sintomaticas era trés vezes maior do que gestantes assintomaticas
(ZAMBRANO et al., 2020; DELAHOY et al., 2020).

Ja um estudo de coorte multinacional comparando 706 pacientes gravidas com
diagndstico de COVID-19 com 1.424 mulheres gravidas sem diagnostico de COVID-
19, demonstrou que aquelas com COVID-19 apresentaram um risco 5,04 vezes maior
de admissdo em UTI, um risco relativo (RR) de 22,3 vezes de mortalidade materna,
pré-eclampsia: 1,76; parto prematuro: 1,59; morbidade neonatal grave: 2,66 e
mortalidade perinatal grave que inclui 6bito intrauterino ou neonatal: 2,14 (VILLAR et
al., 2021).

Outro estudo de coorte realizado nos EUA, incluiu 869.079 mulheres gravidas
que receberam atendimento em um dos 499 centros, destas pacientes, 18. 715
tiveram COVID-19 (2,2%). O estudo também demonstrou que pacientes com COVID-
19 foram significativamente mais propensas a ter parto prematuro na proporgcao de
16,4% versus 11,5%. Elas tiveram taxas significativamente mais altas de admissao na
UTI, 5,2% vs; 0,9% e intubacao respiratéria 1,5% vs, 0,1%, bem como um aumento
de 10 vezes no risco de mortalidade hospitalar com 0,1% das pacientes gravidas com
COVID-19 indo a 6bito durante a admissao (CHINN et al., 2021).

Maiores estudos sao necessarios para entender a vulnerabilidade de gestantes
a infeccdo por SARS-CoV-2. Conforme estes estudos prosseguem, ha uma
preocupacao sobre a possibilidade de transmissao intrauterina, uma vez que a
transmissdo vertical € documentada, mas os mecanismos ainda n&o s&o
completamente compreendidos (WASTNEDGE et al., 2020).

2.2 TRANSMISSAO VERTICAL

Para atingir o feto humano, certos patdgenos devem superar a barreira
placentaria, que se desenvolve poucos dias apds a concepcao e € indispensavel para
a manutencgao da gravidez. A placenta forma uma barreira fisica e imunolégica entre

a mae e o feto, servindo para proteger o feto em desenvolvimento da infecgéo e
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rejeicdo materna, facilitando a troca de nutrientes e eliminagao de residuos (COYNE;
LAZEAR, 2016; MOORE; SUTHAR, 2021).

Nos estagios iniciais da gravidez, a placenta humana €& responsavel por
estabelecer o sistema circulatério que provera o sangue materno diretamente no
espaco interviloso (FIGURA 1). Esse espaco é composto de liquido que envolve as
superficies das vilosidades da placenta humana, as vilosidades, por sua vez, séo
formadas por sinciciotrofoblastos (SINs). Devido ao seu contato direto com o sangue
materno, os SINs s&o cruciais para proteger o feto de patdogenos. A camada de SINs
forma uma barreira protetora mesmo nos estagios iniciais da gravidez. Uma vez que
o sistema circulatorio uteroplacentario esteja totalmente estabelecido, o que ocorre ao
final do primeiro trimestre, a placenta € a unica barreira que impede o acesso de
microrganismos do sangue materno ao compartimento fetal (COYNE; LAZEAR, 2016).

Certos patégenos sao conhecidos por superar a barreira placentaria, as vezes
com efeitos devastadores no desenvolvimento gestacional. Embora o mecanismo
exato de transmissao transplacentaria de muitos microrganismos seja desconhecido,
sabemos que a transmissao vertical de patégenos da mae para o feto pode ocorrer
por diferentes vias (FIGURA 1), incluindo: infeccdo de células endoteliais na
microvasculatura materna e disseminacgao para trofoblastos extravilosos invasivos,
que sao as células que ancoram as arvores vilosas a parede uterina; trafego de
células imunes maternas infectadas através da barreira placentaria; transporte
paracelular ou transcelular do sangue materno através das arvores vilosas e para os
capilares fetais; danos a arvore vilosa e quebras na camada SIN; e/ou infeccao
ascendente transvaginal (COYNE; LAZEAR, 2016).



FIGURA 1 - ROTAS USADAS POR PATOGENOS PARA ULTRAPASSAR A BARREIRA
PLACENTARIA
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FONTE: Adaptado de COYNE; LAZEAR, (2016).

Patégenos como o citomegalovirus (CMV), virus herpes simplex (HSV), virus
varicela-zoster (VZV) e virus zika (ZIKV) ao atravessarem a barreira placentaria
podem causar sindromes congénitas, com taxas varidveis de transmisséo e
gravidade, que dependem, em parte, do estagio da gravidez em que a infecgao ocorre.
E importante destacar que muitas dessas infecgdes podem ter efeitos menores na
mae e ha pouca correlagéo entre a sintomatologia materna e a gravidade dos efeitos
fetais. Infecgdes na gravidez sdo sempre preocupantes, mas é importante destacar
que, primeiro, a presenga de microrganismos na superficie placentaria nao indica
necessariamente infeccao placentaria, uma vez que a transmissao vertical depende
da violagao da barreira placentaria. Segundo, a infecgao das células placentarias por
patégenos nao significa necessariamente que haja transmisséo para o feto. Terceiro,
mesmo quando ocorre infecgao fetal, as respostas sdo variaveis, assim, a infeccao
fetal nem sempre significa dano ao feto (WASTNEDGE et al., 2020).
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2.2.1 EBvidéncias de transmissao vertical do SARS-CoV-2

Um caso relatado no Hospital de Lausanne, Suica demonstrou a expressao de
SARS-CoV-2 em amostra colhida da placenta apés uma perda fetal espontédnea na
192 semana de gestacao. A gestante com 28 anos, obesa, primigesta, que apresentou
sintomas caracteristicos da infeccao por SARS-CoV-2, confirmado por swab
nasofaringeo. Ela foi medicada e recebeu alta hospitalar e dois dias depois,
apresentou febre e fortes contracdes uterinas que evoluiram para trabalho de parto,
com o nascimento de um feto natimorto. Swabs das axilas, boca, mecénio e sangue
fetal obtidos poucos minutos apds o nascimento testaram negativo para SARS-CoV-2
e infecgao bacteriana. A autdpsia fetal ndo mostrou malformacgdes e as bidpsias fetais
de pulméo, figado e timo foram negativas para SARS-CoV-2. A superficie fetal da
placenta foi colhida, além de dois swabs e biopsias, que foram negativos para infecgcéo
bacteriana ou fungica, mas estavam positivos para SARS-CoV-2. O estudo, embora
com um unico caso, indica a necessidade de uma investigacdo mais aprofundada para
confirmar se o SARS-CoV-2 cruza a barreira placentaria (BAUD et al., 2020).

Um outro estudo de caso também revelou tecido placentario e amostra de
liquido amnidtico positivos para SARS-CoV-2. A gestante, com 23 anos, primigesta,
com 35 semanas, quando admitida apresentava sintomas da infecgdo por SARS-CoV-
2, tendo o virus sito detectado no sangue e em swabs nasofaringeos e vaginais. A
gravidez evoluiu sem intercorréncias e todos os exames de ultrassonografia e exames
de rotina foram normais até o diagndéstico da COVID-19. Trés dias apos a admissao,
foi constatado padrdo anormal em exame de cardiotocografia, os achados eram
sugestivos de frequéncia cardiaca fetal de categoria lll, que esta fortemente associado
a desfechos neonatais adversos. Foi realizado parto cesarea e o recém-nascido
precisou ser transferido para unidade de terapia intensiva neonatal (UTI). Foram
coletados durante a cesariana: liquido amnidtico, sangue e lavado broncoalveolar nao
broncoscopio do recém-nascido, além de swabs nasofaringeos e retais do recém-
nascido foram coletados pela primeira vez na primeira uma hora de vida e depois
repetidos aos 3 e 18 dias de idade, sendo que todas as amostras foram positivas para
SARS-CoV-2. O exame da placenta também foi positivo para SARS-CoV-2, sendo a
carga viral maior nesse tecido do que nas demais amostras, sugerindo a presencga
viral nas células placentarias. Os exames histoldgicos realizados na placenta também

demonstraram alteragdes significativas e é importante destacar que as curvas de RT-
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PCR dos swabs nasofaringeos neonatais aos 3 e 18 dias de vida foram maiores do
que no primeiro dia, indicando infecg¢ao real e ndo uma contaminagéao, demonstrando
transmissao pela placenta (VIVANTI et al., 2020).

