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RESUMO

No final de 2019 um surto de pneumonia viral de origem desconhecida emergiu em
Wuhan, China e rapidamente se espalhou pelo mundo tornando-se uma pandemia.
A doenca, que recebeu o nome de doenga do coronavirus 2019 (COVID-19) é
causada por um coronavirus denominado SARS-CoV-2 (coronavirus 2 da sindrome
respiratoria aguda grave) e causou preocupagao em relagcéo aos efeitos que poderia
ter na gestacdo. Devido a escassez de informagdes ainda nao é possivel
compreender completamente os mecanismos de infeccdo intrauterina do SARS-
CoV-2. Este estudo foi proposto com o objetivo de avaliar a expressao tecidual de
receptores e cofatores envolvidos na via de entrada do SARS-CoV-2 (ECA-2,
TMPRSS-2, furina, neuropilina-1 (NRP-1) e ADAM-17) em tecidos placentarios de
gestantes com SARS-CoV-2. Entre os anos de 2020 e 2021, foram selecionadas 75
placentas de gestantes com exames de RT-qPCR positivos para SARS-CoV-2 para
compor o grupo COVID-19. Para o grupo comparativo (NAO COVID) foram
selecionadas 11 placentas de gestantes que deram a luz em anos anteriores a
pandemia, portanto conhecidamente SARS-CoV-2 negativas. A técnica de imuno-
histoquimica foi utilizada com a finalidade de identificar a expressao tecidual dos
receptores ECA-2, NRP-1 e cofatores furina, TMPRSS-2 e ADAM-17 nas placentas,
tanto na decidua como nas vilosidades placentarias. Os tecidos placentarios
também foram avaliados quanto a presenca de RNA do SARS-CoV-2 através de
testes de RT-gPCR em material parafinado. Verificou-se menor expressdo do
receptor NRP-1 em amostras de decidua placentaria do grupo com COVID-19 em
relacdo ao grupo NAO COVID-19. Esta menor expressdo de NRP-1 foi confirmada
quando somente as 11 amostras placentarias com resultados positivos para RNA do
SARS-CoV-2 em tecido parafinado foi comparada com as amostras do grupo NAO
COVID-19. Nao houve diferengca na expressao tecidual de NRP-1 nas amostras de
vilosidades e também na expresséao tecidual de ECA-2, TMPRSS2, furina e ADAM-
17 nas amostras tanto de decidua quanto de vilosidades. Os resultados oferecem
respaldo para orientar novos estudos acerca do papel que a neuropilina-1
desempenha tanto na entrada viral como na patogénese da infeccao na placenta.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; placenta; neuropilina-1; ECA-2; TMPRSS-2; furina;
ADAM-17; imuno-histoquimica; RT-qPCR



ABSTRACT

In late 2019, an outbreak of viral pneumonia of unknown origin emerged in
Wuhan, China, and quickly spread worldwide, becoming a pandemic. The disease,
which has been named coronavirus disease 2019 (COVID-19), is caused by a
coronavirus called SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)
and has raised concerns about the effects it could have on pregnancy. Due to the
lack of information, it is not yet possible to fully understand the mechanisms of
intrauterine infection by SARS-CoV-2. This study was proposed with the aim of
evaluating the tissue expression of receptors and cofactors involved in the entry
pathway of SARS-CoV-2 (ECA-2, TMPRSS-2, furin, neuropilin-1 (NRP-1), and
ADAM-17) in placental tissues of pregnant women with SARS-CoV-2. Between 2020
and 2021, 75 placentas from pregnant women with positive RT-gPCR tests for
SARS-CoV-2 were selected to compose the COVID-19 group. For the comparative
group (NO COVID), 11 placentas from pregnant women who gave birth in years prior
to the pandemic and were therefore known to be SARS-CoV-2 negative were
selected. The immunohistochemistry technique was used to identify the tissue
expression of ACE-2, NRP-1 receptors and cofactors furin, TMPRSS-2 and ADAM-
17 in the placentas, both in the decidua and in the placental villi. Placental tissues
were also evaluated for the presence of SARS-CoV-2 RNA through RT-qPCR tests
on paraffin-embedded material. Lower expression of the NRP-1 receptor was found
in placental decidua samples from the COVID-19 group compared to the NON-
COVID-19 group. This lower expression of NRP-1 was confirmed when only the 11
placental samples with positive results for SARS-CoV-2 RNA in paraffin-embedded
tissue were compared with samples from the NON-COVID-19 group. There was no
difference in tissue expression of NRP-1 in villi samples. There was no difference in
tissue expression of ACE-2, TMPRSS2, furin and ADAM-17 in both decidua and villi
samples. The results provide support to guide further studies on the role that
neuropilin-1 plays in both viral entry and pathogenesis of infection in the placenta.

Keywords: SARS-CoV-2; placenta; neuropilin-1; ACE-2; TMPRSS-2; furin;
ADAM-17; immunohistochemistry; RT-qPCR



RESUMO POPULAR

No final de 2019 um surto de uma pneumonia de causa desconhecida comegou em
uma cidade da China, chamada Wuhan, e se espalhou pelo mundo todo causando
muitas mortes. Essa doenca recebeu o nome de doenga do coronavirus 2019,
também conhecida como COVID-19, porque o virus causador foi chamado de:
coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda gave (SARS-CoV-2). A COVID19
também levou a muitas preocupagdes pelos males que poderia causar em mulheres
gravidas e seus bebés. Isso porque ainda existem poucas informacdes e pesquisas
sobre este assunto e ndo ha como saber ao certo como esse virus passa do sangue
da mae para o bebé dentro do utero. Por este motivo, essa pesquisa foi feita para
estudar alguns mecanismos (conhecidos como receptores) que o virus poderia usar
para passar das células do utero da mae para o sangue do bebé usando estruturas
microscopicas presentes na placenta. O nome dos receptores pesquisados sao:
ECA-2, serina protease transmembrana 2, furina, neuropilina-1 e ADAM-17. Entre os
anos de 2020 e 2021 foram coletadas 75 amostras de placenta de mulheres
gravidas positivas para COVID-19 e também 11 amostras de mulheres gravidas que
eram negativas para COVID-19. Essas amostras foram coradas com corantes
especiais para identificar os receptores e determinar a quantidade deles em cada
amostra, comparando as amostras de placentas de mulheres gravidas com COVID-
19 e sem COVID-19. Depois de fazer a coloragao as amostras foram analisadas em
um computador para determinar as quantidades dos receptores. A analise mostrou
que as gravidas com COVID-19 tinham menos do receptor chamado neuropilina-1
do que as sem COVID-19. Isso indica que o virus causador da COVID-19 pode ter
usado e gastado este receptor para infectar a placenta. Os outros receptores
pesquisados nao tiveram diferenca entre as gravidas com COVID-19 e sem COVID-
19. Os resultados dessa pesquisa sao importantes para que os cientistas fagam
outros estudos para confirmar se o virus causador da COVID-19 usa mesmo o
receptor neuropilina-1 para infectar a placenta e também desenvolver tratamentos
para impedir a infecgao.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; placenta; neuropilina-1; ECA-2; TMPRSS-2; furina;
ADAM-17; imuno-histoquimica; RT-gPCR
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1 INTRODUGAO

No final de 2019 um surto de pneumonia viral de origem desconhecida
emergiu em Wuhan, China e rapidamente se espalhou pelo mundo tornando-se uma
pandemia. A doenca, que recebeu o nome de doenga do coronavirus 2019 (COVID-
19) é causada por um coronavirus denominado SARS-CoV-2 (coronavirus 2 da
sindrome respiratoria aguda grave) (LU et al., 2020).

O SARS-CoV-2 causa infecgao assintomatica ou com sintomas leves na
maioria dos casos. Entretanto, algumas pessoas portadoras de fatores de risco
como idade avancgada, doencas cardiovasculares, diabetes e obesidade apresentam
maiores taxas de complicagées e tem maiores riscos de desenvolver doenga grave
(NOBREGA et al., 2021).

Conforme a pandemia se espalhava pelo mundo, também foi aumentando a
preocupacgao em relagdo aos efeitos que este virus poderia promover na gestagao,
pois € conhecido que alguns virus, como o herpes simplex (HSV), citomegalovirus
(CMV) e o virus da rubéola, podem causar infecgdes congénitas e prejudicar o
estado de saude do feto (KOMINE-AIZAWA; TAKADA; HAYAKAWA, 2020).

As adaptacgdes fisioldgicas do organismo materno a gravidez podem levar ao
risco aumentado de sintomas graves em resposta a infecgdes respiratorias virais
(FENIZIA et al., 2020). Em alguns virus do mesmo género, tal como SARS-CoV e o
coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV), ha um risco
aumentado de morbidade e mortalidade em gestantes (NOBREGA et al., 2021).

Alguns estudos tém demonstrado que gestantes infectadas por SARS-CoV-2
tém maiores taxas de parto prematuro, morte neonatal, admissdo em UTI,
necessidade de ventilagdo mecanica, oxigenagao extracorporea e morte do que
pacientes ndo gestantes (KO et al., 2021; SIMBAR; NAZARPOUR; SHEIDAEI, 2023;
ZAMBRANO et al., 2020). Além disso, foram publicados estudos demonstrando que
embora a taxa de transmissao vertical seja baixa, ela é possivel (STONOGA et al.,
2021; VIVANTI et al., 2020; ZHANG et al., 2023).

A via canénica para a entrada do SARS-CoV-2 nas células inclui o receptor
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA — 2) e a serina protease transmembrana
2 (TMPRSS - 2) como cofator. Embora a expressao tecidual da ECA-2 e TMPRSS-2
nos tecidos da placenta seja baixa existem receptores e cofatores alternativos ja

descritos para este virus e que poderiam estar implicados na infecgdo das células da
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placenta com posterior transmissao intrauterina (CONSTANTINO et al.,, 2021,
PIQUE-REGI et al., 2020).

Tendo em vista que 0s mecanismos para transmissao vertical do SARS-
CoV-2 ainda nao estdo bem elucidados, o presente trabalho se propde a avaliar a
expressao tecidual dos receptores e cofatores ECA-2, TMPRSS-2, furina,
neuropilina-1 e ADAM-17 em tecidos de placentas de gestantes infectadas pelo virus

e comparar a um grupo comprovadamente negativo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao tecidual de marcadores associados a entrada do SARS-
CoV-2 em tecidos placentarios de gestantes com COVID-19 em relagdo a um grupo
NAO COVID-19.

1.1.2 Objetivos especificos

- avaliar a expressao tecidual dos receptores e cofatores (enzima conversora
de angiotensina 2 (ECA-2), serina protease transmembrana 2 (TMPRSS-2),
furina, neuropilina-1 (NRP-1) e Desintegrina Metaloproteinase 17 (ADAM-17))
em amostras de placentas de gestantes com COVID-19 em relagdo a um
grupo NAO COVID-19;

- avaliar se existe alguma comorbidade ou caracteristica materna, fetal ou
placentaria, que altera a expressao tecidual dos receptores e cofatores

analisados neste estudo.

1.2 JUSTIFICATIVA

Alguns virus, como o da rubéola, citomegalovirus (CMV), o virus herpes
simples (HSV) e o virus ZIKA (ZIKV) podem causar infeccdo congénita com danos a
saude do recém-nascido. Ha varios mecanismos potenciais que podem estar

envolvidos na transmissao vertical, além da via de transmissao de um virus para o
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feto depender de propriedades tanto do virus em questdo quanto do hospedeiro
(KOMINE-AIZAWA; TAKADA; HAYAKAWA, 2020; WASTNEDGE et al., 2021).

As recomendacgdes da OMS sobre as evidéncias de transmissao vertical sao
bastante amplas e envolvem diferentes vias. O SARS-CoV-2 foi detectado em
diferentes amostras como placenta, sangue de corddo umbilical e liquido amnidtico,
evidenciando possivel transmissdo vertical. Sendo esse um virus recente, que
apresenta um mecanismo de transmissdo da mae para o feto ainda néo
completamente compreendido e com escassez de informagdes a esse respeito, 0
presente estudo busca ampliar a investigagado da expresséao tecidual dos seguintes
receptores e cofatores da via de entrada do SARS-CoV-2: ECA-2, TMPRSS-2,
furina, neuropilina-1 (NRP-1) e ADAM-17 em tecidos placentarios de gestantes com

COVID-19, visando contribuir com o entendimento desse processo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SARS-CoV-2: HISTORICO E CLASSIFICACAO

O SARS-CoV-2 pertence a familia  Coronaviridae, subfamilia
Orthocoronavirinae, género Betacoronavirus e subgénero Sarbecovirus conforme
Figura 1 (ICTV, 2024).

Os membros da subfamilia Orthocoronavirinae sao virus nos quais a
superficie é constituida de proteinas spike (S), o que Ihes confere uma morfologia
que se assemelha a uma coroa. Foram isolados pela primeira vez como agentes
causadores de bronquite em passaros em 1937 (MINGALEEVA et al., 2022; PENG
et al., 2021; RAVI; SAXENA; PANDA, 2022).

Nessa subfamilia, os membros dos géneros Alphacoronavirus e
Betacoronavirus, infectam mamiferos, especialmente morcegos, € os membros dos
géneros Gammacoronavirus e Deltacoronavirus infectam principalmente aves, mas

podem infectar também mamiferos (WOO et al., 2023).

