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RESUMO

A via PD-1/PD-L1 desempenha um papel essencial na tolerancia imunolégica e
autorregulacéo, especialmente na modulagcéo da resposta inflamatéria exacerbada
em condicdes como a Pré-Eclampsia (PE) e a COVID-19 em gestantes. Embora a
relacdo entre COVID-19 e PE ainda néo esteja totalmente estabelecida, acredita-se
gue estimulos inflamatorios sistémicos possam comprometer a funcao imunoldgica,
agravando o quadro clinico. Este estudo teve como objetivo avaliar a expresséo de
PD-1 e PD-L1 no tecido placentario de gestantes com COVID-19 e/ou PE atendidas
em dois centros obstétricos de referéncia em Recife-PE. Para isso, foi conduzido um
estudo transversal, descritivo e comparativo, envolvendo 45 gestantes positivas para
SARS-CoV-2, 24 com diagnéstico concomitante de COVID-19 e PE, e 44
diagnosticadas apenas com PE. A expressao génica do SARS-CoV-2 na placenta
foi analisada por PCR em tempo real (qPCR), enquanto a localizacdo e o padrao de
expressdo das proteinas Spike, PD-1 e PD-L1 foram avaliados por imuno-
histoquimica e quantificada em pixels através do software GraphPad Prism (versao
8.0). Os resultados indicaram que gestantes com COVID-19 apresentaram maior
risco de parto prematuro e de admisséo na UTI, além de recém-nascidos com maior
probabilidade de baixo peso ao nascer e necessidade de oxigénio. Além disso, essas
gestantes tiveram menores niveis de hemoglobina e contagem de linfécitos,
engquanto as com PE apresentaram niveis elevados de TGO e LDH. Observou-se
também que a expressdo de PD-L1 foi mais elevada em gestantes com PE,
enguanto a associagao entre COVID-19 e PE resultou em maior expressao de PD-
1. A presenca da proteina Spike na placenta correlacionou-se positivamente com a
expressdo do receptor PD-1, e a deteccdo do SARS-CoV-2 estava associada a
alteracdes estruturais na decidua basal e nas vilosidades coridnicas. N0ossos
achados sugerem que tanto a PE quanto a infeccdo pelo SARS-CoV-2 podem
modular a expresséo da via PD-1/PD-L1 no tecido placentario, o que pode resultar
em implicacdes materno-fetais. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para
elucidar os mecanismos envolvidos nessa modulacdo e suas possiveis
consequéncias.

Palavras-chave: COVID-19. Interface materno-fetal. Tolerancia imunologica.
Gestacao.
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ABSTRACT

PD-1/PD-L1 pathway plays an essential role in immune tolerance and autoregulation,
especially in modulating the exacerbated inflammatory response in conditions such as
Preeclampsia (PE) and COVID-19 in pregnant women. Although the relationship
between COVID-19 and PE has not yet been fully established, it is believed that
systemic inflammatory processes may compromise immune function, aggravating the
clinical condition. The aim of this study was to assess the expression of PD-1 and PD-
L1 in the placental tissue of pregnant women with COVID-19 and/or PE treated at two
obstetric centres of reference in Recife-PE. To this end, a cross-sectional, descriptive
and comparative study was carried out, involving 45 pregnant women positive for
SARS-CoV-2, 24 with a concomitant diagnosis of COVID-19 and PE and 44 diagnosed
only with PE. The gene expression of SARS-CoV-2 in the placenta was analysed by
real — time quantitative PCR (qPCR), while the location and expression pattern of the
Spike, PD-1 and PD-L1 proteins were assessed by immunohistochemistry and
quantified in pixels using GraphPad Prism software (version 8.0). The results indicated
that pregnant women with COVID-19 had a higher risk of preterm labour and ICU
admission, as well as newborns with a higher likelihood of low birth weight and oxygen
requirement. In addition, these pregnant women had lower levels of haemoglobin and
lymphocyte count, while those with PE had higher levels of TGO and LDH. It was also
observed that PD-L1 expression was higher in pregnant women with PE, while the
association between COVID-19 and PE resulted in higher PD-1 expression. The
presence of Spike protein in the placenta correlated positively with PD-1 receptor
expression, and the detection of SARS-CoV-2 was associated with structural changes
in the basal decidua and chorionic villi. Our findings suggest that both PE and SARS-
CoV-2 infection may modulate the expression of the PD-1/PD-L1 pathway in placental
tissue, which may have maternal-fetal implications. However, further studies are
needed to elucidate the mechanisms involved in this modulation and its possible
consequences.

Keywords: COVID-19. Maternal-fetal interface. Immune tolerance. Pregnancy.
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1 INTRODUCAO

Durante o periodo gestacional o sistema imune materno sofre algumas
alteracdes a fim de permitir o crescimento do feto semi alogénico, visto que 0 mesmo
possui parte do material genético advindo do pai e que por isso pode ser reconhecido
como algo néo proprio (Cruz et al., 2021). Assim, qualquer desequilibrio no processo
de tolerancia imunoldgica pode tornar a gestante ainda mais vulneravel a infecgdes,
bem como ao desenvolvimento de algumas patologias e complicacbes gestacionais.
(Kumar, et al., 2022). A placenta € um 6érgdo bastante importante na promocao dessa
tolerancia imunoldégica, principalmente na regido de interface materno-fetal, além de
atuar como uma espécie de barreira auxiliando na protecéo do feto contra a acdo de
diversos patdégenos, visto que este possui um sistema imunolégico ainda pouco
maduro e nao tao eficiente (Kumar et al., 2022).