Outros estudos também relataram a possibilidade de transmissao
transplacentaria do SARS-CoV-2: uma gestante de 42 anos sintomatica admitida no
Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR)
testou positivo para SARS-CoV-2:, seis dias depois foi observado auséncia de
movimentos fetais, foi realizado uma cesariana, o feto nasceu morto, amostras de
placenta e sangue do cordao umbilical foram coletadas e testaram positivo para o
SARS-CoV-2 por RT-PCR (STONOGA et al., 2021). Outro relato de caso descreve
uma mulher iraniana de 22 anos, gravida de 32 semanas, também com diagndstico
positivo para COVID-19, que precisou passar por uma cesarea ap0s piora nos
sintomas da doenga, e deu a luz um recém-nascido pesando 2,4 kg sem
intercorréncias. Sangue de cordao umbilical e liquido amnidtico foram coletados, bem
como swabs nasais, destas amostras, o teste do liquido amniético foi positivo para o
SARS-CoV-2. Foi realizado um segundo teste de swab nasal que foi positivo 24 horas
depois. Infelizmente a condicdo de saude da méae piorou drasticamente, evoluindo
para oObito (ZAMANIYAN et al., 2020). Outro estudo que relata uma possivel
transmissao transplacentaria em gestante de 40 anos, internada em um hospital de
Toronto, Canada. A paciente com diagndstico positivo para COVID-19 foi submetida
a uma cesariana, dando a luz um recém-nascido com 2,930 kg. Foram coletadas
amostras da placenta e swabs nasofaringeos, estes, obtidos no segundo e sétimo dia
apos o nascimento, todos os trés swabs foram positivos para SARS-CoV-2 por RT-
gPCR, além do exame histopatoldgico da placenta também ter apresentado alteragdes
significativas (KIRSTMAN et al., 2020).

Ja outros dois estudos, realizados em Wuhan, China, descrevem resultados
positivos em testes para anticorpos IgM e IgG em amostras de swabs nasofaringeos
de recém nascidos de maes com diagnéstico positivo para COVID-19. O primeiro
relato trata-se de uma recém-nascida que apresentou niveis elevados de IgM,
indicando que a infeccado possa ter ocorrido ainda no utero, uma vez que IgM néao
ultrapassa a placenta, sendo um bom marcador para o diagnostico de infec¢des
congénitas. O segundo estudo foi realizado com seis criangas, sendo que cinco

apresentaram niveis elevados de anticorpos da classe IgG, das quais, duas também
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apresentaram niveis elevados de IgM, indicando a possibilidade de infecgao congénita
(DONG et al., 2020; ZENG et al., 2020).

2.2.2 Categorizagao de transmisséo vertical do SARS-CoV-2 segundo a Organizagéo
Mundial da Saude

Devido ao numero crescente de mulheres gravidas com diagnodstico de COVID-
19, uma possivel vulnerabilidade de gestantes a infecgdo por SARS-CoV-2, conforme
relatado anteriormente, somado a possibilidade de transmisséo vertical do SARS-
CoV-2, a OMS publicou em 2021 um resumo cientifico que propée um sistema de
classificagao da transmisséao vertical do SARS-CoV-2. Os momentos de transmissao
foram classificados em transmissao intrauterina, transmissao intraparto e transmissao
pos-natal, subcategorizando a transmisséo intrauterina em nascidos-vivos ou em
natimortos. Para todos estes momentos é necessaria evidéncia de infecgao materna
por SARS-CoV-2 em qualquer periodo da gestagdo. As gestantes podem ser
classificadas como caso suspeito, provavel ou confirmado de infec¢ao por SARS-CoV-
2, estes critérios também sao estabelecidos pela OMS (OMS, 2021).

O QUADRO 1 traz as definigbes de caso suspeito, provavel ou confirmado, o
conteudo foi baseado no documento publicado pela OMS: Vigilancia de Saude Publica
para COVID-19. Orientagao proviséria (OMS, 2020b). O resumo dos testes que podem
ser utilizados para deteccdo e confirmagéo de infecgdo aguda por SARS-CoV-2 em
individuos com suspeita clinica de COVID-19 também foi retirado de outro guia
provisorio da OMS (OMS, 2020c).
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QUADRO 1 - DEFINICAO DE CASO SUSPEITO, PROVAVEL OU CONFIRMADO SEGUNDO A OMS

Caso suspeito de COVID-19

Caso provavel de COVID-19

Caso confirmado de COVID-19

Critérios Clinicos

Epidemiolégicos

1. Febre, tosse, fraqueza
elou fadiga geral, cefaleia,
mialgia, dor de garganta,
coriza, dispneia, etc.

2. Paciente com Sindrome
respiratéria aguda grave
(SRAG) com histéria de
febre ou febre medida = 38
°C e tosse com inicio nos
ultimos 10 dias e que
necessita de hospitalizagao.

1. Residir ou trabalhar em
uma area com alto risco de
transmissao do virus: por

exemplo, ambientes
residenciais fechados e
ambientes humanitarios,
etc.

2. Residir ou viajar para
uma area com transmisséao

comunitaria a qualquer
momento nos 14 dias
anteriores ao inicio dos
sintomas.

3. Trabalhar em ambiente

de saude, incluindo
unidades de saude e
domicilios, a qualquer
momento nos 14 dias
anteriores ao inicio dos
sintomas.

1. Paciente que preenche os critérios clinicos
e tem contato com um caso provavel ou
confirmado, ou epidemiologicamente
vinculado a um grupo de casos em que tenha
havido pelo menos um caso confirmado
identificado.

ou

2. Um caso suspeito (descrito acima) com
exame de imagem de térax mostrando
achados sugestivos de COVID-19.

ou

3. Pessoa com inicio recente de anosmia
(perda do olfato) ou ageusia (perda do
paladar) na auséncia de qualquer outra
causa identificada.

ou

4. Morte, ndo explicada de outra forma, em
adultos com dificuldade respiratéria anterior
a morte E que era contato de um caso
provavel ou confirmado ou
epidemiologicamente ligado a um cluster em
que tenha havido pelo menos um caso
confirmado identificado.

1. Uma pessoa com confirmagéao laboratorial de
infeccdo por SARS-CoV-2, independentemente
dos sinais e sintomas clinicos.

Abaixo estdo descritos os diferentes testes que
podem ser utilizados para detecgao de infecgéo
aguda por SARS-CoV-2:

Testes de Amplificagdo de Acidos Nucléicos
(NAAT): Tém como alvo o genoma do SARS-
CoV-2, sempre que possivel, as suspeitas de
infecgbes ativas por SARS-CoV-2 devem ser
testadas com NAAT, como RT-PCR.

Testes de diagndstico rapido com base na
deteccdo de antigenos (TDR): Sdo os testes
responsaveis por detectarem a presenca de
proteinas virais (antigenos) de SARS-CoV-2 em
diferentes amostras.

Testes soroldgicos disponiveis para detecgéo de
anticorpos: S&o testes que medem anticorpos
como 1gG, IgM e/ou IgA produzidos pelo corpo
humano em resposta a infecgdo por SARS-CoV-
2.

FONTE: Adaptado de OMS (2020b e 2020c).

NOTA: Para o caso suspeito de COVID-19, a pessoa deve preencher os critérios clinicos e epidemioldgicos, exceto quando o individuo for diagnosticado com

Sindrome respiratéria aguda grave.

LEGENDA:RT-PCR= reagédo em cadeia da polimerase apos transcrigdo reversa.
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Verificada a evidéncia de infeccdo materna, conforme as definicbes
estabelecidas anteriormente, é preciso ainda confirmar a exposic¢ao fetal ao virus para
cada momento de transmissao, (“in utero”, intraparto ou no periodo pdés-natal
precoce). A OMS também preconiza os testes necessarios para cada tempo de
transmissdo. Com base nos testes realizados e no tipo da amostra coletada, os
momentos de transmissao sao classificados em 4 categorias, mutuamente exclusivas:
transmissao vertical confirmada, transmisséo vertical possivel (evidéncia sugestiva,
mas nao confirmatoria para infecgéo), improvavel (pouco suporte para o diagndstico,
mas infec¢ao nao pode ser completamente descartada) e indeterminado (quando néo

foram realizados os testes necessarios para definir a classificacao (OMS, 2021).

2.2.2.1 Transmissao intrauterina

A transmissado intrauterina pode ocorrer pela via hematogénica ou, mais
raramente, pela via ascendente. A maioria dos patégenos sao transmitidos “in utero”
por meio de uma infeccao sistémica na gestante, esta condigdo permite que os
patdégenos tenham acesso a placenta. Uma vez que o patégeno atinja a placenta, ele
deve atravessar a barreira placentaria para ter acesso aos vasos fetais, atingir o feto
e causar infeccdo. Alguns estudos demonstraram a expressao do receptor da enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE-2) associado a membrana celular e a enzima
serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2) necessarios para a entrada do SARS-
CoV-2, também em células placentarias, embora haja dados conflitantes relacionados
a extensdo da co-expressao e expressao diferencial por idade gestacional. Além
disso, SARS-CoV-2 também esta associado a danos vasculares, incluindo
hipercoagulopatia em mulheres gravidas e lesdo isquémica na placenta, nestas
condigdes, o virus pode atingir o feto sem necessariamente infectar células
placentarias. O ANEXO 1 e o ANEXO 2 trazem informagdes detalhadas do fluxo
necessario para classificar a transmissao intrauterina em nascidos vivos e para casos
de morte fetal, respectivamente (OMS, 2021).