FIGURA 1 - TAXONOMIA DA ORDEM NIDOVIRALES
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FONTE: ICTV (2024)

Entre os coronavirus que infectam humanos encontram-se os HCoVs
(coronavirus humanos) HCoV229E, HCoVOC43, HCoVNL63, HCoVHKU1, os quais

estdo associados a resfriados sazonais sem sintomas graves. Os outros trés virus,
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SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2, séo classificados como altamente
patogénicos e tem causado epidemias e pandemias. Os primeiros coronavirus
humanos a serem identificados foram o HCoV-229E e HCoV-OC43 em 1966 e 1967
respectivamente (PENG et al., 2021).

No final de 2002 um novo coronavirus denominado SARS-CoV (um
acronimo em inglés para coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave) foi
identificado em Guangdong, China (ZHONG; ZHENG, 2003). Este virus causou uma
epidemia que se espalhou por mais de 30 paises e terminou em 2003 com cerca de
8.000 casos relatados e uma taxa de mortalidade de 10%. Isso levou a um crescente
interesse pelos coronavirus que resultou na identificagcdo de mais dois virus: HCoV-
NL63 em 2004 na Holanda e HCoV-HKU1 em 2004 em Hong Kong (MINGALEEVA
et al., 2022).

Em 2012, na Arabia Saudita, o segundo coronavirus altamente patogénico
foi identificado ocasionando uma epidemia com mais de 2.500 casos relatados e
uma taxa de mortalidade de cerca de 35% (ZAKI et al., 2012). As infecgdes ficaram
restritas a paises do Oriente Médio e alguns paises asiaticos e o0 novo virus recebeu
a denominacdo MERS-CoV, um acrénimo para coronavirus da sindrome respiratéria
do Oriente Médio (MINGALEEVA et al., 2022; RAVI; SAXENA; PANDA, 2022).

Em dezembro de 2019 o sétimo coronavirus humano foi identificado em
Wuhan, China. Este virus, denominado SARS-CoV-2, levou a uma pandemia global
sem precedentes (ZHU et al., 2020). Em margco de 2020 a Europa tornou-se o
epicentro da pandemia do novo coronavirus, o qual tem uma vantagem sobre o
SARS-CoV: uma mutacdo na proteina S tornou possivel ao virus ser mais
transmissivel, o que levou o SARS-CoV-2 a se espalhar por quase todos os paises
mundo (GOMEZ; PERDIGUERO; ESTEBAN, 2021; MINGALEEVA et al., 2022)..

2.2 ESTRUTURA VIRAL E ORGANIZACAO GENOMICA

As particulas virais do SARS-CoV-2 apresentam formato esférico com RNA
de fita simples com polaridade positiva a qual pode servir diretamente como um RNA
mensageiro (RNAm) para a traducdo de proteinas virais (RANDO et al., 2021,
ZHENG et al., 2023). O RNA viral é circundado pela proteina do nucleocapsideo (N)

e pelo envelope, uma bicamada lipidica na qual a proteina de espicula, no inglés
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spike (S), proteina de membrana (M) e a proteina do envelope (E) estdo ancoradas
(V'KOVSKI et al., 2021).

O genoma, que possui tamanho de 26-32 kbp, codifica trés classes de
proteinas: duas grandes poliproteinas, ppla e pplab, que séo clivadas em 16
proteinas néo estruturais (NSPs) as quais sdo necessarias para a sintese de RNA
viral, montagem do complexo de transcrigdo e a corregdo de nucleotideos mal
colocados; quatro proteinas estruturais, as proteinas de espicula ou spike (S),
envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N) que s&o essenciais para a
entrada e montagem viral; e 11 proteinas acessérias que modulam e neutralizam a
imunidade do hospedeiro durante a infecgdo (MALONE et al., 2022; V’KOVSKI et al.,
2021).

A entrada viral é a primeira etapa da infec¢do, a qual € executada pela
proteina spike (S), a qual reconhece o receptor da célula hospedeira e medeia a
fusdo da membrana para permitir que o RNA viral seja liberado no citoplasma
(PENG et al., 2021).

A proteina S, que possui 180-200 kDa e 1.273, aminoacidos esta localizada
na superficie do virus na forma de um trimero, formando uma “cabecga” e uma
‘haste”. Cada particula trimérica € revestida com 66 glicanos que dificultam o
reconhecimento do virus pelo sistema imunoldgico do hospedeiro e auxiliam a
fixagdo do virus. A proteina S é formada por 2 subunidades: S1 é responsavel pela
ligacao ao receptor e S2 pela fusdo do virus com a membrana da célula hospedeira.
Os principais dominios da subunidade S1 sdo o dominio N-terminal (NTD) e o
dominio de ligacéo ao receptor, do inglés receptor-binding domain (RBD). Dentro do
dominio RBD, é reconhecido o receptor-binding motif (RBM), que se liga diretamente
ao receptor (JACKSON et al., 2022; LAN et al., 2020).

O peptideo de fusédo (FP), dois dominios heptad repeat (HR1 e HR2),
dominios transmembrana (TMD) e citoplasmatico (CTD) fazem parte da subunidade
S2. Na conformacao nativa, a subunidade S1 “envolve” a subunidade S2, que forma
o centro da proteina. Apds a clivagem da subunidade S1 pelas proteases
endogenas, ocorrem rearranjos dentro da subunidade S2, incluindo redobramento
do dominio HR1, devido ao qual o peptideo de fusdo PF é liberado e integrado na
membrana da célula hospedeira (HOFFMANN et al., 2020; PENG et al., 2021;
WALLS et al., 2017).
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Esta modificacdo da proteina S é possibilitada através de duas etapas de
clivagem proteolitica. O primeiro deles esta localizado no limite S1-S2, e o segundo
esta localizado no sitio S2' na subunidade S2. No caso do SARS-CoV-2, a fronteira
S1-S2 é clivada pela furina durante a biossintese viral, enquanto a clivagem do local
S2' requer proteases da célula-alvo. TMPRSS2 e catepsina L (CTSL) sdo as
principais proteases envolvidas na ativagado da proteina S (Figura 2). Pelo fato de a
TMPRSS2 estar presente na superficie celular, a ativacdo da proteina S mediada
por TMPRSS2 ocorre na membrana celular, enquanto a ativagdo mediada pela

catepsina ocorre no endossomo (JACKSON et al., 2022).

FIGURA 2 - ESTRUTURA DA PROTEINA SPIKE
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FONTE: Adaptado de BIORENDER, 2020

LEGENDA: S1 — subunidade 1; S2 — subunidade 2; RBD — dominio de ligagdo ao receptor; NTD -
dominio N-terminal; PF — peptidio de fusdo; TMD - dominio transmembrana; CTD — dominio
citoplasmatico; HR1 - heptad repeat domain 1; HR2 - heptad repeat domain 2
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2.3 BIOSSINTESE VIRAL

2.3.1 Entrada e replicacgao viral

Os coronavirus entram na célula da seguinte maneira: primeiro a proteina S
viral interage com seu receptor na superficie celular e em seguida é clivada por
proteases celulares e transformada em sua forma ativa capaz de realizar a fusao
das membranas virais e celulares (MINGALEEVA et al., 2022). O receptor canbnico
para o SARS-CoV-2 é a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2), a qual é
também utilizada pelo SARS-CoV (HOFFMANN et al., 2020).

O ciclo de replicacédo viral obedece aos passos mostrados na Figura 3.

FIGURA 3 - BIOSSINTESE E REPLICAGAO DO SARS-COV-2
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No desenho esquematico sdo mostrados os passos da biossintese do SARS-CoV-2:

1. A proteina de espicula (spike) do SARS-CoV-2 interage com a ECA-2 (ou receptores
alternativos) enquanto é clivada por proteases celulares, como a serina protease
transmembrana 2 (TMPRSS2), para ativar sua capacidade de fusdo de membrana;

2. Depois que o genoma viral ssRNA (+) é liberado no citoplasma do hospedeiro, ele é traduzido
e produz duas grandes poliproteinas pp1a e pp1ab, que sao clivadas proteoliticamente nas
proteinas nao estruturais NSPs 1 a 16;

3. As NSPs montam o complexo replicase-transcriptase do coronavirus (RTC) e remodelam as
membranas para formar organelas para a sintese de RNA viral. A replicacao e transcricao
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viral ocorrem em vesiculas de membrana dupla (DMVs) derivadas do reticulo endoplasmatico
(RE);

4. Os RNAs subgendmicos transcritos (sgRNAs) sao traduzidos nas proteinas estruturais
espicula (S), envelope (E), membrana (M), nucleocapsideo (N) e proteinas acessorias;

5. As proteinas S, E e M que estdao ancoradas a membrana do RE migram para o local de
montagem do virion conhecido como reticulo endoplasmatico-compartimento intermediario de
Golgi (ERGIC);

6. A montagem do SARS-CoV-2 comecga com o revestimento do RNA gendmico (gRNA) com
proteinas do nucleocapsideo (N) gerando estruturas que brotam do ERGIC, adquirindo assim
uma bicamada lipidica contendo as proteinas espicula viral (S), da membrana (M) e do
envelope (E);

7. O virion envelopado é entao libertado das células através dos lisossomas (KUNG et al., 2022;
MALONE et al., 2022 com modificagbes).

2.4 RECEPTORES E COFATORES

Apesar de a ECA-2 ser o receptor candnico para o SARS-CoV-2, foi descrito
que este virus também pode infectar células independentemente da ligacéo a esta
enzima, implicando na  existéncia de  receptores e/ou  cofatores
alternativos (ARGUETA et al., 2022b; CONSTANTINO et al., 2021; KONG et al.,
2022; NAIDU et al., 2024).

Jocher e colaboradores (2022) demonstraram que ADAM17 e ADAM10
também clivam a proteina spike e facilitam a infecgdo por SARS-CoV-2 (JOCHER et
al., 2022).

Foi descrito também que a NRP-1 se liga a proteina S1 clivada pela furina
facilitando a entrada viral e potencializando, assim, a infectividade do SARS-CoV-2
conforme Figura 4 (CANTUTI-CASTELVETRI et al., 2020; DALY et al., 2020; KONG
et al., 2022).

Além dos citados, estudos identificaram receptores adicionais que
representam alternativas a ECA-2 para entrada do SARS-CoV-2 nas células. Estes
podem desempenhar um papel significativo, particularmente em células ou érgéos
onde a ECA-2 n&o é expressa (BARTHE et al., 2023).
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FIGURA 4 - RECEPTORES E COFATORES DE ENTRADA DO SARS-COV-2 NA CELULA ALVO

Ligagao da proteina

s ECA-2 Clivagem
comNRP_1 sion @ da prgteina
SARS-CoV-2 N

1

i’ 2 ¥ b, Ativagao do dominio
\Y @ S2 e liberagao do Fusao das
(4 =" = peptideo de fusao @ membranas do
I’ 1] b virus e célula
2 N @ 'y hospedeira
%

~
@

'\( & Jt N
D) ~
% & 4 < N,
P4 T R
s2 sitios2 +, ] a—~ ] { <
e ~
.[[.]]H sitio 2y 2
s1 $1/s2 A\ =8 3\ S
S2 ativado —— ‘L
PF
ECA-2

TMPRSS2 / ADAM-17
NRP-1 FURINA NRP-1

Célula alvo

FONTE: Adaptado de (TEAM, 2020)
LEGENDA: NRP-1 — neuropilina 1; ECA-2- enzima conversora de angiotensina 2; TMPRSS2- serina
protease transmembrana 2; ADAM-17- Desintegrina Metaloproteinase 17; PF- peptideo de fusdo

2.4.1 ECA-2

A funcdo da ECA-2 como receptor da proteina S foi originalmente
demonstrado para o SARS-CoV e depois também para SARS-CoV-2 (HOFFMANN
et al., 2020).

A ECA-2 é um componente do sistema renina-angiotensina (SRA). E uma
enzima que cliva a angiotensina Il (ANG II) em ANG (1-7). Esta principalmente
ligada as membranas celulares e seu dominio extracelular faz a ligagdo com a
proteina spike (S) dos coronavirus 1 e 2 (ALIPOOR; MIRSAEIDI, 2022).

De acordo com os dados da literatura, os niveis de ECA-2 sdo mais
elevados no intestino delgado, testiculos, rins, coragao, tiredide e tecido adiposo;
estd presente moderadamente nos pulmdes, coélon, figado, bexiga e glandulas
suprarrenais e é mais baixa no sangue, baco, medula Ossea, cérebro, vasos
sanguineos e musculos (HIKMET et al., 2020).

Existe também na forma soluvel livre (SACE2) ou na forma ligada nas
membranas celulares (MACE2) dos epitélios intestinais, renais, testiculares, da

vesicula biliar, pulmonares e cardiovasculares (HIKMET et al., 2020). Tanto as
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proteinas ECA-2 soluveis quanto as ligadas a membrana sdo criticas para a
regulacao da pressao arterial. (NAIDU et al., 2024).