A COVID-19 é decorrente da infeccao pelo SARS-CoV-2 e durante o periodo
gestacional € uma das condi¢Bes que podem acarretar em complica¢des tanto para
a gestante quanto para o feto. (Kumar, et al., 2022). A morfologia do SARS-CoV-2
consiste essencialmente em algumas proteinas estruturais que sdo importantes
para o funcionamento e metabolismo viral, como a proteina Spike, a proteina do
nucleocapsideo, a proteina de membrana e a proteina de envelope (Cruz et al.,
2021). A proteina Spike, especificamente, esta envolvida no processo de infecgédo
da célula hospedeira, visto que a subunidade S1 desta proteina possui o dominio
de ligacdo ao receptor (RBD), o qual participa do processo de afinidade do virus
pelos receptores presentes na membrana celular (Li Y, 2022; e Li JZ, 2022). De
modo mais detalhado, para que ocorra o processo de infec¢do da célula hospedeira,
€ preciso que a subunidade S1, presente no envelope viral, interaja com a enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2). Em seguida é preciso que a proteina Spike
seja clivada nas subunidades S1 e S2 pela protease celular Transmembrane Serine
Protease 2 (TMPRSS2) (Kumar et al., 2022; Scialo et al., 2020). Por fim, a fusdo do
do SARS-CoV-2 a membrana celular do hospedeiro € promovida pela exposi¢céo da
subunidade S2 (Walls et al., 2020).

Dos eventos adversos causados pela COVID-19 em gestantes, os mais
frequentemente relatados s&o: maiores riscos de restricAo de crescimento

intrauterino (RCIU), parto prematuro e pré-eclampsia, assim como maiores chances



de internamento na UTI e indices de morte materna (Gonzélez-Vanegas e Oscar
Martinez-Perez, 2023). Ademais, também foi observado um aumento no uso de
oxigénio e ventilacdo, nas taxas de internacdes em unidades de terapia intensiva
(UTIs) e na mortalidade (Moore e Suthar, 2021). No que diz respeito as
consequéncias da infec¢do pelo SARS-CoV-2 no tecido placentério, a méa perfuséo
materno fetal, o depdsito de fibrina, casos de trombose e recrutamento de infiltrados
inflamatorios sdo os relatos mais frequentes (Leal et al.,2021).

A Pré-Eclampsia (PE) é uma condi¢cdo caracterizada por hipertenséo arterial
geralmente iniciada apds a 20° semana de gestacéo, a qual pode vir acompanhada
ou ndo de proteindria e de lesBes em alguns 6rgéos alvos (Peracoli et al., 2019). A
etiologia desta doenca ainda ndo foi totalmente elucidada, porém, sabe- se que a
PE é uma doenca multifatorial que possui alguns fatores de risco atribuidos a
comorbidades maternas como obesidade, doenca renal crénica e hipertenséo, além
de outras causas relacionadas a desregulacéo da tolerancia imunol6gica na regiao
de interface materno-fetal (Phipps et al., 2019). A principal forma de tratamento € a
antecipacao do parto, caso isso ndo ocorra 0s sintomas podem progredir e resultar
em doenca renal, hepatica ou lesdes em diversos 6rgaos. Além disso, algumas
complicacBes sdo frequentemente relacionadas a PE, como parto prematuro,
coagulacédo intravascular disseminada, descolamento de placenta, isquemia e
hipoperfuséo placentéaria e vasculopatia decidual. Assim, altos indices de morbidade
e mortalidade tanto materna quanto fetal estdo relacionados a PE. (Phipps et al.,
2019). A PE pode evoluir para formas mais graves da doenca como a Sindrome
HELLP que € caracterizada por niveis elevados de enzimas hepaticas, hemdlise e
baixa quantidade de plaquetas. A Sindrome HELLP é uma condi¢ao que possui uma
sintomatologia bastante semelhante com a COVID-19 (Sathiya, Rajendran e
Sumathi, 2022).

Diante disso, a COVID-19 e a Pré-Eclampsia séo patologias que apresentam
bastantes intersecdes fisiopatologicas e sintomatoldgicas (Sayad et al., 2022). O
aumento de citocinas pro-inflamatorias, proteinuria, hipertenséo, trombocitopenia e
enzimas hepéticas elevadas sdo sintomas clinicos que podem ser compartilhados
em ambas as condi¢cdes (Sathiya, Rajendran e Sumathi, 2022). Ademais, a
fisiopatologia dessas condicfes possui em comum a proteina receptora enzima

ECAZ2 e o sistema renina angiotensina- aldosterona (SRAA). A ECA2 atua no SRAA
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convertendo Ang Il em Ang-(1-7) (Sathiya, Rajendran e Sumathi, 2022). Quando o
SARS-CoV-2 se liga a ECA2 e infecta a célula do hospedeiro, ocorre em uma
deplecado na expressao da enzima ECA2 o que resulta em um desequilibrio no SRAA
(Sayad et al., 2022). No contexto da pré-eclampsia, também acredita-se que uma
das causas da doenca é o desequilibrio no SRAA. Expressdes irregulares de ECA2
podem resultar em um aumento de (Ang Il) e consequentemente em uma diminui¢ao
do Ang-( 1 - 7) o que implicaria no aumento da resisténcia vascular e hipertenséo
(Sayad et al., 2022).

