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“Nao ha medicina mais poderosa do que o conhecimento.”

Atribuido a Edward Jenner (1749-1823), médico
e cientista britanico responsavel pela descoberta
da vacina contra a variola.



RESUMO

Introducio: Desde o relato inicial da doenga Coronavirus-2019 (COVID-19), causada pelo
virus da Sindrome Respiratdoria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), o nimero de casos
confirmados ¢ relatos de mortalidade/morbidade associados a infeccdo aumentaram
exponencialmente. A medida que a pandemia de COVID-19 progrediu, tornou-se evidente a
necessidade de conhecer a evolucdo, gravidade e complicagdes da doenca na gestacao, assim
como os efeitos infecciosos e parainfecciosos sistémicos e em compartimentos especificos,
como o sistema nervoso central. Neste intuito, iniciou-se o estudo de coorte prospectivo
denominado PROUDEST - Pregnancy Outcome and child Development — Effects of SARS-
CoV-2 infection Trial.

Objetivos

Objetivo primario:

e Avaliar os desfechos clinicos maternos e perinatais de gestantes infectadas por SARS-
CoV-2 durante a gravidez, acompanhadas desde o diagnostico até o puerpério.

Objetivos secundarios:

e Investigar a presenca do virus SARS-CoV-2 no liquido cefalorraquidiano de gestantes
na fase aguda de COVID-19.

e Caracterizar o perfil de mediadores imunes soluveis no soro e liquido cefalorraquidiano
(LCR) de parturientes infectadas por SARS-CoV-2.

e Comparar os niveis de mediadores imunes soluveis no soro ¢ LCR de parturientes nas
fases aguda (<14 dias) e convalescente (>14 dias) da infeccdo por SARS-CoV-2 e
parturientes comprovadamente nao infectadas pelo virus (HC).

Métodos: Gestantes com idade >18 anos, infeccdo confirmada por SARS-CoV-2 durante
qualquer trimestre de gravidez, sem nenhum outro diagnostico de doenga infecciosa no periodo
gestacional e ndo vacinadas contra COVID-19 foram incluidas e acompanhadas
prospectivamente de junho de 2020 a dezembro de 2021 no Hospital Universitario de Brasilia
e Hospital Regional da Asa Norte, em Brasilia, DF, desde a infec¢do por SARS-CoV-2 até o
puerpério. Foram realizadas coletas de amostras de sangue durante o pré-natal e parto e coleta
de amostra de LCR em pacientes submetidas a parto cesarea. Os dados clinicos foram
registrados durante os periodos de gravidez, parto e pds-parto. A investigacdo da presenca do
virus SARS-CoV-2 foi realizada no LCR por meio de Reacdo em Cadeia de Polimerase —
Transcriptase Reversa (RT-PCR). As concentragdes de quimiocinas (CXCLS; CCL11; CCL3;
CCL4; CCL2; CCL5; CXCL10), pro-inflamatorio (IL-1B; IL-6; TNF-a; IL-12; IFN-y; IL-15;
IL-17) e citocinas reguladoras (IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13) juntamente com fatores
de crescimento (FGF-basico; PDGF; VEGF; G-CSF; GM-CSF; IL-2; IL-7) foram dosadas nas
amostras séricas e liquéricas de parturientes por ensaio multiplex de microesferas de alto
rendimento. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software SAS 9.4 e Prism
8.0.2.

Resultados: Entre as 260 participantes com COVID-19, 78 (30%), foram infectadas no 1°
trimestre de gestacdo, 105 (40,4%) no 2° trimestre e 77 (29,6%) no 3° trimestre. Em relacdo
aos desfechos clinicos e obstétricos, 224 (86%) tiveram forma ndo grave de COVID-19, 28
(11%) a forma grave e 8 (3%) a forma critica, com duas puérperas (0,8%) evoluindo a obito.
240 gestantes (92,3%) estavam na fase convalescente da COVID-19 no momento do parto e 20
(7,7%) na fase aguda da doenca. Diabetes mellitus gestacional foi detectada em 93 de 260
gestantes estudadas. Mais participantes infectadas no 3° trimestre (p<<0,0001) ou que estavam
na fase aguda da COVID-19 durante o parto (p<0,0001) tiveram COVID-19 critica e grave em
comparagdo as acometidas no 1° e 2° trimestres de gestacdo. Trabalho de parto prematuro
[OR=3,64; IC 95% = 1,26; IC 95% = 1,53; p=0,0170], escore de Apgar < 7 no 1° minuto



[RP=2,56;IC 95% = 1,17; 5.56); p=0,0181] e sofrimento fetal agudo [RP=2,40; IC 95% = 1,06;
5.46); p=0,0364] foram os desfechos adversos encontrados nas gestantes acometidas por SARS-
CoV-2 na fase aguda do parto ou com COVID-19 grave/critica. A investigacdo por RT-PCR
para SARS-CoV-2 no LCR de 14 gestantes na fase inicial da doenca foi negativa em todos os
casos, mesmo naquelas com sintomas neuroldgicos, sugerindo um mecanismo inflamatoério e
imunomediado para os sintomas neurologicos. Analisando o perfil imunolégico das gestantes
infectadas por SARS-CoV-2 no soro e no LCR, foram observados niveis aumentados de
mediadores imunoldgicos no soro na infec¢ao aguda, com um declinio claro durante a
convalescenga de COVID-19. Por outro lado, no LCR foi observado aumento progressivo de
mediadores imunologicos desde a infeccdo aguda até a fase convalescente. O perfil geral de
assinatura observado nas amostras de soro demonstrou que um amplo conjunto de mediadores
imunologicos apresentou niveis aumentados na infec¢ao aguda por SARS-CoV-2, incluindo
todas as quimiocinas (CXCL8; CCL11; CCL3; CCL4; CCL2; CCL5; CXCL10) e 13 das 20
citocinas e fatores de crescimento (IL-1B; IL-6; TNF-a; IFN-y; IL-15; IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-
10; PDGF; VEGF; G-CSF; IL-2). Um claro declinio no conjunto de mediadores imunologicos
séricos foi observado durante a COVID-19 convalescente, com uma diminui¢do progressiva
com o intervalo de tempo entre a infeccdo por SARS-CoV-2 e o parto. A maioria dos
mediadores imunes soltveis séricos observados no grupo de convalescentes tardios (TNF-a;
IL-17; 1IL-10; IL-13; GM-CSF e IL-2) foram semelhantes aos relatados para as pacientes
controle (HC). Ja a andlise das assinaturas dos mediadores soliveis do LCR demonstrou que
apenas um pequeno conjunto de mediadores imunes apresentou niveis aumentados na infec¢ao
aguda (IL-1Ra; IL-4; IL-10; G-CSF) com aumento progressivo com o intervalo de tempo entre
a infeccao por SARS-CoV-2 e o parto, com maior numero de mediadores imunes observado no
grupo convalescente tardio (CCL11; CCLS5; TNF-a; IL-17; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13;
VEGF; G-CSF; GM-CSF; IL-7) em comparagdo com outros subgrupos de COVID-19. A
analise de correlagdes identificou ainda um conjunto de moléculas associado a diafonia
dicotdmica entre os compartimentos sérico e liquérico, incluindo quimiocinas (CXCLS8, CCLS5,
CXCL10) e citocinas regulatorias (IL-4 and IL-9).

Conclusao: A infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez foi associada a desfechos
maternos e perinatais adversos e pode levar a alteragdes imunologicas no soro € no LCR,
independentemente da deteccao do virus SARS-CoV-2 no LCR. Enquanto o soro apresenta
perfil inflamatério intenso na fase aguda da doenga COVID-19, o LCR mostra resposta
imunologica crescente na convalescéncia, sugerindo dindmica de diafonia entre barreiras
biologicas. A afericdo de concentragdes de quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias,
regulatorias e fatores de crescimento, assim como suas assinaturas e circuitos de correlacao
integrativa confirmaram esses achados e apoiaram a existéncia de microambientes dicotomicos
no soro e no LCR. Juntos, esses achados enfatizam a relevancia da compreensao da abordagem
clinica e resposta imune da gestante acometida por COVID-19 a fim de estabelecer a abordagem
mais adequada e diminuir o risco materno e neonatal nessa populagdo. O entendimento da
evolucdo do SARS-CoV-2 na gestagdo, suas implicagdes clinicas e a eficécia das estratégias de
controle continuam sendo essenciais para a resposta diante de futuras pandemias.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; gravidez; liquido cefalorraquidiano, mediadores
imunes, citocinas; prospectivo; coorte.



ABSTRACT

Introduction: Since the initial report of Coronavirus-2019 disease (COVID-19), caused by the
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) virus, the number of
confirmed cases and reports of mortality/morbidity associated with infection have increased
exponentially. As the COVID-19 pandemic progressed, the need to know the evolution,
severity, and complications of the disease in pregnancy, as well as the systemic infectious and
parainfectious effects and in specific compartments, such as the central nervous system, became
evident. To this end, the prospective cohort study called PROUDEST - Pregnancy Outcome
and child Development - Effects of SARS-CoV-2 infection Trial was initiated.

Goals

Primary objective:

e To evaluate the maternal and perinatal clinical outcomes of pregnant women infected
with SARS-CoV-2 during pregnancy, followed from diagnosis to the puerperium.

Secondary objectives:

e To investigate the presence of the SARS-CoV-2 virus in the cerebrospinal fluid of
pregnant women in the acute phase of COVID-19.

e To characterize the profile of soluble immune mediators in serum and cerebrospinal
fluid (CSF) of parturients infected with SARS-CoV-2.

e To compare the levels of soluble immune mediators in serum and CSF of parturients in
the acute (<14 days) and convalescent (>14 days) phases of SARS-CoV-2 infection and
parturients proven not infected by the virus (HC).

Methods: Pregnant women aged >18 years, confirmed SARS-CoV-2 infection during any
trimester of pregnancy, without any other diagnosis of infectious disease in the gestational
period, and not vaccinated against COVID-19 were included and prospectively followed up
from June 2020 to December 2021 at the University Hospital of Brasilia and the Regional
Hospital of Asa Norte, in Brasilia, Federal District, Brazil, from SARS-CoV-2 infection to the
puerperium. Blood samples were collected during prenatal care and delivery and CSF samples
were collected in patients undergoing cesarean section. Clinical data were recorded during the
pregnancy, childbirth, and postpartum periods. The investigation of the presence of the SARS-
CoV-2 virus was carried out in the CSF by means of Polymerase Chain Reaction — Reverse
Transcriptase (RT-PCR). Concentrations of chemokines (CXCLS; CCL11; CCL3; CCL4;
CCL2; CCL5; CXCL10), pro-inflammatory (IL-1p; IL-6; TNF-a; IL-12; IFN-y; IL-15; IL-17)
and regulatory cytokines (IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13) together with growth factors
(FGF-basic; PDGF; VEGF; G-CSF; GM-CSF; IL-2; IL-7) were measured in serum and
cerebrospinal fluid samples of parturients by multiplex assay of high-throughput microspheres.
Statistical analyses were performed using SAS 9.4 and Prism 8.0.2 software.

Results: Among the 260 participants with COVID-19, 78 (30%) were infected in the 1st
trimester of pregnancy, 105 (40.4%) in the 2nd trimester, and 77 (29.6%) in the 3rd trimester.
Regarding clinical and obstetric outcomes, 224 (86%) had a non-severe form of COVID-19, 28
(11%) had a severe form, and 8 (3%) had a critical form, with two postpartum women (0.8%)
dying. 240 pregnant women (92.3%) were in the convalescent phase of COVID-19 at the time
of delivery and 20 (7.7%) in the acute phase of the disease. Gestational diabetes mellitus was
detected in 93 of the 260 pregnant women studied. More participants infected in the 3rd
trimester (p<0.0001) or who were in the acute phase of COVID-19 during delivery (p<0.0001)
had critical and severe COVID-19 compared to those affected in the 1st and 2nd trimesters of
pregnancy. Preterm labor [OR=3.64; 95% CI = 1.26; 95% CI = 1.53; p=0.0170], Apgar score
< 7 in the Ist minute [PR=2.56; 95% CI = 1.17; 5.56); p=0.0181] and acute fetal distress
[PR=2.40; 95% CI = 1.06; 5.46); p=0.0364] were the adverse outcomes found in pregnant



women affected by SARS-CoV-2 in the acute phase of labor or with severe/critical COVID-19.
The RT-PCR investigation for SARS-CoV-2 in the CSF of 14 pregnant women in the initial
phase of the disease was negative in all cases, even in those with neurological symptoms,
suggesting an inflammatory and immune-mediated mechanism for neurological symptoms.
Analyzing the immune profile of SARS-CoV-2-infected pregnant women in serum and CSF,
increased levels of immune mediators in serum were observed in acute infection, with a clear
decline during COVID-19 convalescence. On the other hand, in CSF, a progressive increase in
immune mediators was observed from acute infection to the convalescent phase. The overall
signature profile observed in the serum samples demonstrated that a broad set of immune
mediators showed increased levels in acute SARS-CoV-2 infection, including all chemokines
(CXCLS; CCLI11; CCL3; CCL4; CCL2; CCL5; CXCL10) and 13 of the 20 cytokines and
growth factors (IL-1pB; IL-6; TNF-a; IFN-y; IL-15; IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-10; PDGF; VEGF;
G-CSF; IL-2). A clear decline in the serum immune mediators pool was observed during
convalescent COVID-19, with a progressive decrease with the time interval between SARS-
CoV-2 infection and delivery. Most of the serum soluble immune mediators observed in the
late convalescent group (TNF-a; IL-17; IL-10; IL-13; GM-CSF and IL-2) were similar to those
reported for uninfected patients (HC). On the other hand, the analysis of the signatures of the
soluble mediators of CSF showed that only a small set of immune mediators showed increased
levels in acute infection (IL-1Ra; IL-4; IL-10; G-CSF) with a progressive increase with the time
interval between SARS-CoV-2 infection and delivery, with a higher number of immune
mediators observed in the late convalescent group (CCL11; CCL5; TNF-a; IL-17; IL-4; IL-5;
IL-9; IL-10; IL-13; VEGF; G-CSF; GM-CSF; IL-7) compared to other COVID-19 subgroups.
The correlation analysis also identified a set of molecules associated with dichotomous
crosstalk between the serum and cerebrospinal fluid compartments, including chemokines
(CXCLS, CCL5, CXCL10) and regulatory cytokines (IL-4 and IL-9).

Conclusion: SARS-CoV-2 infection during pregnancy was associated with adverse maternal
and perinatal outcomes and may lead to immunological changes in serum and CSF, regardless
of detection of the SARS-CoV-2 virus in CSF. While serum has an intense inflammatory profile
in the acute phase of COVID-19 disease, CSF shows an increasing immune response in
convalescence, suggesting crosstalk dynamics between biological barriers. The measurement
of concentrations of chemokines, pro-inflammatory cytokines, regulatory cytokines, and
growth factors, as well as their signatures and integrative correlation circuits, confirmed these
findings and supported the existence of dichotomous microenvironments in serum and CSF.
Together, these findings emphasize the relevance of understanding the clinical approach and
immune response of pregnant women affected by COVID-19 in order to establish the most
appropriate approach and reduce maternal and neonatal risk in this population. Understanding
the evolution of SARS-CoV-2 in pregnancy, its clinical implications, and the effectiveness of
control strategies remain essential for the response to future pandemics.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; pregnancy; cerebrospinal fluid, immune mediators,
cytokines; prospective; cohort.
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1 INTRODUCAO

1.1 COVID-19

A doenga COVID-19, causada pelo Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
- SARS-CoV-2, um virus de Acido Ribonucleico - RNA de fita simples e sentido positivo,
pertencente a familia Coronaviridae e ao género Betacoronavirus, surgiu no final de 2019 na
cidade de Wuhan, China, e sua rapida disseminagdo levou a Organizacdo Mundial da Satude -
OMS a declarar uma pandemia global em 11 de margo de 2020 (1,2).

Desde o final de 2019, o numero de casos confirmados de COVID-19 e relatos de
mortalidade e morbidade sdo presentes em todo o mundo. Globalmente, houve 778.050.175
casos confirmados de COVID-19, incluindo 7.096.935 mortes, relatados a OMS até 1° de junho
de 2025 (3).

Figura 1 — Distribui¢do global de casos de COVID-19 relatados a Organizagdo Mundial de Saude (total
cumulativo) até junho de 2025.

Mediterraneo Sudeste Pacifico
Europa
P .Oriental Asiatico Ocidental

@ Américas @ Africa

Fonte autoral: Adaptada de WHO (4)

Os coronavirus - CoVs sao virus de RNA de fita simples, de sentido positivo,

pertencentes a familia Coronaviridae, amplamente distribuidos entre diversas espécies animais
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e humanos. Esses virus se organizam em quatro géneros principais - a, B, Y € 0 -, sendo os
géneros o e f os mais associados a infecgdes em mamiferos. O SARS-CoV-2, por sua vez,
pertence ao género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, e esta filogeneticamente
relacionado a coronavirus de morcegos (5).

A estrutura viral dos CoVs é composta por quatro proteinas principais: proteina do
nucleocapsideo (N), proteina de membrana (M), proteina do envelope (E) e a glicoproteina
spike (S). A proteina S, fundamental para a entrada viral, ¢ dividida em duas subunidades: S1,
responsavel pela ligacdo ao receptor da célula hospedeira - ACE2 -, e S2, que promove a fusao
da membrana viral & membrana celular. A clivagem entre essas subunidades por proteases do
hospedeiro ¢ essencial para a infectividade do virus. A proteina M, a mais abundante na
estrutura viral, define a forma do envelope, enquanto a proteina E atua na montagem e liberagao
de novos virions. J4 a proteina N interage com o RNA gendmico, estabilizando o
nucleocapsideo e desempenhando um papel na montagem do virus e na modulacao da resposta
imune do hospedeiro (6,7).

O genoma do SARS-CoV-2 ¢ um dos maiores entre os virus de RNA - cerca de 30 kb,
contendo seis Quadros Abertos de Leitura - ORF. As ORFs 1a/1b, localizadas na extremidade
5’°, codificam proteinas ndo estruturais, incluindo a RNA-polimerase dependente de RNA
(RdRp), essencial para a replicacdo viral. As proteinas estruturais sdo codificadas nas ORF da
extremidade 3’. Além disso, o virus apresenta proteinas acessorias, como ORF3a, ORF6,

ORF7a/b, ORFS e outras, cuja fungdo parece estar relacionadas a evasao da resposta imune (8).

Figura 2 - Estrutura do SARS-CoV-2

‘,.-v' ""'.3"’\., | O Envelope

Proteina Spike (S)

| Proteina de envelope (E)

: l , RINA
5 0

Fosfoproteina do nucleocapsideo (IN)

\®
‘_ Proteina de membrana (M)
!

&

Fonte autoral. Adaptado de Bakhshandeh et al. (9).
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1.1.1 COVID-19 e variantes

A GISAID Data Science Initiative - Iniciativa Global para o Compartilhamento de Todos
os Dados sobre Influenza -, inicialmente langada em maio de 2008 para o compartilhamento
rapido de dados sobre o virus influenza, expandiu sua pesquisa para dados de outros patdgenos
prioritarios, incluindo o Virus Sincicial Respiratério - RSV, o virus da variola dos macacos -
hMpxV e o Coronavirus humano de 2019 - hCoV-19, bem como o arbovirus, incluindo
chikungunya, dengue e zika. Isso inclui sequéncia genética e dados clinicos e epidemioldgicos
relacionados associados a virus humanos, e dados geograficos e especificos de espécies
associados a virus aviarios e outros animais, para ajudar os pesquisadores a entender como 0s
virus evoluem e se espalham durante epidemias e pandemias (10).

Dada a evolugao continua do virus SARS-CoV-2 e os constantes desenvolvimentos em
nossa compreensao dos impactos das variantes, as defini¢des das variantes virais sdo ajustadas
periodicamente e publicadas em plataformas como European Centre For Disease Prevention
and Control - ECDC, GISAID Data Science Initiative ¢ OMS (10-12).

Abaixo estdo as Variantes de Preocupacdo - VOC do SARS-CoV-2, segundo dados
publicados pela OMS até margo de 2023. VOC: uma variante do SARS-CoV-2 que atende a
defini¢do de Variantes de Interesse - VOI e, por meio de uma avaliagdo comparativa,
demonstrou estar associada a uma ou mais das seguintes mudancas em um grau de importancia
para a saude publica global: aumento da transmissibilidade ou mudanca prejudicial na
epidemiologia do COVID-19; ou aumento da viruléncia ou alteracdo na apresentacao clinica da
doenca; ou diminui¢do da eficacia das medidas sociais e de saude publica ou diagnosticos,

vacinas e terapéuticas disponiveis (12).

Tabela 1 - Variantes de preocupagio (VOC) do SARS-CoV-2, segundo dados publicados pela OMS.

Classificacao Linhagem Descricao Préximo Primeiras Data de designacio
OMS PANGO GISAID conjunto de amostras
cepas documentadas
Alfa B.1.1.7 GRY 20I V1 Reino  Unido, VOC: 18-Dez-2020
Set-2020
Beta B.1.351 GH/501Y.V2  20H V2 Africa do Sul, VOC: 18-Dez-2020
maio-2020
P. 1 GR/501Y.V3  20JV3 Brasil, Nov- VOC: 11 de janeiro de
Gama 2020 2021
Delta B.1.617.2 G/478K. V1 21A, 211, India, outubro VOI: 4 de abril de 2021
21] de 2020 VOC: 11 de maio de

2021
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Omicron B.1.1.529 GR/484A 21K Vérios paises, VOC: 26-Nov-2021
nov-2021

Fonte: Adaptado de World Health Organization (WHO(12).
OMS = Organizacao Mundial de Saude; Linhagem PANGO = Phylogenetic Assignment of

Named Global Outbreak inclui todas as linhagens descendentes; GISAID = Global Initiative
on Sharing All Influenza Data (10).; VOC = Variantes de Preocupacdo; VOI = Variantes de

Interesse

1.1.2  Ciclo de vida do SARS-CoV-2

O ciclo de vida viral inclui a ligacdo do SARS-CoV-2 ao receptor da Enzima Conversora
de Angiotensina 2 - ACE2, a fusdo com a membrana celular, liberagdo do RNA genomico no
citoplasma, a traducao das proteinas virais, a replicagdo do RNA e a montagem dos novos
virions no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. Os virions sdo entdo transportados em
vesiculas até a membrana plasmatica e liberados por exocitose (13).

Apoés a exocitose, podem ser desencadeadas vias intracelulares que culminam em
diferentes formas de morte celular, como a apoptose ou a piroptose — esta tltima caracterizada
por intensa resposta inflamatéria. A proteina E viral contribui para o desequilibrio dos ions
celulares ao induzir a liberagao de calcio do complexo de Golgi para o citoplasma e a saida de
potassio da célula para o meio extracelular. Esse desbalango i6nico ativa os inflamassomas, em
especial os da familia de genes NLR (Nucleotide-binding domain Leucine-rich Repeat
containing proteins), relacionados ao dominio de pirina. A ativacdo dos inflamassomas leva a
clivagem da gasdermina-D, a formacao de poros na membrana celular, a liberag@o das citocinas
pro-inflamatoérias IL-1 e IL-18, e, por fim, ao edema e a lise celular (14).

A enzima conversora de angiotensina 2, principal receptor para entrada do SARS-CoV-
2, esta expressa em diversos tecidos humanos, o que justifica a ampla gama de manifestagdes
clinicas da COVID-19. Entre os principais locais de expressdo estao o trato respiratorio superior
e inferior (especialmente nas células epiteliais nasais, traqueais e alveolares), epitélio intestinal,
rins (nos tibulos proximais), coracdo (nos cardiomiocitos e endotélio vascular), figado (nos
colangiocitos), sistema nervoso central, conjuntiva ocular, endotélio vascular entre outros.

Essas caracteristicas estruturais e funcionais, somadas a alta afinidade da proteina spike
pelo receptor ACE2 humano, contribuem para a rdpida disseminagdo e tropismo

multissistémico do virus (7,15,16).
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1.1.3 Replicacao viral

O periodo de incubacao da COVID-19 pode se estender por até¢ 14 dias, sendo que a
maioria dos casos manifesta sintomas entre o terceiro e o sétimo dia, com média estimada de
5,2 dias. No entanto, j& entre o segundo e o quarto dia apos a exposi¢do, ¢ possivel detectar
RNA viral em amostras do trato respiratdrio superior, mesmo em individuos assintomaticos ou
na fase pré-sintomatica. A infectividade ¢ mais elevada até aproximadamente o oitavo dia de
infeccdo, com declinio progressivo da carga viral a partir desse ponto em pessoas
imunocompetentes. Em contrapartida, em pacientes com quadros graves ou imunossuprimidos,
a replicagdo viral pode se estender por mais de duas semanas. Esse padrao viroldgico,
caracterizado por alta carga viral nos estagios iniciais e capacidade de transmissdao antes do
surgimento dos sintomas, representa um dos principais desafios para o controle da disseminagao

comunitaria do SARS-CoV-2 (17,18).

1.1.4 Fisiopatologia da doen¢ca COVID-19

Apoés a entrada do SARS-CoV-2 no organismo, geralmente por meio de goticulas
respiratdrias, o virus inicialmente se replica nas células epiteliais do trato respiratdrio superior,
particularmente na cavidade nasal e orofaringe, onde os receptores ACE2 sdo abundantemente
expressos. Esse processo ocorre nos primeiros dias apds a exposi¢ao, podendo evoluir com a
disseminagdo viral para os pulmdes, epitélio gastrointestinal e outros 6rgaos. Nos casos mais
graves, a infec¢do pode desencadear uma resposta inflamatoria desregulada conhecida como
tempestade de citocinas — termo originalmente utilizado em 1993 para descrever a resposta
exacerbada em reagdes de enxerto contra hospedeiro, e que passou a caracterizar a producao
excessiva de citocinas com potencial de causar dano tecidual severo (19,20).

Na COVID-19, esse quadro esté associado a elevacao de citocinas pro-inflamatdrias como
IL-6, IL-1B, TNF-a, MCP-1, IL-8 e interferon-y. A resposta tem inicio com a ligag¢do da proteina
spike ao receptor ACE2 nas células epiteliais respiratorias, seguida pela ativagdo da protease
TMPRSS2. A infeccdo promove uma resposta imune inata ineficiente em interferons, mas com
ativacdo exacerbada de linfocitos Thl patogénicos e monocitos CD14*CD16*, que liberam
grandes quantidades de mediadores inflamatorios. A infiltragdo de macrdéfagos e neutrofilos no
tecido pulmonar intensifica ainda mais o processo inflamatdrio, levando a lesdo tecidual.
Simultaneamente, vias intracelulares como NF-xB e STAT3 sdo ativadas, ampliando a produgao

de citocinas via complexo IL-6/IL-6R. O desbalango do sistema renina-angiotensina, resultante
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da ocupacdo do ACE2 pelo virus, favorece o acumulo de angiotensina II, que atua como
amplificador da inflamag@o. Essa cascata de eventos cria um ambiente pro-inflamatério
persistente, contribuindo para trombose, lesao endotelial, Sindrome do Desconforto Respiratério
Agudo - SDRA e faléncia de multiplos 6rgaos — sendo este um dos principais determinantes da
gravidade e da mortalidade na COVID-19 (14,21-23).

Nos pulmdes acometidos, observa-se intenso infiltrado inflamatorio intersticial
composto majoritariamente por linfocitos, que se distribuem ao redor de vasos de pequeno
calibre, frequentemente ocupados por agregados de plaquetas e presenca de trombos. Os
alvéolos mostram-se preenchidos por membranas hialinas, células epiteliais alveolares tipo 2
descamadas e grande acimulo de muco. Além disso, edema do endotélio vascular e trombos
constituidos por fibrina sao encontrados de forma difusa nas regides afetadas, correspondendo
as areas de opacidades em vidro fosco evidenciadas nos exames de imagem (14,18).

Em andlises histopatologicas realizadas por meio de bidpsias e autdpsias, tanto em
pacientes com COVID-19 em estdgios iniciais quanto em fases mais avanc¢adas da doenca, foram
identificadas lesdes pulmonares compativeis com dano alveolar difuso. Entre as alteragdes
encontradas estavam a presenca de membranas hialinas, infiltragdo de macrofagos e células
mononucleares nos espagos alveolares, além do espessamento generalizado das paredes dos
alvéolos. Por meio de microscopia eletronica, particulas virais foram visualizadas nas células
epiteliais bronquicas e também nas células alveolares tipo 2 (20).

A infeccdo pelo SARS-CoV-2, embora afete primariamente os pulmodes, tem
repercussoes significativas sobre o sistema cardiovascular. Entre os efeitos diretos, destacam-
se a lesao miocardica aguda, miocardite, arritmias, pericardite e disfungdes valvares, podendo
ocorrer também disautonomia no contexto da COVID longa. Esses eventos sdo potencializados
pela inflamacao sistémica intensa, disfungao endotelial, estado pro-tromboético e aumento da
demanda metabolica em situagdes de hipoxemia e sepse viral (23).

A elevada expressdao de ACE2 nos enterdcitos do intestino delgado também torna o trato
gastrointestinal um local permissivo a entrada e replicacdo do SARS-CoV-2. A infecgdo direta
dessas células compromete a funcao reguladora do sistema renina-angiotensina no ambiente
intestinal, favorecendo o acimulo de angiotensina II. Esse desbalango contribui para a ruptura
da barreira epitelial intestinal, facilitando a translocagao de bactérias, endotoxinas e metabolitos
para a circulacdo sistémica. Como consequéncia, observam-se disfun¢do da barreira mucosa,
perda de integridade da parede intestinal e disbiose, condi¢des que podem amplificar a resposta
inflamatoéria sistémica e contribuir para o agravamento do quadro clinico. Clinicamente, o

acometimento intestinal manifesta-se por sintomas como diarreia, dor abdominal, nduseas e
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vomitos, frequentemente associados a deteccdo de RNA viral nas fezes (24).

O comprometimento renal na COVID-19 pode ocorrer em diferentes momentos da
evolucao clinica da doenca. Diversos mecanismos estdo envolvidos nessa lesdo, incluindo
trombose de vasos intrarrenais, dano direto aos tubulos renais causado pela infec¢ao viral e
processos glomerulares inflamatorios. Além das causas intrinsecas ao rim, fatores sist€émicos
como a reducdo do volume circulante efetivo, a rabdomiolise e a disfun¢ao organica multipla
também contribuem para a injuiria renal observada em pacientes com COVID-19 (25,26).

Estudos histopatologicos demonstraram que o SARS-CoV-2 ¢ capaz de infectar
diretamente células renais humanas, especialmente os tubulos proximais, por meio da expressao
do receptor ACE2. A presenga do virus no tecido renal foi confirmada por técnicas de
hibridiza¢ao in situ e imunohistoquimica, evidenciando replica¢do viral ativa nos rins. A
infeccdo promove resposta inflamatoria local, disfuncdo tubular e ativacao de vias pro-
fibréticas, contribuindo para lesdo aguda e desenvolvimento de fibrose renal. Além disso, a
ativacao de células imunes, como macréfagos e células T, intensifica a lesdo, sugerindo que
tanto o efeito citopatico direto quanto mecanismos imunomediados participam da fisiopatologia
da injuria renal induzida pelo virus (25,26).

No sistema nervoso central, o SARS-CoV-2 pode atuar tanto de forma direta quanto
indireta, sendo esta Ultima mediada por uma resposta inflamatdria sistémica exacerbada. O
receptor ACE2 — principal porta de entrada do virus — estd presente em células endoteliais
cerebrais e em areas do tronco encefalico, o que torna o Sistema Nervoso Central - SNC um
possivel alvo da infec¢do. Acredita-se que a invasdo viral possa ocorrer por diferentes vias:
hematogénica, através da barreira hematoencefalica comprometida pela inflamacdo sistémica;
ou via nervo olfatdrio, com transporte retrogrado até o cérebro. Os danos neurolégicos podem
incluir encefalopatia, Acidente Vascular Cerebral - AVC isquémico ou hemorragico,

convulsdes, anosmia, agitagdo, alteracdes cognitivas e sintomas psiquiatricos (27,28).
1.1.5 Meétodos diagnosticos

A detec¢ao da infeccdo viral pode ser realizada especificamente por métodos que
verifiquem a existéncia de material genético circulante ou que avaliem a resposta imunologica
do hospedeiro apds a infecgao.

1.1.5.1 Deteccao de acidos nucleicos

A técnica de RT-PCR - transcrigdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
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- ¢ atualmente considerada o padrao-ouro para a detec¢do do SARS-CoV-2 em uma amostra
bioldgica por sua capacidade de identificar diretamente fragmentos do RNA gendmico viral, ao
contrario de métodos que detectam marcadores secundarios como antigenos ou anticorpos
(29,30).

Essa técnica envolve duas etapas principais: a conversio do RNA viral em DNA
complementar - cDNA por meio da enzima transcriptase reversa, seguida da amplificagdo do
cDNA utilizando primers especificos e sondas fluorescentes.

Os kits de RT-PCR podem ser aplicados em amostras de diversas regides do corpo,
incluindo swabs nasofaringeos, orofaringeos e nasais, aspirados das vias respiratorias
superiores e inferiores, lavado broncoalveolar e escarro, fezes, liquor e sangue dentre outros.

Apesar de ser um método altamente sensivel e especifico, sua eficiéncia depende da
carga viral presente na amostra, o que pode limitar sua sensibilidade nos estdgios muito iniciais
da infec¢do ou em pacientes ja recuperados. Além disso, a capacidade limitada e custo de
testagem didria representa um obstaculo para o monitoramento populacional em larga escala

(30).

1.1.5.2 Testes para deteccio de anticorpos contra SARS-CoV-2

Diversos testes comercialmente disponiveis foram desenvolvidos para detectar
anticorpos contra 0 SARS-CoV-2, com o objetivo de identificar exposi¢ao prévia ao virus e
auxiliar na vigilancia epidemioldgica. Entre os métodos laboratoriais tradicionais, destacam-se
as sorologias que utilizam os ensaios imunoenzimaticos ELISA — enzyme-linked
immunosorbent assays — e os imunoensaios quimioluminescentes CLIA — chemiluminescent
immunoassays, que permitem a deteccao quantitativa e qualitativa de anticorpos IgM, IgG e,
em alguns casos, [gA. Além desses, testes rapidos em formato de fluxo lateral, aplicaveis em
pontos de atendimento (point-of-care) como os imunoensaios baseados em ouro coloidal -
CGIA (colloidal-gold based immunoassays) e os imunoensaios fluorescentes - FIA (fluorescent
immunoassays), t€m sido amplamente utilizados pela sua praticidade, embora apresentem maior
variabilidade de desempenho entre fabricantes.

A acurdcia dos testes soroldgicos varia significativamente conforme o tempo decorrido
desde o inicio dos sintomas. Estudos demonstram que, quando realizados na primeira semana
apos o aparecimento dos sintomas, os testes de anticorpos detectaram apenas 27% a 41% das
infecgoes. Esse percentual aumentou para 64% a 79% na segunda semana e para 78% a 88%

na terceira semana. Testes direcionados especificamente a deteccdo de anticorpos IgG ou IgM
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mostraram-se 0s mais precisos, alcangando 93% de sensibilidade a partir do 21° dia ap6s o
inicio dos sintomas. Em relagdo a especificidade, a taxa de falsos positivos foi de
aproximadamente 1% entre individuos ndo infectados. Esses dados refor¢cam a importancia da
escolha adequada do tempo para a realizacao do teste e da interpretagdo dos resultados dentro
do contexto clinico e epidemiologico (31-36).

Além de métodos especificos, outras metodologias inespecificas auxiliam o médico na
confirmacdo diagndstica. Sao métodos mais acessiveis, mas que nao tém achados

patognomonicos, sendo, portanto, necessaria suspeicao clinica associada ao seu uso.

1.1.5.3 Achados de imagem

A tomografia computadorizada - TC de térax tem sido amplamente empregada na
avaliagdo de pacientes com suspeita de COVID-19, dadas as imagens sugestivas que incluem
opacidades em vidro fosco. As opacidades em vidro fosco apresentam margens mal definidas,
sdo geralmente bilaterais, multilobares, com distribui¢do periférica e broncogramas aéreos;
apresentam espessamento interlobular ou septal liso ou irregular, e espessamento da pleura
adjacente frequentemente associadas a consolida¢des. Esses achados sdo especialmente uteis
na triagem de casos com quadro clinico sugestivo, mesmo diante de testes moleculares
negativos ou inconclusivos (37). Estudos indicam que a TC de térax pode atingir taxas de
detecgdo superiores a 90% nos estdgios iniciais da doenga, superando, em alguns contextos, a
sensibilidade do RT-PCR na fase precoce da infec¢do. Entretanto, as alteragdes sdo

inespecificas e podem ser devidas a outras infec¢des pulmonares (38).

1.1.6 Quadro clinico

A COVID-19 apresenta um espectro clinico bastante varidvel, desde formas
assintomaticas ou leves até quadros graves com risco de morte. Os sintomas mais frequentes
incluem febre, tosse, fadiga, dispneia, mialgia. Alteragdes no paladar e no olfato também foram
relatadas precocemente como sinais caracteristicos da infeccdo. Em alguns casos, ha
manifestagdes gastrointestinais, como diarreia, nauseas e dor abdominal. Manifestag¢des
neuroldgicas (cefaleia, confusdo mental, acidente vascular cerebral), cutdneas (rash, urticaria),
hepaticas, renais e cardiovasculares também foram observadas, refletindo o potencial

multissistémico da infec¢ao pelo SARS-CoV-2 (13,39).
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Em uma parcela dos pacientes, a COVID-19 pode evoluir para formas graves,
caracterizadas por insuficiéncia respiratdria aguda, choque séptico, lesdes miocardicas e renais

agudas, morte subita ou choque hemorragico (40,41).

1.1.7 Fases da infec¢cio por SARS-CoV-2 e suas manifesta¢des clinicas

A COVID-19 apresenta um curso clinico em fases distintas, refletindo a progressao da
infeccdo e a resposta do hospedeiro.

Na fase inicial, o virus infecta preferencialmente células epiteliais do trato respiratorio
superior, como as localizadas na cavidade nasal e na faringe. Nesse estdgio precoce, inicia-se a
replicacdo viral, acompanhada da ativagcdo da resposta imune inata, mediada por citocinas e
interferons antivirais. Esses mediadores sdo fundamentais para o desencadeamento da resposta
imune adaptativa. Clinicamente, os pacientes podem apresentar sintomas como febre, mal-estar,
tosse e producdo de escarro, sendo também capazes de transmitir o virus a outras pessoas,
inclusive antes do aparecimento dos sintomas. Quando o sistema imune do hospedeiro consegue
montar uma resposta eficiente, especialmente mediada por interferons tipo I, a replicagdo viral
tende a ser controlada ainda nesta fase, o que pode limitar a gravidade do quadro clinico (13,28).

Entretanto, se essa resposta inicial for tardia ou insuficiente, a infec¢do pode progredir
para uma fase tardia, marcada por uma resposta inflamatoria desregulada. Nesse estagio,
predomina a ativagdo de vias inflamatdrias associadas a Padroes Moleculares de Dano - DAMP,
oriundos de células infectadas e disfuncionais. Linfécitos T auxiliares (CD4+) e citotoxicos
(CD8+) sao recrutados e sequestrados no tecido pulmonar, onde ocorre morte celular por
apoptose, necrose ou piroptose, agravando o dano tecidual. O ambiente inflamatorio favorece
a ativagao de fatores teciduais pro-coagulantes em células endoteliais, macréfagos e neutrofilos,
levando a formacao de microtrombos nos capilares pulmonares, a SDRA e ao aumento do risco
de obito (13,28,39).

Essa sequéncia de eventos, da fase tardia do COVID-19, divide-se em trés estagios
clinicos:

1. Fase aguda ou pulmonar — caracterizada pela lesdao pulmonar primdria e sintomas
respiratdrios, associados a achados de opacidades em vidro fosco ou consolidacdo pulmonar na
imagem.

2. Fase de viremia sistémica — em que o virus atinge a circulacdo e desencadeia
inflamacao multissistémica. Essa fase esta associada a inflamacao generalizada e a elevagdo de

citocinas inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a, entre outras), configurando-se como a tempestade
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de citocinas, um dos principais mecanismos responsaveis pela disfuncdo endotelial, lesdao
tecidual difusa e risco de faléncia de multiplos 6rgaos.

3. Fase letal ou de recuperagdo — quando a resposta inflamatdria sistémica persiste e
pode culminar em faléncia de multiplos 6rgaos ou, nos casos favoraveis, na resolugao da

doenga.

1.1.8 Fatores de risco para gravidade da doenca COVID-19

Diversas condi¢des individuais e clinicas foram associadas ao risco aumentado de
desenvolver formas graves da COVID-19. A idade avancada ¢ um dos fatores mais consistentes,
especialmente em individuos com mais de 60 anos, que apresentam maior propensao a
hospitalizagao, necessidade de ventilacdo mecanica e mortalidade. Doencas cronicas
preexistentes, como hipertensdo arterial, diabetes mellitus, doenca cardiovascular, Doenca
Pulmonar Obstrutiva Cronica - DPOC, insuficiéncia renal cronica e obesidade, também estao
fortemente associadas a evolucao desfavoravel da doenga (40).

Além disso, o sexo masculino tem sido relacionado a maior gravidade e mortalidade,
possivelmente devido a diferencas imunoldgicas, hormonais e comportamentais. Baixo nivel
socioecondmico, acesso limitado a saude e etnia, que, em determinados contextos, refletem
desigualdades estruturais na exposi¢do ao virus e no tratamento recebido também sdo
importantes fatores de risco. Condigdes imunossupressoras, como o cancer em tratamento
ativo, uso de imunossupressores € transplantes, também conferem maior vulnerabilidade. assim
como o periodo gestacional e puerperal (17).

Em gestantes, modificagdes nos sistemas cardiovascular e respiratdrio, incluindo
aumento da frequéncia cardiaca, do volume sistdlico, do consumo de oxigénio e reducao da
capacidade pulmonar, associam-se ao risco elevado de evolucdo para quadros respiratorios
graves. Além disso, adaptagdes imunologicas necessarias para tolerancia materno-fetal, como
a diminui¢do da resposta imune celular e alteracdes na expressdo de receptores epiteliais,

também contribuem para uma maior vulnerabilidade das gestantes frente a infec¢des virais (42).
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12 A GESTACAO E COVID-19

No inicio da pandemia, os impactos reais do COVID-19 na gravidez, saude materna e
fetal e puerpério, bem como o impacto no desenvolvimento a longo prazo de criangas nascidas
de mulheres infectadas durante a gravidez, eram completamente desconhecidos (43).

A medida em que a pandemia de COVID-19 progredia, as mulheres gravidas foram
sendo consideradas de alto risco para complicagdes e doencas graves, semelhantes a outros
surtos de coronavirus, como os surtos de SARS e Sindrome Respiratoria do Oriente Médio -

MERS (44,45).

1.2.1 A Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) na gestacao

A Sindrome Respiratoria Aguda Grave - SARS, causada pelo coronavirus SARS-CoV-
1, surgiu na China em 2002 e rapidamente se espalhou para 33 paises, com mais de 8.400 casos
confirmados e 813 mortes, resultando em uma taxa de letalidade de aproximadamente 9,6%
(46). O surto foi atribuido a transmissao zoonotica a partir da civeta-de-palma-mascarada em
mercados de animais, seguida de transmissdo interpessoal, principalmente por goticulas
respiratorias (47). Gestantes infectadas durante esse surto apresentaram risco aumentado de
desfechos maternos e perinatais adversos. Em uma das maiores séries disponiveis, envolvendo
12 gestantes com SARS-CoV-1, a taxa de mortalidade materna chegou a 25%, com maior
necessidade de ventilagdo mecanica em comparagao a populacao nao gestante (48). Além disso,
foram relatadas taxas elevadas de aborto espontdneo no primeiro trimestre, parto prematuro e
restri¢ao de crescimento intrauterino - RCIU nos demais trimestres (49).

A apresentacdo clinica em gestantes nao diferiu significativamente da populacao geral,
predominando sintomas como febre, tosse seca, mialgia e mal-estar, evoluindo em alguns casos
para insuficiéncia respiratdria grave. Nao houve evidéncia de transmissao vertical do virus para
os fetos, mesmo nos casos com evolugao clinica mais grave (49).

Embora o SARS-CoV-1 tenha sido contido até 2004, os dados coletados durante esse
periodo forneceram informacodes valiosas sobre os riscos que infec¢des por coronavirus podem
representar durante a gravidez. Os impactos observados contribuiram para o reconhecimento
da vulnerabilidade imunologica e fisioldgica da gestante frente a infec¢des virais emergentes,

estabelecendo um importante precedente para a vigilancia obstétrica durante epidemias futuras.
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1.2.2 Infec¢cio por MERS-CoV na gestacio

A infecgdo pelo coronavirus da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio - MERS-CoV,
identificada pela primeira vez na Arabia Saudita em 2012, representa uma zoonose causada por
um betacoronavirus, com potencial de transmissdo zoonotica, especialmente por camelos
dromedarios, e interpessoal, frequentemente associada a surtos nosocomiais em ambientes com
falhas nas medidas de controle de infeccdo (49) Até janeiro de 2020, mais de 2500 casos
haviam sido notificados a OMS, com taxa de letalidade global estimada em 34,3% (49).

Embora a ocorréncia de MERS-CoV durante a gestacao tenha sido pouco documentada,
os estudos disponiveis indicam associagdo com importantes desfechos obstétricos adversos.
Uma revisdo sistematica com metandlise mostrou que a infeccdo esteve associada a uma
proporcao agrupada de parto prematuro de —32,1% 1C95%: 10,0-59,8 —, todos ocorrendo antes
de 34 semanas de gestacdo. A taxa de cesariana foi de 61,8% — IC95%: 32,7-86,9) — e a de
obito perinatal foi de 33,2% — 1C95%: 11,2-59,9 —, incluindo dois natimortos e um Obito
neonatal precoce de recém-nascido extremamente prematuro (44,50). Nao foram relatados
casos de ruptura prematura das membranas, restricdo de crescimento fetal, sofrimento fetal,
Apgar < 7 no quinto minuto ou asfixia neonatal. Ademais, ndo houve registros confirmados de
transmissdo vertical do MERS-CoV para os recém-nascidos, mesmo na presenga de doenga
materna grave (50).

Esses achados foram corroborados por uma revisao narrativa publicada em 2021, que
descreveu uma série de 11 gestantes com MERS-CoV, das quais 64% desenvolveram formas
graves da doenga que exigiram internagdo em unidade de terapia intensiva, e 27% evoluiram a
obito. Além disso, 45% das pacientes apresentaram parto prematuro e 27% sofreram perda fetal,
com O6bitos ocorrendo em 20, 24 e 34 semanas de gestacdo. A maioria dos casos foi
diagnosticada no segundo ou terceiro trimestre. A apresentacdo clinica em gestantes foi
semelhante a da populacdo geral, com febre, tosse, dispneia, mialgia e sintomas

gastrointestinais (50).

1.2.3 SARS-CoV-2 na gestacao

De acordo com o Observatério Obstétrico Brasileiro, que utilizou dados do SIVEP-
Gripe atualizados em 24 de maio de 2025, houve 2.247.660 casos de Sindrome Respiratoria
Aguda Grave - SRAG por COVID-19 no Brasil, dos quais 25.332 casos foram diagnosticados

em gestantes e puérperas - 1% (51).
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Estudos multicéntricos que avaliam os resultados maternos e perinatais apos a infec¢ao
por SARS-CoV-2 durante a gravidez e o periodo pos-parto incluem o Grupo de Estudo da Rede
Brasileira de Pesquisa em Obstetricia e COVID-19 - REBRACO (52), Coorte COVI-PREG
(53) , Estudo de Coorte Multinacional INTERCOVID (54) e outros.

1.2.3.1 SARS-CoV-2 na gestaciao: achados do estudo REBRACO

O estudo REBRACO - Rede Brasileira de Pesquisa em Obstetricia e COVID-19 foi uma
coorte prospectiva multicéntrica desenvolvida com o objetivo de investigar os impactos da
infec¢do por SARS-CoV-2 em gestantes e puérperas brasileiras. Conduzido entre fevereiro de
2020 e fevereiro de 2021, o estudo incluiu 729 mulheres sintomaticas com sindrome gripal,

atendidas em 15 maternidades de referéncia distribuidas por quatro regides do Brasil. Todas as

participantes apresentavam sintomas compativeis com infec¢do por COVID-19 no momento da
inclusdo. Dentre elas, 674 (89,7%) estavam gestantes € 55 (10,3%) eram puérperas. Apesar da
sintomatologia sugestiva, apenas 563 (77,2%) foram testadas para COVID-19 por meio de RT-
PCR, testes rapidos ou sorologia. Isso significa que 166 mulheres (22,8%) ndo foram
submetidas a testagem durante o episddio clinico, evidenciando as limitagdes logisticas e
operacionais enfrentadas no pais, especialmente nas fases iniciais da pandemia.

Entre as mulheres testadas, 289 (51,3%) tiveram diagnostico confirmado de COVID-
19, seja por método laboratorial ou por achados radiologicos compativeis (como opacidades em
vidro fosco na tomografia de torax), enquanto 270 (48%) apresentaram resultados negativos.
Para a analise de desfechos gestacionais, foram consideradas apenas as mulheres com status
diagnostico confirmado e com seguimento completo até o parto. Nesse recorte, 481
participantes (80,7%) tiveram desfechos obstétricos documentados, sendo que 374
apresentavam informagdes completas sobre o status de infec¢do por SARS-CoV-2.

Os resultados do estudo demonstraram que 16,3% das mulheres com COVID-19
confirmada evoluiram com Sindrome Respiratéria Aguda Grave - SRAG, 16,7% necessitaram
de internacdo em unidade de terapia intensiva - UTIL, e 4,7% evoluiram para 6bito materno.
Além disso, 21,5% apresentaram desfechos maternos graves, incluindo SRAG, internagao em
UTI ou morte.