Segundo Avdonin e colaboradores (2023), embora a infecgdo por SARS-
CoV-2 se manifeste principalmente como lesdes do sistema respiratorio, o
sequenciamento de RNAm de células individuais mostrou baixa expressao de ECA-2
nos tecidos pulmonares e brénquicos, porém, altos niveis de expressao nas células
dos rins e do sistema digestivo. Isto € um indicativo de que, além da ECA-2, existem
outros receptores para o SARS-CoV-2 através dos quais ocorre a infeccdo. Esta
hipbétese também €& apoiada por dados sobre a presenca de anticorpos
neutralizantes que se ligam ao SARS-CoV-2 em locais diferentes do dominio RBD
em sobreviventes de COVID-19.

Dados indicam que a coexpressdo de ECA-2 e TMPRSS2 na placenta
existe, porém diminui durante o andamento da gestacdo, sugerindo que é
improvavel que o SARS-CoV-2 infecte a placenta através dos mediadores candnicos
de entrada celular (CONSTANTINO et al., 2021; GOSTOMCZYK et al., 2024;
PIQUE-REGI et al., 2020).

2.4.2 Furina e TMPRSS2

De acordo com Walls et al., (2020), para que o RNA do SARS-CoV-2 possa
entrar no citoplasma da célula é necessario um processo de ativagao da proteina S
chamado “priming”, o qual ocorre por clivagem proteolitica que resulta na separagéo
das subunidades S1 e S2 da proteina S. A subunidade S1 possui a fungdo de
ligacdo a ECA-2 enquanto a subunidade S2 é responsavel pela fusdo com a
membrana celular da célula que sera infectada. Os dados disponiveis sugerem que
o processo de “priming” acontega num primeiro passo com a pré-proteina
convertase furina clivando a proteina S no sitio S1/S2 durante a biossintese viral.

A furina é expressa de forma universal nas células do organismo humano e
a presenga de um sitio para clivagem proteolitica pela furina é considerada um
importante fator de viruléncia de cepas de virus altamente patogénicos, como HIV,
virus sincicial respiratério e virus do sarampo. O SARS-CoV-2 possui este sitio, o
qual esta ausente no SARS-CoV. Num segundo passo, a proteina S é clivada pela
protease TMPRSS2 no sitio S2' localizado no terminal N da subunidade S2. Como

resultado desta clivagem, o peptideo de fusédo (PF) da subunidade S2 é desnudado.
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O PF se liga a membrana da célula infectada, a subunidade S2 se contrai puxando a
particula viral para a superficie da célula e a membrana plasmatica da célula se
funde com a membrana do virus (COUTARD et al., 2020).

A furina é uma endoprotease transmembrana que cliva uma variedade de
pro-proteinas antes da secre¢cdo (THOMAS, 2002). Ela é encontrada na rede trans-
Golgi e também circula entre a superficie celular e os endossomos (SHAPIRO et al.,
1997).

A serina protease transmembrana 2 (TMPRSS2) é caracterizada como
sendo regulada por androgenos na prostata (CHEN et al., 2010) Ela também tem
sido associada a varios processos como: digestdo, remodelagdo de tecidos,
coagulagdo sanguinea, fertilidade, inflamagdo, invasdao de células tumorais,
apoptose e dor (BARTHE et al., 2023; RANGU et al., 2022).

2.4.3 Neuropilina — 1

A NRP-1 é um receptor alternativo que facilita a entrada do SARS-CoV-2 no
SNC através das células do epitélio olfativo na cavidade nasal (CANTUTI-
CASTELVETRI et al., 2020; DALY et al., 2020).

Também foi demonstrado por Kong e colaboradores (2022) que a NRP-1
serve como o principal receptor para mediar a infeccdo por SARS-CoV-2 em
astrécitos no tecido cerebral, ja que estas células ndo expressam ECA-2 (KONG et
al., 2022).

As neuropilinas foram inicialmente descobertas no tecido nervoso, atuando
na orientacdo neuronal, e sua funcéo crucial na formag¢ao dos sistemas nervoso e
vascular foi confirmada (HE; TESSIER-LAVIGNE, 1997; KOLODKIN et al., 1997).
Existem dois homologos identificados, NRP-1 e NRP-2, os quais s&o proteinas
transmembrana com peso de 130 kDa (CHEN et al., 1997).

A NRP-1 é uma proteina altamente conservada em espécies de vertebrados
(SALEKI; ALIJANIZADEH; AZADMEHR, 2023). Estd envolvida na migracéo e
invasdao celular, angiogénese, tumorigénese, orientagdo axonal, regulacdo da
resposta imune e entrada de varios virus como SARS-CoV-2, virus linfotrépico de
células T humanas tipo 1 (HTLV-1) e virus Epstein-Barr (EBV) na célula hospedeira
(NAIDOQO et al., 2022). Serve também como correceptor para ligantes angiogénicos,

como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e para outros como o fator
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de crescimento transformador beta (TGF-(), fator de crescimento hepatico (HGF) e
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (ELPEK, 2015).

A NRP-1 é uma proteina transmembrana, consistindo de um grande dominio
extracelular, um dominio transmembrana muito curto e uma curta cauda intracelular
citoplasmatica conforme Figura 5. (PELLET-MANY et al., 2008)

O dominio extracelular é ainda dividido em trés subdominios:

a.os subdominios al1-a2, que sao homdlogos aos componentes do
complemento C1re C1s (CUBs);

b.o subdominio B, possuindo duas repeticbes de dominio b (b1 e b2) que
sdo homologas aos fatores de coagulacao V e VI,

c.0 subdominio C, que contém um dominio MAM (meprina, A5/NRP,
proteina tirosina fosfatase u) que provavelmente esta envolvido na
oligomerizagc&o de NRP junto com o dominio transmembrana.

O dominio citoplasmatico intracelular interage e se liga a varias proteinas e
também proteinas contendo o motivo PDZ como a sinectina (GU et al., 2002).

A NRP-1 ndo tem atividade catalitica, portanto, para traduzir sinais nas
células, ela deve se associar a varios ligantes e correceptores de sinalizagéo
conforme Figura 5 (BONDEVA; WOLF, 2015; PELLET-MANY et al., 2008).

Dados relatados na literatura indicam que a NRP-1 é altamente expressa no
tecido reprodutivo feminino (ARAD et al., 2017), além de ser de crucial importancia
para a formagao da decidua, a manutencéo da tolerancia imunolégica materna e a

angiogénese placentaria (NAIDOO et al., 2023).
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FIGURA 5 - ESTRUTURA, RECEPTORES E LIGANTES DAS NEUROPILINAS.
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FONTE: BONDEVA; WOLF, 2015; ELPEK, 2015 com modificagdes
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2.4.4 ADAM-17

ADAM-17 é uma metaloprotease responsavel pela liberacdo de dominios
extracelulares de proteinas transmembrana gerando proteinas sinalizadoras soluveis
qgue desempenham um papel na sinalizacdo autécrina e paracrina. Os substratos
para ADAM-17 incluem: proteinas de adesdo, mucinas transmembrana, citocinas

ligadas @ membrana, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e receptores de citocinas
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(receptor de IL-6, receptor de TNF) (ZUNKE; ROSE-JOHN, 2017). Ela também cliva
o ectodominio de ECA-2, tornando-a soluvel (PALAU et al., 2019).

Jocher e colaboradores (2022) identificaram a metaloprotease ADAM-17
como um facilitador da entrada de SARS-CoV-2 nas células e a metaloprotease
ADAM-10 como um fator necessario para a formagao de sincicios nas células
pulmonares, uma marca registrada da patologia da COVID-19. Estes demonstraram
que a ADAM-10 e ADAM-17, as quais sdao amplamente expressas no pulmao
humano, clivam a proteina spike (S) do SARS-CoV-2 in vitro, indicando que ADAM-
10 e ADAM-17 contribuem para a ativagdo (priming) da proteina S, uma etapa
essencial para a entrada viral e fusédo celular. Em seus experimentos, os inibidores
direcionados a protease ADAM diminuiram consideravelmente a infecgao de células
pulmonares pelo SARS-CoV-2 e também reduziram a infeccdo de células
pulmonares humanas de maneira independente da protease TMPRSS2 (JOCHER et
al., 2022).

2.5 SINTOMAS E MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestagdes clinicas da COVID-19 variam de casos assintomaticos até
casos graves e fatais com pneumonia e insuficiéncia respiratoria aguda (HUANG et
al., 2020)

Os dados indicam que pacientes infectados com SARS-CoV, MERS-CoV ou
SARS-CoV-2 geralmente apresentam sintomas semelhantes aos da gripe, incluindo
febre, tosse ndo produtiva, mialgia e letargia, embora as infecgdes possam ser
assintomaticas (HUANG et al., 2020; WANG et al., 2020). Diarreia, vémito e dor
abdominal também foram relatados (BOOTH et al., 2003). Alteracées no olfato ou
paladar foram relatadas em até 47% das pessoas infectadas com SARS-CoV-2
(BORSETTO et al., 2020). Embora os sintomas dessas trés infeccbes por
coronavirus sejam semelhantes, as taxas de letalidade sdo muito diferentes: cerca
de 36% para MERS-CoV, 10% para SARS-CoV e 0,5-4% para SARS- CoV-2
(HOFFMANN et al., 2020; LI et al., 2003; MILLET; JAIMES; WHITTAKER, 2021).
Pacientes com COVID-19 podem desenvolver dispneia e taquipneia com
agravamento da doenga respiratéria para pneumonia, a qual pode progredir para
sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) (WANG et al., 2020).
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Foi relatado tropismo viral para multiplos o6rgaos, localizando-se
principalmente nos pulmdes, traquéia, rim, coragédo ou figado, predominantemente
em células que expressam ECA-2, TMPRSS2 ou ambos (WONG et al., 2021).

A resposta imune a infecdo por SARS-CoV-2 provoca uma doencga sistémica
com sintomas e gravidade altamente variaveis. Estudos demonstraram que o SARS-
CoV-2 pode tanto escapar como modificar a resposta imunitaria inata, permitindo
inicialmente uma alta replicagdo viral e, em alguns casos, desencadeando uma
sindrome de tempestade de citocinas. Respostas desreguladas de interferon e
citocinas e um estado de hipercoagulacdo podem causar danos teciduais e
endoteliais (WILLS; PEREZ; MOORE, 2024).

A lesédo vascular € considerada uma base essencial da patogénese da
SDRA; trombos de fibrina e plaquetas sao frequentemente identificados em
pacientes com pneumonia relacionada ao coronavirus. Certas comorbidades como
hipertensdo, doenca cardiovascular, doenca pulmonar obstrutiva crénica, doenca
renal cronica e diabetes sdo comumente presentes na doenga grave por coronavirus
(KIRK; LIANG; LY, 2024).

2.6 EPIDEMIOLOGIA

Desde que a pandemia de COVID-19 teve inicio no final de 2019 e se
espalhou pelo mundo, até maio de 2024 cerca de quatro anos e meio depois 0s
dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS) revelam que no periodo de 26 de
agosto até 22 de setembro de 2024 cerca de 294.800 casos foram relatados em
todo o mundo com cerca de 5.157 mortes (WHO, 2024).

Embora a emergéncia sanitaria ja tenha terminado, isso nao significa que a
COVID-19 tenha finalizado como ameaga a saude global. A partir do verao de 2023,
paises em todo o mundo registraram uma nova onda de casos da variante Omicron
EG.5 e uma nova descendente geneticamente distinta de Omicron, a BA.2.86 foi
detectada em varios paises. Muito provavelmente surgirdo mais variantes e o
atendimento aos pacientes com COVID-19 continuara a evoluir junto com o virus
(SIMSEK-YAVUZ, 2023; WILLS; PEREZ; MOORE, 2024).

Este virus ainda ndo apresenta caracteristicas sazonais como o influenza,
por exemplo. A COVID-19 ainda nao possui uma frequéncia previsivel, ainda é pelo

menos duas vezes mais mortal que a gripe e ainda n&o atingiu o nivel endémico
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(CALLAWAY, 2023; XIE; CHOI; AL-ALY, 2023). Embora estejam atualmente
disponiveis vacinas aprovadas contra o SARS-CoV-2, as variantes emergentes
demonstraram caracteristicas de escape imunitario que sao suficientes para causar
preocupacao (KUMAR; VERMA; MYSOREKAR, 2023) .

A idade continua sendo o fator de risco mais importante para doenca grave.
Quando comparado com pacientes com idade entre 18 e 29 anos, o risco de morte
por COVID é 25 vezes maior em pacientes com mais de 50 anos e aumenta
substancialmente apds os 65 anos. As comorbidades médicas de associagao mais
forte com doencga grave sdo doengas cardiovasculares, doenga cerebrovascular e a
gravidez, para a qual o risco de doenga grave € 3,6 vezes maior do que em né&o
gravidas (WILLS; PEREZ; MOORE, 2024).

2.7 DIAGNOSTICO

A abordagem para o diagnostico de COVID-19 evoluiu com o tempo e com a
disponibilidade dos testes para detecgcdo do SARS-CoV-2. Antes dos testes
moleculares, o diagnoéstico de COVID-19 era feito com base na clinica. As
caracteristicas classicas da radiografia de térax incluem aparéncia de vidro fosco e
pequenas consolidagdes irregulares. Na tomografia computadorizada (TC) de torax
a COVID-19 produz uma mistura de opacidades em vidro fosco e consolidacgao,
muitas vezes localizadas perifericamente (CAROSELLI et al., 2022).