A transmissao intrauterina para nascidos vivos requer: evidéncia de infecgao
materna por SARS-CoV-2 a qualquer momento durante a gravidez, evidéncias de
exposi¢ao fetal no utero e persisténcia de SARS-CoV-2 ou resposta imune no
neonato. E importante que as amostras sejam coletadas e testadas nas primeiras 24

horas de vida para confirmacio de exposicao fetal e que as analises de persisténcia
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viral ocorram entre as 24-48 horas de vida. Maiores detalhes estdo descritos no
ANEXO 1 (OMS, 2021).

A transmissao intrauterina do SARS-CoV-2 em casos de morte fetal requer:
evidéncia de infeccdo materna por SARS-CoV-2 a qualquer momento durante a
gravidez e detecgcdo de SARS-CoV-2 em tecido fetal, liquido amnidtico ou amostras

placentarias, maiores detalhes estdo descritos no ANEXO 2 (OMS, 2021).

2.2.2.2 Transmissao intraparto

Em relacdo a transmissio intraparto, a contaminacao fecal do canal/vulva
vaginal durante o trabalho de parto e parto poderia potencialmente permitir a
contaminacgao viral por SARS-CoV-2 da oro/nasofaringe neonatal durante o parto
vaginal. Também pode haver contaminagao viral no ambiente durante o trabalho de
parto e parto ou imediatamente apos o parto, por goticulas e aerosséis gerados pela
mulher infectada durante o trabalho de parto ativo, bem como a contaminacéo fecal
materna do ambiente proximo, particularmente durante o parto vaginal, que pode levar
a infeccao viral pelo neonato imediatamente apds o nascimento. Estes achados
podem dificultar a distingdo da infecgéo viral infantil durante a passagem pelo canal
do parto da infecgao viral horizontal do SARS-CoV-2 no periodo pds-natal imediato. O
ANEXO 3 traz informacgdes detalhadas do fluxo necessario para confirmacao de
transmissao intraparto do SARS-CoV-2, que requer: evidéncia de infecgdo materna
por SARS-CoV-2 perto do momento do nascimento, evidéncia de falta de SARS-CoV-
2 fetal “in utero” e exposic¢ao intraparto ao SARS-CoV-2 com persisténcia viral ou
resposta imune no bebé. E importante que as amostras sejam coletadas e testadas
nas primeiras 24 horas de vida para confirmacgao da falta de exposicao fetal e que as
analises de exposicao intraparto com persisténcia viral ocorram entre as 24-48 horas
de vida (OMS, 2021).

2.2.2.3 Transmissao pos-natal

A transmissao pés-natal de SARS-CoV-2 parece ser responsavel pela maioria
das infecgbes relatadas em neonatos, provavelmente representando exposi¢cao a mae
infectada, outros cuidadores ou fomites. Embora o SARS-CoV-2 tenha sido detectado

por ensaios baseados na detecgdo do genoma viral por (RT-PCR) no leite materno,



20

esse achado parece ser incomum e até o momento nenhum virus competente para
replicacéo foi detectado. No periodo pés-natal, os bebés podem ser expostos ao
SARS-CoV-2 da mae infectada, de outros cuidadores e/ou do ambiente do neonato,
dificultando a determinacao da fonte de infec¢cao pds-natal, caso ocorra. A transmissao
precoce pos-natal de SARS-CoV-2 (idade > 48 horas - 28 dias) requer: evidéncia de
infeccdo materna perto do momento do nascimento, evidéncia para mostrar falta de
exposigao “in utero” e auséncia de exposicao intraparto e exposi¢ao pos-natal precoce
ao SARS-CoV-2 e persisténcia viral ou resposta imune no bebé. As amostras devem
ser coletadas e testadas nas primeiras 48 horas de vida para confirmagao de auséncia
de exposi¢ao intrauterina ou no momento do parto e o teste de persisténcia viral
também deve ser realizado nas primeiras 48 horas de vida. Maiores detalhes estao
disponiveis no ANEXO 4 (OMS, 2021).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAS

Foram utilizadas amostras de liquido amnidtico de gestantes com diagndstico
positivo para SARS-CoV-2 por teste molecular (RT-gPCR) em algum momento
durante a gestacdo. Assim, conforme estabelece as definicbes da OMS (QUADRO 1),
trata-se de casos confirmados de COVID-19. Estas amostras foram coletadas no
periodo de 2020 e 2021, com assinatura de TCLE relacionadas ao projeto aprovado
pelo Comité de FEtica e Pesquisa do CHC-UFPR, sob o numero
CAAE:35129820.6.0000.0096

3.1.1 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidas no estudo amostras de liquido amniético de gestantes que
tiveram resultado de RT-gPCR positivo para SARS-CoV-2 durante qualquer periodo
da gestagdo. Foram excluidas do estudo amostras sem o resultado de RT-qPCR

disponivel e com volume insuficiente para realizar as analises.
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3.1.2 Processamento do liquido amnidtico

O protocolo de processamento das amostras foi adaptado do estudo de Calvet
et al. (2016). Conforme relatado: 1mL de cada amostra do liquido amnidtico foi
centrifugada a 15.000 rpm, durante 90 minutos a 4° C, posteriormente o sobrenadante
foi transferido para microtubo livre de nucleases. O precipitado foi ressuspendido com
500 uL de agua ultrapura e, entdo, transferido também para microtubo livre de
nucleases. Ao final do processamento obteve-se um total de 34 aliquotas, sendo 17
do sobrenadante e 17 do precipitado. As amostras foram estocadas a -70°C até a

extracédo dos acidos nucleicos.

3.1.3 Extrag&o de acidos nucleicos

O isolamento do acido nucleico é considerado um dos passos mais importantes
em qualquer técnica molecular. A extragdo de DNA e/ou RNA de tecidos biologicos
requer ruptura das estruturas teciduais e celulares, desnaturacdo de complexos de
nucleoproteinas, inativacdo de nucleases e por fim purificacdo de acidos nucleicos.
Uma extragdao bem-sucedida de acido nucleico deve seguir protocolos padronizados,
seguindo especificidades para cada amostra. Essas etapas podem ser modificadas
com base no acido nucleico de interesse e fonte de amostra biolégica. (MULLEGAMA
et al., 2019)

Para este estudo, sobrenadante e precipitado de cada amostra foram
submetidos ao isolamento do RNA viral por dois métodos: manual e automatizado. No
método manual foi utilizado o Kit comercial PureLink™ Viral RNA/DNA Mini kit
(Invitrogen). J4 no método automatizado o Kit utilizado foi o Extracta 32 Kit Fast-DNA
e RNA Viral (Loccus) em extrator automatizado Extracta 32 do mesmo fabricante, em
ambas as técnicas foram seguidas as orientacdes do manual do fabricante. Ao final
da extracao foram obtidas 66 aliquotas dos produtos eluidos das extracdes, que,
posteriormente, foram estocadas a -70°C, até o momento da realizacido do teste de
RT-PCR.
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FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DO PROCESSAMENTO E EXTRAGCAO DAS AMOSTRAS

17
amostras
(in natura)
Centrifugacao
17 amostras 17 amostras
(sobrenadante) (precipitado)
Extracao Extracao Extracao Extracao
manual automatizada manual automatizada
(17 amostras) (16 amostras) (17 amostras) (16 amostras)

FONTE: A autora (2022)

Devido ao volume insuficiente da amostra de liquido amniético numeragao

interna 1911/20, foi possivel realizar somente a extragdo manual para esta aliquota.

3.1.4 Teste RT-PCR para SARS-CoV-2

Devido a sua especificidade e sensibilidade, juntamente com seu potencial de
alto rendimento e a introdugao continua de novas quimicas, instrumentacdo mais
confiavel e protocolos aprimorados, a RT-PCR tornou-se a tecnologia de referéncia
para a deteccao e/ou quantificacdo de RNA. A reagcao em cadeia da polimerase em
tempo real com transcrigdo reversa, (RT-qPCR), usa moléculas fluorescentes para
monitorar a sintese de produtos de amplificacdo durante cada ciclo da PCR, ela
combina as etapas de transcrigao reversa (para virus RNA), amplificacao e detecgao
de acido nucleico em um ensaio homogéneo e elimina a necessidade de eletroforese
em gel de agarose para detectar produtos amplificados (BUSTIN et al., 2005).