Fatores de risco associados a evolugdo para formas graves da doenca incluiram: etnia
nao branca (RR 1,78), baixa escolaridade (RR 2,16), sobrepeso (RR 4,34) ou obesidade (RR

6,55), assisténcia pré-natal exclusiva no sistema publico de saude (RR 2,16), hipertensao
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cronica (RR 2,15), diabetes pré-existente (RR 3,20), asma (RR 2,22), anemia (RR 3,15) e
infec¢do adquirida no puerpério (RR 6,00)

Do ponto de vista neonatal, os recém-nascidos de maes com COVID-19 confirmada
apresentaram maior risco de ventilagdo mecanica (RR 1,78), morbidade neonatal (RR 1,43),
anomalias congénitas (RR 1,36) e 6bito neonatal (RR 1,68), em comparagdo com filhos de maes

sintomadticas com testes negativos (52).

1.2.3.2 SARS-CoV-2 na gestacio: achados do estudo COVI-PREG

O estudo prospectivo multicéntrico COVI-PREG, conduzido em 12 hospitais da Franga
e Suiga, entre marco de 2020 e setembro de 2022, avaliou 2.055 gestantes ndo vacinadas com
infeccdo confirmada por SARS-CoV-2, classificando-as conforme a predominancia temporal
das variantes: pré-Delta (n = 1402), Delta (n = 262) ¢ Omicron (n = 391).

A principal variavel avaliada foi o desfecho materno adverso grave, definido como
admissao em UTI, SDRA, necessidade de oxigenoterapia avancada ou 6bito materno. A analise
mostrou que a variante Delta esteve associada a maior risco de gravidade materna, com 6,5%
dos casos apresentando desfechos graves, comparados a 3,4% no periodo pré-Delta (RR
ajustado = 1,8; 1C95%: 1,1-3,2). J4 no periodo de predomindncia da variante Omicron, a
propor¢do caiu para 1,0%, com risco significativamente menor de complicagdes graves em
relacdo ao pré-Delta (RR ajustado = 0,3; 1C95%: 0,1-0,8).

Apesar de o risco de internagdo hospitalar ter se mantido elevado durante a onda
Omicron (12,5%), nenhuma paciente necessitou de ventilagdo mecanica ou oxigénio em alto
fluxo, e nenhuma foi admitida em UTI por mais de 7 dias. Isso sugere que, embora menos grave,
a infec¢ao por Omicron nao deve ser trivializada na gestagao.

A taxa de parto prematuro (< 37 semanas) foi de 9,3% no periodo pré-Delta, 13,7% no
Delta e 11,0% no Omicron. Partos prematuros extremos (< 28 semanas) ocorreram em 0,6%
das gestantes no pré-Delta, 0,0% no Delta e 0,8% no Omicron. O parto prematuro iatrogénico
relacionado diretamente a COVID-19 foi mais comum durante a fase Delta.

Entre os desfechos perinatais, observou-se aumento na propor¢do de natimortos no
periodo Delta (2,8%) em comparagdo ao pré-Delta (0,5%) e Omicron (0,9%). A maioria dos
nascimentos ocorreu por parto vaginal (68,9% pré-Delta, 71,6% Delta e 75,2% Omicron), com
redugdo progressiva da taxa de cesariana no periodo mais recente. As taxas de internagao em
unidade neonatal também diminuiram ao longo do tempo: 12,5% no pré-Delta, 9,9% no Delta

€ 9,7% no Omicron (53).
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1.2.3.3 SARS-CoV-2 na gestaciao: achados do estudo INTERCOVID

O estudo INTERCOVID - Multinational Cohort Study foi um estudo prospectivo
internacional multicéntrico, coordenado pela Universidade de Oxford, que avaliou os impactos
da infec¢do por SARS-CoV-2 durante a gestacdo em comparaciao com gestantes nao infectadas.
A analise incluiu 2.130 gestantes com diagnostico confirmado de COVID-19 e 4.437 controles
sem infec¢dao, acompanhadas em 43 institui¢cdes de 18 paises, incluindo o Brasil.

Os resultados demonstraram que a infecgao por SARS-CoV-2 durante a gestacao esta
significativamente associada a maior risco de morbidade materna grave, parto prematuro e
complicacdes neonatais. As gestantes com COVID-19 apresentaram 50% mais chances de
desenvolver pré-eclampsia/eclampsia/HELLP, trés vezes mais risco de infec¢do grave, e
necessidade de admissdo em unidade de terapia intensiva com frequéncia significativamente
maior que as ndo infectadas (OR ajustada para UTI = 5,2; 1C95%: 3,3-8,3). Também foi
observado risco aumentado de parto cesareo (OR ajustada = 1,4; IC95%: 1,2—1,6), com uma
parcela consideravel dessas indicagdes sendo diretamente atribuidas a infeccao viral.

No que diz respeito aos desfechos fetais e neonatais, os recém-nascidos de maes com
COVID-19 apresentaram taxa de prematuridade significativamente maior (OR ajustada = 1,6;
1C95%: 1,4-1,9), especialmente quando a infec¢do ocorreu no terceiro trimestre. Além disso,
houve aumento na ocorréncia de baixa pontuacao de Apgar no 5° minuto, interna¢des em UTI
neonatal e complicagdes respiratorias neonatais, com tendéncia a maior risco de mortalidade

perinatal, embora sem significancia estatistica apds ajuste multivariado (54).

1.2.3.4 Evidéncias cientificas sobre os impactos da infeccio por SARS-CoV-2 na

gravidez

Outros estudos também avaliaram os resultados maternos e perinatais ap6s a infeccao

por SARS-CoV-2 durante a gravidez e o periodo pds-parto como descrito no Quadro 1, a seguir.
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Quadro 1. Resumo de estudos publicados sobre desfechos clinicos maternos e perinatais em gestantes
acometidas por COVID-19 no periodo gravidico-puerperal

Estudo

REBRACO
(Sci Rep.
2022)

COVI-PREG
(Lancet  Reg
Health Eur.
2023)

INTERCOVID
(JAMA
Pediatr. 2021)

Allotey et al.
(BM1J 2020)

Paises

envolvidos

Brasil

Franga
Suica

€

43 centros

em
paises

Varios
(global)

18

Tipo de
estudo

Coorte
prospectiva
multicéntrica

Coorte
prospectiva
multicéntrica

Coorte
multinacional
prospectiva

Revisdo
sistematica +
metanalise de
coortes

Periodo
do
estudo
Fev 2020
— Fev

2021

Mar 2020
— Set
2022

Mar 2020
- Out
2020

Dez 2019
- Out
2020

Numero de
gestantes
incluidas

729 gestantes
sintomaticas
com suspeita
de COVID-
19.

2055 com
COVID-19
confirmada

2130 com
COVID-19 +
4437
controles

192  estudos
(~67.000
gestantes)

Desfecho
principal

Morbidade
materna
grave,
SRAG,
obito e
desfechos
neonatais

Gravidade
materna ¢
neonatal
segundo
variantes
(pré-Delta,
Delta,
Omicron)
Compara-
¢do entre
gestantes
com ¢ sem
COVID-19
morbidade,
prematuri-
dade e
neonatal
Desfechos
maternos €
perinatais
(COVID-

Principais achados

Etnia ndo branca (RR
1,78 [1,04-3,04)),
escolaridade primaria
ou menos (RR 2,16
[1,21-3,87]),
sobrepeso (RR 4,34
[1,04-19,01]) ou
obesidade (RR 6,55
[1,57-27,37)),
realizagdo de pré-
natal publico (RR
2,16 [1,01-4,68)]),
gestacdo  planejada
(RR 2,09 [1,15-
3,78]), inicio da
infec¢do no pos-parto
(RR 6,00 [1,37-
26,26]), hipertensao
cronica (RR 2,15
[1,37-4,10]),
diabetes pré-existente
(RR 3,20 [1,37-
7,46]), asma (RR 2,22
[1,14-4,34]) e anemia
(RR 3,15[1,14-8,71])
foram associados a
maior risco de SRAG.
Maior risco de obito
materno (4,7%),
SRAG, internacao em
UTI e maior
morbidade neonatal
em infectadas por
SARS-CoV-2

Cepa Delta do SARS-
CoV-2 com maior
gravidade (aRR=1,8),
Omicron com menor
risco (aRR=0,3),
hospitalizagao alta em
todos os periodos

COVID-19 associada
a maior risco de pré-

eclampsia, parto
prematuro, cesarea,
UTI materna [§
neonatal

Gestantes com
COVID-19

apresentaram  maior
risco de admissdo em



Chmielewska
et al. (Lancet

17 paises
(global)

GH 2021)

Marchand et

al.
Glob
2022)

Varios
(AJOG  (global)
Rep

Revisao
sistematica +
metanalise
(antes Vs
durante
pandemia)

Revisdo
sistematica +
metanalise

(dados
iniciais)

Jan 2020
— Jan
2021

Até 3 de
jun. 2021

40  estudos
(>6 milhoes
de gestagdes)

111 estudos
(42.754
gestantes
com COVID-
19)

19 na
gravidez)

Desfechos
maternos e
perinatais
(periodo
pandémico
Vs pré-
pandemia)

Desfechos
maternos €
neonatais
em
gestantes
infectadas
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UTI (OR ~2,1) e
ventilagdo  invasiva
comparado a
mulheres nao

gravidas. A infecgdo
na gravidez associou-
se a ~3 vezes mais
chance de morte
materna, ~1,5 vez
mais chance de parto
prematuro e ~5 vezes
mais  chance de
admissdo neonatal em
UTI, em comparagdo
a  gestantes sem
COVID-19. Sintomas
como febre foram
menos frequentes em
gestantes do que em
nao gestantes
infectadas).

Durante a pandemia
observou-se aumento
significativo na taxa
de natimorto (OR
1,28) e na mortalidade
materna (OR 1,37) em

comparagao ao
periodo pré-
pandémico. Nao
houve mudanga
significativa na
prematuridade

globalmente (queda

observada em paises
de alta renda). Houve
piora na saude
materna mental
(maiores escores de
depressdo) e aumento
de gestagoes
ectopicas rompidas.
Nao se  detectou
alteracdo significativa
em hipertensao
gestacional, diabetes
gestacional,
mortalidade neonatal
ou admissoes em UTI
neonatal.

Entre gestantes com
COVID-19, a taxa de

cesarea foi ~53%,
parto prematuro
~17% e natimorto
~1,9%. A infecgdo
materna elevou as
chances de parto

prematuro (OR ~1,5),
pré-eclampsia  (OR
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~1,6), natimortalidade
(OR ~2,4), obito
neonatal (OR ~3,3) e
obito materno (OR
~3,1) em comparagdo
a  gestagdes sem
COVID-19.  Apesar
do aumento relativo, a
mortalidade materna
absoluta entre
gestantes  infectadas
permaneceu baixa

(~0,01%).

Smith et al. 12 paises Metanalise Mar 13.136 Desfechos | A infec¢do por SARS-
(BMJ Global (incluindo | com  dados 9020 - @ gestantes maternos € CoV-2 durante a
Health, 2023)  Brasil, individuais de = Qut (1.942 com neonatais gestacdo foi associada
México, coortes 2021 COVID-19 adversos a maior risco de pré-
india, confirmada) @ associados | eclampsia, parto
Italia, a infeccdo = prematuro, internacao
Nigéria e por SARS-  em UTI materna,
EUA) CoV-2 recém-nascidos PIG e

obito neonatal.
Gurol-Urganci = Inglaterra | Coorte 29 de  342.080 Desfechos | Maior  risco  de
et al. retrospectiva | maio de gestantes maternos € natimorto (OR 2,21),
(American baseada em 2020-31 com partos neonatais parto prematuro (OR
Journal of populacao dejaneiro = Unicos adversos 2,17), pré-eclampsia
Obstetrics & nacional de 2021 registrados, associados | (OR 1,55) e cesariana
Gynecology, (HES das quais a infeccdo de emergéncia (OR
2021) database) 3.527 com | por SARS- 1,63) nas mulheres
infecgdo CoV-2 no com COVID-19.
confirmada momento Também foi
por SARS- | do parto observada maior
CoV-2  no necessidade de
momento do cuidados  neonatais
parto especializados  (OR
1,24), e maior tempo
de internacao

neonatal (OR 1,61).
Néio houve aumento
de desfechos
neonatais  adversos
em nascidos a termo.
Fonte: Souza et al (52), Favre et al (53) , Villar et al (54) Allotey et al. (55) Chmielewska et al. (56) Marchand
et al. (57) Smith et al. (58) Gurol-Urganci et al. (59)
SARS-CoV-2 - Sindrome Respiratoria Aguda Grave por Coronavirus 2; COVID-19 - Doenga do coronavirus
2019; SRAG — Sindrome Respiratoria Aguda Grave; RR — Risco relativo; UTI — Unidade de Terapia Intensiva;
Fev — Fevereiro; Mar — Margo; Set — Setembro; Dez — Dezembro; aRR = Risco relativo ajustado; Out — Outubro;
OR — Odds Ratio; EUA — Estados Unidos da América; HES - Hospital Episode Statistics;

1.2.4 Perfil imunoldgico da infec¢do por SARS-CoV-2 na gestaciao

Entre a populagdo com alto risco de desenvolver doenga grave, as mulheres gravidas
tém sido, portanto, consideradas como um grupo com preocupacgdes adicionais. Dentre
possiveis causas associadas & maior gravidade da COVID-19 na gestacdo estd o estado

imunoldgico Unico observado durante a gravidez (60).
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A modulagdo do sistema imunoldgico durante a gestagdo pode levar a respostas
divergentes dependendo ndo s6 dos agentes infecciosos, mas também das fases da gestagao,
como resultado da combinacao de sinais e respostas originadas do sistema imune materno e da
interface feto-placentaria (60—62).

Vérios mediadores imunoldgicos foram identificados como desempenhando um papel
central na indu¢do de uma forte resposta pro-inflamatoria, bem como participando da
modulagdo das respostas imunes durante a infec¢do por SARS-CoV-2 (63,64). Foi demonstrado
que a infecgao por SARS-CoV-2 durante a gravidez leva a uma resposta imune desequilibrada,
dependendo do trimestre da infec¢do da gravidez e que essas alteragdes podem contribuir para

complicacdes tardias na fase pos-sintomatica da doenca (65).

1.2.5 Alteragoes neurolégicas na gestacao acometida por COVID-19

Estudos anteriores forneceram evidéncias de que o COVID-19 estd associado a
disfun¢do neurologica aguda e de longo prazo (66). No entanto, os mecanismos fisiopatoldgicos
que resultam no envolvimento do sistema nervoso central ndo sao totalmente compreendidos.

Virios sinais e sintomas neuroldgicos foram descritos em pacientes com COVID-19,
mas ndo se sabe se sdo devidos a invasao direta do sistema nervoso pelo SARS-CoV-2 ou sdo
secundarios a processos inflamatérios e imunologicos (67).

Uma avaliagdo detalhada do liquido cefalorraquidiano pode auxiliar na abordagem
dessas questdes, permitindo identificar se ha acao viral direta ou a presenga de biomarcadores
como alvos potencialmente aciondveis a fim de prevenir ou intervir com as consequéncias
neuroldgicas do SARS-CoV-2 (68).

Entretanto, poucos sdo os estudos que investiguem a resposta imune mediada por virus
durante a gravidez a fim de fornecer subsidios para explorar potenciais mecanismos de prote¢ao

em gestantes.
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2 PROTOCOLO ESTUDO PROUDEST

Com a caracterizagdo da pandemia COVID-19, iniciou-se um amplo estudo
colaborativo multi-institucional (HUB-UnB - Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares —
EBSERH; Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ-Minas e Secretaria de Saude do Distrito
Federal - SES-DF), nominado PROUDEST, PRegnancy OUtcome and child Development —
Effects of SARS-CoV-2 infection Trial.

O estudo foi desenhado de forma a ter dois bragos paralelos: o PREGNANT e o BORN,
sendo 0 PREGNANT responsavel pelo acompanhamento das gravidas acometidas por COVID-
19 na gestagdao e 0 BORN pelo acompanhamento dos(as) filhos(as) das gestantes incluidas no
PREGNANT, conforme publicado em protocolo (69).

Para a execucao da subdivisao PREGNANT, coordenada pela autora desta tese, contou-
se com equipe multiprofissional composta por médicos residentes e especialistas em
ginecologia e obstetricia, alunos do curso de Medicina, psicologa e enfermeira (equipe
assistencial) e bidlogos e farmacéuticos bioquimicos (anélise de amostras biologicas).

A subdivisaio BORN, coordenada por médico pediatra, contou com equipe
multiprofissional (médicos pediatras, alunos do curso de Medicina, enfermeiras, terapeuta
ocupacional, psicologa) para atendimento dos recém-nascidos (RN) e das criancas filhos das
gestantes atendidas pela equipe PREGNANT por um periodo de cinco anos, € ao presente

momento ja tem parte de seus resultados publicados. (Apéndices)

Figura 3 - Protocolo do Estudo PROUDEST, incluindo o subgrupo PREGNANT que acompanhou clinicamente
gestantes com COVID-19 e subgrupo PROUDEST que acompanhou clinicamente recém-nascidos e criangas
nascidas a partir do grupo PREGNANT

Consulta Internacio para
ambulatonial do o parto do Consulta
Subgrupo Sub ambulatorial do
grupo .
Recrutamento PREGNANT PREGNANT Subgrupo BORN

y

Fonte autoral. Adaptado de Fernandes et al. (69).
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O estudo foi registrado na Plataforma Brasileira de Ensaios Clinicos - REBEC;
https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-65qxs2 (70), em setembro de 2020. Todos os dados
relevantes estdo disponiveis no repositorio Harvard Dataverse 2024, "Repli":

https://doi.org/10.7910/DVN/GOHQUY (71)

3 JUSTIFICATIVA

A pandemia da COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, resultou em profundas
implicacdes para a satde publica global. Embora inicialmente considerada uma infecgdo
predominantemente respiratoria, rapidamente se reconheceu seu impacto multissistémico,
incluindo efeitos imunoldgicos, cardiovasculares, neurologicos e obstétricos.

A rapida producao e disseminagao de informagdes sobre a COVID-19 e seus efeitos na
gestagdo foram essenciais para orientar o manejo obstétrico durante a pandemia. No entanto,
uma vez que a maioria das publicacdes iniciais consistia em relatos e séries de casos, os
resultados mereciam ser interpretados com cautela, considerando as limitagdes metodologicas
e o risco de vieses desses tipos de estudo.

Ang et al. analisaram criticamente as dificuldades enfrentadas nas revisdes sistematicas
publicadas precocemente sobre COVID-19 e gravidez, identificando fatores que comprometem
a acuracia das conclusdes, tais como: vi€s intrinseco ao desenho dos estudos, relatos duplicados,
critérios de inclusdo inconsistentes, pequeno tamanho amostral, curto periodo de seguimento e
exclusdao de estudos ndo publicados em inglés. Adicionalmente, a maioria dos estudos focou
em gestantes no terceiro trimestre, o que poderia superestimar riscos como o parto prematuro e
subnotificar desfechos de longo prazo (72).

Nesse contexto, destacava-se a importancia da realizagdo de estudos de coorte
prospectivos, que acompanhassem gestantes e seus conceptos desde o inicio da infec¢do por
SARS-CoV-2 até o pos-parto, permitindo uma avaliacdo mais robusta dos desfechos maternos
e neonatais e superando as limitacdes observadas nas publica¢des iniciais (72).

Diversos estudos ao redor do mundo propuseram-se a avaliar os desfechos clinicos da
infeccdo por SARS-CoV-2 em gestantes, como citado na introdugdo deste documento, com
achados majoritariamente convergentes, entretanto poucos exploraram a analise microbioldgica
e imunoldgica materna de forma detalhada, especialmente em compartimentos distintos como
o soro ¢ o liquido cefalorraquidiano (LCR).

Diante desse cenario, realizamos o estudo de coorte prospectivo PROUDEST incluindo

gestantes infectadas por SARS-CoV-2 durante qualquer trimestre de gravidez que envolveu
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coleta efetiva de dados clinicos, epidemiologicos e amostras bioldgicas (sangue e liquido
cefalorraquidiano), desde o inicio da pandemia COVID-19 —junho de 2020 a dezembro de 2021
a fim de realizar uma abordagem integrada entre dados clinicos e biomarcadores imunologicos

e melhor compreender os impactos da COVID-19 na gestagao.

4 OBJETIVOS

Objetivo primario:
. Avaliar os desfechos clinicos maternos e perinatais de gestantes
infectadas por SARS-CoV-2 durante a gravidez, acompanhadas desde o

diagnostico até o puerpério imediato.

Objetivos secundarios:

. Investigar a presenga do virus SARS-CoV-2 no liquido
cefalorraquidiano de gestantes na fase aguda de COVID-19.

. Caracterizar o perfil de mediadores imunes soliveis em soro e liquido
cefalorraquidiano (LCR) de parturientes infectadas por SARS-CoV-2.

. Comparar os niveis de mediadores imunes soluveis no soro ¢ LCR de
parturientes em fases aguda (<14 dias) e convalescente (>14 dias) da infeccao
por SARS-CoV-2 e de parturientes comprovadamente nao infectadas pelo virus

(HO).

5 PACIENTES E METODOS

5.1 Desenho do estudo

Estudo de coorte prospectivo conduzido entre junho de 2020 e dezembro de 2021 em

gestantes acometidas por SARS-CoV-2.
5.2 Cenario do estudo
O estudo foi realizado em dois hospitais publicos— o Hospital Universitario de Brasilia

(HUB-UnB) e o Hospital Regional da Asa Norte (HRAN), ambos considerados centros

publicos de referéncia para COVID-19 no Distrito Federal, Brasil. As amostras biologicas
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coletadas foram analisadas no Instituto René Rachou, Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-
Minas), Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil e no Laboratorio Central de Saude Publica do

Distrito Federal (LACEN) ligado a Secretaria de Saude do Distrito Federal, Brasil (SES-DF).

53 Populacio estudada

Foram incluidas gestantes diagnosticadas com COVID-19 em qualquer trimestre
gestacional. No HUB-UnB, foram realizados os atendimentos ambulatoriais das gestantes e
recém-nascidos, assim como os partos das gestantes que se encontravam com mais de 14 dias
desde o diagnostico da doenga COVID-19. J4 as gestantes com menos de 14 dias do diagnodstico
tiveram seus partos realizados no HRAN, hospital definido como referéncia para o manejo de
casos agudos de COVID-19, conforme fluxos assistenciais estabelecidos pela SES-DF.

Especificadamente para a analise comparativa do perfil imunologico no soro e LCR,
parturientes que ndo apresentaram sintomas ou sinais de COVID-19 durante a gestacdo e que
apresentassem sorologia negativa IgG-IgM para COVID-19 em consulta realizada de 15 a 30

dias pos-parto, foram alocadas como controles.

54 Recrutamento

No cenario de confinamento (lockdown), decretado em Brasilia, Distrito Federal, Brasil
no dia 20/03/2020, o recrutamento se deu por amostragem nao probabilistica, por conveniéncia,
abrangendo o periodo de maio de 2020 a maio de 2021.

As estratégias de recrutamento incluiram:

e Publicacdes amplamente divulgadas na imprensa e em outras formas de midia
digital, incluindo sites institucionais, redes sociais e redes profissionais, periodo de
maio de 2020 a maio de 2021. (Anexo A).

e Divulgagdo institucional: o convite para participagdo no estudo foi publicado em
sites oficiais e boletins internos de institui¢des académicas e de satide participantes,
localizadas em Brasilia.

e Redes sociais: utilizamos plataformas como Instagram e Facebook para divulgar o
convite ao estudo, com postagens contendo uma breve descri¢gdo dos objetivos da
pesquisa, critérios de elegibilidade e um numero de telefone para agendamento da

primeira visita clinica.
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e Grupos profissionais e académicos: o convite também foi compartilhado em grupos
fechados de mensagens e comunidades virtuais (grupos de WhatsApp), compostos
por estudantes, médicos residentes e demais profissionais da saude, especialmente
aqueles vinculados a hospitais universitarios e servigos publicos de saude.

e Técnica de amostragem em cadeia (snowball): incentivamos ainda que participantes
e contatos compartilhassem o convite com seus pares, para ampliar o alcance da

amostra.

5.5 Tamanho amostral

Ao se iniciar esse estudo, dois meses apos o decreto da pandemia de COVID-19, nao
havia descri¢ao publicada do desfecho clinico de gestantes com a doenca.

Por ser uma infec¢do por virus completamente desconhecida no cenario mundial, ndo se
conheciam os efeitos da COVID-19 entre as gestantes no inicio da nossa pesquisa e, portanto,
nao havia estudos suficientes sobre a prevaléncia da infecgao por SARS-CoV-2 na gestacao, a
variabilidade dos desfechos ou as estimativas de efeito, tornando inviavel calcular o tamanho
ideal da amostra. A amostra foi, portanto, inicialmente formada por conveniéncia, partindo da
capacidade méxima de atendimento no ambulatorio de pré-natal destinado a este fim e na
realiza¢ao do parto no Hospital Universitario de Brasilia.

Ap6s a publicacdo de um estudo indicando uma prevaléncia de 15,4% de parturientes
expostas a infeccao por SARS-CoV-2 no momento da admissao hospitalar em Nova York (73),
e considerando o nimero médio anual de nascidos vivos no Distrito Federal — 44.195, segundo
dados oficiais do Ministério da Saude do Brasil (74), foi realizado um célculo de tamanho
amostral a posteriori, com base nos dados observados apds a conclusao do estudo, com o intuito
de avaliar o poder estatistico da amostra utilizada. Para estimar o tamanho amostral necessario
neste estudo de coorte prospectivo, adotou-se um nivel de confianga de 95% (Z = 1,96) e uma
margem de erro de 5% (e = 0,05), sendo aplicado o seguinte célculo:

Célculo para uma populagao infinita:

n=(Z2*p*(l-p)/e’

n=(1,96** 0,154 * (1 - 0,154)) / (0,05%) = (3,8416 * 0,154 * 0,846) / 0,0025 = 200

Aplicando a corre¢do para populagao finita:

n_ajustado=n/(1+(n-1)/N)=200/(1+199/44.195)= 199

Considerando a possibilidade de perdas durante o seguimento, estimadas em até 20%, o

tamanho amostral final foi ajustado:
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n_final =199/ 0,80 = 249

Assim, definiu-se que seriam necessarias aproximadamente 250 gestantes para compor

a amostra do estudo, garantindo-se o poder estatistico adequado mesmo diante de perdas

amostrais.

5.6

5.7

5.8

Critérios de inclusao

Idade acima de 18 anos;

Capacidade de compreensao e preenchimento do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE); e

Confirmagao diagnostica de COVID-19 durante a gestacao.

Critérios de exclusio

Vacinacao contra COVID-19 antes ou durante a gestagao;

Confirmagao de outra infec¢do congénita durante a gestacdo estudada, como
toxoplasmose, sifilis, rubéola, herpes, Chagas, citomegalovirus, virus Zika ou virus
da imunodeficiéncia humana - HIV;

Tabagismo e/ou com uso de alcool/drogas ilicitas durante a gestagdo e

Nao comparecimento as consultas de pré-natal agendadas antes do parto (perda de

seguimento).

Diagnostico de COVID-19

O diagnéstico de infecgdo por SARS-CoV-2 seguiu os critérios recomendados pelo

Ministério da Satde do Brasil no inicio da pandemia de COVID-19 (75), que incluiam:

Historia de sintomas sugestivos de COVID-19 durante a gravidez, associados a:

1) Resultado positivo de reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-

PCR) para amostras de swab nasofaringeo ou

2) Reatividade sérica positiva de IgM e/ou IgG para SARS-CoV-2 (teste soroldgico ou

rapido, Biomanguinhos, Fiocruz, Brasil) ou

3) Tomografia computadorizada (TC) de torax indicando envolvimento pulmonar

sugestivo de COVID-19.
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5.9  Entrevista e preenchimento de questionario

Informagdes maternas foram obtidas no primeiro encontro por meio de entrevista e
preenchimento de questionario especifico (Ficha de Coleta de Dados, Anexo B), incluindo:

e Dados epidemiologicos,

e Sintomas de COVID-19,

e (Gravidade da COVID-19,

e Uso de alcool, drogas ilicitas ou cigarro,

e Historico de doengas nas gestacdes anteriores,

e Doengas presentes na gravidez atual, e

e Infeccdes como toxoplasmose, sifilis, rubéola, herpes, Chagas, citomegalovirus,

virus Zika ou virus da imunodeficiéncia humana — HIV.

Uma vez inserida no estudo, realizava-se, ainda neste primeiro encontro, o

encaminhamento da gestante para atendimento imediato em ambulatério de pré-natal de alto

risco no Hospital Universitario de Brasilia, destinado exclusivamente a este publico.

5.10 Coleta de dados clinico-obstétricos

Os dados clinico-obstétricos foram registrados durante o acompanhamento pré-natal,
que ocorreu mensalmente até 33 semanas de gestacao, quinzenalmente, entre 34 ¢ 36 semanas
de gestacdo, e semanalmente, entre 37 semanas de gestacdo e o parto. Os dados referentes ao
parto foram adquiridos durante a internagdo e coletados dos prontudrios hospitalares. Os dados
referentes ao atendimento pos-parto foram coletados em consulta médica ambulatorial realizada
entre 10 e 28 dias apds o parto.

Para preservar o anonimato das participantes, os identificadores nominais foram
substituidos por identificadores diretos por meio de codigos alfanuméricos padronizados que
representam o numero sequencial de pacientes incluidas. Os autores tiveram acesso a todas as
informacdes durante ou apds a coleta de dados por meio de tabelas no Google Drive.

Como em qualquer estudo de coorte, as perdas de seguimento eram esperadas, mas para
minimizar esse viés, as participantes receberam ligacdes telefonicas ou mensagens via
WhatsApp regulares a fim de incentivar a participagao continua no estudo, oferecendo todos os
cuidados necessarios para o acompanhamento pré-parto, parto e pds-parto, bem como o

acompanhamento de seus recém-nascidos e criangas (na subdivisao BORN do estudo).
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5.11 Dados avaliados na pesquisa clinica

A avaliacdo fetal foi realizada pelo menos trés vezes durante a gestagdo estudada por
meio de ultrassonografias seriadas: < 14 semanas de gravidez, entre 20 e 24 semanas de
gravidez e entre 34 e 40 semanas de gravidez.

A etnia, classificada como parda, branca, preta e outras, foi autorreferida.

O trimestre gestacional foi classificado em: 1° = primeiro trimestre, compreendendo 4 a
13 semanas ¢ 6 dias de gestagdo; 2° = segundo trimestre, compreendendo 14 semanas a 27
semanas ¢ 6 dias de gestacdo; e 3° = terceiro trimestre, compreendendo 28 a 41 semanas e 6
dias de gestacao.

A fase aguda da COVID-19 foi definida como os primeiros 14 dias de sintomas da
infeccdo por SARS-CoV-2, e a fase convalescente foi definida como o periodo apos os 14 dias
iniciais dos sintomas.

A gravidade da COVID-19 foi classificada como ndo grave, grave ou critica, conforme
proposto pela OMS (76)

A COVID-19 critica foi definida como Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo -
SDRA, sepse, choque séptico ou outras condigdes que normalmente requerem o fornecimento
de terapias de suporte a vida, como ventilagdo mecanica (invasiva ou ndo invasiva) ou terapia
vasopressora. COVID-19 grave foi definida como uma saturagao de oxigénio no ar ambiente <
90%, uma frequéncia respiratoria > 30 respiracdes/min ou sinais de dificuldade respiratoria
grave (uso de musculos acessorios, incapacidade de completar frases completas) que ndo eram
fatais. A COVID-19 ndo grave consistiu na auséncia dos critérios acima mencionados para
COVID-19 grave ou critica (76).

O envolvimento pulmonar na TC pulmonar foi definido como leve (< 25% de
envolvimento pulmonar), moderado (25-50% de envolvimento pulmonar) ou grave (> 50% de
envolvimento pulmonar).

O diabetes mellitus gestacional - DMG foi definido como intolerdncia a glicose,
identificada pela primeira vez durante a gravidez, com glicemia de jejum > 92 mg/dl em
qualquer trimestre da gestacdo, ou glicemia > 180 mg/dl ou > 153 mg/dl 1 e 2 horas,
respectivamente, apds o teste oral de tolerancia a glicose - TOTG de 75g, entre a 24" e a 28*
semana de gestacdo, conforme proposto pelo Painel de Consenso da Associacdo Internacional
de Grupos de Estudo de Diabetes e Gravidez - IADPSG (77).

A hipertensao arterial sistémica - HAS foi definida como uma pressao arterial maior que

140 x 90 mmHg durante a gravidez, medida em duas ocasides distintas. A obesidade foi
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definida como indice de massa corporal >30 kg/m? e a restricdo de crescimento fetal
intrauterino foi definida como peso fetal estimado ou circunferéncia abdominal na
ultrassonografia abaixo do percentil 10 para a idade gestacional, de acordo com o Colégio
Americano de Ginecologia e Obstetricia - ACOG (78).

O parto prematuro foi definido como parto realizado em gravidez com < 37 semanas de
idade gestacional, o parto a termo foi definido como ocorrido entre 37 e 40 semanas e 6 dias de
idade gestacional e o parto pds-termo foi definido como ocorrido com > 41 semanas de idade
gestacional.

Os RN foram classificados como adequados para a idade gestacional - AIG, pequenos
para a idade gestacional - PIG ou grandes para a idade gestacional - GIG, de acordo com a
classificagcdo proposta pelo International Fetal and Newborn Growth Consortium for the 21st

Century ou INTERGROWTH-21st (79).

5.12 Coleta de amostras biologicas

Amostras de sangue da gestante foram coletadas na primeira consulta ambulatorial de
pré-natal e durante o parto por puncdo venosa.

As amostras de sangue coletadas ambulatoriamente, utilizando-se tubos a vacuo sem
anticoagulante (tampa verde), foram submetidas, em um periodo de at¢ 6 horas, a centrifugacao
a 1.400 x g, 10 min, no Laboratério de Analises Clinicas do HUB-UnB, e aliquotadas, sendo o
soro armazenado a - 80° C em freezer localizado no Laboratério de Pesquisa Clinica do HUB-
UnB até o processamento da amostra.

As amostras de sangue coletadas nos partos realizados no HUB-UnB e HRAN foram
armazenadas em geladeira a temperatura de 3° C a 5° C e submetidas, dentro de 24 horas, a
centrifugacdo a 1.400 x g, 10 min, no Laboratério de Analises Clinicas do HUB-UnB, e
aliquotadas, sendo o soro armazenado a - 80° C em freezer localizado no Laboratorio de
Pesquisa Clinica do HUB-UnB até o processamento da amostra.

Amostras de liquido cefalorraquidiano (cerca de 0,5 mL cada) foram coletadas por
pun¢do lombar durante a raquianestesia para parto cesariana diretamente em frasco estéril,
armazenadas em geladeira a temperatura de 3° C a 5° C, e, dentro de 24 horas, armazenadas a
-80° C em freezer localizado no Laboratorio de Pesquisa Clinica do HUB-UnB até o

processamento da amostra.
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5.13 Processamento das amostras biologicas para identificacido do virus SARS-COV-2

Parte das amostras de liquido cefalorraquidiano coletadas por pungao lombar durante a
raquianestesia para parto cesariana foram encaminhadas para realizagao de analise de RT-PCR
para SARS-CoV-2 no Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN)
ligado a Secretaria de Satde do Distrito Federal, Brasil (SES-DF) utilizando-se os kits do
Instituto de Pesquisa Molecular do Parana (Paranda, Brasil) ou VIASURE SARS-CoV-2 (Cer

Test Biotech, Zaragoza, Espanha), cujo limite de deteccao ¢ de 4 copias virais por reacao.

5.14 Quantificacdo de mediadores imunes soluveis

Os niveis de mediadores imunes soluveis foram quantificados em amostras de soro e
LCR por ensaio multiplex de microesferas de alto rendimento (Bio-Plex Pro™ Human Cytokine
27-plex Assay, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Califoérnia - EUA), de acordo com as instru¢des
do fabricante. As concentragdes de quimiocinas (CXCL8; CCL11; CCL3; CCL4; CCL2; CCLS5;
CXCLI10), citocinas pro-inflamatdrias (IL-1B; IL-6; TNF-o; IL-12; IFN-y; IL-15; IL-17) e
citocinas reguladoras (IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13) juntamente com fatores de
crescimento (FGF-basico; PDGF; VEGF; G-CSF; GM-CSF; IL-2; IL-7) foram dosados em
lotes paralelos realizados por um técnico treinado no servico de citometria de fluxo da Fiocruz-
Minas. As concentracdes finais de mediadores imunes soliveis no soro ¢ no LCR foram
expressas em pg/mL, de acordo com uma regressao de ajuste de curva logistica de 5 parametros

de curvas padrao.

5.15 Analise estatistica

Para a analise dos desfechos clinicos do estudo PROUDEST, as variaveis qualitativas
sdo apresentadas como frequéncias absolutas (n) e relativas (%), e as variaveis quantitativas sao
apresentadas como médias descritivas e desvios-padrao.

As andlises foram realizadas em duas etapas: inicialmente, foram realizadas analises
bivariadas para verificar o efeito isolado de cada preditor sobre os desfechos e, posteriormente,
analises multivariadas ajustadas pelas varidveis de controle pré-gestacional para verificar o
efeito de cada preditor sobre os desfechos. P < 0,05 foi considerado significativo. As analises
foram realizadas por meio do software SAS 9.4.

As associagdes entre as variaveis qualitativas foram verificadas por meio do teste qui-
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quadrado de Pearson, do teste de tendéncia Cochran-Armitage ou do teste exato de Fisher. Nos
casos em que as associagdes foram significativas, uma analise de residuos padronizada foi usada
para determinar o significado das associagdes entre as variaveis, € os resultados foram expressos
nas tabelas como [residuos padronizados] Residuos padronizados maiores que 1,96, em
modulo, indicam significancia estatistica (80). O teste t de Student ou ANOVA foi usado para
comparar os valores médios de idade.

Modelos de regressao de Poisson multivariados com varidncia robusta foram
empregados para determinar se a gravidade da COVID-19 ¢ um preditor significativo para a
ocorréncia de sofrimento fetal e se o trabalho de parto agudo devido a COVID-19 ¢ um preditor
significativo para escores de Apgar de primeiro minuto < 7. Em ambas as andlises, os efeitos
das variaveis pré-gestacionais (DMG, hipertensdo, pré-eclampsia, asma, obesidade,
escolaridade e idade materna) foram tratados como variaveis de controle.

Um modelo de regressdo generalizada foi utilizado para determinar se a gravidade da
COVID-19 ¢ um preditor significativo da ocorréncia de parto prematuro ou pos-termo em
relacdo a ocorréncia de parto a termo, ajustando para os efeitos das variaveis de controle pré-
gestacional (DMG, hipertensao, pré-eclampsia, asma, obesidade, escolaridade e idade materna).

Para a analise estatistica do perfil imunoldgico das gestantes acometidas por
COVID-19 do estudo PROUDEST, a estatistica descritiva foi realizada por meio do software
Prism 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, EUA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk. Considerando a distribui¢do ndo paramétrica de todos os conjuntos de
dados, a andlise comparativa entre os subgrupos HC e COVID-19 (Aguda, Precoce,
Intermedidria e Tardia) seguida de comparagdes multiplas foi realizada por Kruskal-Wallis
seguida do pos-teste de Dunn. Em todos os casos, a significancia estatistica foi considerada em
p <0,05.

A analise adicional dos mediadores imunes soliveis séricos € do LCR, denominados
assinaturas, foi realizada apds a conversao dos valores continuos obtidos em pg/mL em dados
categoricos expressos como propor¢do (%) de parturientes com niveis de mediadores imunes
soluveis acima dos valores de corte definidos como a concentragdo mediana global de cada
mediador soluvel detectado no soro (CXCL8 = 2,7; CCL11 =4,7; CCL3 =0,5; CCL4 = 3,4;
CCL2 =17,2; CCLS5 =205,1; CXCL10 = 45,5; IL-1p = 0,2; IL-6 = 0,6; TNF-o = 3,8; IL-12 =
0,3; IFN-y = 0,8; IL-15 =28,7; IL-17 = 1,4; IL-1Ra = 64,7; IL-4 = 0,2; IL-5 = 7,4; IL-9 = 2,6;
IL-10 =2,3; IL-13 = 0,6; FGF-basico = 1,7; PDGF = 4,2; VEGF = 7,3; G-CSF =2,6; GM-CSF
=0,4;IL-2=0,9 e IL-7= 1,8 pg/mL) e amostras de LCR (CXCL8 =10,0; CCL11=0,2; CCL3
=0,6; CCL4 =2,2; CCL2=94,4; CCL5=2,2; CXCL10 =48,5; IL-1B =0,1; IL-6 = 0,5; TNF-
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a=3,8;IL-12=0,3; IFN-y =3,9; IL-15=34,3; IL-17=1,1; [L-1Ra = 14,4; IL-4 = 0,3; IL-5 =
4,7, 1L-9 = 1,3; IL-10 = 1,3; IL-13 = 0,7; FGF-béasico = 4,7; PDGF = 1,8; VEGF = 8,0; G-CSF
=2,2; GM-CSF = 0,5; IL-2 = 1,6 e IL-7 = 1,7 pg/mL). As assinaturas de mediadores imunes
soluveis do soro ¢ do LCR foram analisadas considerando o percentil 50 como uma zona
cinzenta para identificar o conjunto de mediadores imunoldgicos com niveis aumentados em
cada grupo de estudo e foram posteriormente montadas como perfis de assinatura ascendente.

Circuitos de mediadores imunes soluveis séricos e liquoricos foram construidos com
base na analise de correlacao (testes de Spearman) entre pares de mediadores soluveis. Apenas
correlacdes significativas (p < 0,05) foram empregadas para construir os quatro circuitos de
agrupamento (quimiocinas = C; citocinas pro-inflamatérias = P; citocinas regulatérias = R e
fatores de crescimento = GF) usando o software de codigo aberto Cytoscape (disponivel em
https://cytoscape.org). Os escores de correlacao "r" foram classificados como moderados ou
fortes (/0,36 a 0,67| e >|0,68|, respectivamente). A andlise comparativa entre os grupos foi
realizada considerando a frequéncia de correlagdo dentro de cada cluster.

Uma andlise adicional de mediadores imunes soluveis foi realizada para comparar e
resumir as principais alteragdes observadas nos compartimentos sérico e liquérico. Para tanto,
a normalizag@o dos escores Z (novo valor = (valor original - X) / DP) foi aplicada ao conjunto
de dados séricos e liquoricos e mapas de cores foram construidos para calcular o nimero de
mediadores soluveis com escore Z > 5 em cada compartimento e subsidiar a analise comparativa
entre 0s grupos.

Mapas de correlagdo cruzada foram construidos com base na analise de correlagao
(testes de Spearman) entre pares de mediadores imunes medidos em amostras de soro e LCR.
Apenas correlagdes significativas (p < 0,05) foram empregadas para montar correlogramas de
mediadores imunes soluveis apresentando correlagdo negativa ou positiva usando o pacote
"corrplot" do software R (Project for Statistical Computing Version 3.0.1). O niimero de
correlagdes foi usado para projetar nuvens excéntricas usando a plataforma de software de

codigo aberto Cytoscape (disponivel em https://cytoscape.org).

5.16 Etica em pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia, em maio de 2020 (Anexo C - CAAE 32359620.0.0000.5558) com aprovagao
adicional pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, em outubro de 2021 (Anexo

D). Todos os participantes forneceram um consentimento informado por escrito antes da
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inclusdo no estudo (Anexo E — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE).

Foi utilizada a ferramenta de inteligéncia artificial ChatGPT (OpenAI) como apoio para
revisdo linguistica, organizacdo textual e aprimoramento da redacdo cientifica durante a
elaboragdo desta tese, sempre com supervisao da autora e em conformidade com os principios

de integridade académica.

5.17 Financiamento do estudo

Os gastos relacionados as atividades assistenciais foram custeados pelo HUB-UnB e
HRAN. Os insumos especificos para a coleta dos materiais bioldgicos foram adquiridos pelo
grupo de estudo.

O laboratério Sabin forneceu gratuitamente a execugao de sorologias para COVID-19
para as pacientes controles.

A revisdo da lingua inglesa e taxa de publicacgao de artigos publicados teve apoio parcial
do Fundo Edital DPG/UnB N° 04/2021 publicado pelo Decanato de Pos-Graduacao da UnB.

A andlise dos niveis de mediadores imunes soliveis por ensaio multiplex de
microesferas de alto rendimento foi custeado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Tecnologico - CNPq, pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais -
FAPEMIG e pela Universidade de Brasilia (Grant # 7155, “Fundo COVID-19 UnB em Ag¢ao:
Acgdes emergenciais para combate 8 COVID-19 e mitigagao das consequéncias da pandemia”,
“Eficacia de um protocolo de testagem RT-PCR para SARS-CoV-2 sobre a preservacao da
forca de trabalho em saude durante a pandemia COVID-19 no Brasil: ensaio clinico
randomizado” e Grant # 7110, “Amamentar em tempos de pandemia de COVID-19: um

protocolo para avaliacdo do impacto do SARS-COV-2 no sucesso do aleitamento materno™).

5.18 Contflito de interesse
O autor, assim como orientadores, declaram nao haver qualquer conflito de interesses

para a realizacao do presente estudo.
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS DOS DESFECHOS CLINICOS DE GESTANTES
ACOMETIDAS POR COVID-19 - ESTUDO PROUDEST

6.1.1 Descricao da populacio estudada para avaliacio dos desfechos clinicos

Apos a aplicacdo dos critérios de exclusao, 260 gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2

em distintos trimestres gestacionais foram incluidas no estudo PROUDEST (Figura 4).

Figura 4 — Fluxograma de participantes no estudo PROUDEST, composto por mulheres gravidas

acometidas por COVID-19 na gestacao
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(n=370 gestantes)
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Fonte: elaborado pela autora

A média de idade da populagdo estudada foi de 31,3 + 6,0 anos (variando de 18 a 52

anos). A idade gestacional média no momento do diagnostico de COVID-19 foi de 20,7 &+ 10,2
semanas (variando de 4 a 40 semanas).

A maioria das participantes da pesquisa autodeclarou-se de etnia parda (60,8%). Em

relacdo a escolaridade, observou-se que 49,6% concluiram o ensino médio e 38,5%
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apresentavam formacgdo em nivel superior. Quanto a paridade, verificou-se que a maior parte
das gestantes havia tido duas ou mais gestacdes, incluindo a gestagdo vigente no momento do
estudo. A principal metodologia empregada para confirmagdo diagnostica da infec¢ao por
COVID-19 foi a reacao em cadeia da polimerase com transcrigao reversa - RT-PCR, utilizada
em 60,4% dos casos (Tabela 2).

A amostra foi estratificada segundo o trimestre gestacional em que ocorreu o diagnodstico
da infec¢do por SARS-CoV-2, com distribuicdo da seguinte forma: 30,0% diagnosticadas no
primeiro trimestre, 40,4% no segundo trimestre e 29,6% no terceiro trimestre de

gestacdo. (Tabela 2)

Tabela 2 — Caracteristicas demograficas e laboratoriais das gestantes acometidas por COVID-19 incluidas no
estudo PROUDEST (n=260)

Parametro Frer??oil)lcia
Idade (anos, média = DP) 31.3+6.0
Etnia
Branca 73 (28.0)
Parda 158 (60.8)
Preta 28 (10.8)
Indigena 1(0.4)
Nivel de escolaridade
Ensino fundamental 31(11.9)
Ensino médio 129 (49.6)
Ensino superior 100 (38.5)
Paridade
1 gestagao 78 (30.0)
2 gestacdes 74 (28.5)
> 3 gestacdes 108 (41.5)
Diagnoéstico de COVID-19
Teste rapido de anticorpos no sangue 75 (28.8)
Sorologia 25(9.6)
RT-PCR 157 (60.4)
TC do torax + sintomas clinicos 3(1.2)
Trimestre do diagndstico de SARS-CoV-2*
1° 78 (30.0)
2° 105 (40.4)
3° 77 (29.6)

Fonte: elaborado pela autora
RT-PCR = reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa; TC de térax = tomografia computadorizada
de torax. * 1° = diagnostico de infec¢do por SARS-CoV-2 no primeiro trimestre gestacional (4 a 13 semanas e 6
dias de gestacdo); 2° = diagnodstico de infeccdo por SARS-CoV-2 no segundo trimestre gestacional (14 semanas a
27 semanas e 6 dias de gestacao); 3° = diagnostico de infecgdo por SARS-CoV-2 no terceiro trimestre gestacional
(28 a 41 semanas e 6 dias de gestacdo). Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (DP) ou
frequéncia (%).
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Os partos das gestantes infectadas por SARS-CoV2 ocorreram prioritariamente de julho
de 2020 a margo de 2021. (Grafico 1).

Grafico 1- Distribuicdo dos partos realizados no HUB-UnB ¢ HRAN das gestantes acometidas por COVID-19
incluidas no estudo PROUDEST desde o inicio — junho de 2020 — até o final do estudo — dezembro de 2022, de
acordo com numero de partos (N° de partos) e meses do ano.

N2 de partos
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Fonte: elaborado pela autora

6.1.2 Achados clinicos

As gestantes foram classificadas de acordo com a gravidade da doenca em: Nao
Grave, Grave ¢ Critica. Além disso, as gestantes foram classificadas considerando a fase da
COVID-19 no parto (Convalescente ¢ Aguda) (Tabela 3).

Entre as 260 participantes do estudo, 224 gestantes (86%) desenvolveram COVID-19
na forma nio grave, 28 (11%) COVID-19 grave e 8 (3%) COVID-19 critico. Baseando-se
na fase da COVID-19 no momento do parto, 240 gestantes estavam na fase convalescente
(92,3%) e 20 na fase aguda (7,7%) (Tabela 3).

Um total de 45 gestantes foram submetidas a TC de térax, das quais 10 (22%) ndo
apresentaram alteracdes, 23 (51%) apresentaram alteragdes leves, 8 (18%) apresentaram
alteragdes moderadas e 4 (9%) apresentaram alteracdes graves.

Quarenta e duas pacientes (16,2%) necessitaram de hospitaliza¢ao devido a COVID-19
- causas ndo obstétricas), 15 (5,8%) necessitaram de oxigénio suplementar e 3 (1%)

necessitaram de ventilacdo mecanica.