Os testes de diagndstico para deteccdo do SARS-CoV-2 estdo agora
amplamente disponiveis. Apesar de as variantes do SARS-CoV-2 que circularam no
outono de 2023 tenham acumulado varias mutagcdes na proteina S, ndo presentes
na primeira variante, os testes de diagndstico continuam a ter um bom desempenho
(WILLS; PEREZ; MOORE, 2024).

Para os casos de COVID-19 aguda, o teste de SARS-CoV-2 é realizado com
uma amostra nasofaringea, usando um teste de amplificacdo de acido nucleico
(NAAT) ou um teste de antigeno. Os testes baseados em NAAT sdo altamente
sensiveis e especificos (>95%) no diagndstico de infecgbes por SARS-CoV-2. Os
mais utilizados s&o os testes de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real com
transcricdo reversa (RT-gPCR), os quais s&o considerados padrdo ouro para o
diagndstico de COVID-19. Um resultado positivo do NAAT confirma o diagndstico e

0 resultado negativo geralmente o exclui, portanto, repetir o teste NAAT é
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recomendado somente apdés 24-48 horas e apenas em casos de alta suspeita
(SIMSEK-YAVUZ, 2023).

Painéis de amplificacdo de acidos nucleicos que testam simultaneamente
varios virus respiratérios (mais comumente SARS-CoV-2, influenza A/B e RSV)
estdo cada vez mais disponiveis e acessiveis e em breve se tornardo o padrao para
diagndstico no pronto-socorro (WILLS; PEREZ; MOORE, 2024).

2.8 SARS-CoV-2 E GESTAGAO

As adaptacdes fisioldégicas e anatdbmicas do organismo a gravidez podem
levar ao risco aumentado de sintomas graves em resposta a infec¢des respiratorias
(FENIZIA et al., 2020; SIMBAR; NAZARPOUR; SHEIDAEI, 2023).

Além destas alteracdes, a adaptagao imunoldgica é essencial para garantir a
tolerancia materna ao feto, o que torna as gestantes um grupo mais vulneravel
(SIMBAR; NAZARPOUR; SHEIDAEI, 2023; WASTNEDGE et al., 2021).

Conforme a pandemia de COVID-19 acontecia, iam aumentando também as
preocupacdes em relagao a sua transmissao vertical, como observado nos surtos do
virus Zika (ZIKV) alguns anos antes (KUMAR; VERMA; MYSOREKAR, 2023).

Apesar de os estudos sobre os efeitos da COVID-19 na gravidez estarem
aumentando, a maioria deles s&o relatos de casos ou séries de casos com
pequenas amostras populacionais, as vezes com resultados contraditérios e a
maioria dos estudos de coorte centraram-se na avaliagdo dos efeitos gerais da
COVID-19 nesta populacao (SIMBAR; NAZARPOUR; SHEIDAEI, 2023).

Uma revisdo sistematica com meta-analise de 2023 mostrou que a
prevaléncia combinada de parto prematuro, mortalidade materna, admisséo na UTIl e
morte neonatal no grupo com COVID-19 foi significativamente maior do que
naqueles sem infecgdo (p < 0,01). A perda da gravidez e o numero de recém-
nascidos positivos para SARS-CoV-2 sdao maiores em pessoas com média e baixa
renda do que em pessoas com renda alta, também mostrou que pode ocorrer
transmissao vertical da mae para o feto, mas os seus efeitos imediatos e a longo
prazo no recém-nascido n&o sao claros (SIMBAR; NAZARPOUR; SHEIDAEI, 2023).
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2.9 COMPONENTES DA INTERFACE-MATERNO FETAL

A placenta € um 6rgdo composto por um misto de tecidos maternos e fetais
e que se desenvolve somente durante a gravidez (LEE et al., 2020; WONG; TAN;
KHONG, 2023).

Suas principais funcbdes sao: fornecer nutrientes para o feto, servir como
barreira fisica e imunoldgica contra patégenos e a protegao do feto contra a rejeigao
imunoldgica materna (WONG; TAN; KHONG, 2023).

Possui estrutura semelhante a um disco preso a parede uterina (decidua
materna) e é conectada ao feto pelo corddo umbilical. E formada por vilosidades
coridnicas, as quais sao estruturas que fazem o contato entre a estrutura placentaria
derivada do feto e o sangue materno, estas compreendem as vilosidades flutuantes
(banhadas pelo sangue materno) e as vilosidades de ancoragem (que prendem a
placenta a decidua) (LEE et al., 2020; MEGLI; COYNE, 2022).

Contém trés tipos principais de células: citotrofoblastos, sinciciotrofoblastos e
trofoblastos extravilosos. Os citotrofoblastos sdo células mononucleares derivadas
das células tronco do trofoblasto que formam a camada mais interna das vilosidades
e se diferenciam em sinciciotrofoblastos por meio de fusdo célula a célula (LEE et
al., 2020; MEGLI; COYNE, 2022). Os sinciciotrofoblastos formam uma camada de
células multinucleadas fundidas entre si, a qual recebe o nome de sincicio, e
recobrem a superficie externa das vilosidades. Esta camada nao possui jungdes
comunicantes intercelulares o que protege o sangue fetal da invasdo de
microorganismos (WONG; TAN; KHONG, 2023). Os trofoblastos extravilosos
possuem as funcbes de ancorar a placenta a decidua materna e remodelar as
artérias espirais maternas para facilitar o suprimento de sangue materno as
vilosidades coridnicas ((LEE et al., 2020; MEGLI; COYNE, 2022).

O nucleo das vilosidades contém também outros tipos de células, como:
células de Hofbauer (as quais sdo macréfagos de origem fetal), células endoteliais
fetais, fibroblastos e células tronco mesenquimais (WONG; TAN; KHONG, 2023).

Uma visdo esquematica da estrutura e composi¢cao da interface materno-

fetal € mostrada na Figura 6.
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FIGURA 6 - ESTRUTURA DA INTERFACE MATERNO - FETAL
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FONTE: Adaptado de MEGLI; COYNE, (2022)
Legenda: A — Estrutura da placenta B — Estrutura das vilosidades coridnicas

2.10 TRANSMISSAO VERTICAL

Atualmente as evidéncias de transmissao intrauterina do SARS-CoV-2 da
mae para o feto ou transmisséo intraparto da mae para o neonato séo esparsas e ha
limitagdes associadas a sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos
utilizados (SHAH et al., 2020).

O diagnéstico de muitas infecgdes neonatais ou fetais € realizado pela
deteccdo do patégeno em cultura ou por testes de amplificagdo do acido nucleico
que identificam a presenca do DNA ou RNA do patégeno no liquido amnidtico
coletado antes da ruptura das membranas, em sangue ou fluidos corporais
coletados do feto ou neonato e também através da deteccdo molecular ou
demonstracdo histopatolégica do microorganismo em tecidos fetais ou neonatais
(SHAH et al., 2020).

A extensdo na qual a transmisséao vertical do SARS-CoV-2 pode ocorrer € o
momento de tal transmissdo ainda n&o estdo claros. Embora alguns sistemas para
padronizar o diagnostico dessa condi¢gao tenham sido propostos (BLUMBERG et al.,
2020; SHAH et al., 2020), somente em 2021 a OMS convocou um grupo de
especialistas multidisciplinares para propor um sistema de classificagao internacional
para o diagnéstico da transmissao vertical do SARS-CoV-2 (WHO, 2021).



36

2.10.1 Classificacédo da transmissao vertical

2.10.1.1 Transmiss&o intrauterina

Muitos dos patdgenos transmitidos in utero s&do aqueles nos quais ocorre
infeccdo sistémica da gestante permitindo a estes acessar a placenta. Uma vez que
estes alcancem a placenta podem atravessar a interface placentaria, através da
infeccdo das células placentarias ou ruptura da barreira placentaria obtendo assim,
acesso aos vasos fetais e causando infeccdo. Do ponto de vista fisiologico a
transmissao intrauterina do SARS-CoV-2 é possivel. A viremia para SARS-CoV-2,
embora seja pouco frequente, pode ocorrer na doenga grave. Além disso, esta
infeccao esta associada com dano vascular, incluindo hipercoagulopatia e causando
danos isquémicos a placenta o que pode levar o virus a alcancar o feto sem a
necessidade de infecgao celular da placenta (DE LUCA et al., 2023; WHO, 2021).

2.101.2 Transmissao intraparto

Ocorre durante o trabalho de parto e requer exposicdo do neonato ao
patdbgeno em sangue materno, secregcédo vaginal ou fezes durante o processo do
parto (DE LUCA et al., 2023; WHO, 2021).

2.10.1.3 Transmissao pos-natal

Pode ocorrer através do aleitamento materno quando o virus esta presente
no leite ou através de contato com secreg¢des respiratorias da méae ou de outros
cuidadores (DE LUCA et al., 2023; WHO, 2021).

2.10.2 Evidéncias

Pinana et al. (2021) em um relato de caso detectaram o SARS-CoV-2 no
citoplasma de células trofoblasticas da placenta e também no liquido amniético
coletado em condicbes estéreis demonstrando, assim, a replicagido viral nas células
da placenta e escape da barreira placentéria para o liquido amniético (PINANA et al.,
2021).

Outros estudos relataram abortos espontaneos e morte neonatal associados
com inflamacéo e infeccdo da placenta por SARS-CoV-2. Estes estudos sugerem

que embora a infeccdo da placenta ndo esteja obrigatoriamente relacionada com
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transmissao vertical pode causar danos que levam a morbidade perinatal mesmo
sem infeccdo (STONOGA et al., 2021; ZHANG et al., 2023).

Uma reviséo sistematica com meta-analise mostrou que de 1.107 bebés
positivos, 32 tiveram transmissdo de mae para filho confirmada sendo 20
intrauterina, 3 intraparto e 9 no periodo pds-natal (ALLOTEY et al., 2022).

Os dados relatados na literatura parecem demonstrar que, embora com
baixa frequéncia de casos, a transmissao vertical do SARS-CoV-2 é uma realidade.
Porém, por se tratar de uma pandemia recente os dados ainda sdo escassos e sao
necessarios mais estudos para elucidar quais os mecanismos que podem estar

envolvidos nesse processo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 APROVACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o nimero
CAAE: 35129820.6.0000.0096 (Anexo I). Foram assinados os formularios do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo Il), e seguidas todas as
diretrizes, regulamentos e protocolos de ética e segurangca dos dados durante a

execucgao deste estudo.

3.2 SELEGCAO DA AMOSTRA

Para compor o grupo COVID-19, foram selecionadas entre junho de 2020 e
agosto de 2021 gestantes, maiores de 14 anos, sintomaticas ou assintomaticas, com
e sem comorbidades, que apresentaram teste positivo para SARS-CoV-2 no
primeiro, segundo ou terceiro trimestre gestacional e que foram internadas no
Complexo Hospital de Clinicas — Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR) ou
no Hospital Nossa Senhora das Gragas (HNSG) em Curitiba-Parana.

O critério de inclusdo envolveu a confirmagdo do SARS-CoV-2 por RT-
gPCR, realizadas com testes moleculares disponiveis no servico, em amostras
respiratorias (swab de nasofaringe), com amostras teciduais adequadas, totalizando
76 gestantes (grupo COVID-19; n = 76). Destas, 1 amostras foi excluida por retirada
do TCLE durante o desenvolvimento deste estudo restando, portando, 75 gestantes.
Em uma das gestantes, a confirmagao foi realizada pela imuno-histoquimica no
tecido placentario, além dos sintomas clinicos.

Como carater de inclusdo para o grupo NAO COVID-19, foram incluidas
placentas de gestantes que deram a luz no CHC-UFPR em anos anteriores a
pandemia de COVID-19, portanto certamente SARS-CoV-2 negativas. Foram
selecionadas 19 placentas, entre os anos de 2016 e 2018 pois somente a partir de
2016 os protocolos para processamento de placentas eram exatamente iguais aos
do grupo COVID-19, o que mitigou a ocorréncia de viés, e por esta razao o numero
de amostras ficou reduzido em relagdo ao grupo COVID-19. Essas 19 amostras
foram testadas para as doengas congénitas do grupo TORCHZ (toxoplasmose,
rubéola, citomegalovirus, herpes simples tipos 1 e 2 e Zica virus) por meio da

técnica de imuno-histoquimica, sendo todas negativas. Foram também observados o
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trimestre gestacional e idade materna. A idade gestacional no parto é uma variavel
de correspondéncia universalmente usada, uma vez que ha correlacdo entre o
desenvolvimento da placenta e o avango da gestagao. Além disso, a expressao de
receptores para SARS-CoV-2 na placenta pode variar ao longo da gestacao, o que
poderia interferir na analise. A idade materna também foi incorporada como variavel
correspondente, devido ao seu possivel papel como fator de confusdo ao analisar
anormalidades placentarias.

Das 19 placentas (grupo NAO COVID-19; n=19), 8 foram excluidas por se
mostrarem inadequadas para a técnica de imuno-histoquimica durante o

processamento dos exames, restando 11 amostras (Figura 7).