A via PD- 1/PD-L1 possui um papel importante na promog¢éao da tolerancia
imunoldgica, incluindo a tolerancia materno-fetal, ao reduzir a resposta imunolégica
por meio da inibicdo das células T efetoras juntamente com a estimulagdo das
células Treg. (Zhang et al.,, 2017). O receptor da proteina de morte celular
programada 1 (PD-1) € expresso nas células apresentadoras de antigeno, células T
e células B, enquanto o ligante PD-L1 pode ser encontrado em células
hematopoiéticas e em diversos outros tecidos como na placenta (Meggyes et al.,
2019). No estudo de Zhang et al (2017) , foi possivel observar que gestantes com
PE podem apresentar alterac6es na via PD-1/PD-L1 que resultam em uma oscilacao
no equilibrio de células Treg/Th17 e consequentemente prejudica a homeostasia da
tolerancia imunoldgica na interface materno-fetal (Zhang et al., 2017). Além disso,
outro trabalho observou que gestantes com pré-eclampsia possuiam niveis de PD-
1 e PD-L1 solaveis significativamente mais elevados em comparacgao as gestantes
saudaveis (Mittelberger et al., 2022). As gestantes com COVID-19, sobretudo os
casos mais graves, também apresentaram niveis desregulados de PD-1 e seu
ligante PD-L1 e o aumento na expressado dessas moléculas possui relacdo com a
menor resposta imunoldgica das células B, células T, células NK e monécitos
(Bonam, Hu e Bayry, 2022). Assim, a0 mesmo tempo em que a via PD1/PD-L1
promove a tolerancia imunoldgica e a reducdo de danos tecidual e de processos
inflamatorios, uma estimulagéo continua desta via pode reduzir a efetividade das
células do sistema imunologico, além de contribuir para a progressao de condi¢des

e doencas agudas e inflamatorias (Bonam, Hu e Bayry, 2022).

Diante disso, visto que tanto a COVID-19 quanto a PE podem alterar a

expressdo da via PD-1/PD-L1 e que essas alteracbes podem contribuir para
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desfechos clinicos adversos, avaliar o perfil de expressdo destas moléculas no
tecido placentario de gestantes com COVID-19 e/ou PE é fundamental para
compreender parte dos processos de tolerancia imunolégica que ocorrem na
interface materno-fetal o que pode contribuir para o possivel aprimoramento de

formas diagndsticas e/ou terapéuticas baseadas no comportamento da via PD-1/PD-
L1.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Placenta e Tolerancia Imunoldgica

Durante o periodo gestacional diversas mudancas fisioldgicas ocorrem nos
orgaos e sistemas maternos, além de alterac6es no perfil hormonal e na intensidade
da resposta imunoldgica a fim de promover uma adaptacdo do organismo da mae
frente ao desenvolvimento do feto (Moore; Suthar, 2021). A modulacdo do sistema
imunologico materno, em especial, € necessaria para manter um equilibrio entre uma
resposta imunoldgica suficiente para evitar infeccées e ao mesmo tempo tolerante o
bastante para permitir que o feto semi-alogénico se desenvolva (Narang et al., 2021).
A expressdo de moléculas imunoldgicas que promovem a imunossupressao como o
CTLA-4, a mudanca no perfil da resposta imune de Thl para Th2 e o estimulo da
ativacao de linfécitos T reguadores (Tregs) representam alguns dos mecanismos que
podem favorecer o desenvolvimento da tolerancia materno-fetal (R. Orefice, 2021).
Além disso, a expressao do antigeno leucocitario humano G (HLA-G), e a producéo
de citocinas, hormbénios e moléculas com atividade imunolégica também podem
modular a resposta materna e induzir a autotolerancia (Rocca et al., 2014).

Nesse contexto, uma pec¢a fundamental para o desenvolvimento da gestacéao e
para a promoc¢ao da tolerancia imunoldgica € a placenta (Semmes e Coyne, 2021).
Este 6rgéo é unico do periodo gestacional e desempenha func¢des importantes como
o fornecimento de nutrientes para o feto, promocéo de trocas gasosas materno-fetal,
protecdo contra patdgenos que possam causar infeccbes, além de expressar e
produzir moléculas responsaveis por regular as respostas imunoldgicas e tornar o
sistema imune mais tolerante ao feto (Turco e Moffett., 2019).