O parto cesareo foi o parto mais comumente realizado (n = 158, 60,8%), principalmente
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para gestantes diagnosticadas com COVID-19 no 3° trimestre (n = 56, 73%) ou na fase aguda
da COVID-19 no momento do parto (n = 20, 100%).

Durante o trabalho de parto e nascimento, 40 pacientes apresentaram complicacdes (6
das quais tiveram mais de uma complicagdo). Um total de 8 pacientes apresentaram hipertensao
de dificil controle (3,0%), 18 apresentaram hemorragia intra e pés-parto (6,9%), 6 foram
diagnosticadas com oligoidramnio (2,3%) e 2 com (0,8%) polidramnio, enquanto 2 pacientes
(0,8%) apresentaram distocia de ombro, 2 (0,8%) apresentaram endometrite pds-parto e 2

(0,8%) apresentaram descolamento prematuro da placenta. (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas e radiologicas de mulheres infectadas por SARS-CoV-2 durante a gestacao
incluidas no estudo PROUDEST

Parametro FreI??oZl)ma
Gravidade da COVID-19*
Nao grave 224 (86.2)
Grave 28 (10.7)
Critica 8@3.1)
Fase do COVID-19 no parto**
Convalescente 240 (92.3)
Aguda 20 (7.7)
Tomografia de térax
Sem alteragdes 10 (22.2)
Alteragdes leves 23 (51.1)
Alteragdes moderadas 8 (17.8)
Alteragdes graves 4(8.9)
Internac¢ao nao obstétrica 42 (16.2)
Suplementacio de oxigénio 15 (5.8)
Ventilagao mecanica 3(1.2)
Parto
Vaginal 102 (39.2)
Cesariana 158 (60.8)
Complicacoes durante o parto 40 (15.4)
Mortalidade materna 2 (0.8)
Doencas gestacionais™***
Gestagao estudada 177 (68.0)
Gestagdes anteriores 78 (30.0)

Fonte: elaborado pela autora
* A gravidade do COVID-19 foi considerada de acordo com a classificagdo da Organizacdo Mundial da Saude
(76) ** Fase aguda = até 14 dias do inicio dos sintomas no parto; Fase convalescente = diagnostico de infecgdo
por SARS-CoV-2 no 1°, 2° e 3° trimestre de gravidez, apds 14 dias da infeccdo. ***As doencas gestacionais
incluiram: hipertensdo arterial sist€mica, diabetes mellitus gestacional, pré-eclampsia, doenga pulmonar,
cardiopatia e restricao do crescimento fetal intrauterino.

A média da idade gestacional no momento do parto foi de 38,6 semanas (mediana = 39

semanas, DP = 1,97, variando de 24,1 a 41,8 semanas). Trinta e uma pacientes (12%) tiveram
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partos prematuros, 214 pacientes (82%) tiveram partos a termo e 15 parturientes (6%) tiveram
partos pos-termo.

Duas participantes evoluiram para obito puerperal (0,8%). (Tabela 3). A primeira
paciente foi uma mulher de 31 anos que faleceu devido a insuficiéncia respiratéria associada a
insuficiéncia renal aguda no 18° dia pds-parto. A segunda era uma mulher de 24 anos que
morreu 12 dias apés o parto devido a convulsdes tonico-clonicas, comprometimento
neurologico difuso e insuficiéncia respiratoria. Uma paciente sofreu aborto espontaneo no 1°
trimestre, com 6 semanas ¢ 5 dias de gravidez, sendo o COVID-19 diagnosticado na 5* semana

de gestacdo.

6.1.3 Doencas encontradas em gestacoes prévias e na gestacao avaliada

Durante o acompanhamento pré-natal, questionou-se as participantes sobre o historico
de doengas, que foram utilizadas como variaveis de controle pré-gestacional, e observou-se que
78 apresentavam doencas prévias a gestagcdo estudada: 24 mulheres (9,2%) tinham obesidade,
16 (6,2%) tinham historia de HAS com 3 delas apresentando pré-eclampsia sobreposta (1,2%),
15 pacientes tinham histéria de doenga pulmonar (5,8%), incluindo asma, 6 tinham doenga
cardiaca (2,3%), 2 (0,8%) tinham historia de restrigdo de crescimento fetal intrauterino e 15
(5,8%) foram diagnosticadas com DMG durante uma gravidez anterior. (Tabela 3).

Em relacdo as condi¢des clinicas apresentadas durante a gestagdao estudada, 177
pacientes apresentaram-se com doencas assim distribuidas: obesidade - 25 gestantes (9,6%),
HAS - 47 gestantes (18%), sendo que 16 (6,2%) desenvolveram pré-eclampsia sobreposta,
restricdo de crescimento fetal intrauterino - 28 gestantes (10,8%) e diabetes gestacional — 78
(30,0%) (Tabela 3).

O DMG foi detectado em 93 das 260 gestantes estudadas (35,8% da populacao
estudada). Quinze pacientes foram diagnosticadas com DMG durante uma gravidez anterior
(5,8% de todas as gestantes estudadas), mas 78 pacientes (30,0% de todas as gestantes

estudadas) tiveram diabetes diagnosticado exclusivamente durante a gravidez estudada-

6.1.4 Sintomas de COVID-19 na gravidez

A distribuicao de sintomas da COVID-19 nas gestantes de acordo com o trimestre

gestacional do diagnostico da infec¢do por SARS-CoV-2 e a gravidade da COVID-19 ¢

apresentada na Tabela 4.
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A andlise dos sintomas de acordo com o trimestre da gestacdo demonstrou que as
mulheres infectadas por SARS-CoV-2 no 2° trimestre apresentaram mais sintomas de mialgia
(p < 0,0001), astenia (p = 0,0003), ageusia (p = 0,0117), anosmia (p < 0,0001), cefaleia (p <
0,0001) e dor articular (p = 0,0015) do que as infectadas no 1° e 3° trimestres. Gestantes
infectadas no 1° e 2° trimestres apresentaram mais sintomas de coriza/congestdo nasal (p =
0,0025) e nauseas (p < 0,0001) do que aqueles infectados no 3° trimestre. As demais varidveis
nao foram significativamente associadas ao trimestre gestacional e a infeccao por SARS-CoV-
2 (Tabela 4).

Mais gestantes com COVID-19 critica apresentaram febre (p = 0,0046) do que aquelas
com COVID-19 ndo grave ou grave. A dispneia (p < 0,0001) foi mais comum em gestantes
com doenga grave ou critica do que naquelas com doenca ndo grave. Ageusia e cefaleia foram
significativamente mais comuns em pacientes com doenga ndo grave do que em pacientes com
doenga grave ou critica (p = 0,0303 e p = 0,0053, respectivamente). As demais variaveis nao

apresentaram associagdes significativas com a gravidade da COVID-19 (Tabela 4).

Tabela 4 — Sintomas de COVID-19 de acordo com o trimestre de gravidez do diagndstico de infeccdo por SARS-
CoV-2 e gravidade do COVID-19 das gestantes incluidas no estudo PROUDEST

Trimestre de gravidez do diagnostico de

s _10%%
To:al infecciio por SARS-CoV-2+ Gravidade daOCOVID 19
n (%) n (%) n (%)
Sintomas "
Todos 1° 2° 3 Nao grave Grave Critico
n=260 n=78 n=105 n=77 p n=224 n=28 n=8 p
(100.0%) (30.0%) (40.4%) (29.6%) (86.2%) (10.7%) (3.1%)

Febre 116 (44.6) 41 (52.6) 50 (47.6) 26 (33.8) 0.0519 95 (42.4) 13 (46.4) 8 (100.0) 0.0046
Tosse 122 (46.9) 30 (38.6) 58 (55.2) 34 (44.2) 0.0674 99 (44.2) 17 (60.7) 6 (75,0) 0.0710
Dispneia 95 (36.5) 22 (28.2) 42 (40.0) 31(40.3) 0.1884 67 (29.9) 22 (78.6) 6 (75.0) <0.0001
glél)l?gra(rlnia 74(28.5) 21 (26.9) 31(29.5) 22 (28.6)  0.9281 64 (28.6) 10(35.7) 0(0.0) 0.1417
Mialgia 152 (58.5) 51(65.4) 73 (69.5) 28 (36.4) <0.0001 131 (58.6) 18(64.3) 3(37.5) 0.4159
Astenia 68 (26.1) 16 (20.5) 42 (40.0) 11(143)  0.0003 58(259) 10(35.7) 1(12.5) 0.4734

Congestao/
secrecio 160 (61.5) 53 (67.9) 72 (68.6) 35(45.5) 0.0025 143 (64.8) 15(53.6) 2 (25.0) 0.0504
nasal
Diarreia 57 (21.9) 21 (26.9) 25 (23.8) 11(143)  0.1366 45(20.1) 9 (32.1) 3(37.5) 0.1937
Ageusia 152 (58.5) 44 (56.4) 72 (68.6) 36 (46.7)  0.0117 138 (61.6) 10 (35.7) 4 (50.0) 0.0303
Anosmia 168 (64.6) 54 (69.2) 79 (75.2) 35(45.5) <0.0001 151(67.4) 14(50.0) 4 (50.0) 0.1317
]c);geg: 158 (60.8) 52 (66.7) 78 (74.3) 28 (36.4)  <0.0001 143 (63.8) 14 (50.0) 1(12.5) 0.0053
Nausea 17 (6.5) 8(10.3) 9 (8.6) 0 (0.0) 0.0196 16 (7.1) 1(3.6) 0 (0.0) 0.6280
Vomito 17 (6.5) 5(6.4) 7 (6.7) 5(6.5) 0.9974 9 (4.0) 8(28.6) 0(0.0) 0.0009
Tontura 15 (5.8) 3(3.9) 10 (9.5) 2 (2.6) 0.0975 14 (6.2) 1(3.6) 0 (0.0) 0.8210
LI 9(3.5) 2(2.6) 3(2.9) 4(5.2) 0.6319 73.1) 1(3.6) 1(12.5) 0.2978
em pele
Dor
articular 11 (4.2) 1(1.3) 10 (9.5) 0(0.0) 0.0015 11 (4.9) 0(0.0) 0(0.0) 0.4606
Outros
sintomas 11 (4.2) 11 (14.1) 21 (20.0) 17 (22.1) 0.4138 41(18.3) 8(28.6) 0(0.0) 0.1626

Fonte: elaborado pela autora
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*Trimestre de gravidez do diagnostico de infeccdo por SARS-CoV-2: 1° = diagndstico de infecgcdo por SARS-
CoV-2 no primeiro trimestre de gestagdo (4 a 13 semanas e 6 dias de gestagdo); 2° = diagndstico de infecgdo por
SARS-CoV-2 no segundo trimestre de gestagdo (14 semanas a 27 semanas e 6 dias de gestagdo); 3° = diagnostico
de infec¢do por SARS-CoV-2 no terceiro trimestre de gestacdo (28 a 41 semanas e 6 dias de gestagdo).
**Gravidade da COVID-19 de acordo com a classificacdo da Organizagdo Mundial da Saude [75]. A analise
comparativa foi realizada pelos testes Qui-quadrado/Fisher. A significancia foi considerada em valores de p > 0,05.

6.1.5 Desfechos maternos de acordo com o trimestre gestacional da infeccao por SARS-

CoV-2, gravidade da COVID-19 e fase da COVID-19 no parto

O trimestre gestacional da infec¢ao por SARS-CoV-2, a gravidade da COVID-19 e fase
da COVID-19 no parto foram correlacionadas com variaveis sociodemograficas e resultados
clinicos e obstétricos (Tabela 5).

Nao foram observadas diferencas significativas para parametros demograficos/clinicos

nos diferentes trimestres em que ocorreu a infec¢ao por SARS-CoV-2. (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracteristicas da infec¢@o por SARS-CoV-2 por trimestre de gravidez, gravidade do COVID-19 ¢
tempo entre a infecgdo por COVID-19 e o parto das gestantes incluidas no estudo PROUDEST

Trimestre de gravidez em que Gravidade da COVID-19

Fase da COVID-19 no parto

ocorreu infeccio por SARS-CoV-2 n (%) n (%)
n ((Vo)
Caracteristica 1° 2° 3° p Nio grave Grave Critico p Convales- Aguda p
n=78 n =105 n="77 n =224 n=28 n=§ cente n=20
(30%) (40.4%) (29.6%) (86.2%) (10.7%) (3.1%) n =240 (7.7%)
(92.3%)
Idade 307+6.1 321+58 308+6.0 022 312+58 318+74 314+6.1 0.89 31.3£6.0 304+6.1 0.51
(anos £+ DP)
Nivel de 0.78 0.92 0.15
escolaridade
Ensino 11 (14.1) 10 (9.5) 10 (13.0) 26 (11.6) 4(14.3) 1(12.5) 29 (12.1) 2 (10.0)
fundamental
Ensino médio 35 (44.9) 54 (51.4) 40 (51.9) 110 (49.1) 14 (50.0) 5(62.5) 115 (47.9) 14 (70.0)
Ensino superior 32 (41.0) 41 (39.1) 27 (35.1) 88 (39.3) 10 (35.7) 2(25.0 96 (40.0) 4 (20.0)
Etnia 0.23 0.55 0.75
Branco 25 (32.1) 32 (30.5) 16 (20.8) 65 (29.0) 7 (25.0) 1 (12.5) 68 (28.3) 5(25.0)
Pardo 43 (55.1) 62 (59.0) 53 (68.8) 134 (59.8) 20(71.4) 5(62.5) 144 (60) 14 (70.0)
Preto 10 (12.8) 11 (10.5) 7(9,1) 24 (10.7) 1(3.6) 2 (25.0) 27 (11.3) 1(5.0)
Indigena 0 (0.0) 0 (0.0) 1(1.3) 1 (0.5) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(0.4) 0 (0.0)
Obesidade 9 (11.5) 9 (8.6) 7(9.1) 0.78 23 (10.3) 2(7.1) 0 (0.0) 0.63 23 (9.6) 2 (10) 1.00
DMG 29 (37.2) 39 (37.1) 25 (32.5) 0.77 84 (37.5) 9 (32.1) 0 (0.0) 0.09 90 (37.5) 3 (15) 0.04
HAS 16 (20.5) 15 (14.3) 16 (20.8) 0.42 41 (18.3) 6(21.4) 0 (0.0) 0.37 43 (17.9) 4 (20) 1.00
Pré-eclampsia 6 (7.7) 4 (3.8) 6 (7.8) 047 13 (5.8) 3 (10.7) 0 (0.0) 0.44 14 (5.8) 2 (10) 0.62
Doencas 6(7.7) 8(7.6) 1(1.3) 0.16 15 (6.7) 0(0.0) 0(0.0) 0.23 15(6.2) 0(0) 0.39
respiratorias
Idade gestacional 0.54 0.04 0.01
no parto
Prematuro 9 (11.5) 9(8.6) 12 (15.6) 21(9.4) 6 (21.4) 3(37.5) 23 (9.8) 7 (35.0)
[-3.5]* [3.5]*
Termo 66 (84.6) 89 (84.8) 60 (77.9) 189 (84.4) 21 (75.0) 5(62.5) 202 (84.2) 13 (65.0)
[2.3]2 [2.3]*
Pos-termo 3(3.9) 7 (6.6) 5(6.5\ 14 (6.2) 1(3.6) 0(0) 15 (6.2) 0 (0.0)
[1.1] [—1.1]
Parto 0.78 0.37 0.38
Vaginal 33 (42.3) 39 (37.1) 30 (39) 86 (38.4) 14 (50) 2 (25) 96 (40) 6 (30)
Cesarea 45 (57.7) 66 (62.9) 47 (61) 138 (61.6) 14 (50) 6 (75) 144 (60) 14 (70)

Fonte: elaborado pela autora



65

*Os valores de p foram calculados por meio de ANOVA ou testes Qui-quadrado/Fisher. [ | = residuos ajustados
padronizados + 1,96, indicando variagdo significativa (o = 0,05). Os valores sdo expressos como médias + desvios-
padrido (DP) ou frequéncias (%). 1° primeiro trimestre de gestacdo: de 4 a 13 semanas ¢ 6 dias de gestagdo; 2°
segundo trimestre de gestacdo: de 14 semanas a 27 semanas e 6 dias de gestagdo; 3°: terceiro trimestre de gravidez:
de 28 a 41 semanas ¢ 6 dias de gestagdo. A gravidade da COVID-19 foi considerada de acordo com a classificagéo
da Organizagdo Mundial da Satde (76) A fase aguda - os primeiros 14 dias de sintomas da infec¢do por SARS-
CoV-2 - e a fase de convalescenca - 14 dias ap6s o inicio dos sintomas. Obesidade — Indice de Massa Corpérea
>30 kg/m?* DMG - diabetes mellitus gestacional conforme proposto pelo Painel de Consenso da Associacdo
Internacional de Grupos de Estudo de Diabetes e Gravidez — IADPSG (77); HAS — hipertensao arterial sist€émica
definida como pressao arterial maior que 140 x 90 mmHg durante a gravidez, medida em duas ocasides distintas;
Restricao de crescimento fetal intrauterino - definida como peso fetal estimado ou circunferéncia abdominal na
ultrassonografia abaixo do percentil 10 para a idade gestacional, de acordo com o Colégio Americano de
Ginecologia e Obstetricia - ACOG (81). Idade gestacional no parto definido como prematuro se idade gestacional
< 37 semanas de idade gestacional, a termo se parto entre 37 ¢ 40 semanas ¢ 6 dias de idade gestacional e pds-
termo se parto com > 41 semanas de idade gestacional. Peso ao nascer classificado como adequados para a idade
gestacional - AIG, pequenos para a idade gestacional - PIG ou grandes para a idade gestacional - GIG, de acordo
com a classificagdo proposta pelo International Fetal and Newborn Growth Consortium for the 21st Century ou
INTERGROWTH-21st (79).

Nenhuma gestante infectada no 1° trimestre apresentou a forma critica da COVID-19,
trés delas apresentaram COVID-19 grave (3,9%), e a maioria (96,1%) apresentou forma clinica
ndo grave. Por outro lado, 7 (9,1%) e 15 (19,5%) das gestantes infectadas no 3° trimestre
apresentaram formas criticas e graves de COVID-19, respectivamente (Tabela 6). Portanto, ha
uma associacao significativa entre o trimestre gestacional em que ocorre a infec¢ao pelo SARS-
CoV-2 e a gravidade da COVID-19, pois as mulheres infectadas no 3° trimestre tém maior
probabilidade de ter doenca grave e critica, enquanto as infectadas no 1° ou 2° trimestre t€ém
maior probabilidade de ter doenca ndo grave (p < 0,0001) (Tabela 6).

Tabela 6 — Gravidade da COVID-19 de acordo com o diagndstico de infecgdo por SARS-CoV-2 no trimestre da
gravidez das gestantes incluidas no estudo PROUDEST

Trimestre de gravidez do diagndstico de infec¢io
por SARS-CoV-2**

Total (n=260)

Gravidade da COVID-19* n (%) 1° (n=78) 2° (n=105) 3 (n=77) p
n (%) n (%) n (%)
Nao grave 224 (86.2) 75 (96.1) 94 (89.5) 55(71.4)
Grave 28 (10.7) 3(3.9) 10 (9.5) 15 (19.5) <0.0001
Critico 8(3.1) 0(0.0) 1(1.0) 7(9.1)

Fonte: elaborado pela autora

*QGravidade do COVID-19 de acordo com a classificagdo da Organizacdo Mundial da Satde (76). ** Trimestre de
gravidez do diagnostico de infecg@o por SARS-CoV-2: 1° = diagnostico de infec¢do por SARS-CoV-2 no primeiro
trimestre de gestagdo (4 a 13 semanas e 6 dias de gestagdo); 2° = diagndstico de infeccdo por SARS-CoV-2 no
segundo trimestre de gestacdo (14 semanas a 27 semanas e 6 dias de gestagdo); 3° = diagnostico de infec¢do por
SARS-CoV-2 no terceiro trimestre de gestacao (28 a 41 semanas e 6 dias de gestagdo). A analise comparativa foi
realizada pelo teste Qui-quadrado. A significancia foi considerada em valores de p < 0,05.
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Evidenciou-se também que as gestantes que estavam na fase aguda da COVID-19 no
momento do parto apresentaram gravidade da doenca significativamente maior do que as

mulheres que estavam na fase de convalescenca no momento do parto (p <0,0001) (Tabela 7).

Tabela 7 — Gravidade da COVID-19 de acordo com a fase da COVID-19 no parto das gestantes incluidas no
estudo PROUDEST

- *
Total (n= 260) Fase da COVID-19 no parto

Gravidade da COVID-19

n (%) Convalescente (n=240) Aguda (n=20)
n (%) n (%)
Nao grave 224 (86.2) 217 (90.4) 7 (35)
Grave 28 (10.7) 21 (8.8) 7 (35) <0.0001
Critico 8(3.1) 2 (0.8) 6 (30)

Fonte: elaborado pela autora
* Fase aguda = até 14 dias de inicio dos sintomas no parto; Fase convalescente = diagndstico de infec¢do por
SARS-CoV-2 no 1°, 2° e 3° trimestre de gravidez. Gravidade da COVID-19 de acordo com a classificagdo da
Organizacdo Mundial da Satde (76); A analise comparativa foi realizada pelo teste de tendéncia Cochran-
Armitage. A significancia foi considerada em valores de p < 0,05.

Outro achado clinico a ser destacado foi a associagdo significativa entre a fase aguda
da COVID-19 no parto ¢ a ocorréncia de parto prematuro (p =0,01) (Tabela 5), assim como
a evidéncia de que a maioria das mulheres com COVID-19 ndo grave teve parto a termo,
enquanto maior propor¢do de mulheres com COVID-19 grave ou critica tiveram parto

prematuro (p = 0,04) (Tabela 5).

Na analise multivariada, sem ajuste para as variaveis de controle, a fase da COVID-19
no parto e a gravidade da COVID-19 mostraram-se fatores significativos para a ocorréncia de
prematuridade (OR =3,14; IC 95% 1,18; 8,35; p=0,0217) (Tabela 8). Apds o ajuste do modelo
multivariado de acordo com idade, escolaridade, DMG, hipertensao arterial, pré-eclampsia,
doencas respiratérias e obesidade, houve aumento das razdes de chances, indicando que os
recém-nascidos de maes com COVID-19 grave ou critica no momento do parto tiveram 3,64
vezes mais chances de nascer prematuros do que aqueles nascidos de maes sem COVID-19

grave ou critica (OR = 3,64; IC 95% 1,26; 10,53; p=0,017) (Tabela 8).
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Tabela 8 — Modelagem da razdo de chances da idade gestacional no momento do parto de acordo com a
gravidade da COVID-19 de gestantes incluidas no estudo PROUDEST

OR nao

1 %%
Desfecho Comparacgoes Fatores ajustado P ((I)g 9aé](l);s)tado p
(IC 95%) 0
Idade Prematuro Grave & Critico
gestacional no Vs Vs ol 0.0217 - 0.017
parto Termo Nio grave* (1.18 - 8.35) (1.26 - 10.53)

Fonte: elaborado pela autora
OR = Razdo de Chances. *A gravidade da COVID-19 foi considerada de acordo com a classificagdo da Organizacdo
Mundial da Saude (76). Idade gestacional no parto definido como prematuro se idade gestacional < 37 semanas de idade
gestacional, a termo se parto entre 37 e 40 semanas e 6 dias de idade gestacional e pos-termo se parto com > 41 semanas
de idade gestacional *Modelo logit generalizado. ** Os intervalos de confianga de 95% (IC 95%) ajustados para idade,
escolaridade, diabetes mellitus gestacional, hipertensdo arterial sistémica, pré-eclampsia, doenga respiratoria e obesidade.

6.1.6 Desfechos clinicos nos recém-nascidos

O peso médio dos RN foi de 3.127 g (DP = 567, variando de 620 a 4.568 g). A média
do indice de Apgar no 1° minuto foi de 8,0 (mediana = 8,0, DP = 1,2, variando de 2 a 10), e a
média do indice de Apgar no 5° minuto foi de 8,9 (mediana = 9,0, DP = 0,7, variando de 5 a
10), sendo que 53 RN (20,3%) apresentaram indice de Apgar no 1° minuto <7 e 10 RN (3,5%)
apresentaram indice de Apgar no 5° minuto abaixo de 7 (3,5%) (Tabela 9).

A maioria dos RN (189) foi classificada como AIG, 34 foram classificados como PIG e
37 foram classificados como GIG (Tabela 9). Nao houve casos de malformacgao fetal entre as
gestantes que tiveram COVID-19 durante os diferentes trimestres da gravidez.

A taxa de mortalidade neonatal observada nesta coorte foi de 0,8%, correspondendo a
dois casos: um natimorto € um Obito neonatal precoce (Tabela 9). O caso de natimortalidade
ocorreu em uma gestante de 41 anos, multipara (G4), diagnosticada com COVID-19 grave na
31? semana de gestagdo. A paciente apresentava HAS e DMG classificado como Al. O parto
foi induzido com 38 semanas de gestacao, € o concepto nasceu com peso AIG, porém sem sinais
vitais. A necropsia fetal, associada a analise histopatoldgica da placenta, identificou hipoxia e
hemorragia multiorganica como causas do 6bito. O 6bito neonatal ocorreu ao 11° dia de vida e
foi atribuido a complicagdes da prematuridade extrema (26 semanas ¢ 1 dia), insuficiéncia
respiratoria e sepse neonatal. O recém-nascido era filho de uma primigesta de 26 anos,

diagnosticada com COVID-19 leve e portadora de incompeténcia istmocervical.
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Tabela 9 — Caracteristicas clinicas de recém-nascidos de maes infectadas com SARS-CoV-2 durante a gravidez

Parametro Fri?;,f:)mia
Sofrimento fetal agudo 28 (10.8)
Peso ao nascer *
Peso (g, média = DP) 3,127+567
Pequeno (PIG) 36 (13.8)
Adequado (AIG) 187 (71.9)
Grande (GIG) 37 (14.2)
Apgar no 1° minuto de vida
Escore (média + DP) 8+1.2
<7 53 (20.4)
>7 207 (79.6)
Apgar no 5° minuto de vida
Escore (média + DP) 9+0.7
<7 10 (3.8)
>7 250 (96.2)
Mortalidade neonatal 2 (0.8)

Fonte: elaborado pela autora
#O peso ao nascer foi classificado em pequeno (PIG), adequado (AIG) e grande (GIG) para a idade gestacional de
acordo com a classificagdo proposta pelo International Fetal and Newborn Growth Consortium for the 21st
Century ou INTERGROWTH-21st (79). A mortalidade neonatal inclui natimortos e 6bitos neonatais. Os resultados
sdo expressos como média + desvio padrao (DP) ou frequéncia (%).

O sofrimento fetal agudo, a classificagdo do peso ao nascer (PIG, AIG ou GIG) e o
escore de Apgar no 1° minuto < 7 ndo diferiram de acordo com o diagndstico de infec¢ao por
SARS-CoV-2 no trimestre da gestagdo (Tabela 10). Poucos RN (n = 10) apresentaram Apgar
de 5 minutos < 7, ndo sendo possivel estabelecer relagdo entre essa variavel e nenhum dos
fatores estudados.

No entanto, a anélise dos dados demonstrou associacao significativa entre a presenca de
sofrimento fetal agudo com a gravidade da doen¢a (p = 0,01) e com a fase aguda da
COVID-19 no momento do parto (p =0,04) (Tabela 10). Esses achados indicam que gestantes
com doenga grave e critica t€ém maior probabilidade de ter RN diagnosticados com sofrimento
fetal no momento do parto, assim como na fase aguda da COVID-19 (25,0%) em comparacao

a gestantes na fase de convalescenca (9,6%) (Tabela 10).
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Tabela 10 — Caracteristicas clinicas dos recém-nascidos de maes com infec¢ao por SARS-CoV-2 de acordo com
o trimestre da gravidez do diagndstico da infec¢do por SARS-CoV-2, gravidade da COVID-19 e fase da
COVID-19 no parto

Fase do COVID-19
no parto ***

Trimestre de gravidez no

diagnéstico de COVID-19+  Cravidade da COVID-15%

n (%)

n (%) n (%)
Parametros Nio
1° 2° 3° Grave Critico Convalescente Agudo
n=78 n=105 n=77 p grjn;;“ n=28 n=8§ p n=240 n=20 p
(30.0%) (40.4%) (29.6%) ?82 roy  (107%) (3.1%) (92.3%) (7.7%)
:‘g’flr(;f)“e““’ fetal 77y 11(105) 11(14.3)04120(8.9) 5(17.9) 3 (37.5) 0.01 23 (9.6) 5(25.0)  0.04
Peso ao nascer # 0.86 0.01 0.29
Pequeno (PIG) 12 (15.4) 14(13.3) 10 (13.0) 28 (12.5) 7(25) 1(12.5) 32 (13.3) 4(20.0)
Adequado (AIG) 53 (67.9) 78 (74.3) 56 (72.7) 166 (74.1) 18 (64.3) 3 (37.5) 176 (73.4) 11 (55.0)
Grande (GIG) 13 (16.7) 13 (12.4) 11 (14.3) 30(13.4) 3(10.7) 4(50.0) 32 (13.3) 5(25.0)
Apgar 1° minuto 0.54 0.32 0.25
<7 19(24.4) 19 (18.1) 15(19.5) 42 (18.8) 9 (32.1) 2(25.0) 47 (19.6) 6 (30.0)
>7 59 (75.6) 86 (81.9) 62 (80.5) 182 (81.2) 19 (67.9) 6 (75.0) 193 (80.4)  14(70.0)

Fonte: elaborado pela autora

# O peso ao nascer foi classificado como pequeno (PIG), adequado (AIG) e grande (GIG) para a idade gestacional
de acordo com a classificag@o proposta pelo International Fetal and Newborn Growth Consortium for the 21st
Century ou INTERGROWTH-21st (79) * Trimestre de gravidez no diagndstico de COVID-19 1° = diagndstico de
infecgdo por SARS-CoV-2 no primeiro trimestre da gestacdo (4 a 13 semanas e 6 dias de gestacdo); 2° =
diagnostico de infec¢ao por SARS-CoV-2 no segundo trimestre de gestacao (14 semanas a 27 semanas ¢ 6 dias de
gestacao); 3° = diagndstico de infeccdo por SARS-CoV-2 no terceiro trimestre de gestagdo (28 a 41 semanas e 6
dias de gestagdo). ** A gravidade do COVID-19 foi considerada de acordo com a classificagdo da Organizacao
Mundial da Saude (76). ***Fase aguda = até 14 dias de inicio dos sintomas no parto; Fase convalescente =
diagnostico de infecgdo por SARS-CoV-2 no 1°, 2° e 3° trimestre de gravidez. Os resultados sdo expressos como
média £ desvio padriao (DP) ou frequéncia (%). As analises comparativas foram realizadas por ANOVA ou testes
Qui-quadrado/Fisher. A significancia foi considerada em valores de p < 0,05.

Ajustando os modelos multivariados e de regressdo de acordo com idade, escolaridade,
DMG, hipertensao, pré-eclampsia, doenga respiratoria e obesidade, foi demonstrado que RN
nascidos de maes com COVID-19 grave ou critica eram mais propensos ao sofrimento fetal,
com risco 2,4 vezes maior, do que aqueles nascidos de maes com COVID-19 leve [RP = 2,40;

(IC 95% 1,06; 5,46); p = 0,036] (Tabela 11).

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas para o escore de Apgar no 5° minuto de
acordo com o diagnoéstico de infecgdao por SARS-CoV-2 no trimestre da gestagdo, gravidade da
COVID-19 e fase da COVID-19 no parto, a analise da razdo de prevaléncia demonstrou
associacgiio entre a fase da COVID-19 no momento do parto com o escore de Apgar no 1’
minuto <7 (Tabela 11). A modelagem de contagem ajustada para idade, nivel de escolaridade,
status de DMG, status de hipertensao arterial, status de pré-eclampsia, status de doenca
respiratoria e status de obesidade mostraram que os recém-nascidos de maes com fase aguda

de COVID-19 no parto tiveram 2,56 vezes mais chances de ter um escore de Apgar no 1°



70

minuto <7 do que os recém-nascidos de maes com fase convalescente de COVID-19 no parto
(RP =2,56; IC 95% 1,17; 5.56; p = 0,018). (Tabela 11).

Houve também associagdo significativa entre a gravidade da COVID-19 e a
classificagcdo do peso do RN (p =0,0166) no sentido de que a doenga grave foi associada a PIG,

a doenga ndo grave foi associada a AIG e a doenga critica foi associada a GIG ( Tabela 5).

Tabela 11 — Modelagem de contagem de sofrimento fetal agudo e pontuacdo de Apgar no 1° minuto < 7 de
acordo com a gravidade do COVID-19 e a fase da infeccao

RP nio ajustado® RP ajustado**
Resultado Fatores (IC 95%) p (IC 95%) P
Grave & Critico
Sofrimento fetal agudo Vs. 2.87 (1.32 - 6.21) 0.007 2.40 (1.06 -5.46)  0.036
Nao grave
~ Fase aguda
Pontuagdo de Apgar no Vs. 2.32(1.07 - 5.05) 0.032 2.56(1.17-5.56)  0.018

1° minuto < 7
Fase de convalescenga

Fonte: elaborado pela autora
RP = Razdo de Prevaléncia. IC = Intervalo de confianca. A gravidade da COVID-19 foi considerada de acordo
com a classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude (76) Fase aguda = até 14 dias de inicio dos sintomas no
parto; Fase convalescente = diagnostico de infec¢do por SARS-CoV-2 no 1°, 2° e 3° trimestre de gravidez. *
Modelo de regressdo de Poisson. **Razdo de prevaléncia ajustada por idade, escolaridade, diabetes mellitus
gestacional, hipertensdo arterial sistémica, pré-eclampsia, doenga respiratoria e obesidade com intervalo de
confianca de 95% (IC 95%).

6.2 RESULTADOS DA ANALISE RT-PCR PARA SARS-CoV-2 NO LIQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO DE GESTANTES NA FASE AGUDA DE COVID-19 -
ESTUDO PROUDEST

Como objetivo secundario, o estudo investigou a presenca do SARS-CoV-2 no liquido
cefalorraquidiano de gestantes com COVID-19 na fase inicial da infec¢do. Para isso, amostras
de LCR obtidas por pun¢do lombar durante a raquianestesia para parto cesariana foi submetida
a analise por RT-PCR para deteccao do virus. A seguir sao apresentados os resultados da analise
de RT-PCR para SARS-CoV-2 no liquido cefalorraquidiano de gestantes acometidas por
COVID-19, conforme dados da coorte PROUDEST.

6.2.1 Descri¢cdo da populacio estudada para investigacio de SARS-CoV-2 no LCR

Quatorze gestantes, cujos sintomas de COVID-19 iniciaram-se 4 a 18 dias antes do

parto, foram incluidas para pesquisa de RT-PCR para SARS-Co-2 no liquido cefalorraquidiano.
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Entre as 14 gestantes estudadas, dez tinham COVID-19 classificada como ndo grave, trés
COVID-19 severa e uma COVID-19 critica, de acordo com a classificagdo da Organizacao
Mundial da Saude (76). Onze gestantes acometidas por COVID-19 relataram anosmia,
disgeusia ou cefaleia, manifestacdes neuroldgicas associadas a infec¢do por SARS-CoV-2
(Tabela 12).

Tabela 12 — Caracteristicas clinicas e resultados da analise do RNA do virus SARS-CoV-2 por técnica RT-PCR
no liquido cefalorraquidiano de gestantes com COVID-19 incluidas no estudo PROUDEST

Dias
desde os
primeiros
sintomas | Intervalo
Sintomas até o entre os Resultado
neurologicos | parto e a | testes PCR® | da analise
Critérios (a qualquer | coleta do | nasofaringeo | PCR" do
N° diagnésticos | Severidade | momento) LCR* e LCR® LCR?
1 PCR® Severo Nenhum 4 Mesmo dia | Negativo
2 PCR® Nao grave | Anosmia, 5 Mesmo dia | Negativo
disgeusia
3 PCR® Nao grave | Cefaleia 6 3 dias Negativo
4 PCR® Nio grave | Cefaleia, 6 3 dias Negativo
anosmia,
disgeusia
5 PCR® Nao grave | Cefaleia 7 1 dia Negativo
6 PCR® Severo Cefaleia, 7 Mesmo dia | Negativo
anosmia,
disgeusia
7 Ac®e TCY | Critico® Nenhum 7 NA:® Negativo
8 TC¢ Nao grave | Cefaleia, 8 NA¢® Negativo
anosmia,
disgeusia
TCH Nio grave | Nenhum 9 NA:® Negativo
10 PCR® Severo f Anosmia. 12 Mesmo dia | Negativo
Convulsdes
tonico-
clonicas
generalizadas.
TC cerebral:
Sindrome de
encefalopatia
posterior
reversivel
11 TC¢ Nao grave | Anosmia, 13 NA¢® Negativo
disgeusia
12 PCR? Nao grave | Cefaleia 13 11 dias Negativo
13 Acce TC! |Nio grave |Cefaleia, 14 NA¢ Negativo
anosmia,
disgeusia
14 PCR® Nao grave | Anosmia, 18 18 dias Negativo
disgeusia

Fonte: elaborado pela autora
a- LCR, liquido cefalorraquidiano; b - PCR, reag@o em cadeia da polimerase; ¢ - Ac, anticorpos; d - TC, tomografia
computadorizada; e - 6bito no 18° dia pos-parto por insuficiéncia respiratoria; f - Obito no 13° dia pos-parto por
faléncia de multiplos 6rgdos, g - NA, ndo se aplica.
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Dentre as gestantes avaliadas neste estudo com COVID-19, estavam as pacientes que
evoluiram para 6bito - uma paciente com doenga critica que morreu 18 dias apds o parto devido
a insuficiéncia respiratoria e uma paciente com doenga severa cuja condigdo respiratdria estava
melhorando quando desenvolveu convulsdes tonico-clonicas generalizadas recorrentes € 0s
achados angiotomograficos indicaram sindrome de encefalopatia posterior reversivel sem sinais
de trombose ou hemorragia, levando a morte 13 dias apds o parto por faléncia de multiplos
orgaos.

A pesquisa de RT-PCR para SARS-Co-2 no liquido cefalorraquidiano foi negativa

em todas as pacientes estudadas. (Tabela 12)

6.3 RESULTADOS DA ANALISE DE MEDIADORES IMUNES SOLUVEIS
AVALIADOS NO SORO E LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO DE PARTURIENTES
ACOMETIDAS POR COVID-19 - ESTUDO PROUDEST

Como objetivo secundario, o estudo PROUDEST também buscou caracterizar os
mediadores imunes soluveis, tanto sist€émicos quanto compartimentados no liquido
cefalorraquidiano (LCR), em parturientes com COVID-19 nas fases aguda ou convalescente,
comparando-os com controles sauddveis. A seguir apresentamos os resultados da analise dos
mediadores imunes soliveis avaliados no soro e no LCR de parturientes acometidas por

COVID-19, conforme os dados da coorte PROUDEST.

6.3.1 Descriciao da populacio estudada para analise do perfil imunologico

Para este estudo, foram incluidas um total de 155 parturientes categorizadas em cinco
grupos referidos como: 1) "Aguda'" - parturientes com infec¢ao aguda por SARS-CoV-2 (até
14 dias de inicio dos sintomas no parto); ii) ""Precoce' - parturientes convalescentes por
COVID-19 com infec¢io prévia por SARS-CoV-2 adquirida no 3° trimestre gestacional;
1i1) "Intermediaria" - parturientes convalescentes por COVID-19 com infeccio prévia por
SARS-CoV-2 adquirida no 2° trimestre gestacional; iv) "Tardia" - parturientes
convalescentes por COVID-19 com infeccio prévia por SARS-CoV-2 adquirida no 1°
trimestre gestacional; e v) "HC" - grupo controle de referéncia composto por parturientes
saudaveis sem histéria clinica de COVID-19 associada a testes sorologicos negativos para

infeccdo por SARS-CoV-2 apds o parto. (Tabela 13)
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Tabela 13 — Caracteristicas clinicas das parturientes acometidas por COVID-19 em diferentes periodos da
gestacdo e de parturientes controle, incluidas para avaliag@o do perfil imunoldgico no estudo PROUDEST

COVID-19
Parametros Convalescente P
HC Aguda Precoce Inter Tardia
n=9 n=21 n=31 n=53 n=41
Idade, média (xDP) 32 (£5) 30 (£5) 32 (+6) 32 (£6) 29 (£7)  0.0886
DMG, n (%) 4 (44) 3(14) 13 (42) 19 (36) 16 (39) 0.2646
HAS, n (%) 2 (22) 3 (14) 6 (19) 12 (23) 7 (17) 0.9250
PE, n (%) 2(22) 4 (19) 2 (6) 2(4) 3(7) 0.1344

Fonte: elaborado pela autora

HC = grupo controle de referéncia composto por parturientes sem historia clinica e achados laboratoriais de
COVID-19; Aguda = parturientes com infec¢do aguda por SARS-CoV-2 (até 14 dias ap6s o inicio dos sintomas);
Precoce, Inter e Tardia = parturientes com COVID-19 convalescente com historia de infecgdo por SARS-CoV-2
no terceiro, segundo e primeiro trimestre gestacional, respectivamente. A idade é expressa em anos. DMG =
diabetes mellitus gestacional; HAS = hipertensao arterial sistémica; PE = pré-eclampsia. A idade foi comparada
por ANOVA seguida do pos-teste de Tuckey para comparagdes multiplas. Os dados categdricos foram comparados
pelo teste Qui-quadrado. Em todos os casos, considerou-se significancia em p < 0,05.

6.3.2 Amostra de soro e liquido cefalorraquidiano para composicio da analise do perfil

imunologico do estudo PROUDEST

Um total de 155 amostras de sangue total (10 mL cada) foram coletadas por pungao
venosa no momento do parto, utilizando-se tubos a vacuo sem anticoagulante (HC, n = 9;
Aguda, n =21; Precoce, n = 31; Intermediario, n = 53 e Tardio, n = 41).

Um total de 65 amostras de liquido cefalorraquidiano - LCR (0,5 mL cada) foram
coletadas por puncao lombar durante a raquianestesia para cesariana (HC, n = 6; Aguda, n = 8;

Precoce, n = 18; Intermediario, n = 11 e Tardio, n = 22).

6.3.3 Mediadores imunes soluveis em amostras de soro de parturientes com fases agudas

ou convalescentes de COVID-19

Os niveis de quimiocinas (CXCLS8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10),
citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-15, IL -17), citocinas
reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e fatores de crescimento (FGF-basico,
PDGF, VEGF, G-CSF, GM- CSF, IL-2, IL-7) foram medidos em amostras de soro coletadas
de parturientes com infec¢do aguda por SARS-CoV-2 e fases convalescentes de COVID-19

(Precoce, Intermediaria e Tardia) em comparagdo com parturientes controles saudaveis. Os
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resultados sdo apresentados na Figura 5. A andlise dos dados demonstrou que os niveis de
CCLS5, IL-1B e IL-15 estavam aumentados em todos os subgrupos de COVID-19 em
comparagao com controles saudaveis. Além disso, os niveis de CCL3, CCL4, CCL2, CXCLI10,
IL-6, IFN-y, IL-1Ra e FGF-basico apresentaram aumento significativo nos grupos de
convalescenga aguda, precoce e/ou intermedidria com niveis inalterados no grupo de
convalescenga tardia em relagdo ao HC. Adicionalmente, os niveis de IL-4, IL-9, IL-7, PDGF
e G-CSF permaneceram inalterados em todos os subgrupos de COVID-19 em comparagao com
HC. CXCLS8, CCL11, TNF-a, IL-12, IL-17, IL-5, IL-10, IL-13, VEGF, GM-CSF e IL-2
exibiram padrdes varidveis entre os subgrupos de COVID-19. Os dados sobre as moléculas do
sistema imune presentes no soro de mulheres em trabalho de parto com COVID-19 ativa ou em

fase de recuperagao podem ser vistos na Figura 5 a seguir.
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Figura 5 — Mediadores imunes soluveis de soro de parturientes com COVID-19 aguda ou convalescente
incluidas no estudo PROUDEST

Mediadores imunes soliveis em amostras de soro de parturientes com COVID-19 aguda ou convalescente
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Fonte: elaborado pela autora

HC = grupo controle de referéncia composto por parturientes saudaveis sem historia clinica e achados laboratoriais
de COVID-19; Aguda = parturientes com infeccdo aguda por SARS-CoV-2 (até 14 dias apds o inicio dos
sintomas); Precoce, Inter e Tardia = parturientes com COVID-19 convalescente com historia de infeccdo por
SARS-CoV-2 no terceiro, segundo e primeiro trimestre gestacional, respectivamente. Agudo (HE, n=21);
Convalescentes, referido como subgrupos: Precoce (B, n=31), Intermediario (Inter; £, n=53) ou Tardio (C,
n=41) em comparagdo a parturientes controles saudaveis (HC = B, n=9). Os resultados sdo apresentados em
graficos de box plot mostrando a mediana, intervalos interquartis e valores minimos e maximos de concentragao
sérica (pg/mL). A analise comparativa multipla foi realizada por Kruskal-Wallis seguida do pos-teste de Dunn.
Em todos os casos, considerou-se significincia em p<0,05. Diferengas significativas foram ressaltadas pelas letras
"a", "b", "c", "d" e "e" para comparag¢des com os grupos: HC, Agudo, Precoce, Intermediario e Tardio. Fundos de
cores foram usados para representar padrdes distintos de mediadores imunologicos da seguinte forma: (D) =
aumento significativo em todos os subgrupos de COVID-19 em comparagdo com HC; () = aumento significativo
nos grupos de convalescenca aguda, precoce e/ou intermediaria com niveis inalterados no grupo de convalescenca
tardia em comparagdo com HC; (L) = niveis inalterados em todos os subgrupos de COVID-19 em comparagio
com HC e (L)) = padrdes variaveis de mediadores soliiveis entre subgrupos.
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6.3.4 Mediadores imunes soluveis em amostras de LCR de parturientes com fases

agudas ou convalescentes de COVID-19

Os niveis de mediadores imunes soltiveis foram medidos em amostras de LCR coletadas
de parturientes com infec¢do aguda por SARS-CoV-2 ou fases convalescentes de COVID-19
(Precoce, Intermedidria e Tardia) em comparagdo com parturientes controle saudaveis. Os
resultados sao apresentados na Figura 6. Os dados demonstraram que CCL11, CCLS5, CXCL10,
TNF-o, IL-17, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, FGF-basico, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 e IL-7
apresentaram aumento significativo no grupo de convalescentes tardios em comparagdo com
outros subgrupos de COVID-19 e/ou HC. Por outro lado, CCL2, IL-6 e IL-1Ra exibiram
diminui¢do significativa no grupo de convalescentes tardios em comparagdo com outros
subgrupos de COVID-19. Os niveis de IL-1B, IL-12, IFN-y, IL-9 ¢ PDGF permaneceram
inalterados em todos os subgrupos de COVID-19 em comparagdo com HC. CXCLS, CCL3,
CCLA4 e IL-15 mostraram padrdes variaveis entre os subgrupos de COVID-19. Na Figura 6,
seguinte, apresentam-se os niveis de mediadores imunoldgicos soluveis no liquido
cefalorraquidiano de mulheres em trabalho de parto com COVID-19, tanto na fase aguda quanto

na fase de convalescenga.
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Figura 6 — Mediadores imunes no liquido cefalorraquidiano de parturientes com COVID-19 aguda ou
convalescente no estudo PROUDEST
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Fonte: elaborado pela autora

HC = grupo controle de referéncia composto por parturientes saudaveis sem historia clinica e achados laboratoriais
de COVID-19; Aguda = parturientes com infeccdo aguda por SARS-CoV-2 (até 14 dias apds o inicio dos
sintomas); Precoce, Inter e Tardia = parturientes com COVID-19 convalescente com historia de infeccdo por
SARS-CoV-2 no terceiro, segundo e primeiro trimestre gestacional, respectivamente. Agudo (HE, n=8);
Convalescentes, referido como subgrupos: Precoce (B8, n=18), Intermediario (Inter; T3, n=11) ou Tardio (=,
n=22) em comparagdo a parturientes controles saudaveis (HC = B8, n=6). Os resultados sdo apresentados em
graficos de box plot mostrando a mediana, intervalos interquartis e valores minimos e maximos de concentragao
de LCR (pg/mL). A analise comparativa multipla foi realizada por Kruskal-Wallis seguida do pos-teste de Dunn.
Em todos os casos, considerou-se significancia em p<0,05. Diferengas significativas foram ressaltadas pelas letras
"a", "b", "c", "d" e "e" para compara¢des com os grupos HC, Agudo, Precoce, Intermediario e Tardio,
respectivamente. Fundos de cores foram usados para representar padroes distintos de mediadores imunolégicos da
seguinte forma: (L) = aumento significativo no grupo de convalescentes tardios em comparacdo com outros
subgrupos de COVID-19 e/ou HC; (L) = diminui¢ao significativa no 1° em comparag@o com outros subgrupos da
COVID-19; (L)) = niveis inalterados em todos os subgrupos de COVID-19 em comparagdo com HC e =
padrdes variaveis de mediadores soluveis entre os subgrupos.
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6.3.5 Assinaturas gerais de mediadores imunologicos soluveis em amostras de soro e

LCR de parturientes com fases agudas ou convalescentes de COVID-19

As assinaturas dos mediadores imunes soluveis séricos e liquéricos foram construidas
como dados categdricos, relatados como a propor¢ao de parturientes com niveis acima dos
valores de corte e os resultados apresentados na Figura 7 e na Figura 8. As assinaturas de
mediadores soluveis séricos ascendentes foram montadas para selecionar o conjunto de
mediadores imunes que exibiam uma propor¢do de parturientes acima da zona cinzenta (>
50%).

O perfil geral de assinatura observado nas amostras de soro demonstrou que um amplo
conjunto de mediadores imunoldgicos apresentou niveis aumentados na infec¢ao aguda por
SARS-CoV-2, incluindo todas as quimiocinas (CXCLS8; CCL11; CCL3; CCL4; CCL2; CCLS5;
CXCL10) e 13 das 20 citocinas e fatores de crescimento (IL-1f; IL-6; TNF-a; IFN-y; IL-15;
IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-10; PDGF; VEGF; G-CSF; IL-2). Um claro declinio no conjunto de
mediadores imunologicos séricos foi observado durante a COVID-19 convalescente, com uma
diminui¢do progressiva com o intervalo de tempo entre a infecgao por SARS-CoV-2 ¢ o parto.
A maioria dos mediadores imunes soluveis séricos observados no grupo de convalescentes
tardios (TNF-a, IL-17, IL-10, IL-13, GM-CSF e IL-2) foram semelhantes aos relatados para
HC (Figura 7A e B).