FIGURA 7 — SELEGAO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE PLACENTA

PLACENTAS
GRUPO COVID-19 GRUPO NAO COVID-19
76 19
(2020-2021) (2016-2018)
CHC E HNSG CHC
1 EXCLUIDA 8 EXCLUIDAS
(retirada de TCLE) (inadequadas para IHQ)
75 utilizadas 11 utilizadas
- Informagbes clinicas da mae e bebé - Informag®es clinicas da mae e beb&
- Caracteristicas da placenta - Caracteristicas da placenta
- Caracteristicas da COVID-19

- Imuno - histoquimica dos receptores
- Imuno - histoquimica dos receptores

- RT-qPCR para RNAviral na placenta parafinada

FONTE: O autor (2024).

3.3 COLETA DA AMOSTRA

As placentas foram obtidas apds o processo de dequitacdo natural durante
parto. Os critérios de submissdo para exame anatomopatolégico da placenta
incluiram condi¢des maternas ou fetais anteriormente diagnosticadas durante o
atendimento pré-natal, anormalidades graves observadas durante o parto, ou com
multiplas gestagcdes conforme implementadas rotineiramente em ambas as

instituicées. Portanto, o resultado positivo do teste RT-gPCR para SARS-CoV-2 em
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swab nasofaringeo foi considerado uma condigdo materna anormal e critério para

avaliacao histopatologica da placenta.

3.4 PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

Todas as placentas, inclusive as do grupo NAO COVID-19 foram
examinadas de acordo com um protocolo padronizado que consistia em fixagao,
apos a coleta no parto, em formalina tamponada a 10% por 72 horas, exame
macroscopico com medi¢gado de dimensdes da placenta e comprimento, avaliagdo do
peso do disco da placenta apds o corte das membranas fetais e corddo umbilical,
seguido de seccbes seriadas em intervalos de 1,5 cm e exame da superficie de
corte. Alteragdes macroscopicas foram registradas e amostradas. Apds isso foram
confeccionados blocos de tecido parafinado que foram armazenados para analises

microscopicas e de biologia molecular.

3.5 INFORMAGAO CLINICA

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos dos prontuarios médicos
durante o periodo de internamento. Essas informagdes compreendiam: idade
materna, presenca ou ndo de comorbidades, habitos de vida, paridade, idade
gestacional no momento do parto, tipo de parto, peso do recém-nascido ao nascer e
pontuacdo de APGAR do mesmo, motivo do internamento; intensidade da doenca
materna; trimestre gestacional da infec¢gao por COVID-19; duragao do internamento;
intervalo entre internamento e o parto, ébito intrauterino, ébito neonatal, recém-
nascido com sintomas/teste positivo para SARS-CoV-2 e presenca de alteracdes
anatomopatoldgicas placentarias.

Foram coletadas também informagdes sobre a presenca ou auséncia de
sintomas tipicamente atribuidos a COVID-19 (temperatura acima de 38°C, dispneia,
tosse, mialgia, nauseas e vomito, diarreia, dor de cabega, anosmia, disgeusia) sendo
usados para medir a gravidade da doengca materna como: (a)
assintomaticos/sintomas leves; (b) intensidade moderada com necessidade de
internacdo em enfermaria e; (c) intensidade grave com disfungdo organica critica e

necessidade de internagdo em UTI).
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3.6 TESTE PARA SARS-COV-2 (RT-gPCR E SOROLOGIA)

O teste materno para confirmagdo do diagndstico da infeccédo por SARS-
CoV-2 foi obtido através da transcricdo reversa seguida de reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR), em etapa unica (OneStep) em amostras de
swab nasofaringeo (grupo COVID-19; n = 75); sendo que 74 casos foram positivos e
apenas um caso foi confirmado com sorologia IgM/IgG positivas, o qual teve a
decidua positiva para SARS-CoV-2 na imuno-histoquimica.

Amostras de tecido parafinado de placentas do grupo COVID-19 (n = 75)
foram testadas para verificar a presenga de RNA do SARS-CoV-2 (tanto em

vilosidades fetais como em decidua materna).

3.7 ANALISE MORFOLOGICA

Todas as amostras representativas de todas as placentas deste estudo que
foram coletadas para avaliacdo microscoépica foram submetidas a processamento de
rotina com cortes histologicos do bloco de tecido parafinado de 5 ym e coloragao
com Hematoxilina e Eosina (H&E). A analise morfolégica qualitativa foi realizada em
todas as placentas do grupo COVID-19 e do grupo controle usando a Declaragao de
Consenso do Amsterdam Placental Workshop Group (protocolo de Amsterdam).
Cortes histolégicos contendo pelo menos uma amostra do cordao umbilical, rolo de
membrana e placa coribnica de cada caso de ambos os grupos foram selecionados
aleatoriamente e renomeados por um membro da equipe de pesquisa de forma que
os examinadores ndo soubessem quais eram do grupo COVID-19 ou grupo NAO
COVID-19 (etapa de cegamento). Dois patologistas perinatais avaliaram
sistematicamente as laminas. As alteragbes foram calculadas simplesmente como
"presente" (sim) ou "ausente" (ndo). A extensdo e a intensidade de 185 alteragdes
especificas foram graduadas de acordo com as recomendagdes do protocolo de
Amsterdam. As alteragdes avaliadas incluiram caracteristicas de ma perfusao
vascular materna (infarto viloso, hipoplasia vilosa, maturagao vilosa acelerada /
aumento dos nés sinciciais, aterose decidual aguda, necrose fibrinoide vascular
decidual com ou sem células espumosas, hipertrofia mural vascular decidual,
perivasculite cronica decidual, auséncia de remodelagido da artéria espiral, trombose
arterial decidual, persisténcia de trofoblasto endovascular intramural, caracteristicas

da ma perfusao e vascularizagao fetal (trombose vascular fetal, deposigéao de fibrina
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intramural vascular fetal, vilosidades avasculares, obliteracdo de vasos da haste/
esclerose fibromuscular, cariorrexis vildide estromal-vascular, ectasia vascular),
maturacado vilosa retardada, caracteristicas de resposta inflamatdria materna
(corionite, corioamnionite), caracteristicas de resposta inflamatdria fetal (vasculite
umbilical, funisite), caracteristicas de inflamag&o crénica (decidua cronica, vilosite,
intervilosite), trombos intervilosos, focos de microcalcificacdo, corangiose e mecoénio

de membrana e coloragcdo de hemossiderina.

3.8 CONFECGAO DOS BLOCOS TISSUE MICROARRAY (TMAs)

Para realizar todas as coloracbes de uma sé vez e sob as mesmas
condigdes, foi realizada a construcao de blocos teciduais parafinados multiamostrais
(TMA, do inglés Tissue Microarray) com a retirada de fragmentos cilindricos medindo
8 mm de didametro contendo amostras de placentas provenientes dos blocos
originais (blocos-doadores), sendo estas organizadas em novos blocos de parafina
multiamostrais (blocos receptores) conforme Figura 8. As areas amostradas para
compor os TMAs foram selecionadas previamente utilizando-se os critérios
morfologicos descritos no item 3.8.

Para este estudo em especifico, cada bloco de TMA era composto por 4
casos, sendo que cada caso apresentava 2 amostras de 8 mm, denominadas A e B,
sendo amostra A colocada no lado esquerdo da lamina correspondendo a amostra
da decidua materna (face materna) e a amostra B fixada do lado direito da lamina
correspondendo a amostra de vilosidade corial (face fetal) respectivamente. Todas
as 75 placentas do grupo COVID-19 foram incluidas em 19 TMAs. Todas as 11
placentas do grupo NAO COVID-19 também foram incluidas em TMAs.
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FIGURA 8 - CONFECGAO DO TMA E COLORAGAO DA LAMINA DE IMUNO-HISTOQUIMICA COM
ANALISE DAS IMAGENS

FONTE: O autor (2024).

Criado com biorender.com

A — retirada do cilindro de tecido parafinado do bloco doador; B — confecgao do bloco TMA com
cilindros de varios blocos de amostra; C — corte do bloco TMA em fitas de 5 um usando o micrétomo;
D — confecgao da lamina usando o corte histoldgico; E- coloracao pela técnica de IHQ; F — avaliagao

microscopica; G — geragao das imagens pelo scanner e posterior quantificagdo pelo software.

3.9 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada com a finalidade de identificar a
expressao tecidual dos anticorpos contra os receptores e cofatores ECA-2,
TMPRSS-2, furina, NRP-1 e ADAM-17 a fim de facilitar a sua quantificacdo. Foram

utilizados os anticorpos constantes no Quadro 1.
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QUADRO 1 - DESCRIGAO DOS ANTICORPOS PRIMARIOS UTILIZADOS NA IMUNO-
HISTOQUIMICA DOS RECEPTORES DE SARS-CoV-2

ANTICORPO MARCA CLONE/COD. | DILUICAO | MONO/POLICLONAL | HOST
Anti-ECA-2 Elabscience | EAB-12224 1:100 Policlonal Mouse
Anti-Furina Elabscience | EAB-61709 1:200 Policlonal Rabbit

Anti-TMPRSS2 BioSB BSB-136 1:100 Monoclonal Mouse
Anti-NRP-1 Clonality AB-25998 1:100 Policlonal Rabbit
Anti-ADAM-17 Clonality AB-39163 1:100 Policlonal Rabbit

FONTE: O autor (2024)

Os ensaios de imuno-histoquimica foram realizados através de um protocolo
de incubagao dos anticorpos primarios em camara umida, com temperatura entre 2 e
8° C, overnight. O reagente conjugado secundario (Reveal Polyvalent HRP-DAB
Detection System, Spring Bioscience, Pleasanton, CA) foi aplicado no material por
25 minutos em temperatura ambiente.

A revelacdo da técnica se deu com a adicdo do complexo 2, 3,
Diaminobenzidina + substrato peroxido de hidrogénio, por tempos suficientes para o
desenvolvimento da cor castanha, seguida de contra-coloragdo com Hematoxilina de
Harris (Figura 9). Os resultados foram confirmados pela reatividade de um controle
positivo e negativo, onde uma amostra tecidual com imunoexpressao
conhecidamente positiva e outra negativa para os anticorpos foram alocadas

juntamente com as amostras testadas.

FIGURA 9 - IMAGENS CORADAS COM HEMATOXILINA-EOSINA EM TECIDO DE PLACENTA

FONTE: O autor (2024).

A — Amostra de decidua materna; B — Amostra de vilosidade; Seta vermelha - células da decidua
materna; Seta amarela - citotrofoblasto; Seta azul - células do sinciciotrofoblasto; Setas verdes vasos
sanguineos. Coloragdo de Hematoxilina e Eosina (objetiva 40x).
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3.10 ANALISE MORFOMETRICA

As laminas imunomarcadas foram escaneadas com o auxilio do escéaner de
laminas Axio Scan Z1® (Zeiss, Jena, Alemanha), o qual gera um mosaico de 500
imagens em CGA (magnificagdo objetiva 40x) com software ZEN Blue Edition®
(Zeiss, Jena, Alemanha). Das imagens geradas foram excluidas as desfocadas, em
branco e com artefatos, e das restantes foram selecionadas de modo aleatério 50
imagens sem a interferéncia de um observador. De cada imagem CGA, ocorreu a
mensuragido das areas de imunoexpresséo pelo software Image Pro-Plus® versdo
45 (Media Cybernetics, Rockville, MD). A mensuragdo das areas de
imunoexpressao foram obtidas por meio do emprego de um método de
segmentacao semiautomatizada por cores, na qual a area de imunoexpressao
tecidual para cada biomarcador foi artificialmente delimitada e quantificada (Figura
10). Posteriormente, seu valor, expresso em micrdmetros quadrados (um?) foi
dividido pelo valor de sua respectiva area de tecido total e finalmente transformado
em um valor percentual, sendo expresso na seguinte férmula matematica: valor
percentual = ([Area imunopositiva] / [Area tecido total]) X100. Por fim foram
calculados os valores de média aritmética das imagens CGA de cada paciente, de
maneira que seus resultados foram organizados em planilhas de Excel e

posteriormente submetidos a analise estatistica.

FIGURA 10 - MENSURAGAO DAS AREAS DE IMUNOEXPRESSAO PELO SOFTWARE IMAGE
PRO-PLUS®

FONTE: O autor (2024).

NOTA: A cor vermelha indicada pela seta revela a area de expressao tecidual positiva.
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3.11 EXTRAGAO DO RNA VIRAL E RT-gPCR DAS AMOSTRAS DE PLACENTA
PARAFINADA

3.11.1 Extracado do RNA viral

Para a realizagcdo da RT-gPCR das amostras de placenta parafinada do
grupo COVID-19 e do grupo NAO COVID-19, foram utilizados pequenos fragmentos
dos blocos originais coletados assepticamente utilizando-se uma lamina de bisturi
para cada bloco. A regido para a coleta do material foi escolhida de acordo com a
observagao microscopica pelo patologista, o qual marcou a regidao da lamina onde
observou alteragbes patoldgicas. A lamina, entdo foi utilizada como guia para
escolha da regido do bloco a serem coletados os fragmentos de tecido parafinado.

Esses fragmentos foram, entédo, desparafinizados utilizando 1 mL de xilol e
submetidos a extragcdo do RNA viral utilizando o kit comercial RNeasy FFPE kit

Qiagen®, de acordo com as orienta¢des do fabricante (Figura 11).