O tecido placentario € composto por uma regido materna conhecida como
decidua basal e por uma regido fetal conhecida como vilosidades coridénicas ou
trofoblastos que se dividem em sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto (Gude et al., 2004),
conforme Figura 1. A juncdo destas regides forma a interface materno- fetal da
placenta (Guibourdenche et al., 2009). O processo de desenvolvimento da placenta
se inicia pouco apos a fertilizacdo quando o embrido se diferencia e chega na fase de
blastocisto. A camada localizada no exterior deste blastocisto, conhecida como

trofectoderma, se diferencia e da origem aos trofoblastos (Cindrova-Davies; Sferruzzi-
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Perri, 2022). A camada materna, decidua basal, surge ap0s o processo de
implantagédo do embrido e se intensifica com a implantagéo do trofoblasto (Turco e
Moffett., 2019). O trofoblasto é subdividido em dois tipos, o trofoblasto viloso, que
corresponde ao citotrofoblasto e ao sinciciotrofoblasto, e o trofoblasto extraviloso
(Papuchova et al., 2020). O sinciciotrofoblasto representa a regido da placenta
responsavel pelas trocas gasosas e pela nutricdo do feto. Isso porque esta camada é
a mais externa e fica em contato com a regidao materna da placenta (Turco e Moffett.,
2019) O citotrofoblasto € uma camada importante para promover adaptacdes
hormonais e fisiologicas frente a presenca do feto (Turco e Moffett., 2019). Os
trofoblastos extravilosos desempenham um papel importante na adaptacéo vascular,
pois remodelam as artérias espiraladas, a fim de garantir um fluxo sanguineo
adequado. Além disso, sao fundamentais para iniciar a forma¢do da decidua basal,
visto que sao responsaveis por fixar o blastocisto no tecido uterino (Ander; Diamond;
Coyne., 2019). A decidua basal constitui a parte materna da interface materno- fetal
placentaria. Essa regido € importante para a promoc¢ao da tolerancia imunologica visto
gue dentre outras funcdes esta regido abriga uma populacéo de células imunolégicas
inatas como macréfagos deciduais e células dendriticas deciduais (dDCs) (Semmes
e Coyne, 2021).
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Figura 1- Células e Vasos que Compdem a Estrutura da Placenta
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Fonte: Adaptado de Bhattacharjee; Mohammad; Adamo (2021). Traducéo da autora.

Legenda: (A) Regido materna da placenta, formada pela decidua basal. Regido fetal, formada pelas
vilosidades coridnicas (sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto) (B) Células Imunolégicas do citotrofoblasto
e Leucdcitos maternos formados por células dendriticas, macréfagos, células NK

Um componente essencial na regido materna da placenta sao os leucécitos
maternos. A proporcao destas células vai se alterando de acordo com o periodo
gestacional e com as necessidades imunolégicas (Ander; Diamond; Coyne., 2019). A
maior parte destes leucdcitos correspondem as células deciduais Natural Killer (dNK),
as quais possuem um papel importante pois intensificam o processo de
decidualizacao e proporcionam a invasao trofoblastica, devido a producéo de citocinas
e fatores estimulantes (Hanna et al., 2006). Os macrofagos deciduais também
compdem os leucocitos maternos e desempenham um papel importante na resposta
imunologica e no combate a infecgdes ja que funcionam como células apresentadoras
de antigenos (Ander; Diamond; Coyne., 2019). As ceélulas linfoides inatas séo
componentes essenciais na decidua materna, pois promovem a tolerancia

imunoldgica e estdo envolvidas no sucesso da placentacao. Além disso, as NK séo



22

importantes para o desenvolvimento da gestacao pois atuam promovendo resposta
imunoldgica inata e remodelagéo das artérias espirais (Vacca et al., 2015). As células
de Hofbauer (HBCs) representam as células imunoldgicas localizadas nas vilosidades
coribnicas e possuem origem fetal (Semmes e Coyne, 2021). Essas células
correspondem a um conjunto de macréfagos do subtipo M2 e sdo responséaveis por
diversas fungBes como apresentar antigenos e produzir citocinas, sendo células
fundamentais para a protecdo do feto contra infeccfes ja que podem atuar tanto no

sistema imune inato quanto no adaptativo (Yong et al., 2021).

Os tecidos e células placentarias atuam em conjunto com um intuito de criar
uma espécie de barreira imunoldgica para protecao do feto contra microrganismos e
patdgenos (Yong et al., 2021). No entanto, as alteracbes hormonais, fisiologicas e
imunologicas que naturalmente ocorrem durante a gestacdo, tornam a barreira
placentaria mais vulneravel a infec¢gbes (Orefice, 2021). Além disso, um conjunto de
fatores podem contribuir para aumentar a susceptibilidade a infec¢cées, como o tipo de
parto, a idade gestacional, a pré-existéncia de condi¢cdes que alteram integridade da
barreira placentaria e a atuacdo do sistema imunoldgico (Auriti et al., 2021). Um
conjunto de virus conhecidos como TORCH (Toxoplasma, Outros, Rubéola,
Citomegalovirus e Herpes simplex virus) representam uma ameaca a integridade da
barreira placentaria, pois ndo sé possuem a capacidade de quebrar a barreira
placentaria e infectar a placenta, mas também de causar infeccdo congénita, ou seja,

transmitir a infeccao ao feto (Stegmann; Carey, 2002).