Primeiramente, como parte fundamental do processo, ocorre a transcricdo

reversa do RNA por agédo enzimatica para obtengcdo do DNA, que permite que ele seja
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amplificado e copiado, posteriormente em cada um dos ciclos, (geralmente séo
realizados até 40 ciclos) existem 3 etapas: Desnaturagdo, o material genético é
incubado em alta temperatura para que haja a abertura da fita dupla de DNA, seguida
pelo anelamento, onde sao adicionados fragmentos genéticos denominados primers,
que geralmente sao compostos por 18-24 nucleotideos complementares a sequéncias
especificas de DNA, caso os primers complementem as sequéncias especificas,
ligacbes de hidrogénio serdo formadas entre as bases pareadas. Alguns dos
fragmentos participardo de futuras amplificagdes, enquanto outros, previamente
marcados e capazes de emitir um sinal fluorescente na presencga de seu alvo, seréo
os que detectarao a presenga do virus ou de seus fragmentos. E por ultimo ocorre a
extensdo ou alongamento, pela agdo da polimerase, enzima capaz de transcrever ou
replicar acidos nucléicos em temperaturas de 70-72 °C (CUMPLIDO et al., 2021).

Os ciclos sao repetidos consecutivamente, copiando as partes especificas do
DNA viral até que o sistema detecte a presenca do alvo molecular de interesse. Para
isto, primeiramente, é necessario determinar a linha de base (sinal de fundo ou ruido)
e a partir deste ponto, calcula-se o limiar entendido como o nivel do sinal fluorescente
que representa o inicio da fase exponencial de amplificacdo génica, (threshold). E o
Ct (ciclo do threshold) corresponde ao numero de ciclos necessarios para o inicio da
amplificagdo, ou seja, o momento em que a fluorescéncia emitida cruza a linha
threshold. Para avaliar a presenca do virus na amostra, determina-se o numero de
ciclos Ct necessarios para que o teste seja positivo, ou seja, indica o momento preciso
da amplificacdo em que o teste é capaz de identificar a presenga do alvo molecular
investigado. Assim, o Ct € um valor semiquantitativo inversamente proporcional a
quantidade de RNA na amostra, de forma que um baixo numero de Ct esta relacionado

a uma maior carga viral e vice-versa (CUMPLIDO et al., 2021).
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FIGURA 3 - MODELO GRAFICO DE RT-PCR
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FONTE: Adaptado de JAYAKODY et al. (2021)

Para deteccdo de SARS-CoV-2, as amostras previamente extraidas foram
submetidas a RT-qPCR, utilizando Kit Allplex™ SARS-CoV-2 Assay da Seegene. Este
dispositivo de diagndstico é um ensaio de PCR em tempo real multiplex que permite
amplificacdo e detecao simultdnea de acidos nucleicos alvos: gene RdRP (gene da
polimerase de RNA dependente de RNA) e gene N (gene da proteina do
nucleocapsideo) especificos para SARS-CoV-2, além do gene E (gene da proteina do
envelope) particular de todos os Sarbecovirus, incluindo SARS-CoV-2. Além disso,
um gene humano exdgeno € usado como Controle Interno (Cl) para monitoragao de
todo o processo desde a coleta de amostras, a extragao de acido nucleico e, também,
para verificar qualquer possivel inibicdo de PCR (SEEGENE, 2020).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O QUADRO 2 traz informacdes sobre os dados clinicos, as caracteristicas
demograficas das gestantes e informacgdes gerais das amostras de liquido amnidtico
em que foi possivel realizar a coleta. Das 17 gestantes incluidas no estudo, uma teve
diagndstico de COVID-19 no primeiro trimestre da gestagao, trés se infectaram no
segundo trimestre e 11 gestantes no terceiro trimestre, estes dados podem ser
visualizados na FIGURA 4.
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QUADRO 2 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, SINAIS E SINTOMAS, CONDICOES MEDICAS SUBJACENTES E EVOLUCAO CLINICA (CONTINUA)

FONTE: A autora (2022).

garganta.

aguda e
hipotireoidismo.

Paciente | Numeracao | Idade Idade Sinais e Condicoes Evolucao clinica materno-fetal Informagdes sobre o
interna materna | gestacional sintomas no médicas resultado de RT-PCR
atribuida a | (anos) no momento | momento do subjacentes para SARS-CoV-2 em
amostra de do diagnéstico swab de nasofaringe
liquido diagnéstico realizada na mae
amniotico (semanas)

1 1911/20 45 26 Tosse seca, Pré-eclampsia e | Mae: Evolui para insuficiéncia Resultado: Detectavel;
dispneia, febre, | diabetes respiratoria hipoxémica com intubagao | Laudo liberado 3 dias
anosmia, mellitus orotraqueal, apés 13 dias ocorreu o antes do parto;
ageusia, gestacional. desmame da oxigenioterapia. No 14° Exame realizado pelo:
nausea, vomito dia recebeu alta. CHC-UFPR.

e diarreia. Feto: Realizagao de cesariana; Idade
gestacional: 28 semanas, 6bito fetal.

2 2552/20 38 28 Febre referida, | Hipotireoidismo | Mae: Internada na Unidade de terapia Resultado: Detectavel;
mal-estar e pré-gestacional. | intensiva com hipotensdo e taquipneia, | Laudo liberado 4 dias
tosse que trés dias depois foi transferida para antes do parto;
evoluiu com enfermaria, recebendo alta 6 dias Exame realizado pelo:
dispneia. depois. LACEN-PR.

Feto: Realizagao de cesariana devido a
sofrimento fetal agudo; Idade
gestacional: 28 semanas; Apgar: 6/9;
peso: 1,100Kg.
3 7675/20 26 32 Febre e dor de | Toxoplasmose Mae: - Resultado: Detectavel;

Feto: Realizagao de cesariana. Idade
gestacional:38 semanas; Apgar: 9/10;
peso: 2,935Kg.

Laudo liberado 42 dias
antes do parto;
Exame realizado pelo:
CHC-UFPR.

LEGENDA: CHC-UFPR: Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana; IBMP: Instituto de Biologia Molecular do Parana; LACEN-PR:
Laboratério Central do Estado do Parana.
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SINTOMAS, CONDIGOES MEDICAS SUBJACENTES E EVOLUGAO CLINICA

FONTE: A autora (2022).

tosse, dispneia,
ageusia e
anosmia.

saturagao de oxigénio fora dos
parédmetros recomendados, transferida
para Unidade de terapia intensiva,
recebeu alta apds 19 dias.

Feto: Realizagao de cesariana devido a
piora materna. Idade gestacional:36
semanas; Apgar: 8/10; peso: 2,945Kg.

Paciente | Numeragao | Idade Idade Sinais e Condigdes Evolucao clinica materno-fetal Informacgdes sobre o
interna materna | gestacional sintomas no médicas resultado de RT-PCR
atribuidaa | (anos) no momento | momento do subjacentes para SARS-CoV-2 em
amostra de do diagndstico swab de nasofaringe
liquido diagnéstico realizada na mae
amnidtico (semanas)

4 9177/20 27 37 Tosse e Diabetes Mae: Recebeu alta apds 2 dias da data | Resultado: Detectavel;

dispneia. mellitus da admissao hospitalar. Laudo liberado 12 dias
gestacional. Feto: Realizagédo de cesariana eletiva antes do parto;
apos a alta hospitalar. Idade Exame realizado pelo:
gestacional:39 semanas; Apgar: 8/9; IBMP.
peso: 3,150Kg.

5 9718/20 22 34 Anosmia, Asma, Mae: - Resultado: Detectavel;
ageusia, transtorno de Feto: Realizagédo de cesariana. ldade Laudo liberado 33 dias
cefaleia e ansiedade gestacional:38 semanas; Apgar: 8/8; antes do parto;
coriza. generalizada e peso 3,065Kg. Exame realizado pelo:

obesidade. IBMP.

6 546/21 23 36 Cefaleia, febre, | - Mae: Frequéncia respiratoria e Resultado: Detectavel;

Laudo liberado no dia
do parto;

Exame realizado pelo:
IBMP.

LEGENDA: CHC-UFPR: Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana; IBMP: Instituto de Biologia Molecular do Parana; LACEN-PR:
Laboratorio Central do Estado do Parana.
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SINTOMAS, CONDIGOES MEDICAS SUBJACENTES E EVOLUGAO CLINICA

FONTE: A autora (2022).

ex-usuaria de
substancia
psicoativa e
histérico de
sifilis
devidamente
tratada.

Paciente | Numeracao | Idade Idade Sinais e Condicoes Evolucao clinica materno-fetal Informacgdes sobre o
interna materna | gestacional sintomas no médicas resultado de RT-PCR
atribuida a | (anos) no momento | momento do subjacentes para SARS-CoV-2 em
amostra de do diagnéstico swab de nasofaringe
liquido diagnéstico realizada na mae
amnidtico (semanas)

7 755/21 34 34 Prostracéo, - Mae: - Resultado: Detectavel,;
coriza, tosse, Feto: Realizagao de cesariana devido a | Laudo liberado 26 dias
diarreia, cesariana prévia. ldade gestacional:39 | antes do parto;
anosmia e semanas; Apgar: 9/9; peso: 3,685Kg. Exame realizado pelo:
vomito. IBMP.