FIGURA 11 - PROCESSAMENTO E EXTRACAO DO TECIDO PARAFINADO COM POSTERIOR RT-
gPCR

EXTRAGAO DO
MATERIAL GENETICO

—~ - ¥ BLACA COM
PROCESSAMENTO DA | MATERIAL
AMOSTRA PARAFINADA y [ ‘4'.'® EXTRAIDO
g 1y & N

RT-qPCR

ANALISE

\./ W DOS DADOS o

FONTE: O autor (2024).

Criado com biorender.com
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3.11.2 Transcrigéo reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase em tempo

real (RT-gPCR), em etapa unica (OneStep)

A RT-gPCR foi realizada com o kit comercial SARS-CoV- Assay Allplex®
Seegene Inc. Korea, de acordo com as instrugbes do fabricante. O kit permite
amplificagdo e detecdo simultdneas de acidos nucleicos dos alvos: gene E, gene
RdRP e gene N. Um gene endogeno foi utilizado como Controle Interno (Cl) para
monitorar todo o processo de extragdo de acido nucleico e para verificar qualquer
possivel inibicdo da PCR. O limite de deteccao verificado para este kit comercial
utilizando RNA gendémico de TWIST BIOSICENCE® é de 5000 cépias/mL. O limite
verificado utilizando o SARS-CoV-2 inativado de BEI Resources® é de 1.000
equivalentes de genoma viral/mL (SEEGENE, 2020). Para a reagao e deteccgao foi
utilizado o aparelho termociclador Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR

Systems.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Médias, desvio padrao, medianas, valores maximos e minimos, frequéncias
ou percentagens foram usados para descrever os resultados. As variaveis nominais
foram expressas como valores reais e frequéncias e analisadas pelo teste do qui-
quadrado e ou pelo teste exato de Fisher. Variaveis quantitativas com a distribuicao
normal foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk e comparadas com o teste t.
Variaveis com a distribuicdo ndo normal foram verificadas pelo teste de Mann-
Whitney. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi realizado para comparar as
demais variaveis quantitativas entre grupos. Para os testes, a significancia
estatistica foi definida como um valor de p < 0,05. Os dados foram analisados
usando o software JMP Pro® 14.0.0 (SAS Institute Cary, NC).
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4 RESULTADOS

4.1 INFORMAGCOES CLINICAS

A Tabela 1 apresenta informacdes do grupo COVID-19, sendo que 4
pacientes ndao constam pois nao tinham os dados clinicos completos. De acordo com
os dados a cesariana com n = 54 (76,06%) foi o tipo de parto com maior indice,
seguido do parto normal n=17 (23,94%). Para as comorbidades, foram escolhidas as
mais relevantes para o periodo gestacional, compreendendo 37 (52,11%) das
pacientes com alguma comorbidade e 34 (47,89%) nao apresentaram
comorbidades. As comorbidades com maior numero de casos foram a diabetes e
obesidade n=10 (14,08%) cada, e a menor foi a hipertensédo n=1 (1,41%). O principal
motivo de internamento foi em decorréncia da COVID-19 n=39 (54,93%), seguido de
realizagdo do parto n=32 (45,07%).

A intensidade da doenca foi classificada como leve ou assintomatica n=38
(53,52%), moderada n=12 (16,90%) e grave n=21 (29,58%).

O trimestre da infeccao apresentou maior numero de casos no terceiro
trimestre com 60 (84,51%), seguido pelo segundo trimestre n=7 (9,86%) e o primeiro
trimestre n=4 (5,63%).

A idade da gestante apresentou uma média de 30,89 anos com minima de
14 anos e maxima de 42 anos. A idade gestacional em semanas apresentou média
de 35,33 semanas (variando de de 27 a 41 semanas). O tempo de internamento
apresentou média de 7,91 dias (variando de um a 48 dias) e, por fim, o intervalo do
internamento até a data do parto apresentou média de 2,17 dias (variando de 0 a 30

dias) até o parto.

TABELA 1- INFORMAGOES CLINICAS DAS GESTANTES COM COVID-19

GRUPO COVID-19

Tipo de parto n (71)* %
Cesarea 54 76,06%
Normal 17 23,94%
Comorbidades

Sim 37 52,11%

Nao 34 47,89%
DHEG

Sim 8 11,27%

Nao 63 88,73%

continua
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continuagao

GRUPO COVID-19

Tipo de parto n (71)* %
Diabetes
Sim 10 14,08%
Nao 61 85,92%
Hipertensao
Sim 1 1,41%
Nao 70 98,59%
Obesidade
Sim 10 14,08%
N&o 61 85,92%
HIV positivo
Sim 2 2,82%
Nao 69 97,18%
Sifilis positivo
Sim 2 2,82%
Nao 69 97,18%
Tabagista
Sim 4 5,63%
Nao 67 94,37%
Motivo do internamento
Pela COVID-19 39 54,93%
Para parto 32 45,07%
Intensidade da doenga
Leve ou assintomatico 38 53,52%
Moderado 12 16,90%
Grave 21 29,58%
Trimestre da infecgao
Primeiro 4 5,63%
Segundo 7 9,86%
Terceiro 60 84,51%
Média (Min-Max)
Idade da gestante (anos) 30,89 (14-42)
Idade gestacional 35,33 (24-41)
(semanas)
Duragédo do internamento 7,91 (1-48)
(dias)
Intervalo internamento- 2,17 (0-30)
parto (dias)

FONTE: O autor (2024).

* NOTA: Ha 4 gestantes que nao possuiam os dados clinicos completos, por isso ndo constam desta
tabela.

A Tabela 2 apresenta o grupo NAO COVID-19 (n = 11). Quanto ao tipo de
parto do grupo NAO COVID-19, parto normal teve o maior indice com 6 casos
(54,55%), seguido de cesariana com 5 (45,45%). A presenca de comorbidades para
este grupo, correspondeu a 4 (36,36%) das pacientes com alguma comorbidade e 7
(63,64%) nao apresentavam comorbidades. As comorbidades relevantes presentes
neste grupo foram diabetes e hipertensdo com 2 (18,18%) igualitariamente. Em
relagdo aos habitos de vida, 1 (9,09%) das pacientes eram tabagistas. A idade da

gestante apresentou uma média de 28,27 anos com minima de 18 anos e maxima
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de 42 anos. A idade gestacional em semanas apresentou média de 33,7 semanas

com minimo de 23 semanas e maximo de 39 semanas.

TABELA 2 - INFORMAGOES CLINICAS DAS GESTANTES DO GRUPO NAO COVID-19

GESTANTES DO GRUPO NAO COVID-19

TIPO DE PARTO N (11) %
Cesarea 5 45,45%
Normal 6 54,55%
Comorbidades
Sim 4 36,36%
Nao 7 63,64%
DHEG
Sim 0 0%
Nao 11 100%
Diabetes
Sim 2 18,18%
Nao 9 81,82%
Hipertensao
Sim 2 18,18%
Nao 9 81,82%
Obesidade
Sim 0 0%
Nao 11 100%
HIV positivo
Sim 0 0%
Nao 11 100%
Sifilis positivo
Sim 0 0%
Nao 11 100%
Tabagista
Sim 1 9,09%
Nao 10 90,91%
Média (Min-Max)
Idade da gestante (anos) 28,27 (18-42)
Idade gestacional (semanas) 33,70 (23-39)

FONTE: O autor (2024).

A Tabela 3 demonstra os achados relevantes dos recém-nascidos (RN) do
grupo COVID-19 (n = 71), no qual houve trés gestacdes gemelares totalizando 74
recém-nascidos. Em relagdo ao sexo, houve predominancia do sexo feminino com
40 (53,52%) dos casos, o sexo masculino representa 33 (45,08%) da amostra. Um
caso nao houve registro do sexo por ter apresentado obito intrauterino. Houve trés
casos de o6bito intrauterino, dois casos de obito neonatal, e quatro casos de RN com
sintomas de COVID-19 representados por (4,23%), (2,82%), (5,63%)

respectivamente. Os pesos dos RNs tiveram variagdes de minimo de 610g — 3.855g.
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TABELA 3 - INFORMAGCOES CLINICAS DOS RECEM-NASCIDOS (RN) DO GRUPO COVID-19

RN COVID-19
Género N (74) * %

Feminino 40 54,06%
Masculino 33 44,59%
Sem registro ** 1 1,35%

Obito intrautero
Sim 3 4,06%
Nao 71 95,94%

Obito neonatal
Sim 2 2,70%
Nao 72 97,30%

RN com sintomas de COVID-19
Sim 4 5,40%
Nao 69 93,25%
Sem registro *** 1 1,35%
RN RT-PCR positivo
Sim 9 12,16%
Nao 64 86,49%
Sem registro *** 1 1,35%
MEDIA (Min-Max)
Peso do RN 2.773,38 (610-3.855)
MEDIA +DP
Apgar RN no 1° minuto 6,11 + 3,00
Apgar RN no 5° minuto 45+519

FONTE: O autor (2024).
*Houve 3 gestacdes gemelares, por isso o numero de RN € maior que o de gestantes; **Sem
registro do género pois foi um 6bito intrautero; *** Obito intrautero
NOTA: Ha 4 gestantes que n&o possuiam os dados clinicos completos, por isso ndo constam desta
tabela.
A Tabela 4 demonstra os achados relevantes dos RN do grupo NAO COVID-
19 (n = 11). Em relacdo ao sexo, houve predominéncia do sexo masculino com seis
(54,54%) dos casos e o0 sexo feminino representa cinco (45,45%). Nao houve casos

de 6bito. Os pesos dos RNs tiveram variagdes de minimo de 1.180g — 3.810g.

TABELA 4 - INFORMAGCOES CLINICAS DOS RECEM-NASCIDOS (RN) DO GRUPO NAO COVID-19

RN GRUPO NAO COVID-19

Género N (11) %
Feminino 5 45,45%
Masculino 6 54,54%

Obito intrautero
Sim 0 0%
N&o 11 100%
Obito neonatal
Sim 0 0%
Nao 11 100%
MEDIA (Min-Max)
Peso do RN 2.656 (1.180-3.810)
MEDIA +DP
Apgar RN no 1° minuto 6,54 + 2,31
Apgar RN no 5° minuto 8,72 + 0,86

FONTE: O autor (2024).
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A Tabela 5 representa os dados de alteragdes anatomopatologicas das

placentas coletadas do grupo COVID-19.

TABELA 5 - INFORMAGOES DAS ALTERAGCOES ANATOMOPATOLOGICAS DAS PLACENTAS DO
GRUPO COVID-19

PLACENTAS - GRUPO COVID-19

n (71) %
Alteragdes anatomopatologicas
Sim 54 76,06%
Nao 17 23,94%
MEDIA (Min-Max)
Peso da placenta 435,35 (135-710)

FONTE: O autor (2024).

* NOTA: Ha 4 pacientes que ndo possuiam os dados clinicos completos, por isso ndo constam desta
tabela.

A Tabela 6 representa os dados de alteragbes anatomopatologicas das
placentas coletadas do grupo NAO COVID-19.

TABELA 6 - INFORMACOES DAS ALTERAGOES ANATOMOPATOLOGICAS DAS PLACENTAS DO
GRUPO NAO COVID-19

PLACENTAS - GRUPO NAO COVID-19

n (11) %
Alteragdes anatomopatologicas
Sim 9 81,81%
Nao 2 18,19%
MEDIA (Min-Max)
Peso da placenta 527,27 (325-765)

FONTE: O autor (2024).

4.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada com a finalidade de identificar a
expressao tecidual dos anticorpos contra os receptores e cofatores ECA-2,
TMPRSS-2, furina, NRP-1 e ADAM-17 (Figura 12), apdés foi realizada a
quantificacdo e a comparacgao dos dados através de métodos estatisticos.

Quando comparadas todas as amostras do grupo COVID-19 com o grupo

NAO COVID-19 houve significAncia estatistica na porcentagem de expressdo
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tecidual apenas para o receptor NRP-1 na decidua conforme pode-se observar na
Tabela 7.

TABELA 7 — IMUNO-HISTOQUIMICA DO GRUPO COVID-19 X GRUPO NAO COVID-19

COVID-19 (%) NAO COVID-19 (%) p COVID (n)* NAO COVID-19 (n)*
Mediana (IQR) mediana (IQR)

ECA-2 decidua 0,41 (0,59) 0,49 (0,35) 0,301 75 11
ECA-2 vilosidade 0,41 (0,81) 0,49 (0,36) 0,825 72 11
TMPRSS2 decidua 8,38 (11,0) 5,59 (6,09) 0,079 70 11
TMPRSS2 vilosidade 5,35 (5,33) 3,43 (4,09) 0,259 70 11
Furina decidua 21,4 (20,0) 14,7 (8,18) 0,286 74 11
Furina vilosidade 23,4 (22,2) 21,6 (10,0) 0,842 73 11
NRP-1 decidua 13,1 (13,1) 25,8 (8,73) < 0,001 71 11
NRP-1vilosidade 6,73 (7,63) 9,38 (7,70) 0,089 70 11
COVID (%)  NAO COVID-19 (%) p COVID (n)* NAO COVID-19 (n)*
Média (DP) Média (DP)
ADAM-17 decidua 18,6 (11,4) 19,7 (6,57) 0,765 75 11
ADAM-17vilosidade 11,6 (6,67) 10,6 (5,05) 0,648 74 11

FONTE: O autor (2024).
IQR — amplitude interquartil; DP — desvio padréo
NOTA: * "'n"" amostral final variavel devido a retirada de amostras com reagdes imuno-
histoquimicas inadequadas.