Em relacdo aos virus TORCH em gestantes, sabe-se que a maior parte das
infeccBes congénitas registradas sao decorrentes da infeccdo pelo citomegalovirus
(CMV) (Narang et al., 2021). Essa condi¢cao pode implicar no desenvolvimento de
eventos adversos tanto para o feto, como restricdo do crescimento intrauterino, quanto
para o0 recém-nascido como surdez, atraso no desenvolvimento do sistema
neuroldgico e problemas hematolégicos (Creisher; Klein, 2024; Narang et al., 2021).
Gestantes infectadas tanto pelo virus da hepatite C (HCV) quanto pelo virus herpes
simplex (VHS) podem experimentar a ocorréncia de restricdo do crescimento
intrauterino, abortos espontédneos e parto prematuro (Creisher; Klein, 2024). A
transmissao vertical do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) pode ocorrer de

forma transplacentéria, no momento do parto ou durante a amamentacao (Yong et al.,
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2021). Prematuridade, baixo peso neonatal e restricdo do crescimento intrauterino sao
alguns eventos adversos associados as gestantes com infeccdo ativa pelo HIV
(Creisher; Klein, 2024). Além disso, ha a maior ocorréncia de aborto espontaneo e
mortalidade neonatal (Yong et al., 2021). A infeccéo pelo virus da rubéola também
resulta em eventos adversos fetais bastante graves, sendo mais graves no primeiro
trimestre de gestacao. (Creisher; Klein, 2024). A transmisséo vertical pelo virus da
rubéola ndo costuma ser tao frequente, no entanto, quando ocorre esta associada ao
desenvolvimento de catarata, surdez e outras sequelas congénitas para 0s recém-
nascidos, além de problemas fetais como maiores taxas de aborto e restricdo do
crescimento intrauterino (Narang et al., 2021). Recentemente, foi observado que o
desenvolvimento da sindrome congénita do zika, a qual cursa com o surgimento de
microcefalia, estd associada a transmissao de forma transplacentaria do zika virus
(Creisher; Klein, 2024). Além disso, os recém-nascidos infectados pelo zika virus
ainda no utero, podem desenvolver sequelas na visao e audicdo. Além de problemas
musculares, esquelético e desenvolvimento neurolégico incompleto (Yong et al.,
2021). Nesse contexto de virus que podem causar infeccdes congénitas, a descoberta
do SARS-CoV-2, iniciou varios questionamentos a respeito do surgimento de eventos
adversos decorrentes da COVID-19 em gestantes, além da preocupagdo com a
possibilidade de transmisséo vertical e a ocorréncia de sequelas para feto e/ou recém-

nascido (Deniz; Tezer, 2022).

2.2 Infecgéo Pelo SARS-COV-2 e COVID-19

2.2.1 Morfologia do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 pertence ao género Betacoronavirus, é constituido por RNA de
fita simples, possui sentido positivo (+), além de ser um virus envelopado (Khan et al.,
2020). Seus 30 kb séo traduzidos em 4 proteinas que compdem a estrutura do SARS-
CoV-2, 16 proteinas nao estruturais e cerca de 11 proteinas acessorias, de acordo
com a Figura 2 (Redondo et al., 2021). As principais proteinas ndo estruturais sao
NSP1, NSP3, NSP4, NSP12 e estdo relacionadas aos processos de interacdo com a

célula hospedeira, com o ciclo de replicacédo viral e com o0 processo de evasao as
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respostas do sistema imunoldgico do individuo infectado (Kumar, Verma, Mysorekar,
2023). No que diz respeito as proteinas estruturais, elas desempenham um papel
crucial na formacéo da estrutura fisica viral, no ciclo de vida do virus e no processo
de fuséo e entrada do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras (Rahman et al., 2021).

A proteina Spike, a proteina do Nucleocapsideo (N), a proteina do Envelope
(E) e a proteina de Membrana (M) sdo as quatro proteinas estruturais que compdem
0 SARS-CoV-2 (Jin et al., 2020). A proteina Spike possui as subunidades S1 e S2 e
estd relacionada sobretudo ao processo de infeccdo da célula hospedeira. A
subunidade S1 possui o dominio de ligacéo ao receptor (RBD), o qual exerce a funcéo
de se ligar a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) e que atua como receptor
do SARS-CoV-2 (Khan et al., 2020). A proteina M é responsavel pela montagem e
estabilidade do SARS-CoV-2, além de estar envolvida na inibicdo da resposta imune
antiviral por meio de interferon | e Ill (Kumar, Verma, Mysorekar, 2023). A proteina N
€ responsavel por envolver e proteger o genoma do virus, além de ser importante no
processo de replicacdo e montagem de novos virions (Rahman et al., 2021). A
proteina E regula a homeostase do calcio, forma canais catidnicos na parte interna da
membrana reticulo endoplasmatico de Golgi e auxilia na montagem e liberacdo do
virus (Kumar, Verma, Mysorekar, 2023). A funcao das proteinas acessérias ainda ndo
foi totalmente elucidada, porém acredita-se que elas possuam uma funcdo importante
no processo de patogénese. Além disso foi observado que algumas variantes de
importancia apresentaram mutacdes em algumas destas proteinas acessorias
(Redondo et al., 2021).
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Figura 2- Estrutura do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Khan (2022). Traducéo da autora.

Legenda: Proteinas estruturais que compéem o SARS-CoV-2 e genoma do virus composto por RNA

de fita simples e sentido positivo.