8 758/21 29 34 Febre, tosse, Diabetes Mae: - Resultado: Detectavel;
anosmia e mellitus Feto: Realizagao de cesariana devido Laudo liberado no dia
diarreia. gestacional, ao risco materno. ldade gestacional: 34 | do parto;

obesidade, semanas; Apgar: 9/9; peso: 2,770Kg. Exame realizado pelo:
hipotireoidismo, CHC-UFPR.

LEGENDA: CHC-UFPR: Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana; IBMP: Instituto de Biologia Molecular do Parana; LACEN-PR:
Laboratdrio Central do Estado do Parana.
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QUADRO 2 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, SINAIS E SINTOMAS, CONDICOES MEDICAS SUBJACENTES E EVOLUCAO CLINICA
(CONTINUACAO)

Paciente | Numeracao | Idade Idade Sinais e Condicoes Evolucao clinica materno-fetal Informacgdes sobre o
interna materna | gestacional sintomas no médicas resultado de RT-PCR
atribuida a | (anos) no momento | momento do subjacentes para SARS-CoV-2 em
amostra de do diagnéstico swab de nasofaringe
liquido diagnéstico realizada na mae
amnidtico (semanas)

9 2448/21 32 38 Febre sem - Mae: - Resultado: Detectavel;
melhora, Feto: Realizagao de cesariana. Idade Laudo liberado no dia
mialgia, gestacional: 38 semanas; Apgar: 8/9; do parto;
anosmia e mal peso: 3,400Kg. Exame realizado pelo:
estar geral. CHC-UFPR.

10 3748/21 30 30 Tosse e Diabetes Mae: Nao internou por COVID-19. Resultado: Detectavel;
cansago leve. mellitus Feto: Realizagao de cesariana devido Laudo liberado 46 dias

gestacional, ao mau controle da diabetes mellitus antes do parto;
pré-eclampsia, gestacional e macrossomia fetal. Idade | Exame realizado pelo:
obesidade e gestacional: 38 semanas; Apgar: 7/9; LACEN-PR.

infeccéo do peso: 3,590Kg.

trato urinario de

repeticédo

11 4225/21 39 8 Inapeténcia, - Mé&e: Nao houve internamento por Resultado: Detectavel;
cefaleia, COVID-19. Laudo liberado 231
fraqueza, Feto: Realizagdo de cesariana eletiva dias antes do parto;
anosmia e ap6s meses da alta hospitalar. Idade Exame realizado pelo:
ageusia. gestacional: 39 semanas; Apgar: 9/9; IBMP.

peso: 4,105Kg.

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: CHC-UFPR: Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana; IBMP: Instituto de Biologia Molecular do Parana; LACEN-PR:
Laboratério Central do Estado do Parana.
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SINTOMAS, CONDIGOES MEDICAS SUBJACENTES E EVOLUGAO CLINICA

Paciente | Numeracao | Idade Idade Sinais e Condicoes Evolucao clinica materno-fetal Informacgdes sobre o
interna materna | gestacional sintomas no médicas resultado de RT-PCR
atribuida a | (anos) no momento | momento do subjacentes para SARS-CoV-2 em
amostra de do diagnéstico swab de nasofaringe
liquido diagnéstico realizada na mae
amnidtico (semanas)

12 4856/21 - - - - - Resultado: Detectavel;
Laudo liberado 53 dias
antes do parto;
Exame realizado pelo:
IBMP.

13 5087/21 28 25 Mialgia, Diabetes Mae: Nao houve internamento por Resultado: Detectavel;
sintomas mellitus tipo 2. COVID-19. Laudo liberado 76 dias
gripais, febre e Feto: Realizagao de cesariana eletiva antes do parto;
dispneia. ap6s meses da alta hospitalar devido a | Exame realizado pelo:

falha de indugao por Diabetes tipo 2. IBMP.
Idade gestacional: 36 semanas; Apgar:
9/10; peso: 3,875Kg.

14 5353/21 37 34 Dispneia. Transtorno de Mae: Infecgéo por bactérias Resultado: Detectavel;
ansiedade multirresistentes, intubacéo orotraqueal | Laudo liberado no dia
generalizada. 3 dias apds o internamento, evolui para | do parto;

choque séptico, parada Exame realizado pelo:
cardiorrespiratéria e insuficiéncia renal | CHC-UFPR.

aguda. Obito materno 6 dias apds o

internamento.

Feto: Realizagao de cesariana por

oligoidrdmnio. ldade gestacional: 34

semanas; Apgar: 8/9; peso: 2,080Kg.

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: CHC-UFPR: Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana; IBMP: Instituto de Biologia Molecular do Parana; LACEN-PR:
Laboratério Central do Estado do Parana.



30

QUADRO 2 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, SINAIS E SINTOMAS, CONDIGOES MEDICAS SUBJACENTES E EVOLUGAO CLINICA

(CONCLUSAO)

Paciente | Numeracao | Idade Idade Sinais e Condicoes Evolucao clinica materno-fetal Informacgdes sobre o
interna materna | gestacional sintomas no médicas resultado de RT-PCR
atribuida a | (anos) no momento | momento do subjacentes para SARS-CoV-2 em
amostra de do diagnéstico swab de nasofaringe
liquido diagnéstico realizada na mae
amnidtico (semanas)

15 6708/21 22 35 Mialgia, Diabetes Mae: Interna por taquipneia. Resultado: Detectavel,;
cefaleia, febre, | mellitus Feto: Realizagédo de cesariana por perfil | Laudo liberado 4 dias
tosse e gestacional, biofisico alterado. Idade gestacional: 36 | antes do parto;
dispneia. obesidade e semanas; Apgar: 8/9; peso: 2,755Kg. Exame realizado pelo:

hipotireoidismo. LACEN-PR.

16 6945/21 - - - - - Resultado: Detectavel;
Laudo liberado 6 dias
antes do parto;
Exame realizado pelo:
CHC-UFPR.

17 9252/21 26 21 - Diabetes Mae: - Resultado: Detectavel;
mellitus Feto: Realizagdo de cesariana por Laudo liberado 74 dias
gestacional, diabetes mellitus gestacional e antes do parto;
obesidade e cesariana prévia. ldade gestacional: 39 | Exame realizado pelo:
hipotireoidismo. | semanas; Apgar: 8/9; peso: 3,640Kg. IBMP.

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: CHC-UFPR: Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana; IBMP: Instituto de Biologia Molecular do Parana; LACEN-PR:
Laboratdrio Central do Estado do Parana.
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FIGURA 4 — MOMENTO DA INFECGAO MATERNA POR COVID-19
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FONTE: A autora (2023)

Em relacdo ao intervalo entre a infeccdo e o parto, nove gestantes tiveram
diagnostico de COVID-19 com uma diferenga menor do que 15 dias, e a média geral
foi de 36 dias entre o diagndstico e 0 momento do parto. Estes dados podem ser
visualizados na FIGURA 5.

FIGURA 5 — HISTOGRAMA DO INTERVALO ENTRE A INFECCAO E O PARTO
9

8

7

Numero de gestantes

0-14 15-29 30-44 45-59 60-74 75-89 225-240

Intervalo entre a infecgao e o parto (dias)
FONTE: A autora (2023)
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A RT-qPCR foi realizada conforme descrito no item 3.1.4. Entre as amostras de
liquido amniético de gestantes com COVID-19 confirmado, o gene N do SARS-CoV-2
foi detectado no liquido amnio6tico de duas pacientes (TABELA 1). Conforme preconiza
a OMS em areas com transmissdo generalizada de SARS-CoV-2, um unico gene
independente pode ser adotado como um unico alvo discriminatério (OMS, 2020c).

Uma amostra (2552/20) apresentou positividade para a aliquota do precipitado
que passou pelo processo de extragdo manual, enquanto a outra (6708/21)
apresentou positividade para o sobrenadante que passou pelo processo de extragao

automatizada.