A andlise das assinaturas dos mediadores soltiveis do LCR demonstrou que apenas um
pequeno conjunto de mediadores imunes apresentou niveis aumentados na infec¢ao aguda (IL-
1Ra; IL-4; IL-10; G-CSF) com aumento progressivo com o intervalo de tempo entre a infec¢ao
por SARS-CoV-2 e o parto, com maior numero de mediadores imunes observado no grupo
Convalescente tardio (CCL11; CCL5; TNF-a; IL-17; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13; VEGF;
G-CSF; GM-CSF; IL-7) em comparacao com outros subgrupos de COVID-19 (Figura 9A). Um
aumento nos mediadores imunes soluveis foi observado no LCR dos subgrupos convalescentes
em comparacao com o grupo agudo. Um aumento proeminente de citocinas pro-inflamatorias
e quimiocinas foi observado no LCR dos subgrupos Precoce e Intermediario, respectivamente.
O subgrupo Convalescente tardio apresentou um aumento mais proeminente de citocinas

reguladoras e fatores de crescimento em comparagdo com o grupo Agudo (Figura 8A e B).
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Figura 7A e B — Assinaturas globais de mediadores imunes soltiveis em amostras de soro de parturientes com
COVID-19 aguda ou convalescente incluidas no estudo PROUDEST
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Fonte: elaborado pela autora

HC = grupo controle de referéncia composto por parturientes saudaveis sem historia clinica e achados laboratoriais
de COVID-19; Aguda = parturientes com infeccdo aguda por SARS-CoV-2 (até¢ 14 dias apds o inicio dos
sintomas); Precoce, Inter e Tardia = parturientes com COVID-19 convalescente com historia de infec¢do por
SARS-CoV-2 no terceiro, segundo e primeiro trimestre gestacional, respectivamente. Assinaturas de quimiocinas
séricas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento foram montadas para
parturientes com infec¢do aguda por SARS-CoV-2 (Aguda = ® .- 21) ou parturientes com infec¢do prévia por
SARS-CoV-2, referidas como convalescentes: Precoce (@, n = 31), Intermediéria (*, n = 53) ou Tardia ( ,n=
41) em comparacio a parturientes controles saudaveis (HC = @, n = 9). Os niveis de mediadores imunes soluveis
foram quantificados por matriz multiplex de microesferas de alto rendimento. As assinaturas foram construidas a
partir da conversao de valores continuos obtidos em pg/mL em dados categoricos. Os resultados sdo apresentados
em graficos de pirulito mostrando a proporcdo (%) de parturientes com niveis de mediadores imunes soluveis
acima dos valores de corte definidos como a concentragdo mediana global de cada mediador solavel. Os
mediadores soluveis séricos que apresentaram propor¢do de parturientes acima de 50% (zona cinza) foram
incluidos no conjunto de mediadores imunes com niveis aumentados. As constru¢des do mapa de cores foram
montadas para ilustrar as assinaturas ascendentes de mediadores soluveis séricos dos subgrupos COVID-19 e HC.
Chaves de cores foram utilizadas para ressaltar o conjunto de mediadores soluveis séricos com proporgdo > 50%.
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Figura 8A e B — Assinaturas globais de mediadores imunologicos soliiveis em amostras de liquido
cefalorraquidiano de parturientes com COVID-19 aguda ou convalescente incluidas no estudo PROUDEST
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Fonte: elaborado pela autora

Assinaturas globais em liquido cefalorraquidiano (LCR) de quimiocinas, citocinas proé-inflamatorias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento montadas para parturientes com infec¢do aguda por SARS-CoV-2 - até 14
dias apos o inicio dos sintomas ou parturientes convalescentes com infecgdo prévia por SARS-CoV-2, referidas
como: Precoce, Intermediaria ou Tardia de acordo com os trimestres de gestacao (Terceiro, Segundo ou Primeiro,
respectivamente) em comparagao a parturientes controles saudaveis. Parturientes Agudas (@, n = 8); Parturientes
convalescentes: Precoce (@, n = 18), Intermediaria (Inter, ), n=11) ou Tardia ( , n=22) ; Parturientes controles
saudaveis (HC = @, n = 6). Os niveis de mediadores imunes soliveis foram quantificados por matriz multiplex de
microesferas de alto rendimento. As assinaturas foram realizadas mediante conversao de valores continuos obtidos
em pg/mL em dados categéricos. Os resultados sdo apresentados em graficos de pirulito mostrando a proporgao
(%) de parturientes com niveis de mediadores imunes soliveis acima dos valores de corte definidos como a
concentragdo mediana global de cada mediador soluvel. Os mediadores soliiveis do LCR que apresentaram
proporcao de parturientes acima de 50% (zona cinza) foram incluidos no conjunto de mediadores imunes com
niveis aumentados. As construgdes do mapa de cores foram montadas para ilustrar as assinaturas ascendentes de
mediadores soluveis séricos dos subgrupos COVID-19 ¢ HC. Chaves de cores foram utilizadas para ressaltar o
conjunto de mediadores soluveis séricos com proporgao > 50%.
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6.3.6 Circuitos de mediadores imunes soliveis em amostras de soro e LCR de

parturientes com fases agudas ou convalescentes de COVID-19

Com o objetivo de caracterizar ainda mais a interagdo entre mediadores soluveis no soro
e microambientes liqudricos em parturientes com fases agudas ou convalescentes de COVID-
19, circuitos de rede integrativa foram construidos como circuitos de cluster de quimiocinas,
citocinas pro-inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento. Foram calculados o
numero total de correlagdes e a frequéncia de conexdes intracluster, ¢ os resultados
apresentados nas Figuras 9 e 10. No geral, correlagdes moderadas e fortes (escores "r" variando
de 0,67 a 1,00) foram observadas entre os mediadores imunoldgicos séricos e do LCR.

A andlise dos circuitos de mediadores imunes soliiveis em amostras de soro demonstrou
que, no geral, o nimero de conexdes séricas foi maior para todos os subgrupos de COVID-19
(Agudo =372; Cedo = 220; Intermediario = 394 e Tardio = 396) em comparacao com controles
saudaveis (HC = 146), conforme Figura 9A. A andlise comparativa do intracluster demonstrou
ainda que os subgrupos COVID-19 apresentaram mais correlagdes envolvendo quimiocinas e
conectividade ligeiramente menor compreendendo fatores de crescimento em comparagao com
HC (Figura 9A e B). A andlise dos circuitos intracluster demonstrou maior envolvimento de
citocinas pro-inflamatdrias e menores conexdes envolvendo citocinas reguladoras durante a
infeccdo aguda por SARS-CoV-2 no parto. Por outro lado, observou-se um equilibrio oposto
para COVID-19 convalescente (Precoce, Intermediario e Tardio) que apresentou menores
correlagdes envolvendo citocinas pro-inflamatérias € maior conectividade mediada por

citocinas regulatorias, conforme demonstrado na Figura 9.
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Figura 9A e B — Circuitos de mediadores imunes soluveis em amostras de soro de parturientes com COVID-19
aguda ou convalescente incluidas no estudo PROUDEST
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Fonte: elaborado pela autora
Circuitos de rede abrangentes foram montados para quimiocinas séricas (C), citocinas pro-inflamatorias (P),
citocinas reguladoras (R) e fatores de crescimento (GF) medidos em amostras de soro coletadas de parturiente com
infeccdo aguda por SARS-CoV-2 até 14 dias ap6s o inicio dos sintomas (Aguda = HE, n = 21) ou parturientes
convalescentes por COVID-19 com infecgdo prévia por SARS-CoV-2, referidas como subgrupos: Precoce (B8, n
= 31), Intermediaria (Inter; =3, n = 53) ou Tardia (CJ, n = 41) de acordo com os trimestres de gestacao (Terceiro,

Convalescente
CovID-19
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Os niveis de mediadores imunes soluveis foram quantificados por matriz multiplex de microesferas de alto
rendimento. Os circuitos de mediadores soliiveis séricos foram construidos com base na analise de correlagdo
(testes de postos de Spearman) entre pares de mediadores soluveis. Apenas correlagdes significativas (p < 0,05)
foram empregadas para construir os quatro circuitos de cluster (quimiocinas = C; citocinas pro-inflamatorias = P;
citocinas regulatorias = R e fatores de crescimento = GF) usando o software de cddigo aberto Cyfoscape. O nimero
total de correlagdes e a frequéncia dentro de cada cluster sdo fornecidos na figura. Os fundos de cores dos circuitos
ressaltam a contribuigdo proporcional (%) de cada cluster para o numero total de correlagdes. Os graficos de linhas
ilustram a analise comparativa das frequéncias de correlacao dentro de cada cluster entre os subgrupos.

A analise de circuitos de mediadores imunes soltiveis em amostras de LCR também
demonstrou maior numero de conexdes no LCR para todos os subgrupos de COVID-19 (Agudo
= 194; Cedo = 356; Intermediario = 160 e Tardio = 384) em comparacdo com controles
saudaveis (HC = 138), como consta na Figura 10A. A andlise da conectividade intracluster
mostrou uma tendéncia de queda na conectividade envolvendo citocinas regulatorias e fatores
de crescimento para todos os subgrupos de COVID-19 convalescentes em comparagdo a
infeccdo aguda por SARS-CoV-2 no parto e HC. Por outro lado, foi observado aumento da
conectividade envolvendo quimiocinas e citocinas pro-inflamatdrias para todos os subgrupos
de COVID-19 convalescentes em comparagdo com a infec¢ao aguda por SARS-CoV-2 no parto

e HC, apresentado nas Figura 10A e B.
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Figura 10 A e B — Circuitos de mediadores imunes insoliiveis em amostras de liquido cefalorraquidiano de parturientes com
COVID-19 aguda ou convalescente incluidas no estudo PROUDEST
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Circuitos de rede abrangentes foram montados para quimiocinas (C) do liquido cefalorraquidiano (LCR), citocinas
pro-inflamatorias (P), citocinas reguladoras (R) e fatores de crescimento (GF) medidos em amostras de soro
coletadas de parturiente com infecgdo aguda por SARS-CoV-2 até 14 dias apds o inicio dos sintomas (agudo =
B, n = §) ou parturientes convalescentes por COVID-19 com infeccdo prévia por SARS-CoV-2, referidas como:
Precoce (B, n = 18), Intermediario (Inter; =3, n = 11) ou Tardio (3, n = 22) em comparagdo com parturientes
de controle saudaveis (HC = B, n = 6). Os niveis de mediadores imunes soluveis foram quantificados por matriz
multiplex de microesferas de alto rendimento. Os circuitos de mediadores soluveis do LCR foram construidos com
base na analise de correlagdo (testes de postos de Spearman) entre pares de mediadores soliveis. Apenas
correlagoes significativas (p < 0,05) foram empregadas para construir os quatro circuitos de cluster (quimiocinas
= C; citocinas pro-inflamatérias = P; citocinas regulatdrias = R e fatores de crescimento = GF) usando o software
de codigo aberto Cytoscape. O numero total de correlagdes e a frequéncia dentro de cada cluster sdo fornecidos na
figura. Os fundos de cores dos circuitos ressaltam a contribui¢do proporcional (%) de cada cluster para o nimero
total de correlagdes. Os graficos de linhas ilustram a analise comparativa das frequéncias de correlagdo dentro de
cada cluster entre os subgrupos.

6.3.7 Resumo das alteracoes nos mediadores imunes soluveis em amostras de soro e

liquido cefalorraquidiano de parturientes com COVID-19 nas fases aguda e convalescente

Um resumo das concentragdes gerais, assinaturas de mediadores imunoldgicos e
circuitos integrativos de mediadores imunes soliveis foi obtido para analise comparativa entre
amostras de soro e LCR obtidas na infec¢do aguda por SARS-CoV-2 no parto, COVID-19
convalescente (precoce, intermediario e tardio), bem como parturientes de controle saudaveis,
conforme apresentado na Figura 11. Os escores Z foram calculados para normalizar os dados e
mapas de cores foram construidos para analise comparativa entre os compartimentos. Os
resultados demonstraram um perfil invertido para amostras de soro e LCR. No compartimento
sérico, foi observado um aumento de mediadores imunoldgicos soltiveis na infec¢ao aguda por
SARS-CoV-2 em comparagdo com HC, com um declinio dos subgrupos COVID-19
convalescentes precoces para tardios. Por outro lado, no compartimento do LCR, foi observada
uma diminui¢do dos mediadores imunoldgicos soluveis na infec¢do aguda por SARS-CoV-2
em comparagdo com o HC, com um aumento progressivo dos subgrupos de COVID-19
convalescentes precoces para tardios, como pode ser visto na figura 11A.

As assinaturas dos mediadores imunes foram compiladas para permitir comparacdes
entre os conjuntos de mediadores soluveis com niveis aumentados nos compartimentos sérico
e liquorico entre os subgrupos, o que ¢ mostrado na Figura 11B. Corroborando os resultados
expressos nas concentragoes gerais, as assinaturas do mediador imunolégico demonstraram um
perfil invertido para amostras de soro e LCR. No compartimento sérico, um conjunto
aumentado de mediadores imunes soliiveis foi observado na infec¢ao aguda por SARS-CoV-2
em comparag¢dao com HC, com um declinio dos subgrupos COVID-19 convalescentes precoces
para os tardios. Por outro lado, no compartimento do LCR, um conjunto reduzido de mediadores

imunologicos soluveis foi observado na infec¢cdo aguda por SARS-CoV-2 em comparagdao com
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HC, com um aumento progressivo dos subgrupos COVID-19 convalescentes precoces para
tardios, o que consta na figura 11B.

A andlise descritiva dos circuitos integrativos foi realizada para comparar a frequéncia
de correlagdes intracluster entre os subgrupos (Figura 11C). Os resultados mostraram perfis
distintos de conectividade entre mediadores soluveis no soro em comparacdo com O
compartimento do LCR. Em detalhes, as quimiocinas exibiram uma frequéncia aumentada de
correlagdes em subgrupos convalescentes de COVID-19 em comparagao com HC. Os fatores
de crescimento mostraram uma ligeira diminui¢do na frequéncia de correlagdes nos subgrupos
de COVID-19 convalescentes em comparacdo com o HC. Perfis opostos de conectividade
envolvendo citocinas pro-inflamatdrias e regulatorias foram observados nos compartimentos
sérico e liquorico. Observou-se uma diminui¢do da conectividade envolvendo citocinas pro-
inflamatérias e um aumento das correlacdes que compreendem citocinas reguladoras no
compartimento sérico da COVID-19 aguda para a convalescente. Por outro lado, o aumento da
frequéncia de correlagdes envolvendo mediadores pro-inflamatérios com um envolvimento
diminuido de citocinas reguladoras foi a marca registrada do microambiente do LCR de

COVID-19 agudo a convalescente, demonstrado na Figura 11C.
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Figura 11A, B e C — Resumo das alteracdes nos mediadores imunolégicos soluveis em amostras de soro e
liquido cefalorraquidiano de parturientes com COVID-19 aguda ou convalescente incluidas no estudo
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Fonte: elaborado pela autora

Uma imagem instantdnea de (A) as concentragdes gerais, (B) assinaturas de mediadores imunolédgicos e (C)
circuitos integrativos de mediadores imunes soliiveis (quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento) foi composto para amostras de soro e liquido cefalorraquidiano (LCR)
coletadas de parturientes com infec¢do aguda por SARS-CoV-2 até 14 dias apds os sintomas (Agudo = B, soro
= 21; LCR = 8) ou parturientes convalescentes de COVID-19 com infecgdo prévia por SARS-CoV-2, referidas
como: Precoce (B, soro = 31; LCR = 18), Intermediario (Inter; =3, soro = 53; LCR = 11) e tardio (1, soro = 41;
LCR =22) em comparagdo com parturientes controles saudaveis (HC = B, soro = 9; LCR = 6). Para resumir as
principais mudangas observadas na concentracdo geral de mediadores soliveis nos compartimentos sérico e
liquérico, foi aplicada a normaliza¢do dos escores Z e construidos mapas de cores para calcular o nimero de
mediadores soliiveis com escore Z >5 em cada compartimento. Os resultados sdo apresentados em graficos de
linhas para ilustrar a andlise comparativa entre os subgrupos. As assinaturas dos mediadores imunes foram
compiladas para permitir comparacdes entre os conjuntos de mediadores soliveis com niveis aumentados nas
amostras de soro e LCR de cada subgrupo. Os graficos de linhas ilustram o ritmo dos mediadores soluveis
observados no soro e no LCR entre os subgrupos. Os circuitos integrativos foram comparados considerando a
frequéncia de correlagdes dentro de cada cluster de rede (quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento). Os graficos de pirulito ilustram a analise comparativa das frequéncias de
correlagdo entre os subgrupos.
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6.3.8 Nuvens de correlacio de mediadores imunes soluveis em amostras de soro e liquido

cefalorraquidiano de parturientes com fases agudas ou convalescentes de COVID-19

Com o objetivo de identificar os conjuntos de mediadores imunoldgicos que conduzem
o padrdo dicotomico observado no soro e no LCR, foi realizada uma analise de correlograma
usando os valores medianos detectados da infec¢ao aguda por SARS-CoV-2 em direcgdo as fases
convalescentes da COVID-19 (Precoce, Intermediaria e Tardia). As nuvens de correlagao
cruzada foram projetadas para destacar os conjuntos de mediadores imunologicos envolvidos
em corregdes negativas ou positivas. Os resultados sdo apresentados na Figura 12. No geral,
fortes correlagdes (escores "r" variando de 0,91 a 1,00) foram observadas entre os mediadores
imunes sé€ricos € do LCR. A andlise dos dados demonstrou que a IL-7 estava envolvida em um
perfil equilibrado de correlagdes negativas e positivas. Por outro lado, IL-5, IL-2, TNF-a e IL-
17 foram associados a correlagdes positivas e, portanto, ndo contribuiram efetivamente para
direcionar os perfis dicotdmicos do soro e do LCR. Digno de nota, os resultados apontaram que
CXCLS, CCLS, IL-4, CXCL10 e IL-9 compuseram o conjunto de mediadores imunes com alto
numero de correlagcdes negativas (+6), representando as moléculas mais relevantes que
impulsionam os perfis dicotomicos observados entre os compartimentos sérico e liquorico
(Figura 12). Esses biomarcadores imunologicos podem representar alvos potenciais para

estratégias terapéuticas em parturientes com COVID-19.



89

Figura 12 — Nuvens de correlacdo de mediadores imunes soluveis em amostras de soro e liquido
cefalorraquidiano de parturientes com COVID-19 aguda ou convalescente incluidas no estudo PROUDEST
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Fonte: elaborado pela autora

Mapas de correlag@o cruzada foram montados para compilar os correlogramas de mediadores imunes soluveis a
partir de amostras de soro e liquido cefalorraquidiano coletadas de parturientes com infeccdo aguda por SARS-
CoV-2 até 14 dias apds o inicio dos sintomas (aguda, n = 8) ou parturientes convalescentes por COVID-19 com
infeccdo prévia por SARS-CoV-2, referidas como subgrupos precoce (n = 18), intermediario (n = 11) ou tardio (n
= 22). Os niveis de mediadores imunes soluveis foram quantificados por matriz multiplex de microesferas de alto
rendimento. Os correlogramas foram construidos com base na andlise de correlago (testes de Spearman) entre
pares de mediadores imunes medidos em amostras de soro ¢ LCR. Correlagdes significativas (p < 0,05) foram
empregadas para construir mapas de correlogramas baseados em glifos em forma de elipse para correlagao negativa
(W) ou positiva () usando o pacote "corrplot" do software R (Project for Statistical Computing Version 3.0.1).
O numero de correlagdes foi usado para projetar nuvens excéntricas usando a plataforma de software de cddigo
aberto Cytoscape (disponivel em https://cytoscape.org). Trés conjuntos de mediadores imunes foram organizados
com base no numero de correlagdes (0-2 anel externo; 3-5 anel intermediario e +6 = cluster interno) de acordo
com a chave de cores fornecida na figura.
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7 DISCUSSAO

7.1 Contexto epidemiologico das variantes do SARS-COV-2 no periodo do estudo

Nosso estudo — que recrutou pacientes entre maio de 2020 e maio de 2021 — foi
conduzido em um periodo caracterizado pela circulagdo simultinea de multiplas linhagens do
SARS-CoV-2 no Brasil (10,12,82—-84).

No inicio desse periodo, predominaram as linhagens B.1.1.28 ¢ B.1.1.33 ¢, no final de
2020, emergiu a VOI Zeta (P.2), seguida pela VOC Gama (P.1), detectada pela primeira vez
em Manaus (Brasil), e que se tornou a variante dominante durante a segunda onda no inicio de
2021. Em maio de 2021, a VOC Alpha (B.1.1.7) também estava presente, embora com
circulacao mais limitada. Essas variantes apresentavam mutagdes distintas, especialmente na
proteina spike, associadas a maior transmissibilidade, redu¢do da neutralizagdo por anticorpos
previamente existentes e, em alguns casos, a quadros clinicos de maior gravidade (83—85).

Hé evidéncias de que os desfechos maternos e neonatais foram piores durante a onda da
variante Delta da pandemia de SARS-CoV-2, em comparacao aos periodos anteriores, contudo
0 nosso estudo incluiu majoritariamente gestantes infectadas por variantes Alpha ou pré-Delta

com a maior parte dos partos realizados entre julho de 2020 a margo de 2021 (86-88).

7.2 Sintomas associados a COVID-19

Na revisdo sistematica do PregCOV-19, tosse e febre foram os sintomas mais comuns
de COVID-19 em mulheres gravidas, enquanto dispneia, mialgia, ageusia e diarreia foram
menos comuns (55)O estudo PRIORITY revelou que tosse, dor de garganta, mialgia e febre
foram os sintomas iniciais mais prevalentes em gestantes infectadas (89).

Em nosso estudo, diferentes sintomas de COVID-19 foram observados nas gestantes
estudadas variando de acordo com o trimestre em que ocorreu a infeccdo e a gravidade da
doenca. Anosmia, coriza e/ou congestao nasal, cefaleia, ageusia e mialgia foram os sintomas
mais comuns relatados durante a fase aguda da COVID-19 e, em geral, foram associados a

doenca ndo grave. Febre e dispneia estavam associadas a maior gravidade da doenga.
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7.3 Taxa de cesarea

Uma metandlise analisou 602 mulheres a partir de 42 estudos publicados
majoritariamente do inicio da pandemia, entre janeiro e maio de 2020, e os resultados mostrou
que a estimativa combinada para o parto vaginal foi de apenas 8,07% (IC 95% = 4,39% a
12,74%). Em muitos casos, a infeccdo por SARS-CoV-2 foi isoladamente utilizada como
indicacdo para a cesarea, mesmo sem deterioragao clinica materna ou fetal (90). Tal estudo
destacou ainda que a via vaginal nao foi associada a piores desfechos e que a indicacao de
cesariana deve se restringir a critérios obstétricos classicos ou agravamento do quadro clinico,
evitando riscos desnecessarios as mulheres e aos recém-nascidos (90).

Fatores como o receio de transmissdo vertical, preocupagdes com complicacdes
respiratorias € o desejo de reduzir a exposi¢ao da equipe médica também influenciaram a
decisdo. No entanto, a escolha pela cesariana ndo se justificou por diferencas nos desfechos
maternos ou neonatais, como mortalidade, admissdo em unidade de terapia intensiva ou
infeccao neonatal (90).

Em nosso estudo, a taxa de cesarea foi de 60,8%, superior a média mensal de parto
cesarea no Hospital Universitario de Brasilia entre os anos 2015-2020 que ¢ de 43%, mas bem
abaixo do elevadissimo percentual citado na metandlise acima citada (90). Uma possivel
explicagdo ¢ o fato de o estudo ter sido conduzido em hospitais universitarios, que adotaram,
com a avangar da pandemia, as recomendagdes do Ministério da Saude do Brasil, as quais
desaconselham a indicagdo de parto cesarea com base apenas no diagnostico de COVID-19

91).

7.4 Resultados clinicos adversos da infeccio por SARS-COV-2 nas gestantes e

neonatos

Como a gravidez causa alteragdes mecanicas, fisioldgicas e imunologicas no corpo das
mulheres, a gestagdo aumenta potencialmente a suscetibilidade a doengas infecciosas,
complicagdes associadas e resultados adversos, incluindo uma resposta alterada a infecg¢ao por
SARS-CoV-2 (92-99).

No estudo aqui apresentado, a infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez associou-
se a desfechos maternos e neonatais adversos, especialmente entre gestantes no 3° trimestre,
naquelas na fase aguda da infec¢do por SARS-CoV-2 durante o parto e nas que tinham a forma

grave ou critica da doenga.
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Trabalho de parto prematuro, sofrimento fetal agudo e um escore de Apgar no 1° min
de vida do RN < 7 foram associados a fase aguda da COVID-19 no parto e/ou maior severidade
da doenga, e gestantes infectadas por SARS-CoV-2 no 3° trimestre tiveram maior probabilidade
de ter doenga grave e critica.

Outros estudos também sugeriram que a infec¢do por SARS-CoV-2 durante a gravidez
estd associada a varios resultados adversos, incluindo parto cesarea, pré-eclampsia, parto
prematuro, natimorto € baixo peso ao nascer, especialmente entre gestantes com COVID-19
grave, no final da gestacdo ou com COVID-19 no momento do parto .(98,100-107) O Estudo
de Coorte Multinacional INTERCOVID, compreendendo 43 centros em 18 paises, revelou que
a COVID-19 estava associada a riscos aumentados de pré-eclampsia/eclampsia (1,7 vezes),
parto prematuro (1,6 vezes), baixo peso ao nascer (1,5 vezes) e morbidade neonatal grave (2,6
vezes) (54). O registro COVI-PREG revelou riscos aumentados de resultados adversos e
maternos, incluindo parto prematuro, necessidade de oxigénio, hospitalizagao e internagdo em
unidade de terapia intensiva - UTI, em mulheres gravidas infectadas com SARS-CoV-2 (53).

Tais desfechos podem ser explicados por diversos mecanismos subjacentes aos efeitos
adversos da infeccao por SARS-CoV-2 no feto e na placenta, incluindo problemas relacionados
a hipoxia, resposta imune excessiva, inflamacdo alterada e trombose.

O dano placentario, evidenciado por anormalidades histoldgicas relacionadas ao SARS-
CoV-2, pode comprometer o fluxo sanguineo fetal e levar a insuficiéncia placentaria. Essas
anormalidades, caracterizadas principalmente por deposi¢do significativa de fibrina perivilosa
e intervilosite histiocitica cronica, sao chamadas de placentite por SARS-CoV-2 e podem
ocorrer mesmo sem infec¢do placentdria (108—111). Alteracdes na interface materno-fetal
durante a infeccao sistémica ligadas a uma condi¢ao inflamatoria na placenta podem servir para
proteger a placenta e o feto da infeccdo; no entanto, essas mudangas também t€m o potencial
de conduzir a mudangas patoldgicas com consequéncias adversas para a prole, como hipoxia e
sofrimento fetal (112,113).

Um desfecho materno adverso observado neste estudo de coorte se destacou: diabetes
mellitus gestacional.

Verificou-se que um numero elevado de gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2
apresentou DMG (35,8%). Em uma meta-analise de mulheres antes da pandemia de COVID-
19 que usou os critérios diagndsticos da International Association of Diabetes in Pregnancy
Study Group’s Criteria - IADPSG para DMG, a prevaléncia global de DMG foi de 14,2% (IC
95%: 14,2—-14,3%). Em paises de renda baixa, média e alta, as taxas de prevaléncia foram de

14,7% (IC 95%: 12,9-16,7%), 9,9% (IC 95%: 9,0-10,1%) e 14,4% (IC 95%: 14,3-14,4%),
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respectivamente, e essas taxas foram muito menores do que as evidenciadas em nosso estudo
(114). Outros estudos também relataram um aumento significativo da prevaléncia de DMG em
mulheres gravidas durante a pandemia de COVID-19 (107,115). Estudos sugerem que o SARS-
CoV-2 pode desencadear hiperglicemia e diabetes mellitus por meio de sua interagdo com 0s
receptores da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), resultando em danos as células das
ilhotas pancreaticas (115). Esse resultado pode aumentar o risco de resultados maternos e
perinatais adversos de curto prazo, incluindo distocia de ombro, macrossomia fetal, cesariana,
disturbios hipertensivos, hipoglicemia neonatal e internagdao de neonatos na unidade de terapia
intensiva.

Em nosso estudo, a prevaléncia de pré-eclampsia em mulheres gravidas infectadas com
SARS-CoV-2 foi de 6,15%, semelhante ao descrito em estudos de prevaléncia global (2-8%)
(116,117). Outros estudos demonstraram um risco aumentado de pré-eclampsia em mulheres
gravidas com COVID-19, sugerindo que o SARS-CoV-2 induz efeitos nas células endoteliais
via receptor ACE2 e co-receptor TMPRSS2, causando disfun¢do endotelial, alterando a
integridade vascular e levando a hiperinflamacao e hipercoagulabilidade - mecanismos
imunopatolégicos sobrepostos entre COVID-19 e pré-eclampsia (57,118). O estudo
longitudinal prospectivo INTERCOVID mostrou um aumento da incidéncia de PE em gestantes
com COVID-19 (8,1%), em comparagdo a gestantes nao diagnosticadas (4,4%), especialmente
em mulheres nuliparas; a associagdo parecia ser independente de condicdes preexistentes e
outros fatores de risco, como obesidade, diabetes e hipertensao (54). Em uma metanalise com
dados coletados até¢ meados de 2021, a infeccao materna por COVID-19 mostrou estar ligada a
um aumento de aproximadamente 60% no risco de pré-eclampsia (OR 1,6) em comparagdo a
gestantes sem COVID-19 (57).

Observou-se ainda associacdo estatisticamente significativa entre a gravidade da
infeccdo por SARS-CoV-2 e a classificagdo do peso do recém-nascido. Especificamente,
gestantes com COVID-19 grave tiveram maior frequéncia de recém-nascidos PIG. De forma
inesperada, casos classificados como criticos mostraram associagdo com recém-nascidos
grandes para a idade gestacional - GIG. Essa ultima associagdo nao encontra respaldo
fisiopatologico claro na literatura atual. A presenca de recém-nascidos GIG em contextos de
doenca materna critica ¢ biologicamente improvavel, uma vez que condigdes associadas a
hipoxemia sistémica, inflamagao sistémica e disfun¢do placentaria — caracteristicas comuns
em casos graves e criticos de COVID-19 — tendem a prejudicar o crescimento fetal, ndo a
promové-lo. Uma possivel explicagdo para esse achado pode estar relacionada a viés de

classificagdo ou amostragem, dado o numero reduzido de casos criticos e potencial efeito do
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acaso. Portanto, ainda que o resultado tenha alcancado significAncia estatistica, sua
interpretacdao deve ser feita com cautela, ndo sendo possivel atribuir causalidade direta entre
doencga critica e maior peso fetal sem investigacdo adicional. Mais estudos com amostras
maiores ¢ controle rigoroso de fatores de confusdo sdo necessarios para esclarecer essa

associacao.

7.5 Impacto da COVID-19 na mortalidade materna

No presente estudo, que incluiu apenas gestantes ndo vacinadas, a taxa de mortalidade
referente a circulacdo das cepas SARS-CoV-2 B.1.1.28 e B.1.1.33 (variante Alpha) foi de 0,7%
(2 em 260 mulheres); 0bitos ocorridos exclusivamente no puerpério. Se considerarmos apenas
as participantes com doenca grave e critica (36 das 260 gestantes), a taxa de mortalidade foi de
5,55% (2 de 36 mulheres).

A infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gestacdo foi associada a um aumento
significativo da mortalidade materna em diversos contextos globais. No Brasil, esse impacto
foi particularmente severo: a taxa de mortalidade materna por COVID-19 elevou-se de 5% em
2020, para 10% em 2021, com posterior redu¢do apds o inicio da vacinagdo em gestantes em
abril de 2021 (51,119-122).

Um estudo conduzido por Takemoto et al. evidenciou a gravidade do impacto da
COVID-19 sobre a mortalidade materna no Brasil ja nos primeiros meses da pandemia. Entre
fevereiro e junho de 2020, foram registrados 978 casos de gestantes e puérperas com sindrome
respiratdria aguda grave - SRAG associada a COVID-19, dos quais 124 evoluiram para 6bito
— uma taxa alarmante de mortalidade de 12,7%, consideravelmente superior a média global
descrita na literatura. O estudo apontou ainda que mais de 20% das mulheres que faleceram nao
foram admitidas em unidades de terapia intensiva - UTI e 14,6% ndo receberam qualquer
suporte ventilatorio, sugerindo falhas criticas no acesso a cuidados intensivos. A mortalidade
foi mais elevada entre puérperas do que gestantes (86) . Outro estudo de coorte retrospectivo
com 1.386 gestantes brasileiras revelou que a infec¢cdo na gravidez aumentou em mais de 18
vezes o risco de morte materna (RR 18,73; IC 95%: 11,07-31,69) (87).

Diferencas marcantes foram observadas entre paises de alta renda e paises de baixa e
média renda. Uma revisdo sistemdtica envolvendo 10.582 gestantes com COVID-19
demonstrou que mulheres em paises de baixa renda apresentaram riscos significativamente
maiores de aborto (OR 6,2; IC 95%: 3,43—12,44), 6bito materno (OR 7,8; IC 95%: 4,90-13,16)
e natimortalidade (OR 2,0; IC 95%: 1,17-3,57), além de infec¢ao neonatal (OR 1,8; IC 95%:
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1,33-2,59) e pneumonia neonatal (OR 7,5; IC 95%: 3,16-21,80), quando comparadas as de
maior renda (123).

Dentre os fatores contribuintes, destaca-se que a pandemia interrompeu o acesso a
servicos essenciais de saide materno-infantil nos paises de baixa renda, como demonstrado por
uma revisao que incluiu 45 estudos de 28 paises. Foram observadas redugdes nas consultas pré
e pés-natais, nos atendimentos de planejamento familiar e nos niveis de vacinacao infantil, além
de aumento nos Obitos neonatais precoces. Esses impactos foram exacerbados por barreiras
estruturais, medo da contaminagdo, escassez de profissionais e insumos, e dificuldades
econdmicas e logisticas (124).

Uma revisao sistematica global, com 169 estudos e mais de 319 mil gestantes infectadas
por SARS-CoV-2, estimou uma taxa de mortalidade materna de 0,87% (IC 95%: 0,64%—
1,16%), com ampla variagdo geografica. A andlise de sensibilidade mostrou variagdes
dependente da metodologia dos estudos: 0,70% em estudos prospectivos e 2,00% em registros
populacionais. As maiores taxas foram observadas na Africa Subsaariana (3,48%) e na América
Latina e Caribe (3,16%), e as menores na América do Norte (0,22%) e em paises de alta renda
(0,19%). A grande maioria dos oObitos (98,6%) foi diretamente atribuida a COVID-19,
reforcando o papel da infec¢do viral como causa de mortalidade materna nesse periodo. (125)

Esses achados destacam a necessidade de estratégias globais e locais para mitigar riscos,
como a prioriza¢ao da vacinagdo, o acesso oportuno a tratamentos eficazes e o fortalecimento
dos sistemas de saude materna, sobretudo em contextos de maior vulnerabilidade

socioecondmica.

7.6  Manifestacdes neurologicas associadas a COVID-19: investigacio da presenca do

virus SARS-COV-2 no liquido cefalorraquidiano

Em geral, o sistema nervoso central - SNC ¢ considerado um local imunoprivilegiado
com interagdes neuroimunes complexas que ocorrem durante condi¢cdes homeostaticas e
patologicas (126).

Diversos estudos apontam que manifestacdes neurologicas ocorrem em até 35% dos
pacientes hospitalizados por COVID-19, entretanto, o mecanismo fisiopatologico das
condi¢des neuroldgicas associadas ao COVID-19 ainda ndo ¢ totalmente conhecido
(27,66,127). Diferentes mecanismos tém sido propostos para explicar como o SARS-CoV-2
poderia acessar o sistema nervoso central (SNC), incluindo a migragdo transcelular mediada

pelo receptor ACE2, a passagem paracelular através do endotélio vascular, a infeccao de células
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capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), ou ainda, a progressdo direta via
nervo olfatdrio e placa cribriforme (128). Alteragdes pré-existentes no SNC também poderiam
comprometer a integridade da BHE, favorecendo a entrada viral (129).

Entretanto, apesar dessas hipdteses, a deteccdo do RNA viral no liquido
cefalorraquidiano (LCR) tem sido rarissima em pacientes com COVID-19. Em uma metanalise
que avaliou 339 pacientes com resultados disponiveis de PCR para SARS-CoV-2 no LCR,
apenas trés apresentaram positividade, refor¢cando a hipotese de que a invasao direta do SNC
pelo virus nao seja o principal mecanismo responsavel pelas manifestagdes neurologicas (68).

O estudo aqui apresentado avaliou gestantes com sintomas neurologicos nas fases
iniciais da COVID-19, com coletas de LCR entre o 4° e o 18° dia apds o inicio dos sintomas.
Em todas as amostras, o PCR para SARS-CoV-2 no LCR foi negativo (67). Sugere-se, portanto,
que os sintomas neuroldgicos observados — como cefaleia, anosmia e disgeusia — sao mais
provavelmente secundarios a resposta inflamatoria sist€émica do que a invasdo viral direta do
SNC. A anosmia, por exemplo, tende a ser transitoria, com recupera¢dao rapida, o que ¢
incompativel com danos neuronais diretos, € parece estar relacionada a lesdes no epitélio
olfatério, onde ha expressao de ACE2 nas células sustentaculares, mas ndo nos neurdnios
sensoriais (128).

Evidéncias crescentes apontam para um mecanismo imunomediado, com consequente
neuroinflamagdo, como a principal via fisiopatologica das manifestagdes neurologicas da
COVID-19 e apontam alteragdes consistentes nos perfis de citocinas no LCR de pacientes com
COVID-19, mesmo na auséncia de detecgao viral. (127,130-132).

Na coorte prospectiva aqui apresentada, a investigacao da presenga do SARS-CoV-2 no
liquido cefalorraquidiano (LCR) foi realizada ainda no inicio da pandemia, periodo em que a
deteccao do virus nesse compartimento permanecia incerta e controversa. Até entdo, os estudos
com analise de LCR restringiam-se, em sua maioria, a pacientes em estagios mais avangados
da doenca, considerando que manifestacdes neuroldgicas graves costumam se manifestar
tardiamente. A realizacdo da puncdo lombar para anestesia raquidiana durante a cesariana
representou uma oportunidade inica para avaliar a presenca do virus no LCR na fase aguda da
infeccdo. O resultado negativo da pesquisa viral motivou, posteriormente, uma analise
aprofundada dos marcadores imunoldgicos nesse compartimento. Os achados obtidos
sustentam a compreensao atual de que os efeitos neurologicos associados a COVID-19 sao
predominantemente mediados por mecanismos imunes, € ndo pela agdo citopatica direta do

virus no sistema nervoso central.
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7.7  Analise do perfil imunologico de parturientes acometidas por SARS-COV-2 na

gestaciao

A gravidez compreende uma condigdo imunologica tinica associada a um estado pro e
anti-inflamatorio distinto (60). As alteragdes fisiologicas durante a gravidez t€m efeitos
significativos no sistema imunoldgico e a COVID-19 durante a gravidez desencadeia uma
resposta imune desequilibrada que pode contribuir para complicagdes tardias na fase pods-
sintomatica da doenga (65).

No presente estudo, realizamos uma caracterizagdo aprofundada do perfil de mediadores
imunoldgicos em amostras de soro ¢ LCR de parturientes com COVID-19, abrangendo o
espectro de estagios agudos e convalescentes da infeccao adquirida em trimestres gestacionais
distintos. Abordagens distintas de minera¢ao de dados foram empregadas para obter um retrato
instantaneo dos microambientes sistémicos e compartimentados associados aos estagios agudos
e convalescentes do COVID-19. Nossos dados mostraram um perfil dicotdmico geral de
quimiocinas entre os microambientes sérico e liquorico. As parturientes com infec¢ao aguda e
convalescente por SARS-CoV-2 exibiram padrdes distintos de mediadores imunologicos no
soro e no LCR.

Notavelmente, nossos resultados evidenciaram uma resposta inflamatoria sistémica
exacerbada — com perfil compativel com uma “tempestade de citocinas” — nas amostras de
soro do grupo Agudo de parturientes com COVID-19, em concordancia com achados prévios
(19,62) Os niveis elevados de mediadores inflamatérios observados na fase aguda apresentaram
um declinio progressivo ao longo da convalescenga, refletindo a resolu¢do da resposta imune
inicial. No entanto, ainda s3o escassas as informagdes sobre as alteracdes longitudinais desses
parametros imunolédgicos em gestantes com COVID-19.

Uma possivel hipotese ¢ que a diminuicao dos mediadores soliveis possa representar o
estabelecimento de mecanismos regulatérios mediados pelos componentes anti-inflamatérios
do sistema imunologico durante a gravidez (133). Um estudo anterior realizado com amostras
do estudo PROUDEST mostrou que a infec¢do por SARS-CoV-2 adquirida no 1° trimestre da
gravidez levou a niveis mais baixos de mediadores soluveis em comparacao a infecgdes
adquiridas no 3° trimestre da gravidez (65). Este cenario distinto pode potencialmente impactar
o declinio observado desde a fase de convalescenga precoce - infec¢do adquirida no 3° trimestre
- até a fase de convalescenga tardia da COVID-19 - resultante de infec¢des adquiridas durante
o 1° trimestre de gravidez.

Em contraste com o perfil observado nas amostras de soro, notamos um aumento
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progressivo de mediadores soluveis no LCR desde a infeccdo aguda até a COVID-19
convalescente. Esse fenomeno pode representar uma consequéncia da disfuncdo endotelial
devido a ativagdo imunoldgica persistente. A infecgdo por COVID-19 pode causar
complicagdes extrapulmonares que persistem apds a recuperagdao, incluindo déficits
neuroldgicos devido a complicagdes vasculares mediadas pelo excesso de citocinas pro-
inflamatorias (65).

No presente estudo, ndo investigamos biomarcadores associados ao dano as células
endoteliais nem monitoramos o estado neuroldgico das parturientes ou de seus filhos ao longo
do tempo. Outros estudos sugerem que a infeccdo materna por SARS-CoV-2 durante a gravidez
pode afetar o desenvolvimento do cérebro da prole, particularmente em regides cerebrais
relacionadas a linguagem e comunicacao social (134). Nosso grupo de pesquisa publicou um
estudo derivado da coorte PROUDEST, no qual avaliamos, por meio de neuroimagem, recém-
nascidos de parturientes incluidas no estudo. O objetivo foi monitorar alteracdes cerebrais
pedidtricas associadas a infec¢do materna por SARS-CoV-2, tanto em sua fase aguda quanto
convalescente, adquirida em diferentes trimestres gestacionais (135).

A andlise de neuroimagem incluiu dados morfométricos, hemodinamicos e de
elasticidade do tecido cerebral obtidos por meio de ultrassonografia de alta frequéncia,
englobando imagens em escala de cinza craniana, estudos de Doppler colorido e espectral, além
de elastografia cerebral baseada em ultrassom, com avaliagdo de regides especificas de
interesse: substancia branca superficial e profunda, substancia cinzenta cortical, corpo caloso e
ganglios da base. A infec¢ao por SARS-CoV-2 durante a gravidez foi associada a alteragdes
encefalicas em uma proporg¢do relevante de recém-nascidos, especialmente quando a infec¢ao
materna foi adquirida no periodo periparto (até 14 dias do inicio dos sintomas no parto). Os
achados de neuroimagem mostraram que a infeccdo materna estava relacionada ao
envolvimento predominante da substancia branca profunda cerebral, com hiperecogenicidade
regional e reducdo dos coeficientes de elasticidade, sugerindo um comprometimento regional
na integridade ou na quantidade de mielina cerebral.

As principais alteracdes foram observadas quando as infec¢des maternas por SARS-
CoV-2 ocorreram nos ultimos 14 dias de gestagdo (135). Os presentes achados mostraram que
as parturientes durante a infeccdo aguda e convalescente precoce apresentaram niveis mais
elevados de mediadores imunes séricos. Nesta linha, levantamos a hipdtese de que o amplo
conjunto de mediadores imunologicos aumentado na infec¢do aguda por SARS-CoV-2, levando
a um estado hiperinflamatério sist€émico, pode estar associado a um prejuizo no

neurodesenvolvimento em descendentes apos a infec¢cdo materna por SARS-CoV-2.
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Como parte do protocolo PROUDEST, também houve a oportunidade de quantificar os
niveis de mediadores soluveis em amostras de soro materno pareado a sangue do cordao
umbilical dos mesmos neonatos nascidos de parturientes inscritas na presente investigacao.
Embora ndo se acredite que ocorra transferéncia transplacentaria de mediadores soliveis
maternos em humanos, o microambiente imunolégico materno pode interferir no perfil do
neonato. Esta declaracdo de hipdtese direcionou o curso de um estudo e a exploragao de dados
que estao atualmente em processo de publicacao.

A andlise das assinaturas dos mediadores imunes ¢ dos circuitos de correlagao
integrativa também reforgaram os perfis distintos observados entre as amostras de soro e LCR.
Esses perfis dicotomicos sugeriram uma impressionante falta de semelhangas entre o soro e o
LCR, sugerindo que os biomarcadores imunoldgicos sistémicos podem nao refletir o estado
imunologico do SNC, reforcando a relevancia dos estudos de microambientes
compartimentados. Nesse cendrio divergente, mapas de correlograma e andlise de nuvens de
correlacdo apontaram um conjunto de moléculas que supostamente impulsionam os perfis
dicotdmicos entre soro ¢ LCR, incluindo quimiocinas (CXCLS8, CCL5, CXCL10) e citocinas
reguladoras (IL-4 e IL-9). Essas moléculas podem representar biomarcadores subjacentes ao
crosstalk entre soro e LCR e podem ter implicagdes importantes para futuras propostas
terapéuticas para cendrios agudos e convalescentes de COVID-19 em parturientes.

A amostragem paralela de sangue periférico e liquido cefalorraquidiano representa uma
abordagem unica para medir perfis de biomarcadores compartimentados e permite a andlise
comparativa de padroes comuns e seletivos identificados em amostras de soro e LCR. Poucos
relatos se concentraram na analise paralela de perfis imunoldgicos no soro e no LCR durante a
infeccdo por SARS-CoV-2 (68,127,130,131,136,137). Além disso, ha falta de informagdes
sobre os mediadores inflamatdrios no soro e no LCR de gestantes ou parturientes afetadas pela
COVID-19. A maioria dos estudos foi realizada na populagdo em geral e se concentrou
particularmente na ocorréncia de COVID longa ou nas manifestagdes neurologicas tardias pds-
infeccdo aguda (138-140).

De fato, a resposta imune sistémica exacerbada desencadeada pela infec¢ao por SARS-
CoV-2 pode contribuir para a lesdo do sistema nervoso central durante a infec¢dao aguda ou
disfuncdo neuroldgica tardia (27). Foi proposto que as barreiras disfuncionais do SNC,
incluindo a barreira hematoencefalica e a barreira hematoencefélica, "abrem a porta" para a
interferéncia entre o sistema imunoldgico nervoso periférico e central e também sao reguladas
pelo ambiente inflamatério (129).

Estudos prévios encontraram niveis elevados de CXCLS8 e IL-6 no soro e no LCR de
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pacientes com neuro-COVID (136). Especificamente, enquanto niveis elevados de CCL2 sdo
identificados exclusivamente no LCR, niveis aumentados de CXCL10, CCL9, IL-1Ra ¢ IL-10
ocorrem secletivamente em amostras de soro. Esses achados lancam luz sobre a intrincada
interacdo da interface entre soro e LCR de pacientes neuro-COVID durante a infeccao aguda e
ressaltam a importancia de caracterizar os perfis sist€émicos e compartimentados do LCR
associados as manifestagdes neuroldgicas do COVID-19 (68).

Uma revisdo sistematica abrangente da resposta imune compartimentada do LCR
indicou que, entre os marcadores investigados, surgiram observagdes impressionantes,
apontando que CXCLS8, CXCL2, CXCL10, IL-6, IL-10, IL-2, IL-4, IL-18 estdo elevados no
SNC de pacientes com manifestagdo neurologica associada a COVID-19. Nao obstante,
concluiu que ainda nao ¢ possivel definir os mecanismos precisos envolvidos na lesdo neuronal
e na geracdo de sintomas neurologicos (68). Outros estudos sugeriram que a ativagao
imunoldgica, possivelmente desencadeada por danos e reparos vasculares continuos, pode
desempenhar um papel nas consequéncias a longo prazo das alteracdes cognitivas associadas
ao COVID-19 (138,139,141).

Durante a fase p6s-aguda, marcadores inflamatorios como CXCL10, IL-6 e TNF-a tém
sido associados a sintomas persistentes de COVID-19 e desempenham um papel na
interferéncia neuroimune associada a efeitos neuropsiquiatricos duradouros de COVID-19
(138). No entanto, os dados sobre a conexdo entre biomarcadores de ativagdo imunologica,
lesdao neurologica e sintomas neurologicos durante a fase pos-aguda ainda sao limitados (142).