Para a NRP-1 o valor de p foi menor que 0,001 e a expressao foi menor para
o grupo COVID-19 conforme pode-se observar no
Grafico 1.

GRAFICO 1 - COMPARAGAO DA EXPRESSAO DA NRP-1 ENTRE GRUPO COVID-19 E GRUPO
NAO COVID-19

40

20 1

% Meuropilina Decidua

CONTROLE CoVID-18
Grupo

FONTE: O autor (2024).
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FIGURA 12 - COLORAGAO IMUNO-HISTOQUIMICA PARA OS RECEPTORES NA DECIDUA E
VILOSIDADES

FONTE: O autor (2024)

LEGENDA: A1 — ADAM 17 decidua; A2 — ADAM 17 vilosidades; B1 — ECA-2 decidua; B2 — ECA-2
vilosidades; C1 — Furina decidua; C2 — Furina vilosidades; D1 — TMPRSS2 decidua; D2 - TMPRSS2
vilosidades; E1 — Neuropilina 1 decidua; E2 — Neuropilina 1 vilosidades

As setas indicam a coloragéo castanha das areas positivas (objetiva de 40X).
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Na analise de comorbidades e doencas de base também foram encontradas
diferencas com significancia estatistica apenas para o receptor Neuropilina-1,

somente nas pacientes sem comorbidade e somente na decidua conforme Tabela 8.

TABELA 8 - COMPARACAO ENTRE A PORCENTAGEM DE NRP-1 ENTRE GRUPO COVID-19 E
NAO COVID-19 NAS PACIENTES SEM COMORBIDADES NA DECIDUA

Grupo COVID-19 (%) n Grupo NAO COVID-19 (%) P
Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mann-Whitney U
SEM 32 9,74 (13,2) 7 26,5 (6,11) <0.001

COMORBIDADES

FONTE: O autor (2024).

Foram feitas também comparagdes entre os grupos COVID-19 versus NAO
COVID-19 e as gestantes com e sem doengas de base como: diabetes, doenca
hipertensiva especifica da gestacdo (DHEG), hipertensao arterial sistémica (HAS) e
obesidade. Em todas as comparag¢des houve significancia estatistica apenas nas
pacientes sem as doencas de base na decidua e a porcentagem de NRP-1 foi

menor no grupo COVID-19 do que no grupo controle conforme Tabela 9 .

TABELA 9 - COMPARAGAO ENTRE A PORCENTAGEM DE NRP-1 ENTRE GRUPO COVID-19 E
NAO COVID-19 NAS PACIENTES SEM AS DOENCAS DE BASE NA DECIDUA

n* Grupo COVID-19 (%) n* Grupo NAO COVID-19 (%) P
Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mann-Whitney U
SEM 61 13,5 (13,1) 9 25,8 (8,73) 0.002
DIABETES
SEM 69 12,7 (13,0) 9 25,8 (8,72)
HAS 0.001
SEM 61 12,1 (13,0) 11 25,8 (8,73) <0.001
OBESIDADE
SEM 63 12,7 (13,2) 11 25,8 (8,73) <0.001
DHEG

FONTE: O autor (2024).
NOTA: * "'n”" amostral variavel devido a variagdo de gestantes com cada doenca de base

Todas as analises acima foram também realizadas nas amostras de

vilosidade, porém sem diferenca significativa em nenhuma delas.
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4.3 RT-gPCR PARA SARS-COV-2 EM AMOSTRAS PLACENTARIAS
PARAFINADAS

Uma segunda bateria de analises foi realizada apenas com as amostras de
deciduas e vilosidades que tiveram resultado detectado no teste de RT-qPCR para
SARS-CoV-2 em tecido placentario parafinado comparando com o grupo NAO
COVID-19.

Através da técnica de RT-gPCR em amostras placentarias parafinadas
(tanto na decidua como na vilosidade placentaria) do grupo COVID-19 foram
identificadas 11 amostras de decidua positivas para a presenca de RNA do SARS-
CoV-2, além de 8 amostras de vilosidades também positivas para este virus.
Quando comparado a imuno-histoquimica das 11 amostras deciduais positivas para
SARS-CoV-2 do grupo COVID-19 com as do grupo NAO COVID-19, houve diferenca
significativa apenas para o receptor NRP-1 sendo que a menor porcentagem de
expressao tecidual deste marcador foi observada para o grupo COVID-19 SARS-
CoV-2 positivo na decidua (Tabela 10). Este resultado coincide com os resultados
anteriores da imuno-histoquimica. As 8 amostras do grupo COVID-19 onde as
vilosidades placentarias foram positivas para SARS-CoV-2 foram comparadas com
amostras do grupo NAO COVID-19, sendo que ndo houve resultados com

significancia estatistica.

TABELA 10 - COMPARAGAO DAS 11 AMOSTRAS DE DECIDUAS POSITIVAS NA RT-gPCR COM
O GRUPO NAO COVID-19

IMUNO-HISTOQUIMICA DOS COVID-19 (%) NAO COVID-19 (%)  Valor de p

RECEPTORES Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mann-Whitney U
ECA-2 0,56 (0,57) 0,49 (0,35) 0,949
TMPRSS 2 6,26 (6,95) 3,43 (4,09) 0,272
FURINA 23,6 (18,8) 14,7 (8,18) 0,748
NRP 1 9,17 (9,40) 25,8 (8,73) < 0,001
ADAM-17 14,8 (12,8) 20,8 (6,95) 0,562

FONTE: O autor (2024).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, onde se comparou um grupo de gestantes, que tiveram
diagndstico de COVID-19 em algum momento da gestacdo, com um grupo de
gestantes conhecidamente negativas, verificou-se uma menor porcentagem de
expressao tecidual do receptor neuropilina-1 (NRP-1) somente nas amostras de
decidua para o grupo COVID-19 comparado ao grupo NAO COVID-19. Este
resultado foi confirmado quando foram comparadas somente as 11 amostras em que
foi demonstrada a presenga do RNA viral por RT-gPCR com as amostras do grupo
NAO COVID-19. Nenhum dos outros receptores pesquisados teve resultado
significativo quando foi realizada a mesma comparagéo.

Assim como outros virus, o0 SARS-CoV-2 precisa utilizar fatores celulares do
hospedeiro para infeccao e replicagdo. A enzima conversora de angiotensina 2
(ECA-2) é o receptor canbnico para a ligagao da proteina spike do SARS-CoV-2. A
ligacdo a ECA-2 é seguida pela preparagdo da proteina S pela serina protease
transmembrana 2 (TMPRSS2) o que permite a fusdo do virus com as membranas
celulares do hospedeiro (ALIPOOR; MIRSAEIDI, 2022; HOFFMANN et al., 2020).

Pique-Regi e colaboradores investigaram a expressdo de ECA-2 e
TMPRSS2 em placentas usando dados de sequenciamento de RNA de célula unica
e verificaram que muito poucas células coexpressam ECA-2 e TMPRSS2.
Adicionalmente, Bloise e colaboradores usando sequenciamento de RNA
mensageiro para ambos os receptores demonstraram que a expressao de ambos ¢é
regulada negativamente conforme a gestacédo progride, sendo maior no primeiro
trimestre e caindo gradativamente a niveis insignificantes no terceiro trimestre.
Considerando que 84,51% das placentas deste estudo eram de terceiro trimestre e
estas teriam niveis extremamente baixos de ECA-2 e TMPRSS2, a auséncia de
diferenca significativa entre os dois grupos foi consistente com os dados da literatura
(BLOISE et al., 2021; PIQUE-REGI et al., 2020).

Embora esta seja a via principal para a entrada viral, foi demonstrado que o
SARS-CoV-2 pode infectar células que expressam muito pouco ou mesmo nao
expressam ECA-2 ou TMPRSS-2, o que sugere que existem outros receptores e
cofatores os quais podem ser utilizados por este virus (ARGUETA et al., 2021;
GADANEC et al., 2021; KONG et al., 2022; NAIDU et al., 2024).
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Ouyang e colaboradores demonstraram a expressdo de RNA mensageiro
tanto de ECA-2 e TMPRSS2 quanto de furina em células de placenta, porém sem
levar em consideracdo os periodos gestacionais. Eles verificaram que a furina é
amplamente expressa na placenta, porém devido a sua atuagao realizando uma pré
clivagem da proteina S preparando-a, assim, para a posterior clivagem pela
TMPRSS2 é improvavel que ela atue isoladamente como um receptor para o SARS-
CoV-2, o que poderia explicar a auséncia de diferenca significativa entre os dois
grupos (OUYANG et al., 2021).

ADAMs sao metaloproteinases dependentes de zinco que clivam porcdes
extracelulares de proteinas transmembranares (MAAS; DONNERS; VAN DER
VORST, 2023). A ADAM 17 é conhecida por clivar a porgao extracelular de ECA-2,
gerando uma forma de ectodominio soluvel desta enzima (WANG; ZHAO; AN,
2022). Jocher e colaboradores identificaram a ADAM17 como um facilitador da
entrada do SARS-CoV-2 nas células, esta cliva a proteina spike do SARS-CoV-2 in
vitro, assim contribuindo para a preparacgéao (priming) da proteina S (JOCHER et al.,
2022). Apesar disso, o papel que esta proteina exerce na infecgao por este virus,
bem como em qual via de entrada esta envolvido ndo esta totalmente elucidado
necessitando de mais pesquisas para seu esclarecimento. Neste estudo nao foram
encontrados resultados significativamente estatisticos para esta protease.

Alguns trabalhos indicam que o SARS-CoV-2 pode estar ndo somente
presente, mas também se replicar em células placentarias levantando a questao de
que receptores ndo candnicos poderiam estar envolvidos no ciclo biolégico do virus
nessas células (ARGUETA et al., 2022a; CONSTANTINO et al., 2021; RADAN et al.,
2024).

Um provavel candidato é a proteina transmembrana NRP-1, que foi
recentemente identificada como um fator hospedeiro que facilita a entrada e a
infectividade do SARS-CoV-2 nas células. A NRP-1 foi originalmente identificada
como um correceptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) nas células
endoteliais, mas €& expresso também na interface materno-fetal, nas células
deciduais e no sinciciotrofoblasto onde desempenha papéis importantes durante a
gravidez e no sistema imunoldgico (ARAD et al., 2017; HE; TESSIER-LAVIGNE,
1997; KOLODKIN et al., 1997).

Segundo Naidoo e colaboradores (2022), NRP-1 é altamente expressa na

decidua humana, células sinciciotrofoblasticas e trofoblasticas extravilosas, células
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endoteliais de capilares e vasos vilosos da placenta, onde desempenha um papel
fundamental no estabelecimento e manutencdo do microambiente materno-fetal. A
NRP-1 também €& essencial para o crescimento fetal saudavel. A expressao
desregulada do gene NRP-1 neuronal e endotelial em camundongos predispbe a
morte embrionaria devido a complicagdes durante o desenvolvimento
cardiopulmonar. Portanto, a forte regulacdo da expressdo de NRP-1 & essencial
durante a gravidez (NAIDOO et al., 2022).

Também foi relatado que NRP-1 é expressa no endotélio vascular e linfatico
onde desempenha um papel fundamental na angiogénese dependente de VEGF, ou
seja, na formagao de novos vasos sanguineos (NAIDU et al., 2024).

Argueta e colaboradores a fim de determinar os papéis relativos de ECA-2 e
NRP-1 na entrada do SARS-CoV-2 na placenta trataram aglomerados de células
placentarias com anticorpos bloqueadores anti-ECA-2 ou anti-NRP-1 antes da
infecgdo com lentivirus pseudotipado com proteina spike D614G. Ambos os
anticorpos diminuiram a infectividade do lentivirus pseudotipado sendo 3,5 vezes
para anti ECA-2 e 3,1 vezes para anti-NRP-1 (ARGUETA et al., 2022a).

Além disso, Kong e colaboradores demonstraram que a NRP-1 (e ndo a
ECA-2) funciona como o receptor primario para a proteina S do SARS-CoV-2 em
astrocitos, ja que o nivel de expressdo de ECA-2 em células do sistema nervoso
central (SNC) & muito baixo (KONG et al., 2022).

A menor expressao tecidual de NRP-1 no grupo COVID-19 sugere que a
NRP-1 pode estar sendo usada como receptor alternativo, devido a baixa expressao
de ECA-2 e a falta de expresséo conjunta de ECA-2 e TMPRSS-2 nas células da
placenta, ou tendo sua expresséo alterada pelo virus ou devido a desregulagao da
angiogénese e inflamagao, ja que € um receptor para VEGFs e a infecgao por
SARS-CoV-2 parece alterar angiogénese e inflamagao na placenta (BOYCHUK et
al., 2023; GIARDINI et al., 2022) .