TABELA 1 - RESULTADOS DO TESTE RT-PCR PARA SARS-CoV-2 EM LIQUIDO
AMNIOTICO (CONTINUA)

Extragdo automatizada Extracdo Manual
Amostra
Precipitado | Sobrenadante | Precipitado | Sobrenadante
1 1911/20 INS INS ND ND
2 2552/20 ND ND Detectado ND
E=ND
N= 37,9
RdRP = ND
3 7675/20 ND ND ND ND
4 9177/20 ND ND ND ND
5 9718/20 ND ND ND ND
6 546/21 ND ND ND ND
7 755/21 ND ND ND ND
8 758/21 ND ND ND ND
9 2448/21 ND ND ND ND
10 | 3748/21 ND ND ND ND
11 4225/21 ND ND ND ND
12 | 4856/21 ND ND ND ND
13 | 5087/21 ND ND ND ND
14 | 5353/21 ND ND ND ND

FONTE: A autora (2022)

LEGENDA: INS= Insuficiente (amostra insuficiente); ND= Nao Detectado; E= gene E (gene
da proteina do envelope); N= gene N (gene da proteina do nucleocapsideo); RARP= gene
RdRP (gene da polimerase de RNA dependente de RNA)

TABELA 1 - RESULTADOS DO TESTE RT-PCR PARA SARS-CoV-2 EM LIQUIDO
AMNIOTICO (CONCLUSAO)
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Extragcao automatizada Extracdo Manual
Amostra
Precipitado | Sobrenadante Precipitado | Sobrenadante
15 6708/21 ND Detectado ND ND
E=ND
N= 37,3
RdRP = ND
16 6945/21 ND ND ND ND
17 9252/21 ND ND ND ND

FONTE: A autora (2022)

LEGENDA: INS= Insuficiente (amostra insuficiente); ND= Nao Detectado; E= gene E (gene
da proteina do envelope); N= gene N (gene da proteina do nucleocapsideo); RARP= gene
RdRP (gene da polimerase de RNA dependente de RNA)

Os dois recém-nascidos que tiveram RNA viral de SARS-CoV-2 detectado em
amostras de liquido amnidtico nasceram prematuros, ou seja, antes de completar 37
semanas de gestacao. Outras cinco gestantes também tiveram idade gestacional
inferior a 37 semanas, porém, RNA viral ndo foi detectado nas amostras coletadas.
Destas, duas apresentaram idade gestacional < 28 semanas (prematuridade extrema),
incluindo a gestante (2552/20), ambas apresentaram um intervalo de tempo entre o
diagnodstico de COVID-19 e o parto menor do que cinco dias. A gestante com amostra
de liquido amnidtico positivo para SARS-CoV-2 apresentou um melhor prognéstico
fetal (Apgar: 6/9, peso: 1,100Kg). Infelizmente, o outro evolui para ébito e a amostra
coletada nao apresentou positividade. A evolugao clinica materno fetal da paciente
6708/21 (idade gestacional: 36 semanas, Apgar: 8/9, peso: 2,755Kg) é semelhante
aos demais parametros encontrados nas demais gestantes que tiveram parto
prematuro e exceto para paciente 5087/21, o intervalo entre a infeccdo materna e o
parto destas pacientes foi menor do que cinco dias.

O diagnéstico de infecgcdes congénitas a partir da deteccao do material genético
de microrganismos no liquido amnidtico vem sendo bastante estudado nos ultimos
anos, entretanto ainda n&o existe unico protocolo especifico para o processamento e
extragcao de amostras de liquido amniotico que aumente a sensibilidade da RT-gPCR.
A qualidade e a quantidade de acidos nucleicos extraidos sdo bastante afetadas pela
coleta da amostra, por seu manuseio, transporte, armazenamento, processamento e
pela escolha do método de extragao de acidos nucleicos, assim o resultado da RT-
gPCR depende diretamente destes fatores (MELO et al., 2010; RADSTROM et al.,
2004). Uma vez que a quantidade de microrganismos, acidos nucleicos e inibidores
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de RT-gPCR sao muito variaveis entre os varios tipos de amostras, os protocolos de
processamento e extragao de acidos nucleicos devem ser especificos para cada uma
delas (WILSON, 1997).

Além da dificuldade em garantir protocolos que otimizem a técnica, outros
problemas pré-analiticos podem prejudicar a acuracia e precisao do teste. Conforme
destaca Sidsted, Radstrom e Hedman (2020) é vital que a amostra seja representativa,
além disso, a amostragem deve ter como objetivo minimizar a absorgc&o de inibidores
de PCR das matrizes de amostra enquanto maximiza a absor¢ao alvo. No QUADRO
2 é possivel confirmar que todas as amostras incluidas no estudo foram coletadas a
partir de parto cesarea, o qual foi indicado exclusivamente devido as condigdes
clinicas da gestante e/ou do feto, desta forma, a coleta das amostras seguiu o
protocolo proposto pela OMS para determinacéo de transmissao vertical por meio da
analise do liquido amnidtico, em que era necessario que a coleta fosse realizada de
modo estéril em cesariana antes da ruptura das membranas (OMS, 2021).

Em relacdo ao processamento e extragdo das amostras, eles servem para
gerar extratos homogéneos de RNA a partir de amostras heterogéneas usando, por
exemplo, principios bioquimicos ou fisicos. O RNA é liberado das células por extragcao
e, se necessario, os extratos sao posteriormente purificados. A desvantagem da
purificacao extensiva é que ela leva a uma perda substancial de RNA, geralmente com
taxas de recuperacao de 10 a 80%. O oposto da purificacdo extensiva sdo os métodos
de PCR direto, onde a etapa de preparagcdo da amostra € minimizada ou totalmente
excluida. Aqui, a vantagem € que a perda de RNA ¢ evitada, mas uma desvantagem
€ que altas quantidades de inibidores de PCR podem estar presentes (SIDSTED;
RADSTROM; HEDMAN, 2020). Desta forma, apds o processamento e extracio das
amostras ndo sabemos se a recuperagdo do material genético atingiu um valor
significativo para realizagdo da RT-PCR, podendo gerar resultados falsos-negativos.

Quatro amostras apresentaram grande quantidade de sangue, que é
conhecidamente um inibidor dos testes moleculares. Os potenciais inibidores de PCR
identificados no sangue sdo a imunoglobulina G, lactoferrina e hemoglobina. Os
inibidores geralmente atuam em um ou mais dos trés pontos essenciais da reagao: (1)
interferem na lise celular necessaria para a extragdo do material genético; (2) na
degradacgéao ou captura do acido nucleico e (3) inibem a atividade da polimerase para
amplificagdo do alvo DNA (WILSON, 1997; SIDSTED; RADSTROM; HEDMAN, 2020).
N&o sabemos até que ponto o sangue presente nas amostras pode ter interferido nos
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resultados, entretanto o processamento e extragao parecem ter otimizado as analises,
uma vez que a amostra 2552/20 apresentou resultado positivo.

As amostras positivas apresentaram um valor de Ct elevado (>37). Conforme
abordado no tépico anterior, valores de Ct elevados indicam uma menor concentragao
do acido nucleico alvo (CUMPLIDO et al., 2021). E importante destacar que todas as
amostras foram processadas meses depois de serem coletadas, o que pode ter
interferido nas analises. A qualidade do RNA ¢ variavel e bastante instavel quando
armazenado durante um longo periodo de tempo, uma vez que amostras de RNA s&o
extremamente vulneraveis a degradagao, o uso de amostras de RNA degradado pode
levar a reducao da sensibilidade (FLEIGE; PFAFFL, 2006; PADHI et al., 2018). Isto
pode explicar o valor de Ct elevado das aliquotas. Além disso, ambas amostras eram
de gestantes que estavam na fase ativa da doenca, poucos dias entre a coleta da
amostra e o parto. Outras gestantes também apresentaram este curto periodo de
tempo entre o diagndstico e o parto. Como as amostras destas pacientes, embora
adequadamente armazenadas, permaneceram por um longo periodo de tempo, apds
a coleta, antes de serem processadas e analisadas, podem ter prejudicado a detecgao
do RNA viral, ja que nao ha relatos de como armazenar esses materiais.

Uma alternativa para contornar possiveis problemas de armazenamento a
longo prazo de amostras de RNA viral seria utilizar o TRIzol como método de
conservagao. O TRIzol é um reagente usado para extragdo de RNA (além de DNA ou
proteinas) de uma variedade de amostras. Previne a degradacdo do RNA,
preservando sua qualidade e integridade durante o processo de purificacdo e
adicionalmente permite a obtencédo de grandes quantidades. Ele ndo é usado apenas
para extracdo, mas também serve como meio de armazenamento, levando em
consideracao que o RNA do SARS-CoV-2 nao requer tampdes especializados para
estabilizacao do material genético. O uso do TRIzol para extragao do RNA do SARS-
CoV-2 é promissor, pode diminuir os custos de testes, inativar o virus e obter RNA
estavel. Isso é particularmente importante para cenarios de recursos limitados, onde
testes massivos sdo necessarios apesar da escassez econémica (ORTIZ et al., 2021).

Um estudo realizado por Hofmann et al. (2000) comparou os efeitos do
armazenamento a longo prazo de amostras contendo o virus da peste suina classica
(PSC) ou virus da febre aftosa (FA) armazenadas em TRIzol e fixadas em
Formaldeido, ambos sao virus que tem o RNA como material genético. As amostras

foram armazenadas em TRIzol por até 4 semanas a -20°C, 4°C, temperatura ambiente
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ou 37°C antes da extracdo do material genético, o RNA viral foi detectado em todas
as amostras, independentemente das condigdes de armazenamento. Em contraste
com o armazenamento feito em TRIzol, a fixagdo de amostras clinicas em formaldeido
com posterior extragdo de RNA resultou em um impacto negativo drastico na detecgéo
do RNA viral, resultando em uma queda de = 3 log da sensibilidade do RT-PCR.
Infelizmente a maioria dos estudos atuais que envolvem o uso de TRIzol na RT-PCR
dado enfoque apenas para o seu uso no processo extracdo, nesta etapa o TRIzol
também gera melhores resultados, aumentando a sensibilidade da RT-PCR (ORTIZ
et al., 2021), desta forma, ha necessidade de desenvolver testes que visam verificar
se aliquotas mantidas em TRIlzol, apresentaram maior estabilidade e
consequentemente maior carga viral. Se for possivel demonstrar que o uso de TRIzol
contribui para manter a estabilidade do RNA, este método pode ser introduzido na
rotina diagnostica para melhorar a preservacdo dessas amostras, reduzindo a
degradacao natural do RNA.