O comprometimento neurologico ¢ uma das sequelas mais frequentes experimentadas
por pacientes com COVID longo, na qual sintomas semelhantes aos da COVID-19 persistem
ou se desenvolvem apoés a infec¢do aguda (143) . De fato, a “névoa cerebral” ¢ uma condi¢ao
pos-COVID-19 que ndo pode ser explicada por um diagndstico alternativo, em vez disso, ¢ um
termo abrangente para a ampla gama de consequéncias para a saude fisica e mental
experimentadas por alguns pacientes apos a infeccdo por SARS-CoV-2 (143) . Foi proposto
que uma "assinatura inflamatéria" no LCR pode estar associada a névoa cerebral persistente
observada mais tardiamente em relagdao aos primeiros sintomas da COVID-19. Pacientes com
sintomas cognitivos persistentes apés COVID-19 leve apresentaram niveis mais altos de
marcadores inflamatorios no LCR em comparacdo com controles cognitivos recuperados da
infeccdo por SARS-CoV-2 (132). Os mecanismos associados ao fendmeno da névoa cerebral
sao desconhecidos e mais investigagdes sao necessarias para conectar as respostas imunes
periféricas e nervosas centrais. Além disso, ainda ndo estd claro quais mediadores imunes

séricos ou do LCR estdo relacionados a mecanismos relacionados 8 COVID longa ou podem
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representar biomarcadores prognoésticos relevantes da gravidade da doenga.

Em conjunto, nossos achados revelaram um cendrio divergente de mediadores imunes
soluveis entre o soro ¢ o liquido cefalorraquidiano, destacando a complexidade das respostas
imunes desencadeadas pela infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gestacdo. A andlise paralela
dos perfis imunolégicos nos compartimentos periférico e central demonstrou uma dicotomia
notavel entre a atividade aumentada de citocinas no soro durante a fase aguda e a elevagdo
progressiva de mediadores soltiveis no LCR na fase convalescente, o que sugere uma intrincada
interacdo entre os ambientes imunoldgicos sist€émico e do sistema nervoso central.
Biomarcadores imunolégicos como CXCLS8, CCLS, IL-4, CXCL10 e IL-9 apresentaram um
perfil dicotomico com correlagcdes negativas significativas entre os compartimentos, 0 que
implica que sua utilizagdo como alvos terapéuticos deve considerar cuidadosamente as
particularidades de cada ambiente imunologico. Os niveis elevados de mediadores no soro
durante a infec¢do aguda sugerem um quadro de hiperinflamagdo sistémica, enquanto a
persisténcia de mediadores no LCR em estagios tardios da convalescenga pode refletir ativagao
imunologica sustentada no SNC, possivelmente associada a manifestagdes neurologicas pos-
COVID-19.

Dessa forma, torna-se evidente a necessidade de se considerar as respostas imunes
compartimentadas na elucidagdo da fisiopatologia do COVID-19, sobretudo em populagdes
vulneraveis como as gestantes. A incorporacao do perfil de biomarcadores imunoldgicos séricos
e liquoricos pode potencialmente orientar praticas clinicas mais precisas e contribuir para a
mitigacdo de desfechos adversos relacionados a neuroinflamagao em gestacdes acometidas pela
COVID-19.

Estudos longitudinais adicionais sdo imprescindiveis para esclarecer os impactos de
longo prazo da infec¢dao por SARS-CoV-2 na saude materna e neonatal, especialmente no que
tange ao envolvimento neurologico e as consequéncias no desenvolvimento infantil. A
publica¢do dos resultados do brago BORN do estudo PROUDEST, que acompanhara os filhos

de gestantes infectadas até os cinco anos de idade, certamente trard valiosas contribuigdes.

8 POSSIVEIS LIMITACOES DO ESTUDO

A amostra ndo incluiu gestantes assintomaticas, uma vez que, no inicio da pandemia, os
testes diagndsticos estavam disponiveis apenas para pacientes sintomaticas, em virtude da
escassez de recursos publicos. Além disso, a coleta de dados foi realizada majoritariamente

durante a circulacdo das variantes B.1.1.28 e B.1.1.33 do SARS-CoV-2, o que pode limitar a
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generalizacdo dos achados, considerando que diferentes variantes podem induzir distintas
manifestagdes clinicas e respostas imunologicas.

Outra limitacao diz respeito ao desenho observacional com comparagdes multiplas, sem
controle para potenciais variaveis de confusdo, como comorbidades, gravidade da infecgao,
estado nutricional e outras condi¢des clinicas que podem influenciar os niveis de mediadores
imunes. Ademais, ndo foi conduzida uma andlise de seguimento das parturientes com o objetivo
de identificar possiveis manifestagdes neuroldgicas de longo prazo, como a névoa cerebral,
frequentemente observada em pacientes com COVID-19 persistente. Essa condi¢do, cuja
fisiopatologia permanece parcialmente elucidada, pode estar associada a ruptura da barreira
hematoencefilica e a inflamacao sistémica sustentada, fendmenos ja descritos em individuos
com comprometimento cognitivo pos-COVID-19, entretanto ainda nao se sabe se essas
alteragcdes podem ser antecipadas ou correlacionadas com perfis especificos de biomarcadores
imunolégicos séricos ou do LCR.

O presente estudo também apresenta importantes fortalezas. Trata-se de uma coorte
prospectiva conduzida no contexto inicial da pandemia, periodo no qual os dados clinicos e
epidemiologicos ainda eram escassos. A investigacao seguiu um protocolo rigoroso, com
exclusdo de pacientes com outras infec¢cdes concomitantes ou vacinadas contra o SARS-CoV-
2, 0 que reduz a ocorréncia de viés de selecdo. A coleta sistematica de dados durante os periodos
gestacional, periparto e pos-parto, mesmo diante de significativos obstaculos logisticos,
conferiu robustez e qualidade ao banco de dados analisado.

Uma contribuicao peculiar deste estudo foi ter analisado os efeitos da COVID-19 em 65
amostras de LCR de mulheres gravidas, o maior nimero publicado nesse grupo populacional
até o presente momento. A descricdo de um padrdo especifico de resposta imunologica,
divergente do observado no soro, foi um achado inédito no estudo dos efeitos da infecgao por

SARS-CoV-2 na gestacdo.
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9 CONCLUSAO

A realizacao de estudos de coorte durante o inicio da pandemia de COVID-19 enfrentou
diversos desafios metodologicos, €ticos e operacionais. O carater emergencial da crise sanitaria
exigia respostas rapidas, o que favoreceu inicialmente a predomindncia de estudos
observacionais retrospectivos, relatos de caso e séries de casos com amostras pequenas € sem
controle adequado de viés. A auséncia de protocolos previamente estruturados e a sobrecarga
dos sistemas de satde dificultavam a padronizacao e a continuidade da coleta de dados
prospectivos. Além disso, havia incertezas quanto aos riscos da infec¢ao pelo SARS-CoV-2 em
populacdes vulneraveis, como gestantes, o que gerava hesitagdo na inclusdo dessas mulheres
em estudos clinicos e demandava rigorosos cuidados éticos.

Adicionalmente, o receio por parte das equipes de saude em atender pacientes infectadas
por SARS-CoV-2, motivado pelo medo de contaminacdo e agravado pela escassez inicial de
equipamentos de protecao individual, impds obstaculos adicionais ao acolhimento, abordagem
clinica e realizagdo de exames complementares. Tal contexto exigiu o estabelecimento de
protocolos rigidos de biosseguranca, com intensificagdo das medidas de higiene e adaptacao
dos fluxos de atendimento para garantir a prote¢do de profissionais e participantes.

As restri¢des logisticas impostas pelas medidas de distanciamento social e isolamento
também dificultavam o recrutamento e o seguimento presencial das participantes, exigindo
adaptagdes por parte das pacientes e equipe de pesquisa.

Mesmo frente a essas limitagdes, o desenvolvimento de estudos prospectivos como o
PROUDEST foi fundamental para gerar evidéncias mais solidas e confidveis sobre os efeitos
da infec¢do ao longo da gestagdo e seus desfechos maternos, perinatais e infantis.

Os achados deste estudo evidenciam que a infeccdo por SARS-CoV-2 durante a
gestagdo constitui um fator de risco importante para desfechos obstétricos e neonatais adversos,
com impacto mais acentuado em gestantes infectadas no terceiro trimestre, na fase aguda da
doenca ao parto ou que evoluiram com quadros graves e criticos.

Complementariamente, nossos resultados evidenciaram auséncia de copias virais do
SARS-CoV-2 no liquido cefalorraquidiano de gestantes acometidas por COVID-19, além de
perfis contrastantes de mediadores imunoldgicos nos compartimentos sistémico e neurologico,
refletindo a complexidade da resposta imune materna frente ao virus. A avaliagdo simultanea
de marcadores no soro ¢ no liquido cefalorraquidiano revelou uma diferenciagdo marcante:
enquanto a fase aguda foi caracterizada por niveis elevados de citocinas no sangue periférico,

a fase convalescente demonstrou incremento progressivo de mediadores inflamatorios no LCR.
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Essa dualidade aponta para uma comunicacdo dindmica e especializada entre os sistemas imune
periférico e central, reforcando a necessidade de estratégias diagndsticas e terapéuticas que
considerem as especificidades de cada compartimento fisiologico.

Tais resultados reforcam a necessidade de reconhecimento da gestante como grupo
prioritario para agdes de prevengdo e cuidado, sobretudo em cendrios de alta circulacdo viral.
Ao identificar subgrupos mais vulneraveis, associar fatores clinicos a gravidade dos desfechos
e avaliar mecanismos imunoldgicos envolvidos na infeccdo por SARS-CoV-2 durante a
gestagdo, este estudo contribui de forma relevante para o aperfeicoamento das estratégias de

vigilancia, manejo clinico e politicas de saude direcionadas a populacdo obstétrica.

10 PERSPECTIVAS

Considerando as especificidades do cenério pandémico e o perfil das variantes do
SRAS-CoV-2 em circulacdo, os achados aqui apresentados sdo relevantes para a compreensao
dos desfechos obstétricos e neonatais associados a infec¢ao por SARS-CoV-2.

Entretanto, diante da natureza dinamica da pandemia, com o surgimento continuo de
novas variantes e lacunas na cobertura vacinal global entre gestantes, torna-se imperativo o
investimento continuo em sistemas de vigilancia epidemioldgica e em estudos multicéntricos
prospectivos com acompanhamento a longo prazo que permitam acompanhar a evolugdo dos
riscos maternos € perinatais.

A continuidade dessas investigacdes ¢ essencial para a avaliagdo dos possiveis efeitos
diretos da infec¢do viral ou da resposta inflamatéria materna sobre o desenvolvimento fetal e
neonatal, assim como o monitoramento longitudinal dos recém-nascidos para avaliagdo do
impacto no neurodesenvolvimento. Nos anos vindouros, os resultados do brago BORN do
estudo PROUDEST e de outras coortes prospectivas que continuam acompanhando os filhos
de gestantes infectadas certamente trardo mais luzes sobre os efeitos a longo prazo da infecgao

pelo SARS-COV na gravidez.
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Abstract

The present study infended %o characierue the cinical featumes and cutcomes of
SARS-CoV.-2 infection at distinct pregnancy trimesiers. A total of 260 pregnant
women with SARS.CoV/-2 infection at any pregnancy trimesier wer enrolled in 2
prospective follow-up study. Clinical features wem mcorded betwoen the SARS-
Co\-2 infection diagnosis towards delivery and postpartum penod. ANOVA and Chi-
square/Fisher tests, Bi- and multivariale analyses weme performed to verily the efiect
of predictors on disease cutcome, adjusied for $he pregestational vaniables. Data
demonstrated that anosmia (64.6%), nasal congesson/discharge (61.6%), headache
(60.8%), ageusa (58.5%) and myalgia (58.5%) were the most common symptoms
obaerved amongst pregnant women with non-severe COVID-18. Fever (44.6%) and
dyspnea (36.5%) wem associaed with higher discase sowerity. Gestational diabetes
melitus (35.8%), systemic anteral hyperension (18.1%), preterm delvery (11.5%)
and superimposed preeclampsia (6.2%) wem reported as adverae pregnancy out-
comes amongst prognant women with COVID-19. Parturients with acue COVID-19
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and pregnant women infecied at the 3* trimesier presented mom severe or crifcal
outcomes as compared to those infecied at 2% and 1% tnmesters. Preterm labor
(Ocdds Rasio=3.64), acute fetal distmss (Prevalence Ratio= 2.40) and Apgar 1% min-
ule score s 7 (Prevalence Ratio=2.56) were adverse outcomes mporied in partunients
with acute COVID-19 and $hose with severe or criical cutcomes. Together these
findings demonstrated that SARS-CoV-2 infection during prgnancy was associated
with relevant matemal and neonatal adwerse outcomes. The understanding of the
dinical and obste ¥ric outcomes of COVID-19 during pregnancy can provide insights
fo establish the most suitable approach for ciinical management of pregnant women.

Introduction

Since the intal cutbreak of Coronavirus Disease-2018 (COVID-19), caused by
severe acule mespiratory syndrome coronavirus iype 2 (SARS-CoV-2), the numbers
of confrmed cases and reports of mortality/mortadity have continuously increased
worldwide. The World Health Organzation (WHO) declard COVID- 18 a pandemic,
which has boen lasting for more than 3years [1L.2].

Globally, there have been 777,368,928 confirmed COVID-18 cases, including
7,087,731 deaths, repored to the WHO until February 2%, 2025 [3] Accerding %o the
Brazilian Obste¥ric Observatory, as of February 207, 2026, amongst the 2,247 377
COVID-18 cases reported in Brazil, 25,3277 cases weme dagnosed in prognant and
postpartum women (1%) [4].

At the onaet of the pandemic, e real impacts of COVID- 19 on pregnancy, mater-
nal and fetal health, puerperium, as well as the conseguences on the long-term
development of children born %o women infecied during pregnancy, were comple tely
unknown [2.8] As the COVID-18 pandemic progesaed, pregnant women wer con-
sderd at high-risk for complications and disease severity, similar to other coronavi-
rus infections cubeaks [5,6].

Muiticenter studies evaluating maternal and perinatal cutcomes following SARS-
Co\-2 infection during and the postpartum period include $he REBRACO
Study Group [7] COVEPREG Cohort [8], INTERCOVID Multnational Cohort Study
[5] and others. Moreower, all the outcomes of SARS-CoV-2 inflection during preg-
nancy and the postpartum pernicd ax sl unclear.

In $his context, we conducied a prospective cobart study induding pregnant
women infected by SARS-CoV.-2 during any pregnancy timester, mierred as PReg-
nancy Ollcome and child Development — Efiects of SARS-CoV-2 infecton Trial
(PROUDEST), which analyzd efiectve clinical and epidemiclogical data collecton
[10]. The present study was designed fo provide multiple deliverables, induding
primary and secondary outcomes. The primary goal focused on describing the dinical
characienstics and makermal and perinatal outcomes of women infected with SARS-
Co\-2 during any pregnancy trimester. The secondary outcome aimed at providing
supporting evidence regarding the associations between makemal and perinatal
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outcomes with i) pregnancy trimester of SARS.Col-2 infection diagnosis i) the seventy of COVID-18 during pegnancy or
i#) acute or corvalescent phase of COVID-19.

Study design

The present study was camied out accerding % the ethical panciples stated in the Helsinki Declaration invalving maearch
with human beings. The protocol was submitied and approved by $e InstituSonal review board of the medical faculty
of e Universidade de Brasilia (CAAE 32359620.0.0000.5558) in May 2020, with additional approval by the Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) in October 2021. All participants have provided writien informed consent prior
inclusion in the study. The study was registered on the Braziian dinical trials platform (Rede Brasileira de Ensaios Clini-
cos — REBEC; hitps e nsaiosclinicos gov.berg RBR 65gxs?) in Seplember 2020. All relevant data are avaiable in the
Harvard Dataverse repository 2024, “Repli™ hitps Vda org/ 10 7TO1VDVNCOHOUY.

This is a prospective cohort study in the Brazifan Federal District (Brazl) that included pregnant women aged > 18
years nfecied by SARS-CoV-2 duning any pregnancy trimesier. The particpants wem mcruited as non-probabiistc
corvenence sampling, from May 2020 to May 2021 and followed prospectvely from July 2020 to December 2021.
Recruitmentwas conducted primarily fhrough digital channels, including instituSional websites, social media platiormns, and
professional networks. InstituSonal dissemination: an invitation 1o participate in the study was posied on oficial websites
and internal bulletins of participating academic and healthcame institutions of Brasila, Federal District, Brazil. Sccial media:
we utifzed platforms such as Instagram and Facebook %o circulate $he study invitaton. Posts included a beef description
of e study objectives, eligitality ariteria, and a phone number to schedule the frst clinical study visit. Professional and
academic groups: we shamd the study rvitation in closed messaging groups and online communities (e.g., WhatsApp
groups) that induded students, healthcame Frainees, and professionals, partioulary those rvohed in university hospitals
or public healh services. Snowball technique: we also encouraged participants and contacts fo sham $he invitation with
thair peers, which further expanded the mach of cur sample. Whie we adknowledge the inherent limitations of this strat-
egy. including the potential for selection bias and reduced generalz ability, we adopied this approach o maximue mach
during a period when in-person recruitment was not feasibie due % the public health orisis context. To mitigate bias, we
sought to diversiy dissemination channels and target a broad range of particpants from dilesnt regions, institutions, and
backgrounds.

The study was performed at two public hospitals — the University Hospital of Brasilia and the Asa Norie Regional Hospi-
tal, both considered public reference centers for COVID-19 in the Federal District of Brazil.

To reduce the risk of confounding bias for the dinical characienstics and outcomes, pregnant women vacanated for
COVID- 18 before or during pregnancy were excluded from the study. Moreaver, pregnant women with confirmed co-
infections, such as taxopiasmosis, syphiis, rubella, herpes, Chagas disease, cytomegalovirus, Zika virus, or human imenu-
nodeficency virus (HV) wemr also excluded. In addiion, smokers and women with e xcessive alcoholilict drug vae were
also excluded. Faiume % comply with the study protocol or atiend the scheduled prenatal visits before delivery (loss to
follow-up) were also exclusion criteria. Fig 1 provides a summary flowchant of study population recrutment and exclusion
criena.

The diagnosis of SARS.CoV-2 infection dunng pregnancy was based on a history of moent COVID-18 symptoms in
addition to e following laboratonial tests: i) posithe quantitative reverse Fanscription polymerase chain reaction (gRT-
PCR) results for nascpharyngeal swab samples; i) positie serum reactivity of Igh and or IgG for SARS-CoV-2 (serdlog-
ical or rapid testing, Biomanguinhos, FIOCRUZ, Brazil) or i) positive chest computed tomography (CT) msults indicatng
puimonary rvohement suggestve of COVID-18. These criteria were recommended by the Ministry of Health of Brazil at
the begnning of $he COVID-19 pandemic [11].
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Demographic and clinical records

Demographic and cinical mcords from parScipants, induding epidemiclogical data, COVID-18 symptoms, COVID-19
severity, alcoholilict drug or cigaretie use, a history of pregnancy discases, actual pregnancy discases or infecsions other
than COVID- 18, and other data were obtained at $he first medical appointment by interview and questionnaie s, followed
by clinical and laboratornial fests to confirm the COVID-19 dagnosis.

Cinical cbstetric data were mecorded during prenatal follow-up, which ocaurred monthly up to 33 weeks of pregnancy,
biwockly betwoen 3436 weeks of pregnancy, and weekly between 37 weeks of pregnancy and delvery. Data mgarding
childbrth was acquied during hospitalzation and callected from medical mcords. Outpatient postpartumn care was per-
formed from 10 to 28 days afer delivery. Intrauterine fetal evaluation was performed at least fime times via serial ultra-
sounds: < 14 weeks of pregnancy, between 20-24 weeks and 34-40 wecks of pregnancy. Eforts %o minimize response
bias were employed, consisting of medical appeintments performed regularly in a short time interval.

As in any cohort study, follow-up losae s were obsenved. To minimize follow-up losses, the parScipants wem regularly
contacied to continue in the study, proposing predelvery medical care, assistance at delivery and post-dalvery follow-up,
as wel as the monitoring of newborns and chiden.

To preaerve the anonymity of $he participants, alipghanumenc codes weme used as identifiers in databases to enter, store
and retrieve information. Ethnicity was classfied as white, brown, black and indigenous, as self-mported by $he partic-
pant. Pregnancy trimester was classiied as: 1%=first trimester, comprising 4-13 woeks and 6 days of gestation; 2= sec-
ond trimester, compasing 14 weeks 1o 27 weeks and 6 days of gestason and 3= third timesier, comprising 28-41 weeks
and 6 days of gestation. The acute phase of COVID-19 was defined as the first 14 days of symptoms of SARS-CoV.2
infection at delivery. Convalescent phase included SARS-CoV.-2 infection diagnosed at 1%, 2 and 37 pregnancy rimester.

The mwenty of the COVID-19 disease was dossifed as proposed by e WHO, miermed as: nonsevere, sever or cntical [12].
Briefly, severe COVID-19 was defined as an axygen saturation <S0% in room ar, a respiratory rate > 30 brevatha/min > 30 breaths/
min, or sgns of mwere mepratory dstoss (acoessory musde use, inability to complete &l 2eniences), that were not e threat-
ening. Critical COVID-18 was definad a3 acute mspratory datess syndrome (ARDS), sepai, septic shock, or other condions
that normally require $he provision of lio-sustaining therapes, such as medchanical ventiation (rwvasve or non-invasve) of vaso-
pressor therapy. Non-severe COVID- 19 consisted of the absence of $he aforementioned oriena for sever or artical COVID-18.

Pulmonary rwvohement on lung CT scans was defined as mild (<25% lung involvement), moderate (26-50% lung
involvement) or sewvere (>50% lung involvement). Gestational diabe tes melitus (GDM) was defined as glucose intoler-
ance first identiied during pregnancy, with a fasting blood gluccse lewelz 92mg/dL in any pregnancy Frimesier or a blood
glucose ewelz 180mg/dL or = 183 mg/dL 1 and 2 hours, mspecively, afier the 76 g oral glucose tolerance test (OGTT)
between the 24™ and 28" week of gestation, as proposed by the International Assocaton of Diabetes and Prgnancy
Study Groups Consensus Panel (IADPSG) [13]. Systemic arferial lypertension (SAH) was defined as a blood prssue
greater than 140 x S0 mmig during pregnancy measured on Wwo separate occasions. Obesity was defined as body mass
index 230kg'm?, and intrauterine fetal growth mstriction was defined as an estmated fetal weight or abdominal ciroumier-
ence on uitrasound below the 10" percertie for gestational age.

Premature birth was defined as birth at <37 woeks of gestatonal age, full-ierm delivery was defined as delivery
betaeen 37 -40 woeks and € days of gestational age, and post-term delivery was defined as dalivery at 241 weeks of gos-
tatonal age. Newborns were classified as adequate for gestational age (AGA), small for grstational age (SGA) or large for
gestatonal age (LGA), according to the classification proposed by the Intemational Fetal and Newborn Grow#h Consor-
tium for the 21* Century (INTERGROWTH-21%) [14]).

Statistical anatysls

Qualitative variables are presented by absolute (n) and miatve (%) fequencies, and quantitative variables are presented
as descriptive means and standard deviatons.

PLOS One | Mpssidolony 0137 Vipurrat pors 0027 174 Juy 3, 2005 5119




127

PLOS Y. one

The analyses wem carmed out in two stages: initially, bivanate analyse s were performed to wenfy the isclaed efiect of
each predicior on the cutcomes, and subsequenty, multivanate analyses adjusted by the pregestational control vanables
wer performed to verify $he eSlect of each predicior on $he outcomes. The p< 0.06 was considered significant. The analy-
seswer performed via SAS 8.4 softwar.

The Student’s t-test or ANOVA was used to compam mean age values. Associations between qualitative vanables wem
venfied via Pearson's chi-squam test, the CochranArmitage trend test or Fisher's exact est [15]

A generalzed regression model was used to determine whe ther the severity of COVID-19 is a significant predictor
of the occurrence of peeterm or post-term birth in relation to the occurrence of full-term birth, adjusting for the effects
of the pregestational control variables (CDM, hypertension, preeclampsia, asthma, obesity, education level, and
maternal age).

Mulivaniate Poisson regmssion models with robust variance were employed to determine whether COVID- 19 sewerity
is a significant peedictor for the ocourence of fetal distess and whether acute labor due to COVID-19 is a significant pre-
dictor for 1% minute scoress 7. In both analyses, the efiects of pregestational vanables (GDM, hy perension, preeclampsia,

asthma, obesity, education iewel and matemal age) were treated as control variables.

Description of the study population
After applying the exclusion critena, a total of 280 pregnant women infeced with SARS-CoV.-2 at disSnct pregnancy ¥i-
mester were selecied for follow-up towards the postpartum period (Eig 1).

The mean age of the study population was 31.3 £6.0 years old (ranging from 18 to 52 years). The mean gesta-
tional age at COVID-19 diagnosis was 20.7 £ 10.2 weeks (rangng from 4 to 40 weeks). The ethnicity of participants
was predominantly brown (60.8%). Education level comprised 11.9% of elementary school, 49.6% of high school
and 38.5% of college degrees. Parity analysis demonstrated that most participants presented 2 or 23 pregnancies,
including the pregnancy studied. The majority of COVID-18 diagnosis was performed by RT-PCR (60.4%). The
study population was categorized according to the peegnancy trime ster of SARS-CoV.-2 infection diagnosis, com-
prising: 78 (30.0%) infected in the 1 trimester, 105 (40.4%) in the 2™ trimester and 77 in the 3" timesster (29.6%)
(Table 1).

Clinical findings

Based on e cinical features, pregnant women were dassified according %o disease sewerity as follows: Non-Sevee
(86.2%), Severe (10.7%) and Critical (3.1%). Moreover, pregnant women were sub-grouped considening the phase of
COVID-19 at delivery (Corvalescent= 92.3% and Acute = 7.7%) (Table 2).

Of the 260 study partcipants, 42 patients (16.2%) required hospitalzation due %o COVID-19 (non-obstetnic causes), 15
(5.8%) mquired axygen supplementation, and 3 (1.1%) needed mechanical ventilation. Cesaman section was the most
comemon delvery method (n= 168, 60.8%). A total of 40 patients experienced labor complications (6 of whom had mome
than one complication). Labor complications included: anterial hypertension (3.0%), intra- and postpartum hemorhage
(6.9%), oligohydramnios (2.3%), shoulder dystocia and polytydramnics (0.8%), postpartum endometritis (0.8%), placental
abruption (0.4%) and surgical wound infection (0.4%) (Table 2).

Maternal mortality comgrised two partcipants who progressed to puerperal death (0.8%), nduding a 31-years-old
patent who died due to respratory faiure associaed with acute mnal failum on the 18" postpartum day a 24years-old
woman who died 12 days postpartum due % tonic-donic sezures, diffuse neurclogical impairment, and = spiratory failure.
Among the study population, one pregnant women expenenced miscamage that occurmd spontancously at 6 weeks and
5 days of pregnancy, with COVID-19 diagnosed at woek 5 (Tabie 2).
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Current and previous gestational diseases

The analysis of adverse dinical conditions during cumrent pregnancy demonstrated a total of 167 cases (64.2%), incdluding:
SAH (18.1%), gestatonal diabetes melitus (35.8%), preeclampsia (6.2%) and intrauterine fetal growth restriction (10.4%).
Of note was that patients with GOM comprised 30% of prgnant women with gestational diabete s diagnosed exdusively
during the curmnt pregnancy while 5.8% reporied previcus history of GDM (Table 2).

During prenatal follow-up, the participants were asked about their previous history of gestational discases. Data
demonstrated a total of 57 cases (21.9%), which included: SAH (6.2%) GDM (5.8%), preedampsia (1.2%), pulmonary
disease (5.8%), heart discase (2.3%) and intrauterine fetal growth restricion (0.8%) (Table 2).

COVID-19 symptoms during pregnancy

The analysis of COVID-19 symptomns was carmed out according to e pregnancy tnmester of SARS.CoV-2 infection diag-
nosis and COVID-18 severity. The data ame praenied in the S1 Table Anosmia (n =168, 64.6%), nasal conge stion/dis-
charge (n= 160, 61.6%), headache (n =158, 60.7%), ageusia (n= 152, 58.4%) and myalgia (n= 152, 68.4%) were the most
common symptoms, followed by cough (n= 122, 46.9%), fever (n= 116, 44.6%) and dyspnea (n= 95, 36.5%). The less
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common symptoms reparied in the pregnant women studied were skin diseases (n=9, 3.5%), jont pain (n=11, 4.2%) and
dzziness (n= 15, 5.8%), followed by nausea and vomiting (n= 17, 6.5%), diarrhea (n=57, 21.9%), asthenia (n=68, 26.1%)
and sore throat (n= 74, 28.5%). Other symptoms (11, 4.2%) induded periorbital pain, kumbar pain, hypomxia, abdominal
pain, epigastric pain, otalgia, and chest pain (S1 Table).

The analyss of symptoms according fo the pregnancy timester of SARS-CdV-2 infection diagnosis demonstrated that
women infecied in the 2 timester expenienced more myalgia (p< 0.0001), asthenia (p= 0.0003), ageusia (p=0.0117),
anozmia (p<0.0001), headache (p<0.0001) and jont pain (p=0.0015) than those rfecied in the 1% and 3" rimes-
ters. Mo over, women infecied in the 1% and 2 rimesters presented more episodes of nasal congestion/ dscharge
(p=0.0025) and nausea (p< 0.0001) han hose infected in the 3% timesier. The other symploms were not signiicantly
associaied with pregnancy trimester and SARS-CoV-2 infection (S1 Table).

In addition, pregnant women with crisical COVID-19 had fever (p= 0.0046) as compard to $hose with non-sevem or
severe COVID- 18, Dyspnea (p<0.0001) was more common in pregnant women with sewere or criical COVID- 19 phases
than in those with non-severe. Ageusia and headache weme significanty mom common in patients with non-severe dis-
case than in patients with sevem or cntical disease (p=0.0803 and p=0.0053, respectively). The other symptoms shawed
no significant assocation with COVID-19 severity (S1 Table).

PLOS Ong | s 70 ony' 40,137 Ve pons 007174 July 3, 2005 819



130

Maternal outcomes according 1o the pregnancy trimester of SARS-CoV-2 Infection, COVID-19 severity and phase
of COVID-19 at delivery

The demographic/dlinical parameters (age, ethnicity, educason level and obesity) as well as the matemal outcomes (mspi-
ratory diseases, SAH, GDM, preeclampsia, gestatonal age at dalivery and defwvery routes) wem evaluated according to
the pregnancy rimester of SARS-CoV.-2 infection, COVID-19 seventy and phase of COVID-19 at davery and $he results
presented in the Table 3.

No significant difierence s were obsenved for demographid cinical parameters and maternal outcomes analyzed accord-
ing to the pregnancy rimester of SARS-CoV.-2 infection diagnosis. However, additional analysis demonstraied that while
no women infected in the 1% tnmesier presenied the critical form of COVID-18, three of them showed severs COVID-19
(3.9%) and e majority (96.1%) exhibited non-severe clinical form. Conversely, 7 (9.1%) and 15 (19.5%) pregnant women
inlecied in the 3™ trimester had ariical and sewvem forms of COVID- 19, mspecively (Table 4). Therefore, there is a sig-
nificant association between the pregnancy trimester of SARS-CoV-2 infecion ocours and the severity of COVID-18, as
women infecied in the 3% timester are moee likely 10 hawe sever and critical discase, whereas those infecied in e 1% or
2 timesier am more fkely to have non-sewere disease (p<0.0001) (Table 4).

The analyss of maternal outcomes according to COVID-19 severity demonstrated that whie most women with non-
severe COVID- 19 experenced full-serm birth, higher proportion of women with severe or aritical COVID-19 faced pro-term
delivery (p=0.06) (Table 3).

The data megarding pregnancy outcomes according to phase of COVID- 19 at delivery demonstrated that theme was
a significant associaton betwoen the acute phase of COVID-18 at delivery and the occurence of GOM (p=0.04) and
premature birth (p=0.01) (Table 3). Addionally, the msuits demonstrated that pregnant women presenting acute phase of
COVID- 19 at delivery showed significantly higher discase severity (p< 0.0001) than those who wem in $he convalescent
phase at delvery (Nonsevere=3.1% vs. 96.9%; Crtical =75.0% vs. 26.0%, respectively) (Tabis £).

Mulivaniate analysis, without adjusting for the control vanables, the phase of COVID-18 at delivery and COVID-

19 severity were shown to be significant factons for the occumence of preterm birth (OR = 3.14; 95% C1 1.18; 8.35;
p=0.0217) (Jabic £). After adjusting the multivanate model according to age, educaton level, GDM status, arterial hyper-
fension status, preoclampsia status, respiratory diseases status, and obesity status, $here was an increase in $e odds
ratos, ndicating that newboms %o mothers with sevem or cntcal COVID- 19 at the time of delivery were 3.64 imes mor
liely to be bom preterm than those bom to mothers without serious or crisical COVID-19 (OR = 3.64; 95% C1 1.26; 10.63;
p=0.017) (Table €).

Newbom clinical findings
As part of this study, the newboms born to mother infecied with SARS-CoV-2 at distinct pregnancy tnmesier were clini-
cally monitored in the postpartum penod (Eig 1).

Fetal growth restriction was cbserved in 0.8% of the cases. A total of 28 newboms were diagnosed with acute fetal
distress (10.8%). The mean birth weight was 3,127 g £ 567 (ranging from 620 1o 4,568g). Most newbarns (n= 187) wee
classified as adequatke for gestatonal age (AGA=71.9%), 36 were classfied as small for gestatonal age (SGA=13.8%)
and 37 were dlassfied as large for grstational age (LGA= 14.2%). The meanApgar 1% minute scom was 81 1.2 (ranging
from 2 1o 10) and the 5* minute score was 91 0.7 (ranging from 5 to 10). A total of 63 newborns (20.4%) has an Apgar 1
minute scores7 and 10 (3.8%) have an Apgar 5 minute score <7 (Table 7).

The newbom mortality rate include s two infants (0.8%), one ssibirth and a neonatal death (Tabie 7). First, $he stilbirth
occurmd during woek 31 of pregnancy in a 4 1-year-old woman with severe COVID-18 who was pregnant for the 4* time.
The mother was diagnosed with chronic arterial hypertension and A1 GDM. The labor was induced at 38 weeks of ges-
taton and the fetus was delivered with adequate weight for gestasonal age (AGA), albeit without any vital signs. Second,
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the neonatal death occurred at 11 days of life due to extreme prmaturity (26 woeks and 1 day of gestation), mspiratory
faiure, and neonatal 2epsis. The baby was born to a 26year-old pamiparous woman diagnosed with mild COVID-19 and
isthmus-cervical ncompetence. The cause of the newbom death, determined afier necropsy and placental analysis, was
hypoia and hemorrhage of muliple organs.

Fetal growth restriction, acute fetal distress, birth weight dassification (SGA, AGA or LGA) and Apgar 1* minute
score <7 did not diffler according fo pregnancy timester of SARS.CoV-2 infection diagnosis (Table 8).

Data analysis demonstrated a significant association betwoen the prsence of acute fetal distess with discase severity
(p=0.01) (Table 8). Moreaver, them was a signdficant relationship between COVID-19 seventy and newbom weight classi-
fication (p=0.01) with non-severe COVID- 19 associated with A GA and critical disease associaed with LGA (Table 8).
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Acute fetal dstress was more commoen (p= 0.04) in pregnant women who were in the acute phase of COVID- 19
(26.0%) as compared to women in the convale scent phase (9.6%) (Table §). These findings indicale hhat pregnant women
with severe and critical dsease and those with acute COVID- 19 were mom likely to have newboms diagnosed with etal
distress at the time of delivery.

Modeling counts of acute fetal distess adjusted by age, education ievel, GDM status, arterial hyperiension status,
preeclampsia status, respiratory dse ase status and obesity status, showed that newboms born to mothers with severe
or critical COVID-19 were more prone to acute fetal distess, with a 2.4 times higher risk than those born to mothers with
non-sewere COVID-19 (p=0.036) (Table 9).

Regardiess of no difierences were cbserved for Apgar T minule scom according fo pregnancy timester of SARS.
CoV-2 infection diagnosis, COVID-19 severity and phase of COVID-19 at delvery (Iakic @), the prvalence ratio analysis
demonstraied an association betwoen the phase of COVID- 18 with the Apgar 1¢ minute scom <7 (Table ). Modeling
counts adjusied for age, education level, GDM status, arterial hyperiension status, preeclampsia status, mspiratory dis-
case status, and ocbesity status, showed that newboms born to mothers with acute phase of COVID-19 at delivery were
2.56 time's more fkely to have an Apgar 1 minute score <7 than newbarns bomn to mothers with convalescent phase of

COVID- 19 at delivery (p=0.018) (Table 9).

Discussion
Difie et symptoms of COVID-19 were obsenved in the patients studied, varying according %o the timester of SARS-CoV.2
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Tabio 8 Cinkcal 1538735 Of NOWSCS DOM % MOthers with SARS-CoV-2 Infoction 32cording 10 prograncy trmastor of SARS-CoV-2 Infecton
dlagrosis, COVID-15 soverity and phase of COVID-15 at delivery.
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Tabio 9. Modsiing counts of 3cute fstal distross and Apar 1+ minuls $00% £7 3ccording 1o the COVID-19 soverty ang phase of ifoction.
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wer the most common symploms reported during the acute phase of COVID-19 and, in general, were associaked with
non-sewere disease. Momover, fever and dyspnea wem not common but were associaled with disease seventy. In $e
PregCOV-19 sy siematic mview, cough and fever were the most common COVID-19 symptoms in pregnant women,
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whereas dyspnea, myaiga, ageusia, and diarhea wem less common [16] Addtionally, the PRIORITY study revealed that
cough, sore throat, myalgia and fever were the most prevalent iniSal symptoms in infected women [17].

Since pregnancy causes mechanical, physiclogical, and immunclogical changes in women's bodies, pregnancy poten-
tially increases suscepsbiity to infectious dise ases, associated complications, and adwerse outcome s, including an aklemd
responae %o COVID-19 infection [18-20]. Reports of matemal mortality related to COVID-18 in low- and middle-income
countries exceeded global figures; possible reasons include the aggravation of SARS-CoV.-2 infection relaked fo the
changes caused by pregnancy or due % inferruptions in acoess to maternity services leading to delayed healthcare. Bra-
zi, especialy, was hit hard by the COVID-18 pandemic, with a high number of daily mporied cases and matemal deaths,
especially in postpartum women [21-26] The mertality rate among pregnant Brazilian women was appracmately 5% in
2020 and 10% in 2021, showing a progressive decrease affer the vaccination campaign staried inApeil 2021 [4]

In the present study, which included only pregnant women who had not been vaccinated, the mortality rate was 0.8% (2
out of 260 women); deaths exclusively ocoured during puerperium. f we consider only participants with severe and crit-
ical discase (36 of the 260 pregnant women), the mortality rate was 5.6% (2 of 36 women). A retrospective cohort study
including 1,386 pgnant Brazilian women with a confirmed diagnosis of COVID-19 also revealed $hatwomen infecied
with COVID-19 during pregnancy had a geater nisk of maternal death (relative risk=18.7; 86% Cl= 11.1.31.7) 21}

According to data from the European Centre for Disease Prevention and Control (ECOC) and the GISAID platiorm, the
Alpha vanant predominated fom December 2020 %o Apnil 2021, baing succeeded by Delta between June and December
2021, and later by Omicron, which became dominant from January 2022 [27. 24]. Specifically, our study mcruited patients
betweon May 2020 and May 2021 - a peniod duning which multiple SARS-CoV.-2 lincages wer ciroulating in Brazi. Early
in this period, B.1.1.28 and B.1.1.33 lincages peedominated; by late 2020, the VOI Zeta (P.2) emerged, followed by the
VOC Gamma (P.1), first detecied in Manaus, Brazd in November 2020 and becoming the dominant variant during the
severe second wave in early 2021. In May 2021, the VOC Alpha (B.1.1.7) was also present, although with moee limited
circulation. These vanants were characterized by distinct mutatons, particulardy in the spie protein, associaked with
inceased transmissbiity, immune escape, and, in some cases, higher cinical severity [26-31].

Variant epiderniology analyses highlight how genomic surveilance has been instrumental in tradking vanant emer-
genoce, understanding transmission patierns, and infarming public he alth inferventions. For clinicians, particulary those
canng for proegnant women in their third trimester, awarness of the predominant ciraulating vanants is crifcal, as certain
VOCs have been linked %o noeased nsk of minfecton, and mome sever disease presentations [28-31]. Ther s ew-
dence that both matemal and necnatal cutcomes were warse during the Delta wave of the SARS-CoV-2 pandemic $han
in preceding peniods, but our study included mostly pregnant women with the Alpha or pre-Delta variant [32]. Regarding
disease sewerity, more critical and sever cases of COVID-19 were detecied in women who were infected in the 3% trimes-
ter of pmgnancy or in the acute phase of COVID-19 during delivery. Previous studies have demonstrated that COVID-19
disease sewerity is higher in lale pregnancy as compared %o eady pregnancy. Howewer, the complete immunopathological
mechanisms of $his condition am not completely defined [18.33]

According to our findings, SARS-CoV-2 infection during pregnancy is associated with adwerse maternal and neonatal
outcomes, especially among prgnant women infected by SARS-CoV-2 in the 37 rimesier, severe and critical discase
and acute phase of SARS-CoV-2 infection at delivery, ultimataly linked with preterm labor, cesaman delivery, acute fetal
distress and Apgar 1 minute scores7.

Previous studies also suggesied that SARS-CoV.-2 infection during pregnancy is associated with several adverse preg-
nancy outcomes induding preeclampsia, preterm birth, cesaman delivery, stilbirth and small birth weight (SGA), espe-
cialy among pregnant women with severe COVID-19 or with COVID-19 at the time of delivery [34-39]. The INTERCOVID
Mutinational Cohort Study, comprising 43 centers in 18 countries, revealed that COVID-19 was associated with increased
risks for preeclampsial eclampsia (1.7-fold), preferm birth (1.6-fold), small birth waight (1.5-fold) and sever neonatal
marbidity (2.6-fold) [2] The COVI-PREG mgistry revealed increased risks of adverse and maternal outcomes, including
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oxygen mquirments, hospitalization, inkensve came unit (ICU) admission and prematue delvery in pregnant women
infecied with SARS-CoV-2 [4].

Premature labor, acute fetal distress and Apgar 1¢ minute score s 7 weme associated with the acute phase of COVID-19
at delvery. COVID-19 severity may be explained by multiple me chanisms underlying the adwerse eSects of SARS-CoV-2
infection on the placenta and developing fetus, including hypoxia-related issues, an excessve immune msponse, aternd
inflamenation and thrombosis.

Placental damage, evidenced by histological abnormalities inked to SARS-CoV-2 ransplacental transmission, could com-
promise fetal blood flow and lead to placental insufficiency. These abnomalities, primanly characterized by signdficant perivil
lous fitrin deposition and chronic hisicoy$ic ntenvillosits, are referred to as SARS.CoV-2 placentitis and can occur even
without placental infecton [40,41] Changes at the matemal—ietal interface during systemic infection inked %o an inflamma-
tory condiion in the placenta may serve 1o protect the placenta and fetus from infection; however, these changes akso have
the potential fo drive pathological changes with adverse conae quences for offspring, such as hypaoxia and fetal distress [42].

Another explanation is that SARS-CoV.-2 infection during pregnancy can induce changes in the maternal immune
responae, with efiects on prgnancy outcomes. A paper published by our group demaonstrated that, in general, serum
soluble mediators have difierent trajectonies during a healthy peegnancy and are disturbed in pregnant women with conva-
lescent SARS.CoV-2 infection. Higher levels of most soluble mediators were cbaerved in the COVID-19 group than in the
healfvy control group, with major increase s in e levels of proinflammatory oytokines, including IL-6, TNF-c and IFN-y.
These fndngs may also contribute to explaining the clinical course of prgnancy complications [20].

One specific adverse maternal outcome cbaerved in prgnant women afiecied by COVID-18 in this cohort study
atracied our attention: gestational diabetes melitus. Our data demonstrated $hat high number of pregnant women
infecied with SARS-CoV.-2 preserted with GOM (93 out of 260, 35.6%). In a meta-analysis of women before the COVID-
19 pandemic that used e IADPSG's diagnostic crienia for GDM, the global prevalence of GDM was 14.2% (95%
Ci=14.2-14.3%). In low-income countries, middie-income countries and high-income countries, the prevalence rates wee
14.7% (95% Ci= 12.9-16.7%), 9.9% (95% C1=0.0-10.1%) and 14.4% (95% Cl= 14.3-14.4%), respectively, and these
rates were much lower than those cbeerved in $he present study [13]. Other studies also mporied a signiicanty increased
prevalence of GDM in pregnant women during the COVID- 19 pandemic [36,43]. Previous studies suggesied that SARS-
CoV.-2 may tngger hyperglycemia and diabetes melitus through virus inleraction with angiclensin.converting erzyme 2
(ACE2) receptors, resulting damage to the pancratic isket cells [44). This cutcome can incrase the risk of short-tlerm
adwerse maternal and perinatal outcomes, induding shouder dystoca, fetal macrosomia, cesarean section, hypertensive
disorders, neonatal hypoglycemia, and admission of neanates %o the intensive care unit [44].

According to our results, the prevalence of preeclampsia in pregnant women infecied with SARS-CoV.-2 was simiar
to hhat previously reporied in women not infecied with SARS-CoV.2 [45,46]. Momower, studies have demonstraked an
inceased risk of preeclampsia in pregnant women infected with SARS-CoV-2, suggestng that COVID-19, characterized
by vinus-induced efiects on endothelial cells via the ACE2 maepior and TMPRSS2 comcepior, can cause endothelial
dysfunction and disrupt vascuar integrity, leading %o hyperinflamenation and hypercoagulability, with immunopathologcal
mechanisms overlapping between COVID-19 and preeclampsia [47].

Straegies 1o reduce the risk of poor obstetric outcomes related to COVID-19 should be devaloped. Multiple factors
asscciaied with poor cbate fric outcomes must be considered, such as limited access % care, inadequate standardzation
of came, racial and ethnic dscrimination, social and economic dispanities, and misinformation regarding with vaccination
[1.48.49)

Strengths and limitations

The main strength of the present study was the design comgrising a prospective cohort follow-up of 3 mpmsentative
number of prgnant women at the beginning of $he pandemic, during which data caliection was scarce. Our study falowed
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a sirict protocol, excluding other infectious dise ases or vaccination against SARS-CoV.-2 that could msult in selection bias.
Epidemiological and clinical data from the pregnancy, childbrth, and postpartum periods were collected regulady despite
all the challenges associaked with combating the COVID-19 pandemic.

The praent study has some imitasons. The sample did not indude asymptomatic pregnant women because tests
wer performed exdusively on symptomatic patients at the beginning of the pandemic due to a ladk of public resources.
This study was conducted during $he predominant aroulation of the SARS-CoV-2 Alpha vaniant; herefore, $he impact of
other variants on cbstetrics cutcomes may be difierent from those reporied in this study.

However, the overall interpre tation of the msults cbtaimed in this study should be performed cautously. Since the data
cbtained in thhis msearch may not be obtained in populations in other sociodemographic contexts, further studies should
be camied cut with $he aim of evaluating the clinical and cbatetric cutcomes of women infected with SARS-CoV-2 during
any rimester of pregnancy and with any SARS-CoV.-2 strains and of establishing the pathophysiciogical mechanisms of
COVID- 18 sewerity during pregnancy.

Furthermome, unanawered questons about the direct viral efiect and $he eflects of the placental infammatory msponse
and maternal cytokine storm caused by maternal SARS-CoV.-2 infection on the fetus and newborms need % be evaluated

through long-emm studies. Understanding these phenomena should contribute to the proper management of newboms
born %o SARS-CoV-2-infected mothers.

Concilusions

According to our study, SARS-CoV.-2 infection during pregnancy is associated with numerous adverse matemal and neo-
natal outcomes, including peeterm labor, acute fetal distress and a Apgar 1 minute scom < 7, espedally amaong pregnant
women infecied in the 3rd trimester, those in the acute phase of COVID- 19 at chidbirth, and those with severe and critical
COVID-18.

Considering that SARS-CoV-2 is constantly mutating, and several countries worldwide have not yet established com-
plete vaccination for all pregnant women, them is a noed to maintain data collection regarding the efiects of SARS.Ca/.-2
infection duning pregnancy in order fo deaease matemal and neonatal risks. The identfication of pregnantwomen as a
particularly affected group can serve as an alert not only fo monitor the evolution of SARS-CoV.-2, but also %o monitor new
emergng pathogens.

Understanding the dinical symptoms, severity, and possible adverse obstetric cutcome s of COVID-18 during prg-
nancy can help establish the most suitable approach for decreasing matemal and neonatal risk in this popuation.

Supporting information
$1Table. COVID-19 symptoms according to the pregnancy trimester of SARS-COV.-2 Infection dlagnosis and

COVID-19 severity.
(DOCX)
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Article history

Objective: To determine the presence or absence of SARS-CoV-2 in the cerebraspinal fluid of pregnant
Accepind 30 March 2022

women at early stages of COVID-19.
Materiaks and methods: We conduaed a prospedive observational study with pregnant women under-

Keywords: going cesarean section and real-time polymerase chain reaction to SARS-CoV-2 was performed in the
CovID-19 cerebrospinal fluid in the early stages of COVID-19
Inflammation Results: R pregnant whase COVID-19 symptoms started between four to 18 days prior to
o delivery, were included. Eleven of the women reported anosmia, dysgeusia, and headaches and there
SARS-CoV-2 were two fatal cases. SARS-Cov-2 was not present in the cerebrospinal fluid of these COVID-19 patients
with early neuralogical symptoms even in severe cases.
Conclusion: Our study suggests that peripheric cell damage and parainfectious phenomena may pre-
dominate over direa central nervous system injury in the pathophysiology of COVID- 19 related early
neurological symptoms on pregnant women.
© 2022 Taiwan Association of Obstetrics & Gynecology. Publishing services by Elsevier B.V. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license ( httpy//creativecommonsorg/licenses by-nc-nd/4.0/).
Introduction symptoms are caused by direct neurological injury when the vi-

Several neurological signs and symptoms have been described
in patients with coronavirus disease (COVID-19), but it is unknown
whether they are due todirect nervous system invasion by severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS<CoV-2) or are
secondary to inflammatory and immunological processes. Typi-
cally, headaches, anosmia and dysgeusiaoccurin the initial disease
stages, while more severe neumlogical conditions such as en-
cephalitis, stroke, and seizures may appear later [1].