2.2.2 Epidemiologia, Transmissao, Sintomas e Diagndéstico da COVID-19

A doenca por coronavirus 19 (COVID-19) é caracterizada como uma doenca
aguda que afeta sobretudo o trato respiratorio e é decorrente da infeccao pelo SARS-
CoV-2, um tipo de betacoronavirus (Ochani et al., 2021). Cronologicamente, os
primeiros casos de COVID-19 foram identificados em dezembro de 2019, na cidade
de Wuhan, China. Em seguida foi registrado um surto de individuos infectados pelo
SARS-CoV-2 (Rasmussen et al., 2020). A quantidade de casos relatados em todo o
mundo aumentou significativamente devido a rapida velocidade de disseminacdo da
infeccdo (Khan et al., 2020). Os primeiros individuos infectados inicialmente
apresentaram um quadro de pneumonia que ndo possuia causa aparente.
Posteriormente, foi identificado que o causador desses quadros era um novo tipo de
coronavirus que em seguida foi nomeado como SARS-CoV-2 pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Jin et al., 2020). Em meados de marco
de 2020, o entédo surto de SARS-CoV-2 foi elevado para o status de pandemia de
COVID-19 pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) (Maison et al., 2025).

A pandemia causada pelo SARS-CoV-2 foi responsavel por milhdes de mortes
mundialmente, além de gerar uma crise sanitaria, econémica e social (Gheorghita et
al., 2024). Até o periodo de fevereiro de 2025 foram notificados no Brasil um total de
39.181.954 casos de COVID-19 sendo a taxa de incidéncia de 51,59 por 100 mil
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habitantes. Além disso, um total de 715.108 6bitos pela doenca foram notificados até
0 periodo citado, sendo a taxa de mortalidade de 0,24 por 100 mil habitantes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2025).

O SARS-CoV-2 possui uma alta capacidade de ser transmitido, sendo o seu
namero reprodutivo (RO) igual a 2,2, o que significa que cada pessoa infectada pelo
virus tem o potencial de infectar 2,2 novas pessoas, 0 que explica a rapida
disseminacéao da doenca para diversas partes do mundo (Rahman et al., 2021). Em
relacdo a transmissdo do SARS-CoV-2, é sabido que um individuo pode ser infectado
através do contato com pessoas, superficies, objetos ou lugares que contenham o
SARS-CoV-2 (Umakanthan et al., 2020). Tosse, espirros e até mesmo a fala de
pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2 podem disseminar goticulas de saliva que
carregam 0 virus e por isso consistem em uma forma importante de transmisséo da
doenca (Khan et al., 2022). Uma maneira de transmissao indireta do SARS-CoV-2
ocorre quando o individuo se infecta ao levar as maos até as mucosas como olhos e
boca apos ter entrado em contato com superficies infectadas pelo virus (Lofti;
Hamblin, Rezaei., 2020). Apesar da preocupacdo em relacdo a outras formas de
transmissédo do SARS-COv-2 além da via respiratoria, foi observado que a via sexual
assim como a via fecal-oral ndo possuia potencial de transmissédo. (Lofti; Hamblin,
Rezaei., 2020).

Ao desenvolver a COVID-19 o individuo pode manifestar sintomas que vao
desde um quadro subclinico até o surgimento de eventos adversos mais graves
(Pique-Regi et al., 2020). Na infec¢éo assintomatica o individuo se encontra infectado
e apesar de ndo apresentar sintomas a infeccao pode ser detectada por meio de testes
rapidos ou através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Acosta et al., 2022).
O quadro mais comum da doenca € caracterizado pela presenca de sintomas que
podem ser semelhantes a uma gripe como tosse, dor de garganta, febre e fadiga.
Adicionalmente, pode ocorrer a perda do olfato e/ou do paladar e a presenca de
sintomas menos frequentes como distarbios gastrointestinais (Majumder e Minko,
2021). Os quadros graves da doenca geralmente sdo acompanhados por niveis de
saturacdo de oxigénio abaixo de 93% e frequéncia respiratoria acima de 30
respiracdes por minuto (Rasmussen e Jamieson., 2022). Além disso, os individuos
podem apresentar faléncia mdultipla de o6rgados, choque séptico e pneumonia

decorrente dos danos alveolares. Alguns casos, sobretudo naqueles acompanhados
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por fatores de risco como diabetes mellitus e hipertenséo, pode haver evolugéao para
a Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SRAG) (Acosta et al., 2022).

Os sintomas apresentados pelos pacientes com COVID-19 ndo costumam ser
tdo caracteristicos da doenca, sendo assim os sintomas sdo mais generalistas como
febre, dores de cabeca e de garganta, tosse, diarreia e nauseas. (Ochani et al., 2021).
No entanto, grande parte dos pacientes com COVID-19 apresentam um quadro similar
no que diz respeito ao perfil dos exames laboratoriais. Alta taxa de proteina C reativa
(PCR) e linfocitopenia sdo achados frequentes nesses individuos (Sabbatino et al.,
2021). Como também, pacientes com COVID-19 apresentam elevados valores de
velocidade de hemossedimentacdo e de dimero D, além de um quadro conhecido
como “tempestade de citocinas”, marcado pelo aumento da concentragao de certas
interleucinas no plasma como IL-6, IL-7 e IL-10 (Sharma; Farouk, Lal., 2022).