Um estudo desenvolvido por Avidor et al. (2004) destaca as dificuldades
inerentes em relagdo ao uso de PCR em amostra de liquido amniotico. Avidor e
colaboradores construiram um modelo de plasmideo para testar o efeito inibitério do
sobrenadante de liquido amnidtico sobre a sensibilidade de PCR. O plasmideo
continha DNA de citomegalovirus (CMV) e para comparar a deteccdo do material
genético, o modelo foi testado por PCR em agua e em sobrenadante de liquido
amnidtico ndo infectado. O modelo do plasmideo testado no sobrenadante foi 2.000
vezes menos sensivel quando comparado com o modelo testado em agua, esta
diferenga significativa na sensibilidade sugere a presencga de fatores inibitérios no
liquido amnidtico que interferem na amplificagcdo do DNA. O estudo também testou
outros modelos para verificar as propriedades inibitérias do liquido amniético e
concluiram que apos o processo de extragdo de DNA a maioria das amostras
inibitérias apresentou resultados positivos, indicando que houve sucesso na remogao
dos inibidores pela purificacdo do DNA.

O processamento também €& um fator que deve ser discutido e pode ser
decisivo quando nao dispomos de métodos de purificagdo, no mesmo estudo Avidor
et al. (2004) indicou que uma forma de contornar os possiveis inibidores presentes no
liquido amnidtico € concentrar as amostras. Sete aliquotas de liquido amnidtico
positivas para CMV foram centrifugadas e separadas em fracdo celular e

sobrenadante, posteriormente a concentragdo viral no sobrenadante e precipitado
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celular foi determinada por PCR quantitativo. A quantidade de virus em cada uma
dessas fragbes foi calculada multiplicando-se a concentragdo viral medida no
sobrenadante ou no precipitado celular pelo volume da fragcdo correspondente. A
concentracdo de DNA viral aumentou de 4 a 67 vezes na fracdo celular quando
comparada com a fracdo do sobrenadante. Quando o sobrenadante foi purificado a
carga viral e consequentemente a sensibilidade foi semelhante a encontrada no
precipitado celular. Estes resultados sugerem que a baixa sensibilidade do ensaio no
sobrenadante n&o tratado foi provavelmente devido a inibicdo da amplificacdo do
DNA, ao invés de uma baixa concentracdo de DNA viral. Este estudo indica a
importancia de estabelecer protocolos que visam a otimizagdo do processamento e
principalmente a purificagdo/extracdo de amostras de liquido amniético, garantindo a
recuperacao ideal do material genético e a eliminagao de possiveis inibidores da PCR
para que os resultados gerados sejam mais sensiveis e especificos.

O presente estudo indica a possibilidade de transmissao transplacentaria de
SARS-CoV-2 e de acordo com o sistema de classificagao proposto pela OMS, uma
infeccdo congénita neonatal é considerada confirmada se o virus for detectado no
liquido amnidtico nas primeiras 24 horas de vida somado a um teste de persisténcia
viral (OMS, 2021). Infelizmente os nossos resultados ndo se enquadram nestas
definigdes, nao podendo ser qualificados como transmissao confirmada, uma vez que
nao foram realizados testes de persisténcia viral. Além disto o tempo de
armazenamento das amostras talvez tenha sido o principal limitador deste estudo, nao
sabemos até que ponto ele pode ter influenciado nas analises. Devido ao baixo
numero de amostras positivas nao foi possivel estabelecer qual fracdo apds a etapa
de processamento ou qual método de extragao foi superior a outro para realizacdo do
RT-gPCR. Entretanto, € de conhecimento geral que métodos de extragdo manual
despendem mais tempo, exigem mais etapas de processamento (aumentando a
probabilidade erros), tornando-os inadequados para laboratérios de diagnéstico de
grande porte. Desta forma, a partir dos estudos encontrados na literatura e os
resultados do presente trabalho, indicamos a importancia da realizacdo de novas
pesquisas que visem o estabelecimento de protocolos que otimizem as etapas de
processamentos e extracdo das amostras de liquido amnidtico e que incluam novos

dados sobre a possibilidade de transmissao vertical de SARS-CoV-2.
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5 CONCLUSAO

Considerando as evidéncias disponiveis até o momento, € dificil tirar
conclusdes absolutas sobre o risco de infecgdo congénita por SARS-CoV-2, a maioria
dos estudos é limitado a um unico caso e a falta de padronizagao nos testes realizados
impossibilita maiores conclusdes. A fim de estabelecer definigbes internacionais para
transmissao intrauterina, intraparto e pés-natal, a OMS, publicou em 2021, um resumo
cientifico que propde um sistema de classificagdo da transmissao vertical do SARS-
CoV-2, estas definicbes sdo fundamentais para que haja um esforgo em conjunto no
levantamento de dados sobre a transmissao vertical da COVID-19.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho e nas definigcbes estabelecidas
pela OMS, ndo é possivel concluir se houve evidéncia de transmissao vertical do
SARS-CoV-2 nas amostras analisadas. Apenas duas amostras de liquido amniético
foram positivas para SARS-CoV-2, no entanto, testes de persisténcia viral ndo foram
realizados. O numero reduzido de amostras positivas, sendo que ambas passaram
por processos de extracdo distintos, também impossibilita verificar se o
processamento e a técnica da extragao otimizam ou ndo as analises. Por outro lado,
os dados discutidos neste estudo podem auxiliar na realizagao de novas pesquisas
que visam melhorar os protocolos de processamento e extragdo de amostras de
liquido amnidtico para detecgdo de SARS-CoV-2. Desta forma, s&o necessarias mais
evidéncias sobre a transmissao vertical da COVID-19 e novos estudos sobre os
protocolos necessarios para realizacdo das analises de RT-gPCR em liquido

amniotico.
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ANEXO 1 -TRANSMISSAO INTRAUTERINA DE SARS-CoV-2:NASCIDO VIVO

Transmissdo Confirmada

Transmissao Possivel

Evidéncia de exposigao fetal no utero

Persisténcia viral/resposta imune

Evidéncia de exposic¢ao fetal no utero

Persisténcia viral/resposta imune

Uma ou mais das seguintes amostras
nas primeiras 24 horas de vida
positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR de amostra estéril.
RT-PCR de amostra ndo estéril.
Sorologia (IgM ou IgA).

Uma ou mais das seguintes amostras
nas primeiras 24-48 horas de vida
positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR de amostra estéril.

Uma ou mais das seguintes amostras
nas primeiras 24 horas de vida
positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR de amostra estéril.
RT-PCR de amostra ndo estéril.
Sorologia (IgM ou IgA).

Uma ou mais das seguintes amostras
as 24-48 horas de vida positiva para
SARS-CoV-2:

RT-PCR de ndo amostra estéril.
Sorologia positiva (IgM ou IgA) entre
de 24 horas a <7 dias.

Transmissao

Improvavel

Transmissao Indeterminada

Evidéncia de exposigao fetal no utero

Persisténcia viral/resposta imune

Evidéncia de exposigao fetal no utero

Persisténcia viral/resposta imune

Uma ou mais das seguintes amostras
nas primeiras 24 horas de vida
positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR de amostra estéril.
RT-PCR de amostra nao estéril.
Sorologia (IgM ou IgA).

Todos os testes realizados em
amostras as 24-48 horas de vida sdo
negativos para SARS-CoV-2:

RT-PCR de amostra estéril.

RT-PCR de amostra nao estéril.
Sorologia negativa (IgM ou IgA) entre
24 horas a <7 dias de vida.

Uma ou mais das seguintes amostras
nas primeiras 24 horas de vida
positivas para SARS-CoV-2:

RT-PCR de amostra estéril.
RT-PCR de amostra nao estéril.
Sorologia (IgM ou IgA).

Nao foram realizados um ou mais dos
seguintes testes em amostras as 24-
48 horas de vida

RT-PCR de amostra estéril.

RT-PCR de amostra ndo estéril.
Sorologia (IgM ou IgA) entre 24 horas
a <7 dias de vida.

Todos os testes de exposicdo fetal
intrauterina (acima) realizados séo
negativos para SARS-CoV-2.

Um ou mais testes realizados (acima)
sao positivos para SARS-CoV-2.

Nao foram realizados testes de
persisténcia viral/resposta imune
(acima).

Um ou mais testes descritos (acima)
sdo positivos para SARS-CoV-2.

FONTE: Adaptado de OMS (2021).