As most studies have not detected SARS-CoV-2 in the cerebro-
spinal fluid (CSF) of patients with severe neurological disorders
[2.3]. Panciani et al. proposed the interesting hypothesis that early
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ruses are present in the CSF, whereas later symptoms are due to
immune-mediated damage upon SARS-CoV-2 clearance from the
CSF [4]). However, as CSF analysis is usually reserved for patients
with more severe neurological symptoms, it is currently unknown
whether SARS-CoV-2 is actually present or not in the CSF in the
early stages of COVID-19.

In pregnant women, hospitalizations due to COVID-19 occur
mainly in the third trimester [5]; therefore, spinal anesthesia for
those undergoing cesarean section is a great opportunity to assess
the presence of SARS-CoV-2 in the CSF. We performed a study to
determine the presence or absence of SARS-CoV-2 in the CSF of
pregnant women at early stages of COVID-19.

logy. Faculty of Mediane, University of Brasilia, Campus Darcy Ribeira, Asa Noree, Brasilia, DF, CEP 70297.400,

g services by Elsevier B.V. This is an open access artide under the CC BY-NCND heense (http://
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Materials and methods

This study is part of a larger project - PROUDEST: Effects of
COVID-19 on pregnancy, childbirth, puerperium, neonatal period
and child development: prospective, multicenter cohort study
registered on the Brazilian Register of (linical Trials (REBEC),
RBR65QXS2, https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-65qxs2 Jand
approved by the Research Ethics Committee of the University of
Brasilia School of Medicine (http:/ jwww.fm.unb.br/cep-fm - CAAE
32359620.0.00005558) [6]. All participants provided written,
informed consent.

In this segment, we conducted a prospective observational
study inwomen undergoing cesarean sectionata COVID-19 referral
hospital in Brasilia, Brazil from June 20 to August 18, 2020. COVID-
19 vas diagnosed based on the following criteria: (a) positive SARS-
CoV-2 real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) on a naso-
pharyngeal swab specimen, (b) identification of serum antibodies
to SARS-CoV-2 concomitantly with a chest computed tomography
(CT) compatible with COVID-19, or (c) clinical symptoms suggestive
of COVID-19 and a chest CT compatible with COVID-19.

We reserved a CSF sample from each woman when a lumbar
puncture for spinal anesthesia was performed during the cesarean
section. RT-PCR was performed with Molecular Research Institute
of Parana (Parana, Brazil) or VIASURE SARS-CoV-2 (CerTest Biotech,
Zaragoza, Spain) kits, whose detection limit is 4 copies per reaction.

Results

Fourteen pregnant women, whose COVID-19 symptoms started
4-18days prior to delivery, wereincluded. Among them, ten, three,
and one had mild, severe, and critical diseases, respectively. Eleven
reported anosmia dysgeusia or headaches(Table 1)

There were two fatal cases, acritical disease patient whodied 18
days postpartum due to respiratory failure and a severe disease
patient whose respiratory condition was improving when she
suddenly developed recurrent generalized tonic<lonic seizures
and died 13 days postpartum. Angiotomography findings indicated
posterior reversible encephalopathy syndrome, with no signs of
thrombosis or hemomrhage. The CSFwas SARS-CoV-2 RNA negative
in all patients.
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Discussion

Brain invasion by SARS-COV-2 has been reported on humans
and animal models but remains unclear whetherand how the virus
crosses the blood—brain barrier (BBB) | 7-9]. Since severe neuro-
logical manifestations of COVID-19 typically occur after the acute
phase, microbiological examination of the CSF was rarely per-
formed in the early stages of the disease [10]. Howewer, during the
first wave of the COVID-19 we had the opportunity to analyze the
CSFof pregnant women whose symptoms had started between four
and eighteen days.

Our results indicate that SARS-CoV-2is not present inthe CSFof
COVID-19 patients with early neurlogical symptoms and therefore
these symptoms may be not attributable to direct viral injury to the
central nervous system.

As headache is a ubiquitous, non-specific symptom frequently
seen in other infectious diseases, it can be a systemic effect of the
SARS-CoV-2 infection. On the other hand, anosmia and dysgeusia
are recognized as cardinal symptoms of early stages of the disease
and have been used as diagnostic markers. They are most often
transient, with a regaining of smell and taste after several days to
weeks. This sudden onset, followed by a rapid recovery, isa strong
argument against neuronal damage as a cause, given the time
course of neuronal regeneration. Additionally, there is curently no
evidence that the SARSCoV-2 virus itself can reach the brain in the
acute phase of anosmia [11]. Therefore, since SARS-CoV-2 enters
human cells via the angiotensin<conwerting enzyme 2 (ACE 2) re-
ceptor that is expressed in the sustentacular cells of the olfactory
epithelium but not in the olfactory sensory neurons, it has been
proposed that anosmia and dysgeusia are secondary to olfactory
epithelium damage [11].

Our data are in line with the growing evidence suggesting that
parinfectious immune-mediated mechanism predominate over
direct neurological injury in the pathophysiology of COVID-19
related neurological symptoms [1,12,13 JHowever, more studies
are needed to determine the real entry routes of SARS-CoV-2 into
the central nervous system, which pathogenic responses are trig-
gered in infected cells and whether these mechanisms are influ-
enced by pregnancy.

Bble1
QOmial features of pregnant women with COVID-19 and results of SARS-CoV-2 RNA testing of the cerebraspinal flund.
N*  Dixgnostic iteria Y logical symp! (at any time) Days from first symptoms Inwerval btween the  SP* RR®
todelivey and SF anadysis  naso) ged and results
CSF* PCK tests
1 PR Severe None 4 Same day Negatve
2 P Mild Anosmia dysgeusia 5 Same day Negatve
3 P Milkd Headaches 6 3days Negatve
4 Px* Mild Headaches ancsmia dysgeusia 6 3days Nezatve
5 PR Mild Headaches 7 1day Negatve
6 PR Severe Headaches, anosmia dysgeusia 7 Same day Negagve
7  AbSandct Criticd®  None 7 NAT Negatve
2 Mild Headaches anosmia dysgeusia 8 NAT Negatve
s ¢ Mild None 9 NAZ Negatve
10 Pa® Severe’  Anosmia Ceneraized Dnic-donic sezures. 12 Same day Negatve
Brain CT: Pastenor reversible encephalopathy syndrome
& T - Mild Anosmia dysgeusia 13 NAT Negaove
12 rx® Mild Headaches 13 11 days Negatve
13 Ab“andCT Mild Headaches anosmia dysgeusia 1% NA® Negatve
14 rx* Mikd Anosmia dysgeusia 18 18 days Negatve

Abb * CSF, cered chan M

1 fluid; ® PCR poly
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Abstract

Background: A growing body of evidence suggests that SARS-COV-2 mfection dunng pregnancy may affect matemnal-fetal
outcomes and possibly result in mphications for the long-term development of SARS-CoV-2-expozed chuldren.

Objective: The PROUDEST (Pregnancy Outcomes and Chuld Development Effects of SARS-CoV-2 Infection Study) 15 a
multicenter, prospective cohort study designed to elucidate the repercussions of COVID-19 for the global health of mothers and
their children.

Methods: The PROUDEST tnal comprises 2 prospective, sequential substudies. The PREGNANT substudy wall chmcally assess
the effects of SARS-CoV-2 mfection on pregnancy, childbuth, and puerperium from a mechanistic standpomt to elucidate the
pregnancy-related inflammatory and immmmological phenomena underlymng COVID-19. Pregnant women aged 1840 years who
have been exposed (proven with laboratory tests) to SARS-CoV-2 (group A; n=300) will be compared to control subjects with
no laboratory evidence of m-pregnancy exposure to the virus (zroup B: n=300). Subjects exposed to other mfections duning
pregnancy will be excluded. The BORN substudy 15 a long-term follow-up study that wall assess the offsprng of women who
enrolled m the prior substudy. It wall descnbe the effects of SARS-CoV-2 exposure dunng pregnancy on children’s growth,
newrodevelopment, and metabolism from burth up to 5 years of age. It includes two companison groups; group A (exposed; n=300)
compnises children born from SARS-CoV-2—exposed pregnancies, and group B (controls; n=300) conpnses children bom from

nonexposed mothers.
hittps [www rescarchprotocols ceg2021/8026477 JMIR Rex Protoc 2021 [vol 10| s 4| 26477 |p 1
XSL FO (page mumber mot for cliation purposes)
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Results:

Femandes et al

Recrutment began m July 2020, and as of January 2021, 260 pregnant women who were infected with SARS-CoV-2

dunng pregnancy and 160 newborns have been included n the study. Data analy=1s 15 scheduled to start after all data are collected.

Conclusions:
the effects of SARS-CoV-2 infection and related

Upon completion of the study, we expect to have comprehensive data that will provide a better understanding of
mflammatory and mmmmunological processes on pregnancy, puerpenum, and

mfancy. Our findings will inform chmcal decisions regarding the care of SARS-CoV-2-exposed mothers and children and support

the development of evidence-based public health policies.
Trial Registration:

Brazhian Register of Climical Trials RBR65QXS2; https://ensaiosclimcos. gov. br/rg/RBR-65qgxs2

International Registered Report Identifier IRRID): DERRI-10.2196/26477

(JMIR Res Protoc 2021;10(4):€26477) dox: 10.219626477

KEYWORDS

SARS-CoV-2; COVID-19; pregnancy; neonate; children; outcome; development; prospective; cohort; women: fetus; baby:

inplication

Introduction

Background

The natwral history of COVID-19, a disease caused by
SARS-CoV-2, 15 still bemg wntten Indniduals infected wath
SARS-CoV-2 may present with a broad spectrum of clmical
manifestations, from no symptoms to dramatically progressive
disease symptony that eventually result m death [1,2]. Some
responses that can result in severe pulmonary damage, which
15 the main cause of COVID-19 morbidity and mortality.

The pathophy=iological phenomena that take place m other
buman tiszues that are potentially targeted by SARS-CoV:2
need further mvestigation. A central nervous system viral
tropism has been postulated based on reports of newrological
events such as stroke, acute hemomhagic encephalopathy,
se1zures, and the loss of smell and taste [3.4].

To date, Little 15 known about the effects of COVID-19 on
women duwing pregnancy and puerpenum [5.6] and its
consequences for women's offspning (from the neonatal penod
through the first years of life) [7-9]. Thus, there 15 still a lack
of a robust evidence base for the proper management of theze

i yrr

Data from previous epidemucs of viral-induced respmratory
distress syndrome have shown that pregnant and puerperal
women have a high n=k of developing life-threatening clmical
outcomes [10). These generally worse outcomes have been
atmbuted to physiological changes m the mmmmme and
cardiopulmonary systems that occwr dwring pregnancy [11].
Examples of eptdenmcs melude the HINI influenza, SARS-CoV
(severe acute respuatory syndrome coronavirus), and
MERS-CoV (Middle East respuratory syndrome coronavirus)
epidenucs, durng which pregnancy mortality rates reached 27%
[10,12,13].
mﬂmﬁmMmm&mem
lower rates of mtensive care umt admussion orotracheal
intubation, and death dunng the SARS-CoV-2 outbreak than
those during the SARS-CoV and MERS-CoV outbreaks [9.13].
However, more recent papers have shown higher morbidity and
mortality rates among pregnant women than those among

hitps www researchprotocols ceg2021/4626477

XSL-FO

RenderX

nonpregnant women. Several aspects of embryo mplantation
[14], phemnl&\tlopm [15]. and delivery dynamics [16]
seem to be mpaired by the mflammatory response dnven by
mnmmne cell subtypes at the maternal-fetal interface [17]. Such
phenomena may precipitate preeclampsia, spontaneous abortion,
mtrauterine growth resnction, and premature barth [18-21].

Most of the avalable data on pregnant women exposed to
SARS-CoV-2 were obtamed dunng the second half of
pregnancy. Thus, SARS-CoV-2 infection duning all stages of
pregnancy. including the early stages of gestation, has not been
fully mmwestigated Nevertheless, as the disease spreads
worldwide, more women are being exposed to the virus duning
ealy gestation and mmdgestation. and new data have been
accrung [22].

Studies evaluating the vertical transmussion of SARS-CoV-2
are stll meonchusive [6,23-25). Investigations of placentas from
women mnfected with SARS-CoV-2 have suggested that there
15 a low likehihood of viral transplacental transmmsaion. However,
the potenhally hazardous effects of mflammatory and
consequently, fetal growth could not be ruled out [26-28].

To date, the few reports on postnatally infected neonates have
shown that they exihubit either no symptoms or muld climcal
forms of COVID-19 with favorable outcomes. However, the
younger the mfant 15, the higher the nsk of entical outcomes
[22.29].

Matemal SARS-CoV-2 mfection would potentially expoze a
ﬁthmbmdred\uﬂthnﬂnmhplxmnl
mflammatory response and the matemal cytokine storm [5,7,22
Such processes and ther consequences have not becn
extensively studied The understanding of these phenomena
should contnibute to the proper management of children bom
to mothers infected with SARS-CoV-2.

A case senes on the climical aspects of newboms of
COVID-19-exposed mothers reported a low nsk of adverse
outcomes for late pregnancy exposure and stated that there 15 a
paramount need for cloze follow-ups [30]. Other reports have
presented data showmng no adverse effects on neonates born to
mothers who tested positive for COVID-19. Furthermore, Lu
etal [31] desenbed 19 completely asymptomatic neonates from
Wuhan, China.
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A few studies however have reported that SARS-CoV-2
test-negative neonates born to mothers who tested positive and
developed cntical illnesses mught present omunous clmical
profiles. This 15 suggestive of the potential mmpact of
mflammatory processes on fetal physiology. Romagano et al
[32] reported a prevalence rate of 6.9% for symptomatic
pregnant women infected with SARS-CoV-2 among 1053
delivenes at a large hospital network mn New Jersey, United
States. They reported that 8 pregnant women were entically ill
and 7  onpeonates tested negatie (Va  reverse
transenptase—polymerase cham reaction [RT-PCR]): 1 neonate
was not yet delivered at the ttme of testing. All neonates were
for one (small for their gestational age). They were all separated
from their mothers after delivery, and all of them developed
respuatory distress and required neonatal infensive care umt
admassion. Anemua and hyperbilrubinenma of prematunty,
temperature mstabibity, and feeding problems were reported in

some of the neonates.

Several other studies have reported symptoms among
SARS-CoV-2 test-negative neonates bom to mothers wath
COVID-19, such as rashes [33], factal ulceration [33], the need
for nonimvasive oxygen support [33), transient lymphocytopema
[34]. impaired liver function [34), dissenunated intravascular
coagulation, and even multiple organ faihwe leading to death
[35]. There are many cntical questions regarding the standards
of care for SARS-CoV-2—exposed pregnant women and thewr
offspring that have yet to be answered, and gwidelines are still
being developed around the world [8,36,37). Therefore, the
overall pwpose of this study 15 to descnibe the effects of
in-pregnancy SARS-CoV-2 infection and related mflammatory
and mmunological phenomena on the health of
SARS-CoV-2-exposzed women and their offsprng.

Objective
Our specific aims are (1) to study the effects of COVID-19 on

maternal and obstetnic morbidity and mortahty, mcluding those
of mdicators such as preeclampzia, abortion, fetal malformation,

Femandes et al

fetal zrowth. and premature burth; (2) to mvestigate the presence
of SARS-CoV-2 and anti-SARS-CoV-2 antibodies i the
cerebrozpinal flhud (CSF) of women wath symptomatc
COVID-19 undergoing spinal anesthesia for a cesarean section;
(3) to deternune the serum proinflammatory and regulatory
cytokme profiles of pregnant women with symptomatic
COVID-19: (4) to determune the CSF promflammatory and
regulatory cytokine profiles of pregnant women with
synptomatic COVID-19 undergoing spmal anesthena for a
cesarean section; (5) to study the histopathological markers of
mflammatory and thrombotic phenomena in the placenta; (6)
to study the correlations between the aforementioned serum and
histolozic biomarkers of COVID-19 and the outcomes of
pregnancy, delivery, puerperum. and childburth as well as the
comelations between biomarkers and short- and long-term health
outcomes duning infancy; (7) to study the association between
the use of matemal pharmacological therapy for treating
COVID-19 and offsprings” health outcomes; (8) to evaluate the
effects of COVID-19 exposwe dwing different stages of
pregnancy on fetal neonatal and infanhle morbidity and
mortality; and (9) to evaluate the effects of m-pregnancy
COVID-19 exposure on children’s somatic and newrological
development and energy metabolism from burth up to 5 years
of age.

Methods

Study Design

The PROUDEST (Pregnancy Outcomes and Child Development
Effects of SARS-CoV-2 Infection Study) 15 a nmiticenter,
lonzitudmal, prospective observational study that will be
conducted m two sequential stages—the PREGNANT and BORN
branches (or substudies). Each stage will have two parallel
goups (exposed and nonexposed) for compansons. The
PROUDEST 15 designed to address the nmltifaceted questions
swrounding the mmpact of COVID-19 exposwre dunng
pregnancy on the global health of mother-chuld dyads (Fizure
1).

Figure 1. Pregnancy Outcomes and Child Development Effects of SARS-CoV-2 Infection Study follow-up Sowchart.
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PREGNANT SUB-STUDY
OUTPATIENT CUNIC

The PREGNANT substudy will follow—mnl day 21
postpartum—pregnant women who are exposed to SARS-CoV-2
at any phase of gestation and compare them to a control group
conastng of nonexposed pregnant women The BORN substudy
wall follow the children of the women included in the preceding
(PREGNANT) branch. These children wall be allocated mto
mmm(expvaedmdmosed)mding
to their mothers’ m-pregnancy exposwre status and wall be
fdlmtdmbyamh&mplmxy&mofhahhpo&mmls
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from buth up to the age of 5 years. This team will conduct
regular consultations every month up until the children reach 6
months of age, every 3 months up until the children reach 2
vears of age, and every 6 months up until the children reach 5
years of age. Mothers and children may attend nonscheduled
visits, as needed. for climcal reasons as well as speaific
m ths protocol.
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The PROUDEST will be conducted from July 2020 to December
2026 m Brasiha, Braznl. The recruitment of pregnant and
newbom dyads will be camed out by using data from the
Epidenuological Surveillance Center of the Federal Distmct.
These mother-fetus dyads wall be followed up to childbuth (and
puerperium in the case of mothers) until December 2021, whuch
15 when the last included dyads are expected to undergo
childbuth in two different hospitals—the Unversity Hospital
of Brasiha and Asa Norte Rezional Hospital (the reference
public medical center for COVID-19 in the Federal Distnct m
Brazl). Both hospitals are located i central wban areas and
are included m the Brazhan public health system (Sistema
Unico de Saude), which primanly serves the low-income
population. Thus, the results of the PREGNANT substudy wall
be publiched a5 soon as the analyses are completed. The children
wll be followed from childbuth up to December 2026, which
15 when the last admitted neonate will tum 5 years old As the
BORN substudy 15 lengthy, partial results may be disclosed
during the course of the study, but the final data set wall be made
available in the second half of 2026.

Pregnant women mcluded in the study nmst be aged >18 years.
COVID-19 exposure will be defined as a fust-time RT-PCR
test, serology test, or rapid test that retums positive results
duning pregnancy and 15 confinmed by a second test.
Nonexposure to COVID-19 will be defined as asymptomatic
pregnant women with negative serology tests (lmmunoglobulin
G [12G] and mmmumoglobulin M [IgM] tests), which will be
conducted at 14-21 days postpartum.

Pregnant women with preexasting chromc diseases (except
diabetes and hypertension); those taking contimous medications;
those who consume tobacco, alcohol, or other drugs; and those
with other suspected or confirmed congenital infections wall be
excluded

Neonates whose mothers qualified for mclusion m the
PREGNANT substudy (had these women been screened) may
also be admutted to the BORN substudy, even if their mothers
did not participate in the preceding branch

Chuldren mitially assigned to the control (nonexposed) group
who later become mfected with SARS-CoV-2 (as confirmed
via laboratory tests) during follow-up wall be excluded from all
analyses (from the time of SARS-CoV-2 mfection diagnosis
onward). However, they will contimue to receme assistance
under the same standards unfil the end of the study.

hitps www researchprotocols oeg2021/4026477
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Sample Size Calculation

No precise data are available on the prevalence of SARS-CoV-2
mfection among pregnant women m Brazil but intermational
reports have estimated that up to 15.3% of all pregnancies have
been exposed to the virus [38]. Recent data have mdicated a
burth rate of 44,195 newboms per year in the Federal District
[39]. Thus, after considenng an “infinite” population (20,000
pregnant women), assumung a  15% prevalence of
SARS-CoV-2-exposed pregnancies, and accounting for a
confidence level of 95% and a margin of emor of 5%, the
minimum sample size for a2 random sample of
SARS-CoV-2-exposed women would be 195. This calculation
expectedly yielded a simlar number for a random sample of
SARS-CoV-2-exposed children If we set the expected dropout
rate for the BORN substudy to 20%, the required number of
SARS-CoV-2-exposad mothers (those giving burth to the BORN
participants) would mcrease to 234.

Our sampling approach however 15 not truly random: 1t 15 based
on comvemence, as elizible subjects will present to the
recnutment centers. The aforementioned calculations only serve
as a reference for avoiding the overestimation of the mclusion
of participants. Grven the lmuted amount of available knowledge
regarding the effects of SARS-CoV-2 infection on pregnancy
and child development, which resulted n the emumently
exploratory character of our study, we adopted an “as nmch as
feasible, but no more than reasonable”™ approach for defining
the sample s1ze.

We set an a pnion number of 300 SARS-CoV-2-exposed women
for the PREGNANT phase. This will result in the inclusion of
the expected 300 SARS-CoV-2-exposed children in the BORN
control groups was 1:1. This mdicated the need for an addihonal
300 mothers and 300 chuldren to constitute the nonexposed
control groups. Hence, the overall sample zize of the
PROUDEST was set to 1200 participants (600 motherchild
dyads consisting of 300 SARS-CoV-2—exposed mother<child
dyads and 300 control dyads).

To promote participant retention and completed follow-ups at
pregnancy and pediatmc outpatient climcs, we will actively
search for patients v1a phone and email.

Procedures

A bost of clmcal, psychological, neurodevelopmental
brochemucal, histological, and mmaging assessments wall be
conducted mn accordance wath the PROUDEST protocol (Figure
2).
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Figure 2. PROUDEST study design. CNS: central nervous system: MRI: magnetic resonance imaging; PROUDEST: Pregnancy Outcomes and Child

Development Effects of SARS-CoV-2 Infection Study.

PROUDEST STUDY

Participants enroliment

PREGNANT SUBSTUDY
(n=600 pregnant participants)

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

Epidemiological ]
symptoms and gestational age

during infection with SARS-CoV-2
Assessment of pregnancy morbidity:

fetal malformation, fetal growth restriction,
abortion, premature birth, preeclampsia, or other
complications during pregnancy, childbirth and
postpartum period.

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

Prenatal data from both the pregnant women and their fetuses
will be gathered dunng the follow-up at the Pregnancy
Outpatient Climic of the University Hozpital of Brasihia. These
data wall consist of the medical and sociodemographic data of
the mothers; gestational age; symptoms, mterventions, and
outcomes related to COVID-19 (for SARS-CoV-2—exposed
participants); congenital infection screening results: hypertenave
disorders and other pregnancy-specific morbidities; general
health assessments; general phy=ical examunations; routine
will be performed between gestational weeks 11-13 and
gestational day 6, from gestational week 22 to gestational week
24, and on a monthly basis in the third timester of pregnancy
to assess fetal growth and morphology, placental morphology,
ammiotic fhud vohune, and dopplerfluxometry results. Maternal
blood wall be collected at the first prenatal consultation,
regardless of gestational age. Antenatal consultations wall ocour
monthly up to week 34, every 2 weeks between weeks 34 and
36, and then weekly up to delvery. Dunng pregnancy,
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BORN SUBSTUDY
(n=600 neonates)

August 1st, 2020, to December 31st, 2022

Infant and toddler data (1 mo to 2 yr)
Antropometry; physical; neurodevelopment; feeding;
energetic metabolism; commorbities; hearing
screening; CNS imaging.

Up to December 31st, 2026
Preschooler data (2yr to 5 yr)
Antrometry; physical;
comorbidities.

be performed wath the Beck Depression Imventory dunng the
first prenatal consultation. [40]. Indnvidual psychological care
will be provided to pregnant women who have a Beck
Depression Inventory score of =12. Mothers wall also be
physically and psychologically evaluated between days 7 and
21 postpartum during the PREGNANT substudy and after the
BORN substudy.

At childbath assessments wall be conducted to 1dentify the
occurrence of dysfunctional labor and the premature rupture of
membranes, the type of buth, and delivery outcomes. We wall
also conduct physical exammations and classifications of the
newboms and anthropometry. The ealy mmtaton of
breastfeeding the need for neonatal mtensive care, and the type
of inferventions will also be identified Maternal blood, CSF
from women undergomg spinal anesthesia for a cesarean section,
and umbilical cord blood samples wall be collected.

CSF will be collected immediately before the mfusion of the
medicine for spinal anesthesia, which wall be myected v1a a2
stenle synnge at an average dosage of 0.5 ml. CSF wall be

JMIR Res Protoc 2021 [vol 10| s 4| 26477 |p.
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collected in a 4-ml cryotube. Blood samples from mothers and
the umbilical cord will be collected m a hepanmzed tube and
cenmfuged mmediately, and the plasma wall be stored m 4ml
sealed cryotubes. CSF and blood samples wall be subsequently
stored at —80 °C for later analy=is. The assessment of blood cell
counts, inflammation markers (C-reactive protemn and
procalcitonin), brochemistry (alanine amuinotransferase, aspartate
ammotransferase, femtin, alkalime phosphatase, and lactic
dehydrogenase) and SARS-CoV-2 tests (RT-PCR and IgM and
12G antibody tests) will be camed out.

Curculating cytokine levels will be evaluated with the Luninex
Bio-Plex Pro Human Cytokme 27 platform (Bio-Rad
Laboratones). The cytokine profile assessment will analyze
chemokanes (CXC motif chemokme higand [CXCL] 8, CC motif
chemokine higand [CCL) 11, CCL3, CCL4, CCL2, CCLS, and
CXCL10), promflammatory cytokines (interleukin [IL]-1B,
IL-6, tumor necrosis factor, IL-l"p70 mterferony, [IL-17A, and
IL-15), regulatory cytokmes (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10,
and IL-13), and cell growth factors (IL-2, IL-7, basic fibroblast
growth factor, platelet-denved growth factor, vascular
endothehal growth factor, granulocyte colony-stmulating factor,
and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). All
procedures wall be performed according to the manufacturer’s
recommendations.

Analyses will be performed at the climcal biochemustry
laboratones of the hospitals where delivery occurred (blood cell
count, C-reactive protem procalcitomin and routine
biochenmstry assessments), the Central Laboratory of the Federal
Drstnict Department of Health (Laboratono Central de Saude
Publica; SARS-CoV-2 tests), and the University of Brasilia
laboratory (cytokme profile assessments).

The placenta will be subjected to fresh histopathological
analyses for assessmg possible morphological and histological
c!nngs that may be associated with SARS-CoV2 mfection.
Histopathological analy=is will be conducted according to the
Amsterdam protocol [41].

Penipheral blood and CSF samples from the newboms wall only
be collected if there 15 climical need: this wall not be done per
the routine research protocol If such specimens are made
available, they will also be subjected to the aforementioned
analyses.

All pewboms will undergo neonatal screeming tests m
accordance with the recommendations of the Mimistry of Health
of Brazl. Frve drops of blood will be collected on filter paper
for the national neonatal screening program. This blood sanple
wall be collected after 48 howrs of life and wall be used to screen
for the following diseases: phenylketonuna, congemtal
congenital adrenal hyperplasia. After 24 howrs of life and before
discharge, a pulse oxametry test will be performed Oxygen
saturation m the nght upper limb and one of the lower hmbs
will be measwred. The pulse oxametry test wall be considered
normal if oxygen satwation 15 295% and the difference between
the limbs 15 not 23%. Heaning screenmg wall be performed
between 36 and 48 hows of hfe by analyzng otoacoustic

emsaons.
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After hospital discharge, all neonates wall be followed up at the
Pediatnc Outpatient Clinc of the Unrversaty Hospital of Braaha
Child growth and newrodevelopment will be assessed at all
visits. The first visit will be scheduled to occwr on day 15
postpartum. Afterward, visits wall be conducted monthly during
the first 6 months of life. Thereafter, visits wall be scheduled
every 3 months until the children reach 12 months of age and
every 6 months until the children reach 5 years of age.
Nonscheduled visits may occur due to wgent chimcal needs.
The outpatient climic staff (2 nmltidisciplinary team) wall be
composed of pediamcians, psychologists, occupational
therapists, speech therapists, physiotherapists, and murses. The
psychological effects of SARS-CoV-2 infection on mothers
will be assessed with the Edmburgh Postnatal Depression Scale
[42]. Thus assessment will occur more than once until their
children reach 6 months of age. Breastfeeding and weaning
pattems, dietary habits, nutntional status, and vaccinal status
will be assessed throughout the study.

The assessment of children’s neuwrodevelopment will be camed
out until they reach the 60th month of life. This assessment wall
analyze cognitive, motor, socicemotional, and language-related
aspects and adaptive behavior. The evaluation wall be conducted
by using the Bayley III Chuld Development Scale (1e, the version
validated for Brazilian infants) [43]. From the age of 2.5 years
onward, aspects related to mtellectual performance will also be
assessed by using the Wechsler Preschool and Primary
Intelligence Scale, third edition at 6-month mtervals [44].
Central nervous system maging assessments will be camed
out Via transcramal ultrasound doppler scans, which wall be
performed between the 15th and 90th day of the chuld's hife. A
brain magnetic resonance mmaging scan will be performed if
delays, or abnommal ultrasound doppler scan findings are
dentified

Blood will be collected from SARS-CoV-2—exposed children
aged 12 and 24 months to assess their metabolic profiles, which
will be used to idenhfy the long-term effects of SARS-CoV-2
mfection on systemic metabolism that are potentially driven by
past viral exposwre and associated inflammatory responses. The
examination will consist of assessments for energy metabolism
markers (serum lipids, ghicose, and msulm), thyroid fimetion
markers (thyroid-stulating hormone and free thyroxane), bone
metabolism markers (parathyroid hormone, calcum, phosphate,
alkahne phosphatase, and 25-hydroxyvitanun D), adrenal tonus
mdicators (adrenocorticotropic hormone and basal cortizol),
and renal function markers (blood wea mtrogen, creatinine. and
unne analysis results).

All newboms will undergo extended heanng screeming. Evoked
otoacoustic emussion and bramnstem auditory-evoked potential
tests will be performed dunng the child’s first year of life.
Statistical Analysis

All data will be stored m REDCap (Research Electronic Data
Capture; Vanderbilt University), which 15 a tool for building
mdmmagngweb—basedstmmmddztzbm All vanables
will be summanzed wia standard descnptive techmiques
accordng to their type and dismbution. For the brvanate
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analysis, differences in categoncal vanables between the
exposed and unexposed groups wall be venfied with the
Chi-square test or Fisher exact test, whereas differences m
continuous vanables between the groups will be assessed wath
the Student 7 test or the Mann-Whitney U test.

For dichotomous cutcomes, bmomial regression models, which
will be adjusted based on the unbalanced and relevant
background features of the companson groups, will be used to
estimate the relative nsks between the exposed and nonexpozed
groups. Partial comrelation and general lmear models wall be
used to assess the associations between confinuous outcome
vanables and covanates; adjustments for imbalances will be
made as appropnate. A P value of <05 wall be considered
sigmificant. The control group will be compozed of nonexpozed
mother-child dyads that meet the inclusion enitena. However,
those with positive serology tests (IgG and IgM tests conducted
at 14-21 days postpartum) wall not be included m the control
group. The groups wall not be matched or pawred based on age
or other vanables. However, any differences between the groups
wall be adjusted later v1a statistical means.

Ethics Approval and Consent to Participate

The PROUDEST was approved by the Research Ethucs
Commuttee of the University of Brasilia School of Medicine
(Catficado de Apresentagido de Apreciagio Enca
32359620.0.0000.5558) [45]. It was also regstered in the
Brazlhian Register of Chimical Tnals [46]. All pregnant women
participatmg m the PROUDEST are requured to 2ign an mformed
consent form to jomn the PREGNANT branch Likewase, the
participation of the children m the BORN branch will requure
signed. mformed consent from thewr mothers. The 6-month
reports on the study’s status and 1ts partial results wall be made
available to the mstitutional Research Ethucs Commuttee and
may be publicly consulted upon request.

Availability of Data and Materials

At the time of the publication of this protocol, study enrollment
and data collection have already started but we have not
Therefore, data shanng 15 not yet feasible, as no data sets have
been generated or analyzed at this stage of the study. As partial
data become available, they will be displayed m the Brazilian
Regster of Climical Tnals [46].

Results

The PROUDEST 15 mn the data collecion phase. Study
recrutment started i July 2020. As of January 2021, a total of
260 pregnant women who were imnfected with SARS-CoV-2
duning and 180 pewboms from hospitals m the
Federal District in Brazil have been included in the study. Data
analysis 15 scheduled to start after all data are collected.

Discussion

Study Implications

The PROUDEST offers comprehensive msight (from both the
obstetnc and pediatnc perspectives) imto the effects of
SARS-CoV-2 infection on the global health of pregnant women
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and their offspning. Specifically, the study wall fill the deep gap
m knowledge about the consequences of SARS-CoV-2 mfection
durmng early gestation (1e, the period when the entical stages of
embryogenesis take place), a5 women m all stages of pregnancy
will be followed The vius-induced mflammatory and
mummological phenomena that occur m SARS-CoV-2—exposed
mothers dunng this early penod of life may have a particular
mpact on placental and fetal physiology or may even be
associated with epigenetic signals. Therefore, these phenomena
could concervably affect the long-term outcomes of a child’s
growth, development, and metaboh=m.

A Dbetter understanding of these potential long-term
consequences requures lengthy, prospective observational
studies, such as the PROUDEST. This study will not only
address the climical outcomes associated wath in-pregnancy
exposure to COVID-19 but also evaluate a host of soluble tissue
bromarkers (as described in this protocol) with the aim of
comprehensively understanding the mechamsms underiying
related climcal phenomena.

Our data will add to the overall chmcal and basic knowledge
base for COVID-19, and our ultimate goal 15 to provide grounds
for better managing SARS-CoV-2-expozed pregnant women
and their chuldren through direct means or by setting the stage
for additional studies. In fact, the PROUDEST opens up a broad
spectrum of possibilities for further, multidisciplinary research
on the effects of SARS-CoV-2 imnfection on matemal, fetal. and
pediatnc health Furthermore, our results mught prove to be
relevant from a social perspective, as they may provide data
that support the tailored development and mmplementation of
health policies that are specifically onented to this particular
demographic group.

The study does have several lmutations. Its observational nature
houts mferences for causal associations to some extent
However, the cohort study design 15 the closest observational
equivalent to a climical tnal m terms of analytical power, and
the objective of the PROUDEST does not ethucally allow for
mterventional expenments because such expenments would
mply that pregnant woman will be randommzed based on
SARS-CoV-2 mfection. Moreover, the purpose of the study 15
to charactenze the climical and pathophysiological phenomena
associated with SARS-CoV-2 mfection duning pregnancy and
mfancy, not to test the efficacy of any mtervention Thus, we
believe that a cohort study 15 the best possible study design for
addressing our objectives. The lack of random allocation for
companson groups will be partially compensated by statistically
adjusting for the observed umbalances. Vaccmation for
SARS-CoV-2 wall not be an exclusion entenon because due to
the vaceme’s hnuted accessibility and availability, there are no
feasible methods for estmating the proportion of pregnant
women that will recerve the vaccine. However, the effects of
SARS-CoV-2 vaccination can be adjusted and analyzed m small
control groups that have either recerved or not recerved the
vaccme.

The protracted follow-up in the BORN substudy 15 expected to
result in the dropout of several participants. We set a sample
size for the study after taking into consideration a 20% loss to
follow-up rate. This nught ensure that a sizable nmumber of
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children are available for the final assessment when they reach
age of 5 years. However, we cannot avoid survival bias m the
long-term data Nevertheless, gziven that the contimuty of
multidisciplinary assistance will be guaranteed for all children
in the BORN branch throughout the study peniod regardless of
therr withdrawal from the analysis or (temporary) losses to
follow-up, we expect that children expenencing health problems
associated with m-pregnancy COVID-19 exposure will be less
likely to drop out than thoze who are m perfect health. Therefore,
we do expect to have a sufficient number of children in the long
run for 1denhfying developmental abnormahties (should they
exist), even after some amount of dropout.

Several routine pediatnc consultations wall be emphasized m

Femandes et al

15 recenving (human mulk or formmla nulk) and promoting the
practice of breastfeeding.

Conclusions

The PROUDEST 15 a long-term prospective cohort study
designed to provide a comprehensive analy=is of the effects of
m-pregnancy exposwre to COVID-19 on women and their
offspnng from a chmcal and pathophysiological standpomt.
Our results mught conmbute to the mmprovement of the
management of SARS-CoV-2-exposed motherchild
dyads—through direct means or by setting the stage for future
related studies—by providng knowledge on the
chnmical-pathophysiological phenomena associated wath
COVID-19 exposure among this particular population.

151

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

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

Results: In the HC group, mast serum soluble mediators progressively decreased
towards the 2™ and 3™ trimesters of pregnancy, while higher chemokine,
cytokine and growth factor levels were observed in the COVID patient group.
Serum soluble mediator signatures and heatmap analysis pointed out that the
major increase observed in the COVID group related to pro-infammatory
cytokines (IL-6, TNF-a IL-12, IFN-y and IL-17). A larger set of biomarkers
displayed an increased COVID/HC ratio towards the 2™ (3x increase) and the
39 (3x to 15x increase) trimesters. Integrative network analysis demonstrated that
HC pregnancy evolves with decreasing connectivity between pairs of serum
soluble mediators towards the 3™ trimester. Although the COVID group exhibited
a similar profile, the number of connections was remarkably lower throughout
the pregnancy. Meanwhile, IL-1Ra, IL-10 and GM-CSF presented a preserved
number of cormrelations (>5 strong correlations in HC and COVID), IL-17, FGF-
basic and VEGF lost connectivity throughout the pregnancy. IL-6 and CXCL8
were included ina set of acquired attributes, named COVID-selective (>5strong
correlations in COVID and <5 in HC) observed at the 3 pregnancy trimester.

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

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

1 Introduction

In March 2020, the World Health Organization (WHO)
characterized the outbreak of the Severe Acute Respiratory
Syndmm Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) disease (COVID-19) as a

ic, having sine confirmed more han 655 million COVID-
l9cas¢:.6.6 mtllouofwhhh resulted in death (1). SARS-CoV -2 is
transmitted through airbome droplets, respiratary secretions, and
direct The dinical symp relating to the COVID-19
disease were primarily respiratory, and kater reported as
multisystemic effects. COVID-19 illness symptoms can be

Fronties in immunology

asymptomatic, mild, moderate, severe, or critical (2-4). Fever,
cough, dyspnea, and myalgia were the most common mild
symp The pathogenesi of COVID-19 has been strongly
ciated with an unhalanced however, the
pathophysiology of the disease remains undu investigation (5-7).
Multiple studies concluded that pregnant women are a high-
risk population for the COVID-19 disease. Infectious diseases
in pregnancy are regularly considered a critical condition.
Plxysobﬁaldm’s dxrig pmnq have significant effects on
y 5y and agulation, and
lhueduqaunyumhmanahemd uqaomloCOVlD 19
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infection (3, 8-11). Cytokine levels during pregnancy could
be responsible for metabolic imprinting as cytokines are
transfersble from maternal to fetal circulation and are capable of
moduls ting placental nutrient tran sfer. Matemal inflammation may
induce metabolic reprogamming at several levels, from the
periconceptional period onwards. Such processes and their
consequences on the maternal and perinatal periods have nat
been extensively studied to date. Moreover, the maternal immune
activation triggered by COVID-19 can have impacts for the mother,
pregnancy outcome and offspring (12, 13). The understanding such
phenomena should contribute to the proper management of
children born to SARS- CoV-2- infected mothers (14).

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

2 Materials and methods
2.1 Study population

This crass- sectional observational study was conducted between
July 2020 and December 2021 during the COVID-19 pandemic in
the Federal District of Brazil during drculation of the SARS-CoV-2
B.1128 and B.L133 strains A total of 141 participants were
enrolled as non-probability convenience sampling, incduding
pregnant women with convakscent SARS-CoV-2 infection
(COVID, n=89) at 3-20 weeks after symptoms onset during the
prenatal period (1%, 2** and 3 trimestens), together with a healthy
control group composed of age-matched pre-pandemic non-
infected pregnant women (HC, n=52).

The COVID- 19 pregnant women were recruited at two public
hospitals - the University Hospital of Brasilia and the Asa Norte

TABLE 1 Demogmphic and clinical featums of the study population

Characteristics

203389 Mmmu 20231176898

Regional Hospital, both public reference centers for COVID-19 in
the Faderal Distria of Brazil and participants of a large research
project named PROUDEST (15). The COVID group comprised
pregnant women aged 1844 years, with a median age of 31 years.
This group was further categorized into subgroups according to the
pregnancy trimester, referred to as: 1° (n=7), 2™ (n=34) and 3"
(n=48). COVID-19 diagnosis was confirmed by a documented
positive RT-PCR st wing a nasopharyngeal swab or rapid test
(Biomanguinhos, FIOCRUZ, Brazil) for IgM or IgG, during
pregnancy. Mast of the COVID-19 group (97%, 86 out of 89)
presented the non-severe form of the disease. The most common
symp were: A (68%), runny nose and/or nasal
congestion (68%), headache (67%), ageusia (63%), myalgia (57%),
cough (3%), fever (3%), dyspnea (31%), sore thraat (31%),
asthenia (22%), diarrhea (17%), nausea and vomiting (11%), joint
pain (5%), dizziness (4%) and skin diseases (2%). SARS-CoV-2
infedion during pregnancy was asodated with important adverse
matemal and neomatal cutcomes, including gestational diabetes
mellitus (37%), Apgar score at first minute < 7 (22%), systemic
arterial hypertension (18%), fetal restriction growth (11%), preterm
labor (11%), acute fetal distress (8%), Apgar scoreatfifth minute <7
(5%) and preaclampsia (3%).

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

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

GROUPS

Healthy Controls — HC
(n=52)

COVID-19 - COMD
n=89)

Age. modiun (min ma) 1(sQ) N (849
Obstetsc History
Previow Progrance., molun (min- ma) o (0 20-6
Abogiors, molan (min- ) (0 o®-2
Comglic sara® % (a) o (0 245 Q0
Current Study
Obesity %(n) o (0 1IN Q9
SAH% (n) o (0 18
Diabetes % (n) o (0 kr Yk ]
Pre-cdumpia % (n) o8 (0) »Q)
SAK, aystemic amerad hypertcmion. *Obasty, S AH, dabetey, pro echmpia.
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All study participants provided written informed wnsent prior
to inclusion in accordance with the Helsinki Declaration and
Resolution 466/2012 from the Brazlian National Health Coundl
for research involving human subjects. This study was recorded on
the Brazdian Registry of Clinical Trials Platorm (ReBEC, RBR-
65qxs2) and approved by the National Commission for Ethics in
Researdh in Brazdl (CONEP, CAAE 32359620.0.0000.5558). The
anonymization strategy © protect the identity of participants was
achieved by replacing the direct identifiers by standardized
alphanumeric codes (PRAxxxPNy and PRBxxxPNy), where “PR™
refer to the PROUDEST project name (15), "A™ and “B” rderstothe
hospital unit, the "xxx” represent the sequential number of patient
inclusion, *PN” refer to prenatal period and *y” the trimester of
sample collection.

2.2 Biological samples

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

2.3 Quantification of serum
soluble mediators

Serum soluble mediators were quantified by a high-throughput
Luminex microbead multiplex assay (Bio-Plex Pro™ Human
Cytokine 27-plex Assay, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). The manufacturer’s instructions were followed to
determine the concentrations of chemokines (CXCLS; CCL1Y;
CCL3; CCL4; CCL2; CCL5; CXCL10), pro-inflammatory
cytokines (IL-1B; IL6; TNF- IL-12; IFN-y; IL-15 IL-17),
regdatory oytokines (IL-1Rx; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13) and
growth factors (FGF-basic; VEGF; PDGF; G-CSF; GM-CSF; IL-2
IL-7). The asays were conducted in parallel batches by a trained
technician at the flow cytometry facility at FIOCRUZ Minas The
concentrations of serum soluble mediators (pg/ml) were obtained
according to a 5-parameter logistic curve fit regression of
standard curves.

2.4 Statistical analysis

Descripive statistics were carried out using the Prism 802
swoftware (GraphPad Software, San Diego, USA). Data normality
was assessed using the Shapiro-Wilk test. Considering the
nonparametric distribution of all data sets, multiple comparisons
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amongst HC and COVID subgroups were carried out using the
Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post-test. Additionally,
comparative analysis between HC and COVID at matching
trimesters was performed using the Mann -Whitney test. In all
cases, statistiaal significance was mnsidered at p<0.05.

The saum soluble mediator signatures were cakulated as the
proportion (%) of pregnant women with serum levels above the
reference values (cut-off) defined as the median Z score of each
sduble medistor detected for all HC along the 1%, 2™ and 3¢
trimesters (CXCL8=03; CCL11=-0.3; CCl3=03; CCl4=03;
CCl2=04; CCL5=-02; CXCL10=-0.% IL-1B=-03; IL-6=-03;
TNF-a=403; IL-12=-03; IFN-=0.4 IL-15=0.5; IL-17=-04; IL-
1R2=04; IL-4=-03; IL-5=-02; IL-9=0.2; IL-10=0.2; IL-13=-04;
FGF-basic=-05; PDGF=0.4 VEGF=-04; G- CSF=0.2; GM-CSF=-
0.4; IL-2=-04; IL-7=-03). Additionally, trimester-matching
signatures were assembled, considering the reference values (cu-
off) defined as the median Z score of each soluble mediator detected
for HC trimester subgroups at 1* (CXCL8 = 0.2; CCL11 = 0.1; CCL3
= 0; CCLA= 0.6 CCL2 = 0.4 CCL5=-02; CXCL10=-0.7; IL-1B=-
0.2 IL-6 = 1.6 INF-a=0.1; IL-12=0.2; IFN-y=0.1; IL-15=-05; IL-
17 = Q1; IL-1Ra=0Q.1; IL4=-05; [L-5=-0.1; IL-9 = 05; IL-10=-02;
IL-13 = 0.2; FGF-basic=03; PDGF=0.2; VEGF=0.1; G-CSF=0.2;
GM-CSF=01; IL-2=-04; IL-7=02), 2 (CXC18=-0.3; CCLI=
0.2;CCL3=0.3; CCl4= 0.2 CC12= 0.5, CCL5=0.1; CXCL10=0.6;
IL-1B=-03; IL-6=0.4; TNFa=-03; IL-12=0.3; [FN-y=-04; IL-15
=02 IL-17=0.2 IL-1R2=-05; [L-4 = 0.2; IL-5=-0.2; IL-9=-06; IL-
10=-0.2; IL-13=0.4 FGF-basic=0.6 PDGF=-06; VEGF=402; G
CSF=-01; GM-CSF=-06; [L-2=0.1; IL-7=-02) and 3* trimesters
(CXCL8=0.4 CCL11=-04; CCL3=-03; CCl4 = 03; CClL2=05;
CCL5=0.1; CXCL10= 0.6 IL-1p=0.4 [L-6=-03; TNF-a=-03; [L-
12=0.3; IFN-v=0.4 IL-15=40.5; IL-17=-04; IL-1R3=-06; IL4=-
0.3; IL-5=-0.2 [L-9=-08; [L-10=0.3 IL-13=0.4 FGF-basic=056;
PDGF=40.7; VEGF=-04; G- CSF=0.2 GM-CSF=40.7; IL-2=40.5;
IL-7=-03). The serum soluble medistors displaying a proportion
above 50% in pregnant women were included in the set of
biomarkers with increased levels

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

Serum -soluble mediator networks were built based on
comrelation analysis (Pearson and Spearman rank tests) baween
pairs of serum-soluble mediators Only significant strong
correlations (p<0.05 and “r” scores = |067]) were employed to
construct the comprehensive networks. The open-source Cytascape
software (availsble at hitps//cytoscapeorg) was used to create
cluster network layouts comprising the 4 categories of serum
soluble mediators - chemdkines, pro-inflammatory cytokines,
regulstory cytokines, and growth factors Descriptive analysis of
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serum sl uble madiator networks was performed by wnsidering the
ascendant number of strong comrelations to identify the set of
biomarkers with five or more strong correlations (= 5). Venn
Diagram analysis (availsble at (http//bioin ormaticspsb ugen the/
webtools/Venn/) was performed to assess the praserved (common),
lost or acquired (selective) serum soluble mediators with 2 5strong
correlations in COVID subgroups compared to trimester-
matching HC.

The MATLAB software was employed for Principal
Component Analysis (PCA). The PCA data was asembled to
verify the ability of serum soluble mediators to duster
convalescent COVID-19 pregnant women from HC, as well as

subgroups of COVID-19 as compared 1 trimester-matching HC.
The PCA analysis enabled data & ionality reduction.

3 Results

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

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

In general, healthy pregnant women presented a progressive
decrease in mast serum soluble mediators towards the 2™ and 3
pregnancy trimester, including: chemokines (CXCLS, CCL11,
CCL3 and CCL2); pro-inflammatory cybkines (IL-1B, IL-6, TNF-
@ IL-12, [FN-y, and IL-17); regulatory cytokines (IL-1Ra, IL-4, IL-
5, IL-9, IL-10 and IL-13), and growth factors (FGF-basic, VEGF,
PDGF, GM-CSF and IL-7). Conversely, progressive increases in
CCLA4, CCLS, CXCL10 and G-CSF were observed in the HC group.
No difference was observed in the HC group for IL-15 and IL-2
(Figures 1, 2).

Overall, higher levels of the most soluble medistors were
observed in convalescent COVID-19 pregnant d

203389 MAmmu 20231176898

3.2 Serum soluble mediator signatures in
convalescent COVID-19 at distinct
pregnancy trimesters

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

Data analysis demonstrated that the proportion of healthy
pregnant women with high levds of serum soluble mediators
progressively decreased towards the 2™ and 3™ pregnancy
trimesters. These data further corroborated that a healthy
pregnancy course has a progressive decrease in most serum
sduble mediators towards the 2™ and 3™ trimesters, except for
CCLA, CCLS and CXCLIO (Figure 3A).