Para os testes diagndsticos da COVID-19, normalmente s&o utilizadas
amostras de nasofaringe e orofaringe, entretanto, podem ser coletadas amostras de
escarro, soro, plasma e swabs retais (Khan et al., 2022). Diversas técnicas podem ser
utilizadas para o diagndstico da infecgéo pelo SARS-CoV-2, porém o padrédo ouro para
a deteccdo do virus é a reacdo em cadeia da polimerase de transcricdo reversa (RT-
PCR) (Umakanthan et al., 2020). Essa técnica é bastante sensivel e especifica pois
se baseia na amplificacdo dos acidos nucleicos permitindo que estes possam ser
detectados até mesmo em quantidades muito pequenas (Khan et al., 2022). Além
disso, outras técnicas podem auxiliar no diagnéstico da doenca, dentre elas a
radiografia de térax e 0 monitoramento na concentracéo de interleucinas importantes
como a IL-8 e a IL-10 que acabam servindo como mediadores inflamatérios
(Umakanthan et al., 2020). Outras formas de diagndstico consistem nos testes rapidos
de antigenos que sao capazes de identificar a presenca de proteinas presentes no
SARS-CoV-2 durante a replicacdo ativa do virus e nos testes sorolégicos que se
baseiam na pesquisa de anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 e por isso sdo mais

utilizados para identificar infeccbes que ocorreram anteriormente (Khan et al., 2022).
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2.2.3 COVID-19 em Gestantes

No periodo gestacional as mulheres passam por diversas alteracdes
fisioldgicas, hormonais e imunoldgicas a fim de promover a adaptacédo do organismo
ao crescimento fetal (Jamieson; Theiler; Rasmussen, 2006). No que diz respeito as
adaptacdes e alteracdes imunoldgicas, estas ocorrem para tornar o sistema imune
materno mais tolerante a presenca do feto semi-alogénico permitindo que a gestacao
se desenvolva sem sofrer as consequéncias de uma resposta imunoldgica
exacerbada (Moore e Suthar., 2021). Nesse contexto, as gestantes com COVID-19
naturalmente constituem um grupo mais suscetivel a infec¢des e ao desenvolvimento
de complicacdes gestacionais (Baar et al., 2023). Mulheres gravidas e infectadas pelo
SARS-CoV-2 possuem mais chances de desenvolver a forma grave da doenca, além
de eventos adversos como a maior necessidade do uso de ventilagdo mecénica e de
internamento na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) quando comparadas as mulheres
néo gravidas (Rodriguez- Wallberg et al., 2024). Ademais, a COVID-19 em gestantes
também pode resultar em maiores chances de parto prematuro, abortos e restricdo do
crescimento uterino, além de prejuizos para 0s neonatos como baixo peso no
nascimento, maiores taxas de mortalidade e de admiss&o na UTI (Abbasi et al., 2024).
Maiores indices de morbidade e mortalidade materna e o aumento de eventos
tromboembdlicos também estdo associados visto que a COVID-19 pode acentuar
ainda mais a hipercoagulabilidade que ja ocorre na gestacéo (Moore e Suthar., 2021).

Além disso, outra preocupacéo relacionada a infeccdo por SARS-CoV-2 em
gestantes é a possibilidade de transmissdo vertical para o feto, seja de forma
transplacentaria, durante o0 momento do parto ou no pos-parto (Auriti et al., 2020)
Apesar da placenta ser um 6rgéo responséavel pelo protecdo do feto contra infeccéo,
alguns virus podem desenvolver mecanismos para escapar da resposta imunologica
atuante no ambiente da interface-materno fetal resultando na quebra da barreira
placentaria e no desenvolvimento de patologias durante a gestacdo (Semmes e
Coyne, 2022). Alguns indicios relacionados a fisiopatologia placentaria apoiam a
possibilidade de transmissao vertical do SARS-CoV-2 por via transplacentaria. Sabe-
se que a ECA2, receptor do SARS-CoV-2, e a protease transmembrana serina 2
(TMPRSS2), protease responsavel por clivar a proteina Spike, sdo dois elementos

fundamentais para que o virus possa concluir o processo de infeccdo da célula
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hospedeira (Khan et al., 2022). A ECA2 € uma proteina que est4 expressa em diversas
regides da placenta como no endotélio dos vasos miometriais, no sinciciotrofoblasto e
no citotrofoblasto e os seus niveis de expressdo variam bastante ao longo dos
trimestres da gestacdo, sendo mais elevados logo nos estagios mais iniciais da
gravidez (Kyle et al., 2022). Assim, essas evidéncias indicam que a placenta é um
orgado alvo favoravel a infecgcdo pelo SARS-CoV-2, visto que possui tudo que é
necessario para que o virus infecte a célula (Bui et al., 2024).

Desde o inicio da pandemia, alguns achados e relatos levantaram um alerta a
respeito da possibilidade de transmisséo vertical. Um estudo realizado com gestantes
infectadas ativamente pelo SARS-CoV-2 demonstrou a presenca de particulas
presentes no SARS-CoV-2 em diversas regifes da interface materno-fetal do tecido
placentario como na decidua materna trofoblastos fetais, e nas células de Hofbauer
(Kumar et al.,2022). Nesse contexto, outro estudo feito com neonatos de maes com
COVID-19 demonstrou a presenca de de mRNA de SARS-CoV-2 no soro neonatal,
corddo umbilical e no liquido amniotico. Além da detec¢éo de IgM para SARS-CoV-2
nestes neonatos, o que sugere a possibilidade de o feto ter sido exposto ao virus ainda
no ambiente uterino, ja que a IgM ndo atravessa a placenta (Rad et al., 2021). Assim,
apesar de ser bastante raro, houve relatos positivos de presenca viral em
compartimentos fetais e maternos, embora sejam necessarios mais investigacoes e
estudos para entender os mecanismos envolvidos nesses processos (Rasmussen;
Jamieson, 2022).