NOTA: Amostra estéril: liquido amnidtico, sangue neonatal, amostras do trato respiratério inferior obtidas por lavado broncoalveolar por meio de broncoscopia ou
insercao de tubo endotraqueal, aspirado bronquico ou traqueal, ou LCR; Amostra nao estéril: amostras do trato respiratério superior (por exemplo, swab ou aspirado
nasal ou orofaringeo), ou outras amostras ndo estéreis (por exemplo, fezes), incluem também os testes RT-PCR/ISH(hibridizagédo in situ) de Placenta, IHC
(imunohistoquimica)/Microscopia de Placenta e RT-PCR de swab placentério.

LEGENDA: :RT-PCR= reagédo em cadeia da polimerase apos transcrigao reversa; LCR= liquido cefalorraquidiano.
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ANEXO 2 - TRANSMISSAO INTRAUTERINA DE SARS-CoV-2: MORTE FETAL
Detecgédo de SARS-CoV-2

Transmissao | RT-PCR ou ISH de tecido fetal positivo para SARS-CoV-2.
Confirmada

Transmissdo | Tecido fetal ndo testado para SARS-CoV-2
Possivel E um ou mais dos seguintes positivos para SARS-CoV-2:
IHC ou microscopia de tecido fetal ou RT-PCR de swab fetal.
Liquido amniotico.
Tecido placentario (RT-PCR, ISH, IHC ou microscopia) ou RT-PCR de swab
placentario.

Tecido fetal negativo para SARS-CoV-2 em teste de RT-PCR ou ISH.
E liquido amnidtico positivo para SARS-CoV-2.

Transmissdo | Tecido fetal negativo para SARS-CoV-2 em teste de RT-PCR ou ISH.
Improvavel E um ou mais dos seguintes positivos para SARS-CoV-2:
IHC ou microscopia de tecido fetal ou RT-PCR de swab fetal.
Tecido placentario (RT-PCR, ISH, IHC ou microscopia) ou RT-PCR de swab
placentario.

FONTE: Adaptado de OMS (2021).

NOTA: Tecido fetal de local estéril, como 6rgéos fetais (por exemplo, pulmao, figado, cérebro); recomenda-
se testar varias amostras.

LEGENDA: RT-PCR= reagdo em cadeia da polimerase apos transcrigao reversa; ISH= hibridizagado in
situ; IHC= imunohistoquimica.
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ANEXO 3 -TRANSMISSAO INTRAPARTO DE SARS-CoV-2

Transmissdo Confirmada

Transmissao Possivel

Auséncia de exposigéo fetal
intrauterina

Exposi¢éo intraparto com persisténcia viral/
resposta imune

Auséncia de exposigéo fetal
intrauterina

Exposigéo intraparto com persisténcia viral/ resposta
imune

Um ou mais testes realizados nas
primeiras 24 horas de vida foram
negativos. Todos os testes
realizados devem ser negativos.

RT-PCR em amostra estéril.
RT-PCR em amostra nao estéril.
Sorologia negativa (IgM ou IgA).

Uma ou mais das seguintes amostras nas
primeiras 24-48 horas de vida positiva para
SARS-CoV-2:

RT-PCR em amostra estéril.

RT-PCR em amostra nao estéril corroborado por
PCR positivo em uma 2° amostra nao estéril
entre 48 horas e 7 dias de vida.

Sorologia positiva (IgM ou IgA) entre 7-14 dias de
vida, corroborada por teste sorologico positivo
em uma 2° amostra obtida 10 dias apds o primeiro
teste positivo.

Nao foram realizados testes
de exposigao fetal
intrauterina.

Uma ou mais das seguintes amostras nas primeiras
24-48 horas de vida positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR em amostra estéril.

RT-PCR em amostra ndo estéril corroborado por
PCR positivo em uma 2° amostra nio estéril entre
48 horas e 7 dias de vida.

Sorologia positiva (IgM ou IgA) entre 7-14 dias de
vida, corroborada por teste sorologico positivo em
uma 2° amostra obtida 10 dias apds o primeiro teste
positivo.

Transmiss&o Improvavel

Auséncia de exposigao fetal intrauterina

Exposicéo intraparto com persisténcia viral/ resposta imune

fetal intrauterina.

Nao foram realizados testes de exposigéo

0 primeiro teste positivo.

Uma ou mais das seguintes amostras as 24-48 horas de vida positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR em amostra estéril com RT-PCR negativo em uma 2° amostra entre 48 horas e 7 dias de vida.

RT-PCR em amostra néo estéril com RT-PCR negativo em uma 2° amostra n&o estéril entre 48 horas e 7 dias de vida.
Sorologia positiva (IgM ou IgA) entre 7-14 dias de vida com teste sorolégico negativo em uma 2° amostra obtida 10 dias apds

FONTE: Adaptado de OMS (2021).

NOTA: Amostra estéril: liquido amniético, sangue neonatal, amostras do trato respiratdrio inferior obtidas por lavado broncoalveolar por meio de broncoscopia ou insercéo de
tubo endotraqueal, aspirado brénquico ou traqueal, ou LCR: Amostra nao estéril: amostras do trato respiratério superior (por exemplo, swab ou aspirado

nasal ou orofaringeo), ou outras amostras nado estéreis (por exemplo, fezes), incluem também os testes RT-PCR/ISH (hibridizagdo in situ) de Placenta e
IHC(imunohistoquimica)/Microscopia de Placenta e RT-PCR de swab placentario.
LEGENDA: RT-PCR= reagdo em cadeia da polimerase apds transcrigdo reversa; LCR= liquido cefalorraquidiano.
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ANEXO 4 - TRANSMISSAO PRECOCE POS-NATAL DE SARS-CoV-2 (IDADE >48
HORAS - 28 DIAS

Auséncia de exposicao
intrauterina/intraparto

Exposicdo no pds-natal imediato com persisténcia
viral/resposta imune

Transmissao
Confirmada

Foi realizado pelo menos um
teste nas primeiras 48 horas
de vida com resultado
negativo para SARS-CoV-2
Todos os testes realizados
devem ser negativos.

RT-PCR em amostra estéril.
RT-PCR em amostra ndo
estéril.

Sorologia negativa (IgM ou
IgA) nos primeiros 14 dias de
vida.

Uma ou mais das seguintes amostras nas primeiras 48
horas de vida positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR em amostra estéril.

RT-PCR em amostra nao estéril corroborado por PCR
positivo em uma 2° amostra ndo estéril obtida 10 dias
apos o primeiro teste positivo realizado nas primeiras 48
horas de vida.

Sorologia positiva (IgM ou IgA) apos 14 dias de vida,
corroborada por um 2° teste soroldgico positivo obtido 10
dias apods o primeiro teste positivo realizado apés 14 dias
de vida.

Transmissao
Possivel

Nao foram realizados testes
de exposicao “in utero”
fetal/intraparto.

Uma ou mais das seguintes amostras nas primeiras 48
horas de vida positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR em amostra estéril.

RT-PCR em amostra nao estéril corroborado por PCR
positivo em uma 22 amostra nao estéril obtida 10 dias
apos o primeiro teste positivo.

Sorologia positiva (IgM ou IgA) apos 14 dias de vida,
corroborada por um 2° teste sorolégico positivo obtido
10 dias apds o primeiro teste positivo.

Transmisséao
Improvavel

Nao foram realizados testes
de exposicao “in utero”
fetall/intraparto.

Uma ou mais das seguintes amostras nas primeiras 48
horas de vida positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR em amostra nao estéril com RT-PCR negativo
em uma segunda amostra ndo estéril obtida 10 dias apos
0 primeiro teste positivo.

Sorologia positiva (IgM ou IgA) apos 14 dias de vida
com teste soroldgico negativo em uma 2° amostra obtida
10 dias apds o primeiro teste positivo.

Transmissao
Indeterminada

Nao foram realizados testes
de exposig¢ao “in utero”
fetal/intraparto.

Uma ou mais das seguintes amostras nas primeiras 48
horas de vida positiva para SARS-CoV-2:

RT-PCR em amostra nao estéril sem um 2° teste
confirmatorio.

Sorologia positiva (IgM ou IgA) apos 14 dias de vida
sem um 2° teste confirmatério.

FONTE: Adaptado de OMS (2021)
NOTA: Amostra estéril: liquido amnidtico, sangue neonatal, amostras do trato respiratério inferior obtidas por
lavado broncoalveolar por meio de broncoscopia ou insergéo de tubo endotraqueal, aspirado brénquico ou
traqueal, ou LCR; Amostra nao estéril: amostras do trato respiratorio superior (por exemplo, swab ou
aspirado nasal ou orofaringeo), ou outras amostras nao estéreis (por exemplo, fezes), incluem também os
testes RT-PCR/ISH(hibridizac¢ao in situ) de Placenta e IHC(imunohistoquimica)/Microscopia de Placenta e
RT-PCR de swab placentario.
LEGENDA:RT-PCR= reacdo em cadeia da polimerase apos transcrigdo reversa; LCR= liquido

cefalorraquidiano.