On the other hand, the proportion of pregnant women with
convalescent COVID-19 presenting high serum saduble mediator
levels progressively increased from the 1™ to the 3™ pregnancy
trimester (Figure 3A). Heatmap constructs further flustrated that
the major increase in serum sduble mediators abserved in pregnant
women with convalescent COVID-19 occurred in pro-
inflammatory cyokines, namely IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y and
IL-17 (Figure 3B).

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

The signatures of serum soluble mediators were also assessed

4

to the healthy contrdls, especially at the 2** and 3™ trimes
including higher levels of CXCLS; CCL11; CCL2; CCL3; IL- 1 IL-&
TNFx; [L-12 IFN-¢ IL-17; [L-1Rx; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13; FGF-
basicc VEGF, and GM-CSE Convensely, lower levels of CCILA,
CCL5, CXCL10, G-CSF and IL-7 were cbserved towards the 2™
and 3™ trimesters in the COVID growp compared to the HC group
(Figures 1, 2).

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

Supplementary Figure 1 summarizes the major changes
observed in serum soluble mediators along the trimesters of
healthy and convalescent COVID-19 pregnancy.

Fronties In immunology

considering the reference values of trimeter-matching healthy
controls. The results are presented in the Supplementary Figure 2.
Data reinforee that larger sets of serum soluble mediators with
increased matios were identified forlth"andJ"prepmcy
trimesters as compared with trimester-matching controls
(Supplementary Figure 2).

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

Aimed at asessing a panoramic snapshot of serum saluble
medistor interplay in pregnant with lescent COVID-
19 and healthy contrds, integrative networks were cted
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based on the overall correlation between pains of molecules. The
results are presented in Figure 4.

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

Overall, the analysis of cluster connectivity during healthy
pregnancy showed that pro-inflammatory cytokines presented
more connections at the 1™ and 2™ trimesters (96 and 92 strong
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correlations, respectivdy), with growth factor predominance at the
3 trimester (42 strong correlations). Conversely, the COVID
group displayed a predominance of regulatory cytokines in the 1*
trimester (47 strong correlations) with growth factor predominance
in the 2* and 3" trimesters (24 and 21, respectively) (Figure 4).
In general, wnvalesent COVID-19 infection during pregnancy
leads to a loss of network connectivity, with fewer strong
correlations and changes in the predominance of connectivity
amongst the categoria of saum soluble mediators (Fgure 4).
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3.4 Descriptive analysis of serum soluble
mediator networks in convalescent
COVID-19 patients at distinct

pregnancy trimesters

In order © provide a more comprehensive overview of the
network connedivity between serum sauble mediators in pregnant
women with convalescent COVID-19 and healthy controls along
the pregnancy trimesters, a descriptive Venn diagram analysis was
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performed to identify the set of biomarkers with preserved
(common), lost or acquired (selective) attributes with five or
mare (2 5) strong correlations in COVID subgroups as compared
to the trimester-matching HC group. The results are presented in
the Figure 5.

Heatmap constructs were assembled to organiz the serum
soluble medistors with an ascending order of strong correlaions
and identify the set of biomarkers with five or more (2 5) strong
correlations at each pregnancy trimester in the COVID and HC
groups (Figure 5A).
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2™ and 3™ tamesiers are prowided In e figure, underscored 35 decrexed (0 3x

Data analysis demonstrated that the number of preserved
attributes referred to as common in HC and COVID (25 strong
correlations in HC and COVID) with five or mare correlations
progressively decreased from the 1% (n=12) to the 2* (n=6) and 3™
trimesters (n=4). In detad: 1": CCL11, CCL3, CCL2, IL-1B, IL-12,
IL-15, [L-1Ra, IL5, IL-9, IL- 10, GM-CSF, and IL-2; 2*: IL-6, TNF-
o, IL-1Rs, IL-5,1L-10, GM -CSF and J“JP'N-'{. IL-1Ra, G-CSF, and
GM.-CSF.

The number of lost attributes referred to as HC- selective (25
strong correlations in HC and <5 strong wrrelatons in COVID)
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was higher in the 2* trimester (n=15) compared to 1" (n=10) and
3 (n=9). In detaik 1*: CXCLS, INF-c, IFN-y, IL-17, IL4, IL-13,
FGF-lasic, VEGF, G-CSF, and IL-7; 2™: CXCLS, CCL11, CCL3,
CCL2, IL-1B, IL-12, IFNy, IL-17, IL4, IL9, IL-13, FGF-bsic,
VEGEF, G-CSF, and IL-7: 3 CCL11, CCL3, IL-1{, IL- 12, IL-15, IL-
17, 1L-9, FGF-lusic, and VEGF. A set of acquired attributes, named
COVID-selective (<5 strong correlations in HC and 25 strong
comrelations in COVID) were identified in each trimester: 1*

From an overal perspective, a pronowunced decrease in network
connectivity between serum soluble medistors was observed in
convalescent COVID-19 infection during pregnancy as
demonstrated by the fewer number of mdecules estsblishing strong
correlations driven by an imbalance between presaved, last and
acquired attributes in the COVID group. While IL-1Ra, IL-10 and
GM-CSF presented a preserved number of correlations (25 strong
comrelations in HC and COVID), IL-17, FGF-basi and VEGF lost

(n=3) CClA, CCLS5, and IL6, 2™ (n=1) IL-2, and 3% (n=3)
CXCL8, CCL2 and IL-6 (Figure 5B).
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connedivity throughout pregnancy. IL-6 (at 1% and 3™ trimesters)
and CXCLS (at 3rd trimester) were included in a set of acquired
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attributes, named COVID-selective (25 strong correlations in
COVID and <5 in HC) (Kgure 5B, bold underline attributes).

3.5 Multivariate analysis of serum soluble
mediators in convalescent COVID-19
patients at distinct pregnancy trimesters
Multivariate amalysis of chemokines, pro-inflammatory
cytokines, regulatory cytokines and growth factors was performed
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using PCA to verify the ability of serum mediators to duster
convalescent COVID-19 pregnant women apant from trimester-
matching pre- pandemic non-infected pregnant women as a healthy
control (HC). The results are presented in Figure 6. The PCA
coordinates (2™ and 3 principal components) demanstrated that
although convalescent COVID pregnant women could be clustered
apart from the HC when considering all trimesters together, the
segregation profile was more evident when the COVID and HC
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subgroups were compared at matching gestational trimesters
(Figure 6). Vector analysis conducted in the 1™ trimester
indicated that CXCLS, CCL3, CCLS, IL-1B, TNF-a, IL-12, IL-15,
IL-1Ra, IL-10, and G-CSF were associated with convalescent
COVID-19 in pregnant women. Data from the 2™ trimester
showed that most soluble mediators were vectors associated with
differential distribution of convalescent COVID-19 in pregnant
women, except for GM-CSE Additionally, the PCA mordinates
obtained from the 3™ trimester demonstrated that several soluble
mediators were vectors related to convalescent COVID-19 in
pregnant women, except for CXCL10, IL-1B, TNF-a, IFNy,
PDGF and GM -CSF (Figure 6).
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4 Discussion

Pregnancy triggers 2 unique immunological status, aiming to
protect the fetus from maternal rejection and guarantee fetal
development until birth. Several studies have reported that the
immune system plys a balancing role during pregnancy with
constant changes according to matemal and ftal demands (16,
17). Physiological changes in immune status during pregnancy are
often characterizd by alterations in cell-meadiated immunity and
humoral responses, from the 1™ to 3™ pregnancy trimesters.
Previous studies have demonstrated that succesful implntition
is associated with a transient increase in systemic proinflammatory

frontersnom

165



Femandes et al

profile fdlowed by a switch toward an anti-inflammatory profile
after blastocyst transfer when pregnancy is confirmed (18).
Pregnant women are particulardy susceptible to COVID-19 due to
physiological changes in the immune system, which may resdt in
an altered response to SARS-CoV-2 infection in pregnancy.
Furthermore, SARS-CoV-2 infection during pregnancy can
disrupt the immune response homeostasis, impacting the
maternal immune activation, with effects on pregnancy outcome
and ofSpring (12, 13, 19, 20). It has already been reported that the
adverse impacts of the COVID-19 pandemic on maternal health are
not limited to morbidity and mortality caused by the disease itself,
but are ako associated with adverse pregnancy outcmes, including
preeclampsia, preterm birth and stillbirth (19).

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

Our results demonstrate that, in general, serum soluble
medistors have different trajectories during healthy pregnancy
and are disturbed in pregnant women with convalescent SARS-
CoV-2 infection. Herein, healthy pregnant women presented a
progressive decrease in most serum soluble mediators towards the
2™ and 3 pregnancy trimester, induding chemokines, pro-
inflammatory and regulatory cytokines, in addition © growth
factors. Previous studies corroborate our findings in healthy
pregnancies. The levels of chemokines and pro-inflammatory
cytokines usually peak in the first trimester of pregnancy and
decline in the 2™ and 3" trimesters, while regulatory cytokines
and growth Bictors have diverse trajectories (22, 23). Our findings
highlighted that higher levels of most sduble mediators were
observed in the COVID group compared to HC control group.
The major increase occurred in pro-inflammatory cytokines,
induding IL-6, TNF-a and IFN-y, a harger set of biomarkers
with elevated COVID/HC ratics observed towards the 2™ (3x
increase) and 3™ (3.15x increase) pregnancy trimesters. Studies of
immune mediators in SARS-CoV-2 infection during pregnancy
remain scarce. [t has been proposed that the immunomodulation
observed during pregnancy may protect pregnant COVID-19
patients from suffering from a cytokine storm (15, 24).
However, no studies focusing on comparative amalysis of
immunological profiles of COVID-19 and healthy pregnant
women at matching pregnancy trimesters have been reported. It
is noteworthy that due to physiological changes in the immune

P during pregnancy, the inclusion of trimester-matching
healthy controls is essential to enable condusive analysis.
Therefore, our study is pioneering in terms of providing a
detailed profile of long-lasting changes during convalescent
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COVID-19 infection in pregnancy as it made direct comparison
to trimester-matching healthy controls. Our findings did not
support that an immunomodulatory profile is triggered by
SARS-CoV-2 infection during pregnancy. In fact, the lower
levels of soluble medistors previoudy reported in convalescent
COVID-19 pregnant women were compared with those abserved
in non-pregnant women and did not consider the physiological
changes triggered by pregnancy or alterations in sauble mediators
inherent in trimesters (24). Moreover, other studies proposing the
immunomodulatory state for acute COVID-19 infection during
pregnancy in comparison to healthy pregnant women did not
consider stratification by gestational trimesters (15). According to
our findings, higher lvels of serum soluble mediators were
observed for convalescent COVID-19 infection during
pregnancy, especially IL-6, TNF-a and IFN-y in comparison to
healthy pregnant women at matching pregnancy trimesters.

Sucaessful pregnancy requires findy coordinated communication
between the matemnal and ftal microenvironments. Cytokine signaling
pathways purticipate as mediators of these communications to
guarantee halthy pregnancy. From the existing data available, there
is no consersus trend for the changes observed for IL-6, TNF-a and
IFN-y during pregnancy (16). Several studies have demonstrated that
IL-6, TNF-a and IRN -y concentrations significantly increased between
the 1, 2* and 3" trimesters of healthy pregnancy (25-30). However,
corroborating our findings, other authors detected significant
reductions in IL-6, TNF-a and IFNy in maternal serum
coneentrations between the 1" and 3™ trimesters (31-33).

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

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

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

Our data demonstrated that [L-1Rs decreased in convalescent
COVID-19 pregnant women in the 1* trimester but increased in the
3 trimester. Previous studies reported that IL-1Ra levels increased
during the inflammatory response to contrd acute inflammation
and prevent immunopathological events (38). The IL-1 receptor
antagonist (IL-1Ra) is an anti-inflammatory cytokine that blocks
IL-1a and IL-1P functions and modulates ther biological effects
(39). It has been previoudy demaonstrated in experimental models
that high IL-1Ra levels at the beginning of pregnancy may lead to
miscarriage due to impaired embryonic adhesion (40), and data
from human studies showed that higher levels of circulating [L- 1Ra
have been reported in adverse pregnancy outcomes, including
preechmpsia (41). Regarding the changes in IL-1Ra levels
observed in convalescent COVID-19 along the pregmancy
trimesters, our findings of preserved cormrelation profile between
IL-1R2 and other sduble mediators throughout the pregnancy may
suggest that an intricate microenvironment of soluble medistors is
relevant to guarantee fetal development untl birth.

Owr dataalso demonstrated that GM-CSF presented preserved

203389 Mmmu 20231176898

6 and CXCLS, suggesting that these molecules are implicated in the
pathophysiology of this pregnancy-associated disease (35, 49).
Moreover, 2 meta-analysis and systematic review suggested a rde
of CXCL8 in shaping the immune microenviron ment in gestational
disbetes mellitus (50).

The present study has some limitations. The low number of
pregnant women enrolled in each pregnancy trimester re enforce
the need to further validate our findings. This work was performed
during circulation of the B.1.1.28 and B.1.1.33 SARS-CoV-2 strains
and therefore, the impact of other variants on the immundogical
profiles remains to be addressed. Despite the pioneering approach
of this exploratory investigation, the observational design with
multiple comparisons without corrections for co-morbidities or
other confounding variables also constitutes a study limitation that
may interfere in the levds of systemic soluble mediators. Moreover,
regardless the relevance of nutritional aspects ant the dietary
inflammatory indice interfering in the immune response during
pregnancy (51), we did nat have the opportunity to address this
issue in the present investigation.

In conclusion, the main finding of this study, a pronounced
increase in serum levels of soluble mediators with decreased

correlation with other soluble mediators throughout pregnancy. It
was previoudy reportal that afier embryo implantation, GM-CSF
paticipates in a nawork of ¢ytokines and growth factors that
regulate morphological and functional development of the
placenta (42).

Conversely, despite increases in [L-17, RGF-basic and VEGF,
loss of connectivity was cbserved throughout pregnancy. IL-17 up-
reguates the expression of a variety of hidogical molecules with
angiogenic properties including VEGF (43-47). VEGF phys a
central role in vascudogenesis and angiogenesis, which augments
vascular endothelial cell proliferation, migration, and survival
Moreover, data from previous studies have shown that [L-17 can
induce placental oxidative stress and vascuar dysfunction, resulting
in hypertension and increased risk of preeclampsia (48). The loss of
network connection of IL-17 and VEGF with other soluble
mediators throughout the pregnancy may lead to intrinsic
vascular dysfunction that results in impaired neonatal
development. Post-natal follow-up studies may contribute to
identifying impaired newbom growth and development relaed
to altered angiogenesis.

Our data also demonstrated that [L-6 and CXCL8 were included
in the set of attributes acquiring strong cormrelation in the 3™
pregnancy trimester, named COVID-selective correlations.
Implications of IL-6 and CXCL8 in pregnancy-associated
pathological conditions, such as pregnancy loss, preeclampsia,
gestational diabetes mellitus, and infection/inflammation have
ben reported (35). These two sduble mediators are abundantly
produced at the feto-matemnal interface throughout pregnancy and
have been shown to participate in several pregnancy-related events.
Unbalanced expression/secretion of IL-6 and CXCLS at the fto-
maternal interface has been indicated in unexplained pregnancy lass
(35). A study of the dynamic connections of the soluble medistor
network in pre-eclampsia iden tified pasitive correlation between IL-
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n k interplay between them, portrayed an imbalinced
immune response in convalescent COVID-19 infection during
pregnancy that may wntribute to the prevention or management
of clinical course pregnancy complications.
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Neuroimaging assessment of
pediatric cerebral changes
associated with SARS-CoV-2
infection during pregnancy
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Background: SARS-CoV-2 infection and perinatal neurologic outcomes are still
not fully understood. However, there is recent evidence of white matter disease
and impaired neurodevelopment in newboms following maternal SARS-CoV-2
infection. These appear to occur as a consequence of both direct viral effects
and a systemic inflammatory response, with glial cell/myelin imvolvement and
regional hypoxia/microvascular dysfunction. We sought to characterize the
consequences of matemal and fetal inflammatory states in the central nervous
system of newborns following matema SARS-CoV-2 infection.

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

Results: A tota of 219 single-pregnancy children were enrolled, including 201
bom to mothers exposed to SARS-CoV-2 infection and 18 from unexposed
controls. A neuroimaging evaluation was performed at 6 months of adjusted
chronological age and revealed 18 grayscale and 21 Doppler abnormalities.
Predominant findings were hyperechogenicity of deep brain white matter and
basal ganglia (caudate nuclei/thaamus) and a reduction in the resistance and
pulsatility indices of intracranial arterid flow. The anterior brain circulation
imiddie cerebral and pericaliosal arteries) displayed a wider range of flow
varigtion than the posterior circulation (basilar artery). Shear-wave US
elastography analysis showed a reduction in stiffness values in the SARS-CoV-2
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exposed group in all anayzed regions of interest, especially in the deep white matter
elasticity coefficients (3.98 + 0.62) compared to the contral group 7.76 + 0.77); p-value <
0.001

Conclusion: This sudy further characterizes pediatric structural encephalic changes
associated with SARS-CoV-2 infection during pregnancy. The matema infection has
been shown to be related to cerebral deep white matter predominant involvement, with
regional hyperechogenicity and reduction of elasticity coefficients, suggesting zonal
impairment of myelin content. Morphologic findings may be subtle, and functional
studies such as Doppler and elastography may be vauable tools to more accurately

identify infants at risk of neurologic damage.

KLYWORDS

COVID, SARS-CoV-2, pregnarcy, neonstology, ultrasound, dastography, neurcimaging

1. Introduction

Maternal infection with SARS-CoV-2 during pregnancy may
expose the faus © both direct and indirect systemic effects
triggered by the virus (1). The consequences of the maternal and
fetal inflammatory response with the production of pokentally
cytotaxic cytokine, in addition to the effect of the use of
antiviral mediations, have not been adequuiely studied to date
(1.2).

There is evidence that vascular complications may result fom
the potential hyperactivation of inflammatory factors and
coagulstion system dysfunction, particulardy D-dimer and platelet
sbnormalities, increasing the rik of cerdrovascular diseaase,
myelination defects, and hypoxic-ischemic  encephalopathy
fdlowing expasure © SARS-CoV-2 (3, 4). The potential
consequences of changes in intracranial Hood flow dynamics and
cerebral hypoxia, mediasted by systemic inflammatory response
syndrome (SIRS), are still poorly elucidated in the pediatric age
group (5). This study aimed to investigate the effects of maternal
SARS-CoV-2 infection on the brains of infants exposed to SARS-
CoV-2 infedion during pregnancy, focusing on bmin
morphdogical changes, intracranial Hood flow dynamics, and
parenchymal composition/stiffness analysis Additionally, we
sought to assess the clinical and neurodevelopmental oukomes
of newborns following maternal SARS-CoV-2 infecion.

2. Methods
2.1. Study design and population

A prospective, comparative, and analytical cahort study was
conducted with the blowup of newborns bom to mothers
exposed or not exposed to SARS-CoV-2 infection during
pregnancy. The study population consisted of 219 dildren, of
whom 201 were in the group of newborns born to women
infected by SARS-CoV-2 at different stages of pregnancy. The
control group consisied of 18 newboms bom to women who
remained serdogically negative for SARS-CoV -2 until the end of
the neonatal period. Study recruitment was from May 2020 ©

Frontiess in Pedbtrics

June 2022, during the COVID-19 pandemic with plinned
clinical, neurological, and psychomotor follow-up untdl Decenber
2022 (linical fdlow-up was performed monthly until 6 months
of age and then quarkerly untd 24 months of age. A global
pediatric assessment and 2 neuro-psychomotor development
diagnostic scale (Bayley Il scale) were administered quarterly.
Neuro-ultrasonography, color/spectral Doppler, and shear-wave
elastography studies were performed at 6 months of adjusted
chronological age, and follow-up evaluation was completed 4
weeks bater for the sbnormal cases Detriled nuternal dlinical
charxcteristics were also prospectively collected.

The case group included exposed newboms bom to mothers
infected by SARS-CoV-2 during pregnancy (RT-PCR or positive
IgM). The control group induded unexposed neonates with no
maternal infection with the SARS-CoV -2 virus during pregnancy,
no symptoms, and negative IgG and IgM serdogy at the end of
pregnancy. Unexpased control subjects had negative IgG serology
at 6 months of adjusted chronological age. Exclusion criteria for
the study sample were evidence or confirmation of genetic
syndromes; suspected or confirmed other congenital infecions,
such as toxoplasmosis, syphilis, rubells, hapes, Chagas, and Zika;
discontinuation of clinical falow-up before the age of 2 years

2.2. Neuroimaging data

The study groups weae evaluated for morphometric,
hemodynamic, and cerebral tisue elasticity parameters using
high-frequency ultmsonography. A cranial ultrasound scan
(CUS) was performed through the anterior fontanelle at 6
months of adjusted chrondogical age and repeated 4 weeks later
at a fdlow-ip exam in case of sbnomal findings at the fint
CUS. Further examinations were planned thereafier, if indicated,
according © an individunlized schedule based on the persistence
of abnormal findings and their clinical comrelaion. Only data
from the first ultrasound scan of each infant were considered for
the purpose of statistical analysis. All CUS were performed or
supervised by the sme operator (DA). A Philips Affiniti 70
ultrasound system, equipped with a 5-7.5 MHz convex probe
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and a 5-18.0 MHz linear probe, was wsed for CUS studies, divided
into the following modalities

- Cranial ultrasound scan and Doppler of the intracranial anteries
—pericallosal artery, middle cerebral artery, and busilar artery;
Doppler velocimetry data were analyzed for each individual
artery. Absolute values of resistance (RI) and pulsatility index
(PI) for blood flow were compared in both groups (exposed
vi control). Images were obtained at the same standard
windows over the ankrior fontanelle, temporal bone, and

- Hastography of the brain parenchyma: scans were performed
wing ARFI (Acowstic Radiaion Fore Impulse) and SWE
(Shear-wave Elsoography) software, which is direcly
integrated in® the ultrasound sysiem where the shear wave is
located, allowing the operator to select the region of interest
(ROI) for measurement in B-mode and in real-ime. The ROIs
were divided as follows: deep white matter (DW M), superficial
white matter (SWM), basl ganglia (BG), represented by
audte nucei and thalamus, corpus callosum (CC), and
wrtical gray mutter (CGM) in the fontal lbbe. All
measurements were repeated at three different locations in the
same type of zone and the ssme slice of view. The archived
data represent the mean value of the measurements.

Tissue elasticity was estimated, and the velocity of the shear wave in
the brain purenchyma was cakulated from the displacenent of
transverse waves, where the velocity of the shear wave is direclly
proportional to the local tissue stiffnes The results were
expressed in meters per second (m/s) and automatically
converted © kilopascals (KpA), with the shear wave propagation
velocity being proportional to the square root of the tissue
elasticity [E=3pc).

2.3. Data storage

Study records were stored using alphanumeric codes in the
REDCsp (Resaarch Hedronik Data Capture) platorm, with
access restricted to approved research personnel

2.4. Statistical analysis

Continuous varisbles were described as mean and standard
devistion or median and interquartile mnge (IQR), as
appropriate Categorical variables were expressed as frequencies
and percentages. The prevalence of total sbnormalities was
evaluated for each category and compared with its prevalence in
the wntrd and SARS-CoV-2-exposed groups. A Mann-Whitney
t1est or ANOVA were used to compure the mean values of
imaging parameters.

The neurcimaging purameta means were compared between
groups (SARS-CoV-2 exposed vs controls) using an analysis of
covariance (ANCOVA) model In the ANCOVA model, the
neuroimaging parameter measures (RI and Pl for Doppler; “E”
coefficient/Young’s modulis for elastography ROIls) were
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considered dependent variables, the group (SARS-CoV-2 exposed
vs. unexpased) was considared the independent variable, and the
measures of GA (gestational age) and BW (birth weight) were
considered covariats. A significance level of p<005 was
considered. Study participants were also grouped into two
different categories based on thdr GA (prederm and term,
considering the cut-off at 37 weeks) and BW (low birth weight
and adequate birth weight, considering the cut-off at 2,500 ).

A Cochran-Armmitage trend test and Pearson correlation were
used © evaluate trends or asodations of results between
Doppler and cranial ultrasound scans povalue <005 was
considered significant. Analyses were performed using SAS v. 9.4
(SAS Institute, Inc,, 2016).

2.5. Ethical approval and informed consent

The study was approved by the Research Ethics Committee of
the School of Madicine of the University of Brasilia (Centificate
Number CAAE 32359620.0.0000.5558). The protoml was also
registered in the Brazilian Registry of Clinical Trials. All pregnant
women pattidpating in the study gave informed consent.
Likewise, the participation of the children in the pediatric arm
required the signed, informed consent of their mothers The 6-
month reports on the status of the study and its partial results
are available © the Institutional Research Ethics Committee and
can be consulted ypon request.

3. Results
3.1. Overview of enrolled subjects

The initial screening included 295 volunteers, sorted by hospital
unit, gender, age, and rimete of maternal infection. Two subjects
withdrew fom the study after the initial phase. Of the 293 subjects
evaluated, 74 were excluded due tx (2) loss of fallow-1p (n=72) and
(b) diagnosis of wngenital infection (n=2). After exclusions, the total
smple included 219 participants, comsisting of 201 subjects with
documentad maternal SARS-(bV-2 infection [eposed group; birth
age=39:29 weeks (mean £SD); 566% femald and 18 subjects
nat exposed o SARS-CoV-2 infection [wntrd growp; birth age =
39 £28 wedks (mean £ SD); 53.0% femald. Gestational age at birth
ranged from 33 10 42 weeks (man 381218 weds), and birth
weight ranged fom 1,525 10 4,418 g (mean 3,127 £ 535g).

Concemning muaternal diseases prior 1o pregnancy being
affected by COVID-19, 16 patients (7%) had 3 previow history
of systemic arterial hypertension, 3 (13%) reored pre-
echmpsia, and 15 (6.8%) were affected by pregestational disbetes.
A total of 15 patients had a history of pulmonary disease (68%),
including asthma, and six had heart disease (2.7%).

Considering the clinical characteristics of the contrd group, the
mean age at birth is 388 weeks of gestation, with a standard error
of 1041 w; man birth weight for controls is 3,277g, with a
standard error of £107 g: mean head circumference is 35:
0.1cm. The median and interquartile range (IQR) values for the
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fist- and fifth-minute APGAR scores in the control group are 8
(IQR: 7-8) and 9 (IQR: 9-9), respectively. With our cut-offs of
37 weeks for prematurity and 2500 g for low birth weight, we
have 16.6% (3) pre-term and 11.1% (2) low-birth weight individuals
in the control group; the case group has similar fequencies with
148% (26) pre-term and 165% (29) low-birth weight individualc
Among the comorbidities found within the groups, the maost
frequent were anemia, bronchospasm, malnutrition, cbesity, rhinitis,
damatitis, ©ws mik proein  allergy (CMPA), and
gastroesophgel reflux disesse (GERD). A supplenentl table in
Appendix C is provided for reference, demonstrating that groups
display a similar profile of @morbidities.

3.2. Findings by imaging modality

3.2.1 Grayscale ultrasonography (structural US)

An association was found between maternal SARS-CoV-2
infection and white matter involvement in their children, with
increased echogenicity in grayscale studies. Among the 201
examinations performed in the case group, 18 examinations
showed abnormulities in B-mode analysis (8.9%), with deep
white matter disease in the totality of these 18 abnormal cases
(100%). To a lesser extent, we also saw mikd alterations in the
basal ganglia (caudate nuclei and thalamus), with abnormal
caudathalamic echogenicity in 2 (11.1%) of 18 sbnormal B-mode
cases, concurrent with the deep white matter findings

Supplementary Figure Al summarizes the three main planes
for cranial image acquisition and ultrasonographic analysis of
deep white matter changes It also shows CUS B-mode and
Doppler velocimetry studies, analyzing three major intracranial
arteries (the middle cerébral, pericallosal, and basilar arteries).

An equally significant finding of the morphometric US studies
was the persistence of increasad echogenicity in the affected areasat
the routine second-look ultrasound study, performed 4 weeks after
the initial study, in all the sbnormal cases. On re-evaluation, it was
possible to characterize the clear extension of the affected areas,
with additional sbnormalities in the basal ganglis—in total, the
caudate nuclei and thalami. It is also noteworthy that there were
no individuals in the contrd group (18 out of 219) with
grayscale ultrasound alterations.

10.3389/ped 2023 1194114

3.2.2. Hemodynamic abnormalities (Doppler
velocimetry)

In the exposed group, 21 out of 201 (10.4%) subjects presented
with abnormal hemodynamic pattems, showing a reduction in the
resistance (RI) and pulsatility (PI) indices in the Hood flow of the
major intracranial arteries. We conducted separate analyses of
three main intracranial arteries: the middle cerebral arntery, the
pericallosal artery, and the busilar artery, the former two
representing  hemodynamic  p et for the anterior
intracranial circulation, and the basilar artery velocimetry as an
estimate of posterior circdation flow data.

Supplementary Figures A2-A4 demonstrae the Doppler
velocimetric scan with spectral curves for the analysis of the flow
of three major intracranial arteries (middle cerebral, pericallosal,
and basilar arteries).

A significant trend of reduction in both resitane and
pulsatility indices of arterial intracranial flow in SARS-CoV-2-
exposed children were olserved for bath anterior and posterior
circulation arteries, which was positively correlsted with the
severity of maternal infection. Significant decreases in Rl and PI
were found in cases of critical SARS-CoV-2 gestational infection,
with mean Pl values of 109 for the MCA (midde crebral
artery), 0.98 for the PA (pericallosal artery), and 1.04 for the BA
(basilar artery).

Table 1 shows the neuraimaging parameters according © the
severity of maternal infection (COVID- 19 categories acording to
WHO dassification).

When both analyses, mode B dtrasound, and Doppler scan
findings, were integrated and cross-makhed with the categories
of maternal infection severity, a positive correlation of sbnormal
neuroimaging resuts that increased proportionally with the
severity of matemal infecion, and a peak of abnormal
neuroimaging results in children whose mothers had critical
SARS-CoV-2 infection during pregnancy could be identified.
These data are summarized in Table 2.

A second trend in the hemodynamic data was identified in this
analysis, related to the duration of SARS-CoV-2 infction during
pregnancy. A significant reduction in both the reistance and
pulsatility indices of intracranial arterial flow pasitively correlated
with the kst trimester of matemal SARS-CoV-2 infection, as
shown in Table 3.

TABLE 1 Imaging parameters ditdbuted according to the sevesity of maternal infection (COVID-19 ategaries accarding © WHO classification).

COVID-19 severity scale—WHO ANOVA Muitiple comparisons
p-vaue*
Mid (n=165 Sewere (n=23) Critical n=8) pwalue Midto severe Mid to aritical Severe to critica
MCA RI 07720.09 075201 | 0s4zaM amil e Qom0 20260
"MCATT 164203 147203 | 109208 am» 0379 Qe ain3
Pesicalosad R1 0702008 0432010 | oslz00 ame Q7004 2w anss
Pesalowd PI_| 129203 119203 | __osszan ann Q4744 | aotsl | 2283
Buwinr ) 0722000 0892009 | 040 amn a1én ame a3n0
Bair P1 134209 124208 | 104s02 aon 0439 a0 _ 2329

MCA, midde carctval anery. R, radstance index P, pusatity index
Vs epressed & mean ¢ standad eor
*pvds for mutpie compadsons afused with Bonferoni comection
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TABLE 2 Neuraimaging p s am distributed accarding 1 the COVID- 19 sewerity scale —~WHO classification.
COVID-19 severity scale—WHO" Pearson correlation (C1 95%) pvalue*
Mid (n=168 Sever (n=23) Citical h=8§
| Intracraniad Doppler 023 (0.08; 2 8) Dpol
| Abworsal 11 6.8) 5QL7G 5 (&2.50)
| Noswal 155 9237 18 O42%) 3 (W)
| Usrmsemography 024 (Q.06; 0 Q) D001
Adwsor e 9 (3Q) 5QL74 4 (30.00) \
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TABLE 3 qu parameters (uitrasound B-mode and Doppler analysis) distrbuted according to the trimester of SARS-CoV-2 infection dusing

Gestational trimester of SARS-CoV-2 infection®

1st(n=27) 2nd (n=58) 3rd(n=95) Peripartum (h=21) Pearson Correlation (O 95%) p-value*
Abwsor e 0 (000 1(172) 662 | M (6657) |
| Nomwad 27 (10000} 57 9a28) 39 9358 | 7 0an) |
| Utrscund B-mode | 0.41 (Q.3; A53) DHOL
| Amorsad 0 (000 1072) 4@ 13 (6150)
Nosra 27 (10000} 57 9428 91 9579 $0aw)
Vilues axpressed In feguendy (X0

povilue cladaed win the Codwan-Amiag tend et

The hemodynamic evaluaton dtr show a significant
correlation between the resistance/pulsatility indices in the muin
intracranial arteries and the trimester of matemnal infedtion, with
the highat proportional frequency of abnormal results abserved
in case of peripartum infection (defined as a period equal to or
less than 14 days baween infection with SARS-CoV-2 and the
date of ddivery). Among the pregnant women infected during
this period, 66% had abnormal Doppler velocimetry, and neady
62% had abnormal cranial ultrasound in grayscale.

3.2.3. Elastography abnormalities (shear-wave
ultrasound-based)

The functional studies based on shear-wave elastography were
performed in five regions of interest (ROIs) and “E* cutoff
references were adopted according to previous recent literature
(6-8), as there & no definitive nommality parameter for
elasography studies in the pediatric brain.

A significant relationship was found betwen maternal
exposure to SARS-CoV-2 and elastography changes mainly in
the cerebral deep white matter and basal ganglia, in terms of
stiffness alterations, with a decrease of the elastic modulus (E) in
the SARS-CoV-2-exposed group when comparal to ¢ 1

TABLE 4 Neuraimaging parameters of chiidren distrbuted between the

m apoad !o snscov-z it
nterest ROR) & —af g
) bc dubwapw “anatyss

during ges
to the specific mglons of
decp white matter, frontal

fcases) and

-ﬁu matter, caudate/thatamus, corpus callasum, and frantl cortex.

By raghvy — DWM 198 =062 7762027 2ot
By raghy — FWM A3 =059 4692085 D00t
By ragy —caadie/ 562064  A462096 D00t
Saama
b— - —
By rghy —orpas ollaam 4332039 7932033 Dot
| By raghy — sl coriex S =:a57 65920566 D00

DWW, dodp white mamir; PWM, fronial wiite masr
Ve egressed in Mopacd, & man ¢ standand emor
pevaliue clcued by Mann - Whithay test

A significant dase-response relationship was found between
exposure © SARS-CoV-2 during pregnancy and the presence of
neurvinaging sbnomalities, including grayscale, Doppler, and
elastography modalities.

The neurvimaging parameter mens were ako compared

N

Table 4 shows these findings categorized by ROLs.

The SARS-CoV -2 group had significantly lower “E” coefficients
in specific brain areas, including the deep/periventricular white
matter and the splenium of the wrps callosum. The basal
ganglia (caudate nuclei and thalamus), superficial white matter,
and cortical gray mutter also showed stiffnes variaions
assodated with SARS-CoV-2 exposure, although to a lesser extent.

Frontienss In Pedtrics

groups (SARS-CoV-2 exposure vs non-exposure) using
an analysis of covariance (ANCOVA) model In this ANCOVA
model, the neurvimaging parameter measures (hemodynamic
indices and elstic modulus) were considered dependent
varisbles, the group (SARS-CoV-2 exposure vs. non-expasure)
was considered the independent variable, and the measures of
GA (gestaional age) and BW (birth weight) were mnsidered
covariates.
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oup d to SARS-CoV-2 infection during gestation (cases) and the
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mmnmmmummmum caudate/tholamus, corpus calicsum, and frontd cortex; pwalue calcutated by
COVA model.

Variable

Cases (n=201)

Groups—mean value* + standard error

Comparison between groups

Control (n=18) Difference [Q 95%] p-value*

MCA—RI Q%2001 2792001 ~003 |-007. ~0.00]
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As shown in Table 5, the neurcimaging parameters of the
patients present significant differences between the two groups,
even after controlling for GA and BW. According to the data,
the mean value of deep white mutter elasticity in the group
exposed to SARS-CoV-2 is 398 £004, whie in the group
without SARS-CoV-2, it is 7.7720.11. The difference between
the two groups is —380 with a 95% confidence interval of
[—4.03, =3.57] and a p-value of les than 0.001. This means that
there is a statistically significant difference between the two
groups for this parameter, indicating that patients exposed ©
SARS-CoV-2 during pregnancy have lower values for deep white
matter elasticity compared to those not exposed to SARS-CoV-2.
In contrast, the parameters for a single vessel (basilar artery)
interastingly did not show a significant difference between the
two groups, when adjusted for GA and BW. Considering the
basilar artery RI, the difference between the two groups is —0.02
with a 95% confidence interval of [—0.04, 0.01] and a p-value of
02324,

4. Discussion
4.1. General evidence

A systemic inflammatory response to the SARS-CoV-2 virus
and consequent endothelial damage has been implicated in
COVID-19 mthogenesis, with replicated evidence in many
studies in both biohemical and dinical settings (9-11).
Although there is extensive epidemiologic evidence of systemic
COVID-19 effects (12, 13), the neurologic consequences of
SARS-CoV-2 exposure in the pediatric group are still uncertain,
and current evidence is mostly based on case reports (14, 15). It
is not clear whether and © what extent the blood-brain barrier
fincions as a protecive factor in blocking inflammatory
cytokines (16-19).

Fronties in Pedbtrics

Our study provides evidence that SARS-CoV-2 infection
during pregnancy may be associated with both structural and
functional brain damage in infants. The most recurrent findings
were characterized in the cerebral deep whike nutter, although all
other ROIs demonstrated some degree of change. These changes
were manifested by increased regional echogenicity on B-mode
studies, a reduction in the coreponding resistance/pulsatility of
intracranial arteial flow, and a decrase in the cerebral elastic
modulus. The reduced stiffness in the cerebral tissue, especially
in the deep white matter, may represent a decreased amount of
tissular myelin in the central nervous system, a crucial element
for adequate neurodevdopment in children. Few neuroimaging
studies have been conducted in this area with pediatric subjects,
0 our results provide unprexdented evidence used on
structural and functional abnormalities.

4.2. Ultrasonographic findings (gray scale)

Strudural neuroimaging scans in our study have repeatedly
demanstrated white matter involvement in sbnommal cases in
SARS-CoV-2-exposed subjects. To date, there are published case
series (20, 21) reporting a simiar pattem of involvement in
COVID-19, but no longitudinally designed studies with SARS-
CoV-2-exposed and unexposed control groups correlating
neuroimaging findings and clinical ollow-up.

Because there is exceptional collateral circulation in the brain
vasculsture in the neomatsl period and eardy chidhood, the
pattemn of parenchymal involvement in thee subjects tends to be
less severe in the cortical gray mutter (unlke in adults). In
response to vasaular and/or hypoxic encephalic injury, the deep
white matter is one of the first areas of the brain affected during
this early period of life (22-24).

This evidence was replicated in our results, as both deep white
matier and basal ganglia areas presented as regions of higher
echogenicity in abnormal B-mode scans when compared to
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controls (the unexposed group). In our sample, 18 individuals
whose mothers were infected by SARS-CoV-2 during pregnancy
manifested some degree of whike muatter disease, of which 16
(888%) had exclusive white matter invalvement and two (11.2%)
subjects had concomitant involvement of deep white matter and
cerebral busal ganglia (thalami and caudate nudei). Another
significant finding of the morphometric US studies was the
persistence of increased echogenicity in the affected areas at the
routine follow-up ultr d study, performed 4 wedks after the
initial scan, in all the abnormal cases At re-evaluation, it was
possible to characterize an increase in the extent of the affected
areas in three individuals (166%) who evdved from initial
exclusive degp white matter lesions to additional abnormalities in
the basal ganglia, in otal, the caudate nuclei and thalami
Although the comrelation of basl ganglia changes with the
clinical COVID-19 syndrome is still unclear, it is thought to play
a rde in the longlasting damage that some infants have shown,
manifesting as  kte-onset past-COVID-19 symptoms, with
delsyed neurologial development and falure © achieve
neuropsycromotor milestones at specific ages (25, 26).

4.3. Hemodynamics findings (Doppler
evaluation)

Our dats regarding intracranial blood flow analysis in both
groups suggest a relevant trend of decrease in RI (resistance) and
PI (pulsatility) indices in the SARS-CoV-2-exposed group when
matkernal infedions ocar in the last 14 duys of gestation and
critical cases. This fict is thought to be a consequence of
systemic adaptation to the persistent inflammatory condition that
may be present even after the fist 14 days of acute viral
symptoms (27, 28). Cases of early maternal infection with SARS-
CoV-2 during prggnancy, especially in the first and second
trimesters, would allow sufficient time for arterial flow
autoregulstion to settle and the systemic inflammatory reponse
to subside.

Such hemodynamic adaptation findings have been widely
reported in the literature for other conditions predisposing ©
brain injury, such as hypoxic-ischemic injury, metabolic damage,

20.3389/ped 20251194114

4.4. Elastography findings (shear-wave
elastography assessment)

To our knowledge, no previous study has asessad elastography
parameters of the brain parenchyma in infints expaed to SARS-
CoV-2 during pregnancy. The few publications in the pediatric
literature include small case series of healthy individuals aimed at
suggesting  standard elastography values for normal brain
parenchyma in neonats (36, 37). Other similar studies have
been conducted in mice with anatomopathological correlations
(38, 39). Experiments in mice achieved a significant level of
agreement with human brain values, presumably related to the
very similar elasticity coefficienty/energy densities (p) of mouse
and human brains.

When the elastography data of our study groups were analyzed,
significant differences were found between SARS-CoV-2-exposed
newboms and the unexposed group in tems of the elastic
modulus of the brain parenchyma. All regions of interest (ROIs)
showed a reduction in the elasticity coefficient/Young's modulus
(E) in the SARS-CoV-2-exposed group.

The elastography pattem diff@ences between both groups were
mare pronounced in the DWM degp white matter mne (ROI
number 1) when compared to other regions of analysis such as
subcortial white matter and the frontal cortex. A phusible
hypothesis is relsted to diffaences in the tisular composition of
these regions, with a predominance of myelin in the deep white
matter (40). Considering also the age of the subjects (6 months
of adjusted chronological age), our ROI at the DWM was
expected 1o be myelinated at this stage, different from the
subcortex or frontal cortical zones (41-43). These elements
suggest that brain findings related © SARS-CoV-2 exposure
during pregnancy may be due, © some extent, to changes in the
amowunt of myelin in the cerebral tissue, knowing that those with
less myelin present a decrease in their elasticity coefficients,
comesponding to a reduction in stiffnesk Another possible
mechanism @uld be mild intra-myelinic edema, in which the
inflammation causes an increased water content in the erebral
tissue, thus leading to a decrease in tisue stifiness

Our findings are consistent with recent studies investigating the
impact of SARS-CoV-2 infection during pregnancy on pediatric

and  systenk  inflammatory  conditions  (SIRS—syst
inflammatory response syndrome) (29, 30), generally indicating
sittations in which the brain has increased metabolic demands
and a significant increase in intracranial blood flow is required.
In faal life, an analogous situation is dassically demonstrated in
cases of fetal intrauterine growth-restriction (IUGR), when the
faal arterial flow is redireded to the intracranial circdation ©
the detriment of visceral and peripheral flow (31-33).

Unlike other viral infctions with the wellknown
transplacental transmission, such as human c¢ytomegalovirus
(CMV), rubella virus, parvovirus B19, and Zika virus (ZIKV), the
worst pregnancy oukomes in SARS-CoV-2 infction were
observed in late-stage pregnancies. This finding is consistent with
the current literature, as current evidence does nat demonstrate
that SARS-CoV-2 represents efficient transplacental virus
transmission or direct fetal neuronal damage (34, 35).

Fronties: in Pedbtrics

development. Regarding neuroimaging, 2 study published
in October 2021 aimed to asess the asociation between
matemnal SARS-CoV-2 infection during pregnancy and offspring
brain development using MRI scans (44). The study bllowed 55
infints bom to mothers with SARS-CoV-2 infection during
pregnancy. The resaarchers found that infants born to mothers
with SARS-CoV-2 infection during pregnancy had reduced
cortical thidness in the left superior temporal gyrus, which is an
important brain region for linguage and social ommunication.
Abnormal cortical thickness in this region has been asociated
with narodevelopmental conditions such as autism spectrum
disorders. The study suggess that matemal SARS-CoV-2
infection during pregnancy may affect offspring brain
development, particularly in brain regions important for language
and sodal ommunication.
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Pratocols with a more dinial focus incuded a study
published in January 2022 (45) that fdlowed 205 children born
to mothers with SARS-CoV-2 infection during pregnancy and
found that children born to mothers with SARS-CoV-2
infecion during pregnancy had an  increassed risk of
developmental delay at 12 months of age compared to children
born to mothers without SARS-CoV -2 infection. Another study
published in August 2021 (46) found that children born to
mothers with severe or critical COVID-19 during pregnancy
had a higher risk o cognitive, motor, and language
developmental delays at 6 months of age compared to children
boarn to mothers without COVID-19. The study fdlowed 150
infants bom to mothers with COVID-19 and 150 infants born
to mothers without COVID-19.

It is worth noting that these studies have limitations, and
more research is needed to fully undentand the potential
effects of SARS-CoV-2 infkction during pregnancy on
pediatric neurodevelopment. However, the findings suggest
that healthcare providers should closely monitor children born
to mothers with SARS-CoV-2 infection during pregnancy for

any signs of developmental delays or neurodevelopmental
disorders.

4.5. Limitations

Causmal associstions between SARS-CoV-2 infection and
adverse perinatal ocutcomes have been suggested in clinical
studies but have nat been definitely established, as there are
many potential confounding factors invaved. Among these, we
should emphasize that mothers infected by SARS-CoV-2 during
pregnancy are ofien prone to gestational compliations, including
adverse birth conditions, preterm bbor, and matemal and
neonatal hypoxia—factors that may themselves lad to CNS
damage. Controlling all of these ficiors can be challenging. Our
study attempted to control for some of these possible bisses with
covariance analysis techniques However, many charcteristics
rebted to dlinical matermal status, such as  gestational
hypertension, disbets, previous lung disease, and dbesity,
pessisted in our smmple for both growps and may aflect
neurodevelopment:] outmes in infants. It is ako relevant ©
consider that mast of our sample was composed of outyp
50 the severity of maternal infection was pradominanty mid ©
moderate, and there was a quantitative disproportion between
case and control groups, given the context of multiple Jockdowns
and subsequent SARS-CoV-2 vaccination —the latier being one of
the exclusion criteria for the control group. We acknowledge the
substantial difference in the ssmple siz between the cases and
controls, and the possbiity of introducing bias as a reult.
Because infant outcomes of muaternal SARS-CoV-2 expasure
during pregnancy are poorly defined to date, an accurate
prospective smple siz estimation for cases and controls was nat
feasile. However, a post hoc analysis was performed © estimate
the number of controls needed to maintain a probability of error
(alpha) of 0.05 with a power of 08 using the relative frequency
of abnormal imaging findings in the cases. We used a likelihood

Srvadi ol
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ratio test to estimate the mmple size needed for contrals and
found that N=9. Thus, we believe that the control growp in our
study is sufficient for our research questions. Furthermore, the
prospective recruitment of our contrds invdved randomly
selecting individuals from a large representative populstion in
our universal public health system.

5. Conclusion

SARS-CoV-2 infection during pregnancy is asociated with
encephalic changes in a relevant proportion of cases,
predominantly affecting the carebral deep white mutter (DWM).
The charcteristic SARS-CoV-2-related pedistric leukopathy is
manifested in neuroimaging with increased echogenicity and
decreased elasticity wefficients in the DWM, i.e, reduced stiffiness
These findings open up a spectrum of reearch possibiliies
regarding their effects on fetal, neonatal, and childhood health.
The decription of the consequences of infection in long-term
falow-1p may provide a better undenstanding of the disease and
its impact on the central nervous system.