De fato, quando foram comparadas as pacientes COVID-19 com as do
grupo NAO COVID-19, ambos sem comorbidades, nota-se que somente o grupo
COVID-19 teve uma menor expressao tecidual de NRP-1, o que indica que as
comorbidades incluidas no estudo nao tiveram um papel relevante na alteracéo da
expressao desse receptor. Isso sugere que a NRP-1 pode estar sendo utilizada pelo
virus ou consumida por algum outro efeito patolégico da infecgcéao ja que houve uma

menor expressao tecidual, mesmo sem a presenca das comorbidades estudadas.
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No caso das amostras de vilosidades n&do foram encontradas diferencas
significamente estatisticas para nenhum dos receptores pesquisados. O fato de a
camada de sinciciotrofoblastos, que reveste as vilosidades, ndo possuir jungdes
entre as células e estas expressarem muito poucos receptores visando impedir que
patdgenos alcancem o sangue fetal pode ser a razdo para estes resultados.

Este trabalho comparou a expresséao tecidual de 5 dos principais receptores
e cofatores canbnicos e alternativos envolvidos na entrada do SARS-CoV-2 em
células de placenta de gestantes infectadas em relagédo a nao infectadas.

Esses resultados sdo importantes para orientar novos estudos acerca do
papel que estes receptores desempenham tanto na entrada viral como na
patogénese da infecgdo na placenta de gestantes infectadas por SARS-CoV-2

visando desenvolver mecanismos de bloqueio e manejo da infeccéo.
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6 CONCLUSOES

1) Em relacdo a comparagcdo da expressao tecidual dos receptores e
cofatores estudados entre os grupos COVID-19 e NAO COVID-19, temos:

- verificou-se menor expressao tecidual do receptor neuropilina-1
(NRP-1) somente nas amostras de decidua para o grupo COVID-19
comparado ao grupo NAO COVID-19. Esta menor expressdo foi
confirmada quando comparado as 11 amostras deciduais SARS-CoV-
2 positivas do grupo COVID-19 com as amostras do grupo NAO
COVID-19;
- ndo houve diferenga na expressao tecidual de NRP-1 nas amostras
de vilosidades em nenhuma das analises realizadas;
- ndo houve diferenga na expressao tecidual de ECA-2, TMPRSS2,
furina e ADAM-17 nas amostras tanto de decidua quanto de
vilosidades em nenhuma das analises realizadas.

2) Em relagcdo a comparacdo da expressao tecidual dos receptores e

cofatores estudados com as comorbidades das pacientes, temos:

- ndo houve diferenca na expressado tecidual da NRP-1 quando
comparado as pacientes COVID-19 e NAO COVID-19 com
comorbidades;
- somente o grupo COVID-19 teve uma menor expressao tecidual de
NRP-1, quando comparadas as pacientes COVID-19 e grupo NAO
COVID-19 sem comorbidades;
- ndo foram encontrados quaisquer outros resultados significativos
quando a expressao tecidual das outras moléculas estudadas (ECA-2,
TMPRSS2, furina e ADAM-17) foi comparada a presenga ou auséncia

de comorbidades.
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7 LIMITAGOES

As limitagdes incluem:

- a auséncia de amostras com algumas comorbidades no grupo NAO
COVID-19;

- 0 uso de fragmentos pequenos de placenta parafinada e a degradacéo
do RNA viral podem ter diminuido a detec¢do do virus no tecido
parafinado pelo teste de RT-gPCR;

- o fato de que 84,5% das amostras eram de gestantes no terceiro
trimestre pode ter limitado os resultados para o receptor ECA-2 ja que
existem diferencas na expressao placentaria desse receptor entre os
diferentes trimestres da gestacéo, sendo maior no primeiro trimestre e

caindo gradativamente até o terceiro trimestre.
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8 PERSPECTIVAS

O cuidado da gestante e do recém-nascido devem estar sempre entre as
prioridades do atendimento em saude, visando a redugdao da mortalidade materno-
infantil e a saude da méae e do feto. Muito se tem avangado na investigacdo das
infeccdes de transmisséo vertical. O SARS-CoV-2 tem sido detectado em amostras
de placenta, sangue de cordao e outros fluidos corporais. Portanto, conhecer os
diferentes mecanismos, vias, marcadores e cofatores que podem estar envolvidos
nesse processo sao de extrema relevancia para mapear e aprofundar os
conhecimentos sobre esse processo. Os achados aqui relatados sobre a NRP-1 sao
altamente promissores, e os estudos devem ser continuados com a perspectiva de
que esse marcador possa ser melhor caracterizado e sua participagdo nesse
processo completamente compreendida, visando desenvolver mecanismos de

bloqueio de infeccdo e transmissao desse virus.
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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 isolamento social
conforme determinado pelos 6rgdos competentes. Essas pacientes seréo

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

Durante o acompanhamento do atendimento, admissao 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 precaugéo padronizadas (EPIs)
pela CCIH do Complexo Hospital de Clinicas, a fim de evitar a contaminagéo da equipe.
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ANEXO II- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

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

Titulo do Projeto de Pesquisa: Avaliagao anatomopatolédgica de placentas de gestante com
COVID 19

INVESTIGADORES DO ESTUDO

Patricia Zadorosnei Rebutini 1 , Aline Cristina Zanchettin 2 , Emanuele Therezinha Schueda Stonoga 3 , Danicle
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

Tan aka Dino 5, Viviane Maria de Carvalho Hessel Dias 1 , Ana Paula Percicote 3 , Meri Bordignon Nogueira 5 ,
Sonia Mara Rabon 16 , Newton Sergio de Carvalho 5, Cleber Machado-Souza 2* and Lucia de Noronha 1

2 Postgraduate Program of Health Sciences, School of Medicine, Pontif’icia Universidade Catoélica do Parana -PUCPR,
Curitiba, Brazil,

3 Postgraduate Program in Biotechnology Applied in Health of Children and Adolescent, Pele” Pequeno Priincipe,
Research Institute, Faculdades Pequeno Priincipe, Curitiba, Brazil,

4 Department of Medical Pathology, Clinical Hospital, Universidade Federal do Parana -UFPR, Curitiba, Brazil,

5 Department of Tocogynecology, Clinical Hospital, Universidade Federal do Parana, UFPR, Curitiba, PR, Brazil,
6 Postgraduate Program of Tocogynecology and Women’s Health, Clinical Hospital, Universidade Federal do
Parana’- UFPR, Curitiba, Brazil,

7 Department of Infectious Disease, Clinical Hospital, Universidade Federal do Parana’-UFPR, Curitiba, Brazil

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do estudo “Avaliacdo Anatomopatologica
de Placentas de Gestante com COVID 19”. Este estudo esta sendo realizado em
parceria das seguintes institui¢des: Pontifica Universidade Catodlica, Hopital de
Clinicas da UFPR e Hospital Nossa Senhora das Gragcas.

Este Termo de Consentimento explica porque este estudo estd sendo realizado e
qual sera a sua participagao ( ou do seu familiar ) , caso vocé aceite o convite. Este
documento também descreve os possiveis riscos e beneficios se vocé quiser
participar. Apos analisar as informagdes com a pessoa que explica este Termo de
Consentimento, e esclarecer suas duvidas, vocé devera ter o conhecimento necessario
para tomar uma decisao esclarecida sobre sua participagdo ou nao neste estudo.

JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO

Uma nova cepa do coronavirus respiratério (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
Avaliagao anatomopatologica de placentas de gestantes com COVID 1

PROCEDIMENTOS
Para executagdo deste estudo solicitamos que o senhor (a) autorize utilizacdo de
material biolégico — PLACENTA - a qual serd subemtida ao exame

anatomopatologico.



Também solicitamos autorizagao para revisao do seu prontudrio médico ( ou da sua
familiar gestante).

Todos estes dados serdo utilizados de forma sigilosa

RISCOS E DESCONFORTOS PARA OS PARTICIPANTES
Nao 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 esfor¢os para o entendimento da fisiopatologia da
infeccdo causada pelo SARS-CoV-2 para que possamos encontrar tratamento
adequado o mais rapido possivel.

LIBERDADE DE RECUSA

A sua participacdo ( ou do seu familiar ) neste estudo ¢ voluntaria e nao ¢ obrigatoria.
Vocé pode aceitar participar do estudo e depois desistir a qualquer momento. Vocé
também podera pedir a qualquer momento que as suas informacdes (ou as
informacdes do seu familiar ) sejam excluidas completamente deste estudo e que elas
nao sejam usadas para outros fins.

Se vocé tiver davidas 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 6rgdo 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 (Resolucao 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 explicagdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou
livre para interromper minha participagdo a qualquer momento sem justificar minha
decisdo e sem qualquer prejuizo para mim, € 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 Satude 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
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Since the baginning of the pandemic, few papers describa the placaenta’s morphological
and morphometrical features In SARS-CoV-2-positive pregnant womean. Alterations, such
as low placantal weight, accelerated villous maturation, decidual vasculopathy, infarcts,
thromibosts of fatal placental vessals, and chronic histibcytic interdlositis (CHI), have
bisan described.

Objective: To analyze clinical data and the placental morphological and morphometric
changes of pregnant women infected with SARS-CoV-2 (COVID-19 group) in comparizon
with the placentas of non-infected pregnant women, matched for maternal aga and
comorbidities, besidas gestational aga of delivery IControl group).

Method: The patients in the COVID-19 and the Contral group were matched for matermal
afe, gestational age, and comorbidities. The morphological analysis of placentas was
performed wsing Amsterdam Placantal Workshop Group Consansus Statament. The
guantitative morphometric evaluation included perimeter diamater and numiber of tariany
vil, rumber of sprouts and knots, evaluation of deposition of villous fiben, and deposition
of intra-villous coliagen | and Il by Siius Red. Additionally, Hofbauer cells (HC) wera
countad within vl by immunohistochemistry with COG8 marker.

Results: Compared to controls, symptomatic women in the COVID-19 group were mora
likedy to have at least one comorbidity, to evolve to praterm labor and infant death, and to
have positive SARS-CoV-2 AMNA testing in their concepts. Compared to confrols,
placentas in the COMD-12 group were more likely to show features of matamal and
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Abstract

Objectives: This study aims o detect the SARS-CoV.2
infection prevalence in asymptomatic pregnant women.
Methods: A group of 195 asymplomatic pregnant women
who atterndded the prenatal care outclinic and o the ob-
stetric eme gency departme nl was tested concomitant by for
SARS-CoV -2 by RT-PCR and semlogical tests.

Results: The virus was detected by RT-PCR intwo {1L02%)
cases and 17 (B.71%) patients had antibodies detected by
immunochromatographic tests,

Conclusions: Due Lo the high risk of this emerging infec-
tion in the health of pregnant women, Eluses and new-
borns, we suggest the universal screening of all pregrant
wormen ad mitted 1o hospital through the combined method
ET-PCR amd serological.

Keywords: asymplomatic COVID-19; COVID-19; preg-
nancy; RT-PCR; SARS-CoV-2; serological antibodies,
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Introduction

The severe acute respiratory syndrome caused by the new
SARS-CoV-2 has victimizd millions of people woddwide
since the first case in China in December 2019, This vins is
ransmitted mainly via respiratory doplets when near an
infected peson, although the tmosmission can occur by
asymplomatic cardder. Indeed, a systematc review sug-
gested that the real ssympltomatic ransmission Is uncom-
mnt, bul the pre-symplomatc ransmission as the major
reason for its propagation [1).

There are few studies on aspects of viml infection in
pregnanl women, as well as the risk of vertical trans-
misgion, the fetal and neonatal compromises. However,
epots have shown that pregnant and puerpeml women
are more susceplible for complications [2-4], In this study
wi asgessed the prevalence of SARS-CoV-2 infection in
asymplomalic pregrnant women.

Materials and methods

This & a eobort study carved ot from September to October 2000, at
Complexn Hospital de Clindcas da Universidade Federal do Parand
{CHC-UFPR), a tertiary care academic center in South Brazl, The
Institutional Ethical Commites boarding reviewed and approved the
study (CAAE: 3512982006, 0000009, and Informed Consent Term
was signed by all particlpants. Pregnant women were included,
randomly and voluntarily, at any gestational age, who attendad the
abteimies emergency sector and the prenatal care ot clink of high-
risk pregnancy, The patients were invited to participate in the ressach
after conailting the prenatal appointment or while walting for amer-
gency care, and, aboveall, Itk important © note that all particlpants
selected from the emergenoy mom had mild gestational complains
and were not in labor. The inclsion criera were: pregnancy at any
mestational age and the absence of COVID-1 symptoms as Byver, soe
throat, cough, coryea, headache, diamhea, ancamia and agewsia. The
exchision crteda wene the previous diamosts of COVID-9 and the
patient's refial to participate. It was collacted nasophanymgeal and
aopharymgeal swabs for KI-PCR for SARS-CoV-2, and a senim spec-
imen for serologleal tests, Samplas wers sant to the Virolepy Labsomm-
wory of the CHC-UFPR, which Is certified by the health public
laboratory of Parand State, Brazll.

Detection of SARS-CoV-2in nasophanmgeal and aropharyngeal
mmples was parformed by RTHCE method targeting ORF bab s
and N region gene. Viral BN Alsolation was performed by using Blopur
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