Future research using corrd ated axial methods, such as magnetic
resonance imaging and tractography, may contribute © predicting
brain areas more vunemble to SARS-CoV-2-relaed
encephalopathy and delineating regions with a propensity for
decreased myelination. By undentinding the neuroimaging
correlates of SARS-CoV-2 infection in the perinatal period, this
study could provide a more complete picture of the presentation
pattem in the brain of SARS-CoV-2-exposed individuals during
early childhood. The charaderization of pediatric brain areas with
a higher risk of neurdogical damage following maternal SARS-
CoV-2 infection will allow the evaluation of dinical correlates and

the early prevention of neurodevel opmental sequelse.
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14 ANEXOS

14.1 ANEXO A — Formas de recrutamento em midias das gestantes infectadas por SARS-
COV-2 incluidas no estudo PROUDEST

Y | W S ) G —
1 ——
WD S O W TS N A

UnB vai pesquisar
efeitos da Covid-19 nas

gestantes e recém-
nascidos

estamos prontos
pora re >~las

Wi b qramwres
vlatam idvie v

EstudodaUnBvaiavaliar  —ewmse
gravidas com covid-19 ST

Ao todo, 300 gests aralinadan Ot eQuiga mdCa &

Debds

PENPE DR OO B O

(=3
Hospital
Universitario
de Brasilia
monitora
gestantes que
tiveram Covid-
19

Hospital Universitdrio de
Brasilia monitora
pestantes contaminadss

Fonte: Moreira B(144); Albuquerque (145); O Povo (146); TV Bandeirantes — DF (147); HUB-UnB (148); Castro
(149) . Esta colagem retne diferentes reportagens, comunicados institucionais e registros jornalisticos em veiculos
de imprensa e emissoras de TV entre 2020 e 2021 que abordam os impactos da pandemia de COVID-19 em
gestantes e recém-nascidos e ilustra as formas de recrutamento utilizadas para composi¢do da amostra no estudo.
PROUDEST realizado no Hospital Universitario de Brasilia e Hospital Regional da Asa Norte.
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14.2 ANEXO B — Ficha de coleta de dados

\- PROUDEST %

« Pregnancy Outcome and Child Deyelopment U B
S Effects of SARS-CoV-2 Infection Trial n

\
-

-

e

PLANILHA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Data / /

Nome:

Prontuério: DN: / [/ Idade:
Telefones:

Cidade de Residéncia:

Estado civil: Casada ( ) Solteira( ) Unido estdvel ( ) Separada/ Divorciada ( )

Escolaridade: Ensino Fundamental () Ensino Médio ( ) Ensino Superior ()

Ocupagao:

Raca declarada: () Branca ( )Preta ( )Parda ( ) Outros

DUM: Idade gestacional: sem dias
1* US obstétrico — Data: Idade gestacional: sem dias
Paridade: G P A Altura: Peso:

Pressdo Arterial:

Diagnostico de COVID-19 realizado por:

( )RT-PCR () Sorologia IgG + () Sorologia IgM +

() Teste rapido IgG + ( Teste rapido IgM + () TC de térax + sintomas

Data da realizagao do teste: |Onde realizou teste:

Teve sintomas: ( )Sim ( ) Nao

Para pacientes sintomaticas: Data de inicio dos sintomas:

Sintomas apresentados: ( ) Febre ( ) Tosse ( ) Faltade ar ( ) Dor de garganta ( ) Dor no corpo
() Congestao nasal ou coriza () Diarreia () Perda de paladar ( ) Perda de olfato

() Dor de cabega

Outros (descreva):

Esteve internada durante esta gestagdo: ( ) Sim () Nao
Data de internagdo hospitalar: Local:

Dias de internagdo hospitalar:
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Quadro apresentado durante internacao hospitalar:

Quando ficou gréavida, vocé:

() Queria engravidar naquele momento ( ) Queria esperar mais tempo ( ) Nao queria engravidar
() Utilizava algo para evitar a gravidez () Desejava usar algo para evitar a gravidez

Teve acesso ao planejamento familiar () Sim ( ) Nao

Se ndo: () Unidade de satide fechada

( ) Foi atendida na unidade de satide mas nao conseguiu método

( ) Método falhou ( ) Outros:

Doenga pré-existente: () Sim () Nao

Se sim: Qual?

Doengas diagnosticada durante a gestacao: () Sim  ( ) Nao

Se sim: Qual?

Presenca de TORSCH diagnosticada no pré-natal: () Sim () Nao
Se sim: Qual?

Uso de medicamento durante a gestacao: () Sim () Nao

Se sim: Qual?
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14.3 ANEXO C — Parecer consubstanciado do CEP

UNB - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE ‘€ 2giocq orme
DE BRASILIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: GERALDO MAGELA FERNANDES

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 32359620.0.0000.5558

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

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.055.854

Apresentacao do Projeto:

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

Objetivo da Pesquisa:

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

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

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

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

submetidas a raque anestesia para cesarea, no liquor. iv. Investigar a presenca de marcadores

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro:  Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1918 E-mail: cepfm@unb.br
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inflamatorios no sangue materno, sangue do cordao

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

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

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

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

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

qualquer fase do periodo gestacional e neonatal precoce

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

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

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

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

Beneficios:

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

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

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

Igualmente, aos filhos das participantes sera garantido o acompanhamento do crescimento e
desenvolvimento no ambulatério de pediatria.

Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1918 E-mail: cepfm@unb.br
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Por meio de um estudo observacional pretende-se avaliar se: a exposi¢do materna a infecgcao pelo virus
SARS-CoV-2 durante a gestacdo e puerpério esta associada a riscos diretos a propria gestacéo, a gestante
e ao feto em desenvolvimento? A gestacdo em si poderia exercer efeito protetor sobre o bindmio méae-feto
em relacéo a formas graves da COVID-19? A exposicdo intrattero a infeccao pelo virus SARS-CoV2 esta
associada a alteragdo no desenvolvimento infantil?

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:

O projeto encontra-se elaborado de acordo com as normas e resolucoes do sistema CEP/Conep com TCLE
adequado, riscos e beneficios, critérios de inclusdo e exclusao e cronograma.

Recomendacoes:

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

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

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O colegiado considerou que com intuito de nédo atrasar o desenvolvimento do projeto 0 mesmo ficara como
aprovado.Entretanto, as recomendacdes deverao ser atendidas e serdo verificadas por ocasiao do relatério
parcial.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

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

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

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
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observacdes elencadas.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

DE BRASILIA

g

mo

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

14:28:52 |FERNANDES
Orgamento Orcamento.docx 25/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
14:26:43 | FERNANDES
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Brochura 14:24:27 |FERNANDES
Investigador
Declaracédo de Carta_pesquisadores.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:20:01 |FERNANDES
Declaracédo de resumo_estruturado.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:16:59 | FERNANDES
Declaracado de 12_Termo_de_responsabilidade.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:15:06 | FERNANDES
Declaracédo de Zaconeta.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:07:51 |FERNANDES
Declaracédo de Geraldo.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:07:41 |FERNANDES
Declaracédo de felipe.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:07:27 |FERNANDES
Declaracao de Karina.pdf 25/05/2020 [GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:58 | FERNANDES
Declaracédo de Cleandro.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:45 |FERNANDES
Declaracédo de larissa.pdf 25/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:31 | FERNANDES
Declaracédo de alexandre.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:04 |FERNANDES
Declaracédo de jose_alfredo.pdf 25/05/2020 [GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:05:43 |FERNANDES
Declaracédo de Lizandra.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:05:20 | FERNANDES
Declaracgédo de Andreza.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:05:08 | FERNANDES
Declaracédo de gecilmara.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:04:25 |FERNANDES
Declaracédo de Licia.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito

Enderego:
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UF: DF
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Pesquisadores Licia.pdf 14:04:06 |FERNANDES Aceito
Declaracao de rosana.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:03:43 | FERNANDES
Declaracao de Luiz_Claudio_Goncalves.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:03:24 | FERNANDES
Declaracdo de Debora.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 13:59:36 | FERNANDES
Declaracao de Patricia.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 13:59:14 |FERNANDES
TCLE / Termos de | 10_TCLE_Proudest.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Assentimento / 13:56:17 |FERNANDES
Justificativa de
Auséncia
Declaracao de Termo_de_ConcordanciaHRAN.pdf 24/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
concordancia 11:07:49 |FERNANDES
Declaracao de TermoHUB.pdf 24/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Instituicao e 11:05:19 |FERNANDES
Infraestrutura
Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 24/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito

09:08:15 |FERNANDES

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro:
UF: DF
Telefone:

Asa Norte
Municipio: BRASILIA
(61)3107-1918

BRASILIA, 28 de Maio de 2020

Assinado por:

Antonio Carlos Rodrigues da Cunha

(Coordenador(a))

CEP: 70.910-900

E-mail: cepfm@unb.br

Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
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14.4 ANEXO D - Parecer consubstanciado da CONEP

COMISSAO NACIONAL DE Plabaforma
ETICAEMPESQUISA " ERrasd

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

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

Pesquisador: GERALDO MAGELA FERNANDES

Area Tematica: Genética Humana:
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biologico
humano para obten¢d@o de material genético, salvo nos casos em que houver
cooperagdo com o Governo Brasileiro;);

Versao: 4

CAAE: 32359620.0.0000.5558

Instituigao Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.154.765

Apresentagao do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos “Apresentacao do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliacao dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo PS_INFORMA(;GES_BASICASJ670184_81 .pdf de
30/11/2021.

INTRODUGAO

A historia natural da COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV/-2, ainda esta sendo descrita. Pouco se
conhece de seus efeitos sobre a gestagdo, puerpério e a salide da mae e do feto, assim como do impacto
no desenvolvimento a longo prazo dos filhos de mdes contaminadas durante a gestagdo. Com base nos
dados descritos até hoje, o quadro clinico da COVID-19 na gestagdo ndo parece diferir do observado fora
desse periodo. A doenca pode ser assintomatica ou cursar com manifestagdes clinicas que variam de
formas leves a quadros graves(1).Quando presentes, os sintomas mais comuns na gestacdo sao febre
(67%) e tosse (66%), acompanhados em menor frequéncia por mal-estar, dispneia e diarreia. Os achados
laboratoriais indicam a ativaga@o dos sistemas inflamatorio e da coagulagdo, tendo sido descritas elevagao do
D-dimero (22%), linfocitopenia (14%) e elevacdo da Proteina C-reativa (19%). Na tomografia de torax
predomina o padrdao em vidro fosco (82%) sobre o achado de areas de consolidacdo (18%) (2). A
experiéncia de

Enderego: SRTVN 701, Via W S Norte, lote D - Edificio PO 700, 3* andar

Balro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (51)3315-5877 E-mall: conep@saude.gov.or
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outras pandemias com comprometimento respiratorio mostrou que gravidas e puérperas tinham maior risco
de evolugdo para formas graves e morte, como foi observado nas epidemias causadas peloinfluenza H1IN1
e, principalmente, pelos coronavirus SARS-CoV e MERS-CoV, cujas taxas de mortalidade na gestacdo
foram de 25% e 27%, respectivamente (3). No entanto, apesar da semelhanc¢a estrutural entre os
coronavirus, as evidéncias disponiveis indicam uma viruléncia menor para o SARS-CoV-2 na gestagdo, com
menores taxas de admissdo em UTI, intubacd@o e morte, quando comparadas aoc SARS-CoV e MERS-CoV
(4). Em recente revisdo sistematica que incluiu 385 gestantes, mais de 95% dos casos foram leves, 4%
graves e presente sdo praticamente limitadas a casos de infecgdo no terceiro trimestre, e que os efeitos da
infeccdo materna no primeiro e segundo trimestres permanecem largamente inexplorados. Outro aspecto
importante diz respeito ao risco de contaminacdo do recém-nascido durante ou logo apés o nascimento.
Praticas como clampeamento tardio do corddo e contato pele a pele entre maes e recém-nascidos ndo sao
universalmente recomendadas e as evidéncias sobre o risco de contagio durante o aleitamento matemo
ainda sdo limitadas (13, 14). Considerando que neonatos ndo tém anticorpos contra outros coronavirus,
teoricamente eles podem ser mais vulneraveis a infecgdo por SARS-CoV-2. A infecgcdo matema por SARS-
CoV-2 ndo expde o feto e neonato apenas aos efeitos causados diretamente pelo virus. As consequéncias
da resposta inflamatoria matema e fetal, com producdo de citocinas potencialmente citotoxicas, assim como
o efeito do uso de medicagbes antivirais ndo foram adequadamente estudadas até o presente. O relato de
adultos infectados que desenvolveram doencas neurologicas, como confusdo mental, acidente vascular
cerebral, convulsdo ou perda de olfato, sugere um efeito direto ou indireto no sistema nervoso central (SNC).
Igualmente, foi relatado um quadro de encefalopatia hemorragica aguda diagnosticada através da
ressonancia magnética em uma mulher na sexta década de vida acometida por COVID 19 (15). A
prevaléncia de cometimento neurologica pela doenca ainda esta sendo observada, mas um estudo com 214
pacientes no Japao mostrou que 36% apresentavam algum achado clinico relacionado ao sistema nervoso
(16).Em estudos pré-clinicos, estudos com ratos geneticamente modificados para expressar o receptor para
o virus SARS-CoV mostraram que, ao ser colocado em contato com a mucosa nasal, 0 microrganismo ndo
se disseminava em dire¢do aos pulmdes mas preferencialmente em dire¢do ao cérebro, através dos
neurdnios olfativos. Uma vez no cérebro, o SARS-CoV se disseminou rapidamente, causando danos nos
nervos que levaram a morte dos animais(17). Alguns anos depois, o experimento foi replicado com o
coronavirus MERS-CoV/(18). Em ambos os estudos, © microrganismo mostrou maior afinidade por neurénios
de determinadas areas, incluindo o tronco cerebral, envolvido na regulag@o da respiragao involuntaria. Em
humanos,
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o tropismo neurologico do SARS-CoV/-2 poderia ser investigado de forma indireta através de métodos de
imagem e foi sugerido que o virus pode estar presente no liquido cefalorraquidiano 1, o que sem duvida
abre perspectivas interessantes de pesquisa para pacientes com COVID-19 que ja fardo pungado lombar por
outro motivo. Do exposto, fica evidente que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 durante a gestagdo abre um
espectro de possibilidades de pesquisa quanto aos efeitos na salde matema, fetal, neonatal e ao longo da
infancia. A descricdo das consequéncias da infeccdo e a investigacdo dos mecanismos moleculares
subjacentes podem propiciar um melhor entendimento da doenga e abrir portas para o cuidado e tratamento
baseados em achados cientificos. O estudo que aqui propomos € viavel, ja que se trata de uma pesquisa
principalmente observacional, sem riscos agregados para os participantes. Adicionalmente, o momento &
oportuno do ponto de vista operacional, uma vez que se espera uma rapida concentracdo de novos casos
em um curto intervalo de tempo, com resolugdo em poucos meses. Essa situagdo permite a concentracdo
de esforcos em um espago de tempo limitado, favorecendo a coleta de dados, reduzindo custos e
diminuindo o risco de perdas de seguimento. Finalmente, entendemos que 0 momento € especialmente
propicio do ponto de vista do comprometimento das agéncias de fomento a pesquisa, do interesse dos
pesquisadores e da vontade de colaboracdo da populagdo. Frente a uma pandemia que paralisou as
atividades laborais e sociais, abalou a economia mundial e atualmente ameaca ceifar vidas em todos os
estratos sociais, & perceptivel uma vontade coletiva de colaboragdo mutua para achar respostas a altura das

circunstancias.

Contruagio do Parecer: 5.154.765

HIPOTESE

A exposi¢do matema a infecg@o pelo virus SARS-CoV/-2 durante a gestacdo esta associada a riscos diretos
a propria gestacdo, a gestante e ao feto em desenvolvimento? A gestacdo em si poderia exercer efeito
protetor ou deletério sobre o bindmio mée-feto em relacdo a gravidade da COVID-19? A exposi¢do
intradtero a infeccdo pelo virus SARS-CoV2 esta associada a alteragdo no desenvolvimento
neuropsicomotor infantil?

METODOLOGIA

O estudo sera realizado no periodo de junho de 2020 a janeiro de 2026 na cidade de Brasilia — DF, no
Hospital Universitario de Brasilia (HUB-UnB) e Hospital Regional da Asa Norte (HRAN) e dividido em dois
bragos (PREGNANT E BORN). Procedimentos Operacionais: SUBGRUPO PREGNANT: No HRAN, as
gestantes na fase aguda da COVID-19 serdo atendidas, internadas e submetidas a parto segundo
necessidade, apds submissdo do termo de consentimento e questionario epidemiologico.
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No HUB-UnB, questionario sera realizado em primeira consulta de pré-natal para avaliag@o de historia
clinica e sociodemografica das maes; idade gestacional; sintomas, intervencdes e resultados relacionados
ao COVID-19; triagem para infecgdes congénitas e outras morbidades, além de triagem para avalia¢do
psicologica, por meio do Inventario de Depressao de Beck (BDI). As consultas pré-natais ocorrerao
mensalmente até a semana 34; a cada 2 semanas, entre as semanas 34 e 36; e entdo semanalmente até o
parto no HUB-UnB. Durante avaliag@o pré-natal sera realizada avaliagao geral de salde; exame fisico geral;
testes bioquimicos clinicos de rotina e ultrassonografia obstétrica. O sangue matemno sera coletado na
primeira consulta de pré-natal. Durante o parto sera realizada a coleta de sangue materno, sangue de
corddo umbilical e liquor exclusivamente nas pacientes com indicacdo de punc@o lombar para
raquianestesia. As amostras de tecido placentario serdo colhidas logo apés o nascimento da crianga e
amazenadas até o momento da analise. NO SUBGRUPO BORN, os dados do recém- nascido serdo
colhidos imediatamente apos o nascimento. A coleta de sangue e liquor do recém- nascido ocorrera
segundo necessidade médica apenas em criangas com necessidade de cuidados neonatais. Para todas as
analises sera utilizado o sangue do cord@o umbilical e o sangue periférico coletados com 6, 12 e 24 meses.
Ressonancia magnética cerebral sera realizada aos neonatos segundo necessidade médica seguindo a
técnica padrdo. Ultrassonografia transfontanela sera realizada nas criangas filhas de mdes com COVID 19
na gestacdo e comparadas a crian¢as que ndo foram expostas ao COVID-19. O acompanhamento do
crescimento e desenvolvimento infantil seguira os intervalos determinados pelo Ministério da Saude e
ocorrera em um ambulatorio especificamente criado para esse fim, composto por equipe multidisciplinar de
médicos pediatras, psicologos, terapeutas ocupacionais, fonoaudidlogos e enfermeiros. Sera realizada
avaliacdo de neurodesenvoivimento até os 42 meses de vida que contemplara aspectos cognitivos, motores,
socioemocionas e relacionados a linguagem e comportamento adaptativo e sera realizada com a versdo
validada da Escala de Desenvolvimento Infantil Bayley V. A partir de dois anos e meio de idade serdo
também avaliados aspectos relacionados ao desempenho intelectual, através da Escala Wechsler de Pré-
Escola e Inteligéncia Primaria, com intervalo de seis meses até completar 5 anos de idade. Sera realizada
analise de anticorpos e citocinas em amostras de leite humano em lactantes infectadas pelo SARS-CoV/-2
no ou vacinadas durante o seguimento. Sera realizada avaliagc@o oftalmologica de rotina com 6, 12 e 24
meses de idade. Apos as coletas de matenial biologico, as amostras serdo centrifugadas e amazenadas em
freezer a -87° C localizado no Hospital Universitario de Brasilia, endereco: Setor de Grandes Areas Norte
605 - Asa Norte, Brasilia - DF, Sala de Pesquisa Clinica. Posteriormente, amostras serdo encaminhadas a
FIOCRUZ/Minas no
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seguinte endereco: Avenida Augusto de Lima, n° 1.715, Barro Preto, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil,
aos cuidados do Professor Olindo Filho. Amostras de liquor serdo encaminhadas para University of
Kaiserslautern Gottlieb-Daimler localizada em Kaiserslautern, Alemanha no seguinte endereco:Strabe
67773,Center for Cognitive Science, em nome do Professor Thomas Lachmann. O prazo para
armazenamento do material biolégico no Brasil e no exterior sera de 05 anos, até o final da pesquisa.

Contrnuaglo do Parecer: 5.154.765

CRITERIOS DE INCLUSAO

Composicdo da Amostra:

Mulheres expostas: amostragem por conveniéncia. Serdo consultados dados do centro de registro
obrigatdrio de resultados positivos (Diretoria de Vigilancia Epidemiologica — DIVEP) e oferecidas vagas de
pré-natal de alto risco em ambulatério proprio a este fim no HUB-UnB a mulheres com idade superior a 18
anos, gestantes, com teste positivo para SARS-CoV-2 durante qualquer etapa da gestac@o. Sera oferecida
a assisténcia ao parto no HUB-UnB ou HRAN (para os casos de doenca COVID-19 na fase aguda). O
recrutamento finalizara ao alcangar um n de 300 mulheres.

Mulheres n@o expostas: amostragem por conveniéncia. Durante os meses do estudo, sera oferecida
sorologia ou teste rapido para detecg@o de anticorpos anti-SARS-CoV-2 (IgG e IgM) a todas as mulheres
admitidas para assisténcia ao parto no Hospital Universitario de Brasilia. Aquelas com sorologia ou teste
rapido negativo e que consintam em participar do estudo, sera oferecido consulta puerperal no HUB-UnB e
acompanhamento de Crescimento e Desenvolvimento para seus filhos no Servico de Pediatria do Hospital
Universitario de Brasilia, até a idade de cinco anos, em um ambulatorio criado especificamente para esse
fim. O recrutamento finalizara ao alcangar um n 300 de mulheres.

Recém-nascidos expostos: a amostra sera composta pelos filhos das mulheres infectadas pelo SARS-CoV-2
nas distintas fases da gravidez, que conformaram a amostra de “expostas” ou recém-nascidos cujas maes
comprovaram a exposi¢do ao SARS-CoV-2 durante a gestagdo.

Recém-nascidos ndo expostos: a amostra sera composta pelos filhos de mulheres que conformaram o
grupo “ndo expostas” que permane¢cam com sorologia negativa até o fim do periodo neonatal. Neonatos
expostos: grupo representado por recém-nascidos ndo expostos que forem infectados no periodo neonatal.
Ao diagnédstico, passardo a integrar o grupo ‘recém-nascidos expostos® para fins de acompanhamento
pediatrico.

CRITERIOS DE EXCLUSAO
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Mulheres expostas: Doencas cronicas pré-existentes graves com necessidade de uso continuo de
medicamentos e que possam afetar significativamente o desfecho matermno e fetal. Tabagismo e/ou etilismo;
Suspeita ou confirmagdo de outras infeccdes congénitas como toxoplasmose, sifilis, rubéola, herpes,
Chagas e zika. Impossibilidade de acompanhamento sequencial até o parto.

Mulheres ndo expostas: Doencas cronicas pré-existentes graves com necessidade de uso continuo de
medicamentos que possam afetar significativamente o desfecho matemo e fetal; Tabagismo e/ou etilismo;
Suspeita ou confirmacg@o de outras infeccdes congénitas, como toxoplasmose, sifilis, rubéola, herpes,
Chagas e zika. Impossibilidade de acompanhamento sequencial até o parto.

Recém-nascidos expostos: Indicios ou confirmacdo de sindromes genéticas; Suspeita ou confirmag@o de
outras infecgdes congénitas, como toxoplasmose, sifilis, rubéola, herpes Chagas e zika; Impossibilidade e
acompanhamento sequencial até os cinco anos de vida.

Recém-nascidos ndo expostos: Indicios ou confimacao de sindromes genéticas; Suspeita ou confirmacao
de outras infecgdes congénitas, como toxoplasmose, sifilis, rubéola, chagas, herpes e zika; Impossibilidade
e acompanhamento sequencial até os cinco anos de vida.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Determinar os efeitos da infecg@o por SARS-CoV-2 na gestacdo, parto e puerpério e comparar os achados
clinicos, epidemiologicos, psicologicos, imagenologicos, laboratoriais e de desenvolvimento a longo prazo
entre filhos de maes expostas e ndo expostas a infec¢do pelo SARS-CoV-2 durante a gestac@o.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1 - Avaliar o efeito da COVID-19 nos indicadores de morbidade e mortalidade matema;

2- Avaliar o efeito da COVID-19 nos indicadores de morbidade obstétrica: aborto, malformacéo fetal,
disturbios do crescimento fetal, parto prematuro e patologias obstétricas, como pré-eclampsia.

3- Investigar a presenca do SARS-CoV-2 e/ou de anticorpos anti-SARS-CoV-2 no sangue matemo, sangue
do corddo umbilical, naquelas mulheres submetidas a raquianestesia para cesarea, no liquor € no leite
matemo

4 -Investigar a presenca de marcadores inflamatorios, fatores epigenéticos e expressa@o génica no sangue
matemno, sangue do corddo umbilical, naguelas mulheres submetidas a raquianestesia para
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pré-natal integral, incluindo consultas médicas, acompanhamento psicologico, exames laboratoriais e de
imagem no Hospital Universitario de Brasilia, assim como a assisténcia ao parto e nascimento no HUB-UnB
ou HRAN Igualmente, aos filhos das participantes, sera garantido o acompanhamento do crescimento e
desenvolvimento no ambulatorio de pediatria do HUB, criado especialmente a este fim.

Contruaglo do Parecer: 5.154.765

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Etapa A (braco PREGNANT): Estudo observacional longitudinal, prospectivo. Refere-se ao
acompanhamento de gestantes infectadas pelo SARSCoV-2 em qualquer etapa da gestacdo, desde o
momento da identificacdo da infecgd@o até a alta domiciliar pés-parto. Etapa B (braco BORN): Estudo de
coortes prospectivo, comparativo, analitico. Refere-se ao acompanhamento de recém-nascidos filhos de
mdes expostas e de mdes ndo expostas a infecgdo pelo SARS-CoV-2 durante a gestacao.

Bracos do estudo:

- RN expostos: Assisténcia ao nascimento, assisténcia pediatrica durante a internagdo na maternidade,
exames laboratoriais de rotina, ressonancia magnética, puericultura, avaliagdo do neurodesenvolvimento
infantil.

- RN Nao expostos: Assisténcia ao nascimento, assisténcia pediatrica durante a intemac@o na maternidade,
exames laboratoriais de rotina, puericultura, avaliacdo do neurodesenvolvimento infantil.

- Gestantes expostas: Consultas de pré-natal, exames laboratoriais e de imagem de rotina, parto e
acompanhamento puerperal.

- Gestantes ndo-expostas: Consultas de pré-natal, exames laboratoriais e de imagem de rotina, parto e
acompanhamento puerperal.

Patrocinador: O grupo de pesquisa PROUDEST enviou o projeto para editais de fomento de pesquisa e
aguarda respostas. Fmenviadassoﬁdtaq&&edefolmtomeditaisdocwo, FAPEDF e edital COPEI
da UnB. Até o momento sem resposta. As andlises de citocinas serdo custeadas pela FIOCRUZ/Minas
conforme apresentado na emenda. Outros materiais de custeio e custo de publicagdes tem sido financiado
pelo grupo de pesquisadores.

Numero de participantes incluidos no Brasil: 1.200
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Participardo os seguintes centros de pesquisa no Brasil: Laboratdrio Central de Saude Publica do Distrito
Federal, Instituicdo Instituto René RachowFIOCRUZ Minas, Hospital Regional da Asa Norte — HRAN,
Distrito Federal Secretaria de Saude, Escola Superior de Ciéncias da Saude.

Contruaglo do Parecer: 5.154.765

Havera armazenamento de amostras: As analises de mRNA serdo realizadas pelo Laboratorio de Biologia
da Universidade Técnica de Kaiserlautemn na Alemanha. O laboratorio do exterior vai custear o transporte
das amostras, as analises e o custo da publicacdo. A participacdo do grupo de pesquisadores da Alemanha
sera na analise de mRNA das amostras de liquido cefalorraquidiano conforme consta no projeto e na
publicag@o em revista cientifica destas analises em conjunto com o nosso grupo que fomecera dos dados
clinicos.

Previso de inicio do estudo: 01/06/2021

Previsdo de encerramento do estudo: 31/08/2026

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Andlise de respostas ao Parecer Consubstanciado Conep n® 5.074.613 emitido pela Conep em 01/11/2021:

1. Como ha previsdo de armazenamento de material biolégico em biorrepositorio no exterior, solicita-se
apresentar regulamento dos laboratorios no exterior envolvidos no armazenamento do material biologico:
detalhamento operacional e de infraestrutura, bem como as condi¢des de amazenamento do material, que
podem estar contidos no projeto de pesquisa detalhado ou em forma de declara¢do. Cabe ressaltar que o
prazo de armazenamento de material biologico humano em biorrepositorio deve estar de acordo com o
cronograma da pesquisa correspondente e pode ser autorizado por até dez anos. Solicita-se explicitar no
projeto de pesquisa o tempo de armazenamento.

RESPOSTA: Segue em anexo carta de cooperagao entre a Universidade de Kaiserslautem, Alemanha e a
Universidade de Brasilia para realizagdo do estudo em questao.

O prazo para armazenamento do material biologico sera de 05 anos, até o final da pesquisa (2026) e esta
explicitado no “projeto de pesquisa modificado” realgado em cor da fonte vermelha.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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2. Quanto ao termo de consentimento livre e esclarecido referente ao arquivo "Novo_TCLE pdf”, postado na
Plataforma Brasil em 05/07/2021, seguem as consideragdes:

Contnuaglo do Parecer: 5.154.765

2.1. Na pagina 2 de 3, lé-se: “Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a
aceitacd@o € voluntaria. Se houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos
pesquisadores (ressarcimento de transporte)”. Solicita-se incluir no TCLE que, quando for necessario seu
deslocamento em funcdo do estudo, sera garantido o ressarcimento, de TODAS AS DESPESAS do
participante da pesquisa e de seu acompanhante com o estudo. Salienta-se que os itens ressarcidos nao
sao apenas aqueles relacionados a transporte e alimentag@o, mas a todo gasto decorrente da participagao
no estudo (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens 11.21 e IV.3.g).

RESPOSTA: Modificagdes realizadas no TCLE constando nas linhas 82 a 84 do TCLE moedificado e
realgadas em cor da fonte vermelha:

Nada Ihe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo € voluntaria. Se
houver necessidade, sera garantido o ressarcimento de TODAS as despesas suas e do seu acompanhante,
incluindo aquelas relacionadas a transporte, alimentagdo ou quaisquer outros gastos decorrente da
participac@o do estudo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

22. Solicita-se inserir no TCLE a explicitag@o acerca do direito de buscar indenizagdo diante de eventuais
danos decorrentes da pesquisa (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item V.3.h).

RESPOSTA: Modificagdes realizadas no TCLE constando nas linhas 86 e 87 do TCLE modificado e
realgadas em cor da fonte vermelha:
Eseudieibmscarhdetizagéodimtedeevamabdmdewm&cdapeeqjsa

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.3. Solicita-se incluir no TCLE o pedido de autorizagdo para coleta, deposito, armazenamento e utilizagdo
do material bioldgico humano no exterior. Para melhor esclarecer o participante da pesquisa, solicita-se
informar no TCLE o nome e o pais onde estédo localizados os laboratorios centrais em que as amostras
bioldgicas coletadas no estudo serdo processadas e armazenadas (Resolugdo CNS n° 441 de 2011, item
2.).

RESPOSTA: Modificagdes realizadas no TCLE constando nas linhas 64 a 72 do TCLE modificado e
realcadas em cor da fonte vermelha:
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Sobre armazenamento e utilizacdo de material bioldgico: o sangue coletado no seu braco, o sangue do
cordao umbilical, o sangue da crianga, o liquor e a placenta serdo coletados, armazenados e enviados para
estudo em laboratorios do Brasil e do exterior. O material biolégico humano coletado podera ser enviado
para o laboratorio localizado em Kaiserslautern, Alemanha no seguinte endereco: University of
Kaiserslautem Gottlieb-Daimier-Strabe 67773 — Center for Cognitive Science no nome do Professor Thomas
Lachmann, assim como para a Fiocruz Minas, no seguinte endereco: Avenida Augusto de Lima, n® 1.715,
Barro Preto, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil CEP: 30.190-002, aos cuidados do Professor Olindo Filho
ou ainda permanecerdo armazenado para estudo no Hospital Universitario de Brasilia, endereco: Setor de
Grandes Areas Norte 605 - Asa Norte, Brasilia - DF, 70840-90, Sala de Pesquisa Clinica, aos cuidados dos
pesquisadores Geraldo Magela e Lizandra Paravidine até o fim do estudo programado para 2026.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Contnuaglo do Parecer: 5.154.765

2.4. Solicita-se que seja informado no TCLE que a retirada do consentimento de guarda das amostras
biolégicas humanas amazenadas em banco devera ser realizada POR ESCRITO E ASSINADA, podendo
dar-se a qualquer tempo, sem prejuizo ao participante da pesquisa, com validade a partir da data da
comunicagdo da decisdo (Resolugdo CNS n° 441 de 2011, item 10.1).

RESPOSTA: Modificagdes realizadas no TCLE constando nas linhas 74 a 76 do TCLE modificado e
realcadas em cor da fonte vermelha:

A retirada do consentimento de guarda das amostras biolégicas humanas ammazenadas devera ser
realizada por escrito e assinada, podendo dar-se a qualquer tempo, sem prejuizo a vocé participante, com
validade a partir da data da comunicagdo da decisdo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.5. Solicitam-se esclarecimentos quanto ao destino das amostras biologicas ao final das andlises (exames)
realizadas no estudo, isto &€, se as amostras serdo ou ndo destruidas. Caso as amostras sejam
armazenadas para analises futuras, solicita-se adequar a documentacdo inserida na Plataforma Brasil a
Resolugdo CNS n° 441 de 2011 e a Portaria MS n°® 2.201 de 2011.

RESPOSTA: Modificagbes realizadas no TCLE constando nas linhas 72 e 73 do TCLE modificado e
realcadas em cor da fonte vermelha:

Apds a finalizag@o dos exames e andlises do material biologico, as amostras serdo descartadas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Enderego: SRTVN 701, Via W S Norte, lote D - Eaificio PO 700, 3° andar

Balro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municiplo: EBRASILIA
Telefone: (51)3315-5877 E-mall: conep@sauce.gov.or
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2.6. Solicita-se que seja expresso de modo claro e afirmativo no TCLE que, caso necessaro, sera garantido
o direito a assisténcia integral e gratuita ao participante, devido a danos decorrentes da participagdo na
pesquisa e pelo tempo que for necessario (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens 11.3.1 e 11.3.2).
RESPOSTA: Modificagdes realizadas no TCLE constando nas linhas 86 a 88 do TCLE modificado e
realcadas em cor da fonte vermelha:

Em caso de danos decorrentes da participagdo na pesquisa, vocé recebera assisténcia integral e imediata
de forma gratuita pelos pesquisadores pelo tempo que for necessario. E seu direito buscar indenizacdo
diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.7. Deve ser garantido o acesso ao resultado do estudo, sempre que solicitado, em linguagem apropriada
ao entendimento do participante ou do seu representante legal, conforme preconizado no item 111.2.i da
Resolug@o CNS n° 251 de 1997. Solicita-se adequacdo.

RESPOSTA: Modificagdes realizadas no TCLE constando nas linhas 80 a 82 do TCLE modificado e
realcadas em cor da fonte vermelha:

A Sra. podera solicitar, se assim quiser, o relatorio final da pesquisa. Também, copias de todos os
resultados dos exames complementares realizados nesta pesquisa poderao ser solicitadas ao pesquisador.
Ao término da pesquisa e com resultados demonstrados, vocé podera nos solicitar e enviaremos o resultado
pra voce.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicoes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagao da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situagdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_167018] 30/11/2021 Aceito
do Projeto 4 _E1.pdf 16:54:02

Enderego: SRTVN 701, Via W S Norte, iote D - Edificio PO 700, 3° andar

Balrro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (51)3315-5877 E-mall: conep@saude.gov.or
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=

Projeto Detalhado / | Estudo_PROUDEST_com_emendasCO| 30/11/2021 | LIZANDRA MOURA | Aceito
Brochura NEP_30112021versao3.pdf 15:46:23 |PARAVIDINE
| Investigador SASAKI
Outros Cooperacao_UNB_Alemanha.pdf 24/117/2021 | LIZANDRA MOURA | Aceito
23:59:05 | PARAVIDINE
Recurso Anexado |CARTA_RESPOSTA_CONEP_EMEND | 24/11/2021 |LIZANDRA MOURA | Aceito
isador | A docx 23:42:13 | PARAVIDINE
TCLE/Temos de | TCLE_revisado2021versaolimpa.docx 24/11/2021 | LIZANDRA MOURA | Aceito
Assentimento / 23:39:39 | PARAVIDINE
Justificativa de SASAKI
Auséncia
TCLE/Temos de | TCLE_revisado2021modificacoes_realc | 24/11/2021 [LIZANDRA MOURA | Aceito
Assentimento / adas.docx 23:39:19 | PARAVIDINE
Justificativa de SASAKI
Auséncia
Cronograma Cronograma_Proudest.pdf 08/09/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
14:22:05 |FERNANDES
Solicitagao Carta_de_Respostas_as_Pendncias_29| 30/08/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
registrada pelo CEP | 0821.pdf 11:00:49 | FERNANDES
Parecer Anterior parecer_antenor.pdf 30/082021 | GERALDO MAGELA| Aceito
10:55:09 | FERNANDES
Brochura Pesquisa | Estudo_PROUDEST_com_emendas_05| 0507/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
| 0721.docx 13:59:49 |FERNANDES
Brochura Pesquisa | Estudo_PROUDEST_com_emendas_05| 0507/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
0721.pdf 13:59:35 |FERNANDES
TCLE/Temos de | Novo_TCLE pdf 05/07/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
Assentimento / 13:56:06 |FERNANDES
Justificativa de
Auséncia
Outros CV_Tulio_Medina.pdf 05/07/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
11:45:56 | FERNANDES
Outros CV_Zaconeta.pdf 0570772021 | GERALDO MAGELA| Aceito
11:41:20 |FERNANDES
Outros CV_Cleandro.pdf 05/07/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
11:40:57 | FERNANDES
Solicitagao Assinada| EmendaProudest3006.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
pelo Pesquisador 16:55:30 |FERNANDES
Responsavel
Outros CV_Aveliny.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
16:32:58 |FERNANDES
Outros Yacara_Ribeiro_Pereira_pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:29:27 | FERNANDES
Outros Wanessa_Tavares_Santos. pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:28:05 | FERNANDES
Outros CV_VitonaReis.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:27:1S | FERNANDES
Enderego: SRTVN 701, VIa W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar
Balmmo: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (51)3315-5877 E-mall: conep@sauce.gov.or
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Outros CV_RodrigoNery.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:26:45 | FERNANDES

Outros Rosana_Tnstao.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:23:53 | FERNANDES

Outros Patricia_Shu.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:23:19 | FERNANDES

Outros Pabline_Cavalcante_da_Silva.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:22:18 | FERNANDES

Outros CV_Martins_OA pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:21:45 |FERNANDES

Outros Maria_Eduarda_Canellas_de_Castro.pdff 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:20:07 | FERNANDES

Outros Lucieny_Silva_Martins_Semra.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:19:41 | FERNANDES

Outros Luiz_Claudio.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:19:03 | FERNANDES

Outros CV_Lucas.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:18:21 | FERNANDES

Outros Leticia_Avelina.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:17:44 |FERNANDES

Outros CV_Gustavo_Takano.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:15:56 | FERNANDES

Outros Fabiola_Zucchi.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:13:48 | FERNANDES

Outros DAvid.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:12:22 | FERNANDES

Outros Caroline_de_Oliveira_Alves.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:02:51 | FERNANDES

Outros CV_Cecilia.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:02:17

Outros CV_Beto.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:01:52 |FERNANDES

Outros Bruna_Nunes_pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
15:00:32 | FERNANDES

Outros Agenor_de_Castro_pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
14:58:56 | FERNANDES

Outros Alessandra_Rocha.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
14:57:12 | FERNANDES

Outros Alexandre.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
14:51:48 | FERNANDES

Outros Aleida.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
14:51:14 | FERNANDES

Outros Karina_Nascimento_Costa.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
14:50:13 |FERNANDES

Outros Lizandra.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
14:45:39 |FERNANDES

Outros Felipe.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito

Enderego:
Balrro: Asa Norte
UF: DF

Telefone:

SRTVN 701, VIa W § Norte, iote D - Edificio PO 700, 3* andar

CEP: 70.719-040

Municipio: BRASILIA
(61)3315-5877

E-mall: conep@saude.gov.or
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Outros Felipe.pdf 14:42:25 |FERNANDES Aceito
Outros Geraldo_Magela_Femandes.pdf 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
14:41:27 | FERNANDES
Dedaragéo de Termo_de_Anuencia_FIOCRUZ_Minas_| 30/06/2021 | GERALDO MAGELA| Aceito
Instituicao e Projeto_ PROUDEST .pdf 14:29:06 |FERNANDES
Infraestrutura
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 10/02/2021 |LIZANDRA MOURA | Aceito
CEP 4055854 pdf 23:35:11 | PARAVIDINE
Declaragao de biorepositorio.docx 10/02/2021 | LIZANDRA MOURA | Aceito
Manuseio Material 23:10:34 | PARAVIDINE
Biologico / SASAKI
Biorepositorio /
Biobanco
Outros ESCALAS_DE_DEPRESSAO.docx 10/02/2021 |LIZANDRA MOURA | Aceito
07:29:05 | PARAVIDINE
Projeto Detalhado / jeto_detalhado.docx 25/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
Brochura 14:24:27 |FERNANDES
Investigador
Declaragdo de Carta_pesquisadores.pdf 25/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
i 14:20:01 | FERNANDES
Declaracao de resumo_estruturado.docx 25/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
i 14:16:59 | FERNANDES
Declaragao de 12_Temo_de_responsabilidade.docx 25/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
i 14:15:06 | FERNANDES
Dedmagéo de Termo_de_ConcordanciaHRAN. pdf 24/0572020 | GERALDO MAGELA| Aceito
concordancia 11:07:49 | FERNANDES
Declaracao de TermoHUB.pdf 24/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
Instituicdo e 11:05:19 | FERNANDES
Infraestrutura
Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 24/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
09:08:15 | FERNANDES

Situagao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 11 de Dezembro de 2021

Assinado por:
Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))

Enderego: SRTVN 701, Via W S Norte, iote D - Edificio PO 700, 3* andar

Balro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (51)3315-5877 E-mall: conep@saude.gov.or
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (2) para participar como voluntano (3) da pesquisa “Efeitos do SARS CoV-2 sobre
gestagio, parto, puerpéno, periodo neonatal e desenvolvimento infantil: estudo de coortes, prospectivo
multicéntnco”, que sxgmﬁca “Estudo do mmpacto da mfecgio pelo novo coronmavirus na gestagio e
desenvolvimento de criangas” que esta sob a responsabilidade da pesquisadores: Dra. LIZANDRA MOURA
PARAVIDINE SASAKI, Hospital Universitano de Brasihia, Fone (61) 98424-8707 (coordenadora da parte
das gestantes e puérperas) e Dr. GERALDO MAGELA FERNANDES (coordenador da parte das cnangas),
Universidade de Brasilia, Fone (61) 981070071. Os coordenadores podem ser encontrados na Matermdade do
Hospital Universitano de Brasilhia de segunda a sexta-fewra de 8 as 12h.

Todas as suas dinidas podem ser esclarecidas com o5 responsavels por esta pesquisa. Apenas quando todos
05 esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubnque as folhas e
assme ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o
pesquisador responsavel.

Vocé tem total hiberdade para decidir participar ou recusar-se. Enfahizamos que a sua recusa nio lhe trara

qualquer prejuizo e que caso decida participar, também tera o direito de abandonar a pesquisa a qualquer
momento, sem que ocorra nenhuma penalizagio.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Descricao da pesquisa: Vocé foi convidada a participar desta pesquisa para estudarmos o impacto da
pelo novo corona virus 2019 - SARS-Cov-2- durante a gestagio de seu filho (3) e o como pode
mfluenciar no crescimento e desenvolvimento da cnanga. O objetivo deste estudo € acompanhar a evolugio de
pacientes gestantes que foram infectados pelo novo corona virus 2019 (SARS-Cov-2) e venficar se ha algzum
mmpacto na saude do feto, na saude materna e, apos nascimento, acompanhar se ha algum mmpacto na saude da
cnanga até o5 5 anos de 1dade. A mfecgio pelo Corona virus 2019 ainda é muito recente e se sabe muito pouco
de sua mnfluéncia na saude das gestantes e nos filhos de mies que foram contaminadas durante a gestagio. Para
PArficIpar sera necessarno, apos a leitura e assimatura deste documento, que voce faga o seu pré-natal no Hospital
Universitano de Brasilia (HUB) ou nos servigos supervisionados pela pesquisa e postenormente leve o seu filho
para o seguumento do crescimento e desenvolvimento no Ambulatonio do HUB ou nos servigos supervisionados.
Os procedimentos do estudo — coletas de imnformagdes relativas a sua saude, exames laboratonais, exames
radiologicos, coleta de sangue — nio sido diferentes daqueles que vocé fana no pré-natal e na avahagio do

Crescimento e Desenvolvimento do seu filho.

Periodo de participacio no estudo: apos a primerra avaliagdo, vocé devera retormar para as consultas de
pré-natal conforme a rotina habitual, ou seja, mensalmente até a 34" semana de gestagio, quinzenalmente até a
36° semana e semanalmente até o parto. As consultas do segunmento da crianga ocomerdo da meama como onenta o
Mmasténo da Sande: 1°,2°, 4°, 6°, 9° e 12° mé= no prmeno ano de vida e apos 1 ano, de 6 em 6 meses, até completar 5 anos
de xdade.

Riscos para o voluntario da pesquisa: alzumas gestantes podem ter vergonha ou medo de preconceito por
terem adquindo a COVID-19. Para evitar 1550, cnamos um ambulatono de pré-natal especialmente para as
participantes deste estudo, além de garantimos que todos oz dados serdo tratados em segredo. A coleta de
sangue para exames laboratonais sera realizada em uma veia do seu brago, com agulha e sennga estenhizadas,
mas pode haver o nisco de equimose (mancha roxa) ou sangramento local. Para reduzir esse nsco, a coleta sera
realizada por uma pessoa com expenéncia. Além do sangue matemno, a placenta, o sangue do cordio umbilical
também serdo encaminhados para estudos em laboratonos. Caso vocé ou seu bebé precisem fazer uma anestesia
ou pun¢io na coluna por outro motivo, o liquor (liqudo que encontra-se na medula espinhal) também sera
estudado. No caso da cnanga ela podera ser submetida 2 uma ecografia do cérebro (ecografia transfontanela) ou a
uma ress0nincia magnética de Cramio se necessano para diagnostico de possivels doengas cerebraws, sendo tais
exames indolores e realizados com a cnanga acordada ou dormundo, se indicado. Nio serdo solicitados exames de
sangue da cnanga que forem diferentes da rotina clinica habitual exceto para pesquisa da presenga do coronavirus
19, anticorpos anti coronavirus 19 ou citocinas mflamatonas no sangue. A cnianga tambeém tera nsco de hematoma
(mancha roxa) e sangramento no local da coleta que é habitualmente no dorso da mio. Para diminuir estes eventos
a coleta desta amostra de sangue sera feita junto com coletas de sangue que ja senam necessanas, como o teste do
pezinho. Caso vocé ou a cnanga venha a apresentar as alteragdes relacionadas a coleta de sangue, vocé devera
fazer compressas de agua quente em casa e se nio melhorar, deve procurar o responsavel por esta pesquisa no
hospital ou atraves do telefone listado acima (pode fazer ligagdes a cobrar).

Rubnica Pesquisadores Rubnica Participante
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Beneficios para o voluntano da pesquisa: o pnmewro beneficio deste estudo nio € apenas para vocé, mas para toda a
sociedade, pols permutira que o5 meédicos e gestores de saude entendam melhor a doenga e possam tratar melhor outras
gestantes infectadas, assim como seus filhos. Qutro beneficio é que as participantes deste estudo que assim o desejarem
terdo todas as consultas de pré-natal, exames laboratonais e ecografias realizadas no Hospital Universitanio de Brasihia, onde
também poderio ter o parto. Izualmente caso vocé participe do estudo, o seu filho podera fazer todas as consultas de
acompanhamento pediatrico no HUB.

Sobre ammazenamento e utiizagio de matenal biologico: o sangue coletado no seu brago, o sangue do cordio umbilical,
o sangue da cnanga, o liquor e a placenta serdo coletados, ammazenados e enviados para estudo em laboratonos do Brazsil e
do extenor. O matenal biologico humano coletado podera ser enviado para o laboratono localizado em Kaiserslautem,
Alemanha no segwinte enderego: University of Kaiserslautern Gottheb-Dammler-Strabe 67773 — Center for Cogmitive
Science no nome do Professor Thomas Lachmann assim como para a Fiocruz Minas, no seguinte enderego: Avemda
Augusto de Lima, n° 1.715, Bamro Preto, Belo Honzonte, Minas Gerais, Brasil CEP: 30.190-002, aos curdados do Professor
Olindo Filko ou ainda permanecerdo amazenado para estudo no Hospital Universitinio de Brasilia, enderego: Setor de
Grandes Areas Norte 605 - Asa Norte, Brasilia - DF, 70840-90, Sala de Pesquisa Clinica, aos cuidados dos pesquisadores
Geraldo Magela e Lizandra Paravidine até o fim do estudo programado para 2026. Apos a finalizag3o dos exames e analices
do matenal biologico, as amostras serdo descartadas.

A retirada do consentimento de guarda das amostras biologicas humanas aiqmazenadas devera serrealizada por escnto e
assmnada, podendo dar-se a qualquer tempo, sem prejuizo a vocé participante, com validade a partir da data da comunicagio
da decisdo.

Todas as nformagdes desta pesquuisa serdo confidencials (secretas) e serdo repassadas apenas em reunides ou publicagdes
cientificas, sem i1dentificar as pessoas. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas e no computador
pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador, no enderego acima mnformado, pelo periodo minimo de 5 anos.

A Sra. podera solicitar, se assim quuser, o relatono final da pesquisa. Tambeém. copias de todos os resultados dos exames
complementares realizados nesta pesquisa poder3o ser sohicitadas ao pesquisador. Ao térmuno da pesquisa e com resultados
demonstrados, vocé podera nos solicitar e enviaremos o resultado pra voce.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pols a aceitagio € voluntina Se houver
necessidade, sera garantido o ressarcimento de TODAS as despesas suas e do seu acompanhante, inchundo aquelas
relacionadas a transporte, alimentagio ou quaisquer outros gastos decorrente da participagio do estudo.

Em caso de danos decomrentes da participagio na pesquisa, vocé recebera assisténcia integral e imediata de forma gratwita
pelos pesquisadores pelo tempo que for necessano. E seu direrto buscar indemizagio diante de eventuais danos decorrentes
da pesquusa.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer dinvida em relagio a pesquisa, por favor telefone para: Geraldo Magela Femandes no
telefone (61) 981070071, email geraldofernandes@unb.br; Lizandra Moura Paravidine Sasaki no telefone (61) 98424-8707,
email: hzandra78@gmailcom ou Licia Mana Hennque da Mota nos telefones (61) 99221-559, emal:
Liciahmmota/@gmail com, disponivels inclusive para higacdo a cobrar.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina (CEP/FM) da Universidade de
Brasiha. O CEP é composto por profissionais de diferentes areas cuja fungdo é defender os interesses dos participantes da
pesquisa em sua integndade e digmdade e contmbuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.

As dinidas com relagdo a assmatura do TCLE ou o5 direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo
telefone (61) 3107-1918 oudo e-mail cepﬁnt"'tmb br, horano de atendimento de 08:30hs as 12:30hs e de 14:30hs as 16:00ks,
de segunda a sexta-fewra. O CEP/FM esta localizado na Faculdade de Saude/Faculdade de Medicina no 2° andar do prédio,
Campus Universitanio Darcy Ribewro, Universidade de Brasiha, Asa Norte, DF.
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