2.2.4 Infeccéo Celular pelo SARS-CoV-2 e Resposta Imune

Para que o SARS-CoV-2 consiga infectar a célula hospedeira é preciso que a
subunidade S1 da proteina Spike se ligue a ECA2 a qual funciona como receptor e
esta localizada em diversos tecidos e células como pulmonares, renais, endoteliais e
placentarias (Beesley et al., 2021). A fusdo do virus na membrana celular pode
acontecer através de duas vias. A primeira forma é conhecida como via plasmatica e
ocorre quando a subunidade S1 se liga a ECA2 e em seguida ocorre a clivagem de
S1/S2 pela protease TMPRSS2 (Shang et al.,, 2020). A segunda maneira ocorre
quando a subunidade S1 se liga ao receptor ECA2 resultando na internalizacdo do
virus por meio de endocitose, em seguida ocorre a clivagem de S1/S2 e de S2 pela
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TMPRSS2 ou por outras proteases como a catepsina, a furina ou a tripsina resultando
na internalizag&o do virus por meio da endocitose e resultando na fusdo do virus com

a membrana do endossomo conforme ilustra a Figura 3 (Cruz et al., 2021).

Figura 3- Infeccdo pelo SARS-CoV-2 nas células hospedeiras
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Fonte: Adaptado de Yalcin et al (2021). Traducéo da autora.

Legenda: O SARS-CoV-2 pode infectar a célula hospedeira diretamente através da fusédo com a

membrana plasmatica ou pode ser internalizado por meio da endocitose.

Ao infectar as células da placenta, o virus desencadeia uma resposta
imunoldgica inata comandada, sobretudo, pelas células do sinciciotrofoblasto. Essa
resposta imunoldgica é caracterizada pela sobreposi¢cdo da resposta imunologica
celular de T helper 1 (Th1l) em comparacao a resposta imunologica humoral T helper
2 (Th2) (Abbasi et al., 2024). Com isso a quantidade de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias liberadas como IFN-y (Interferon-gama) e TNF-a (Fator de Necrose
Tumoral-alfa) € muito maior que a as anti-inflamatérias como IL-10 (Abbasi et al.,
2024). A liberacao dessas moléculas, orquestrada pelas células do sinciciotrofoblasto,
promovem uma boa resposta antiviral ao reforcar a barreira transplacentaria e impedir
gue os patogenos se disseminem (Bui et al., 2024). Porém, ao mesmo tempo, a

ativacao desta resposta imunoldgica pode desencadear um quadro inflamatério das
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vilosidades coridnicas, do corddo umbilical e da decidua causando danos vasculares
e comprometendo a funcionalidade da placenta. Além disso, eventos
tromboembdlicos como trombose e infarto placentario podem surgir e todo esse
cenario pode contribuir para o surgimento de complicacées para o desenvolvimento

do feto e para a gestagédo, como por exemplo a pré-eclampsia (Bui et al., 2024)

2.2.5 Alteracdes Placentarias na COVID-19

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 é caracterizada pela liberacdo excessiva de
citocinas proé-inflamatérias que resulta em inflamacdo sistémica e disturbios da
coagulacdo. Em gestantes, isso pode levar ao surgimento de alteragcbes placentarias
e de eventos adversos (Aghaamoo; Ghods; Rahmanian, 2021). Assim, foi observado
gue as alteracdes mais frequentes na infeccdo pelo SARS-CoV-2 estdo associadas
ao surgimento de ma perfusdo tanto na vasculatura materna quanto na vasculatura
fetal (Boyraz et al., 2022). As altera¢des no fluxo sanguineo materno podem resultar
em arteriopatias na decidua basal, além de hipoplasia e infartos nas vilosidades
coribnicas (Tosto et al.,, 2023). Aléem disso, outros achados presentes no tecido
placentario sdo necrose do trofoblasto, deposicdo de fibrina intervilosa, infiltrado
inflamatério com a presenca de neutrdfilos, macréfagos e linfécitos T, além de trombos
intervilosos ou subcoribnicos (Leal; Maciel; Janior, 2021; . (Rakheja et al., 2021).
Corioamnionite, trombos nos vasos fetais, hematoma retroplacentario, vilosite crénica
e lesdes mdltiplas, edema viloso também foram alteracdes relatadas na placenta de
gestantes com COVID-19 (Aghaamoo; Ghods; Rahmanian, 2021; C Merve Seymen
2021). Por fim, foi visto que a presenca de isquemia placentéria em gestantes com
COVID-19 grave estava relacionada com o surgimento de disfun¢des placentarias que
levavam a eventos adversos para o feto como restricdo do crescimento intrauterino e
prematuridade (Tosto et al., 2023). Assim como na COVID-19, a ocorréncia de
disfuncdes placentarias também estd envolvida com outras intercorréncias durante o
periodo gestacional, a exemplo do processo fisiopatolégico da Pré- Eclampsia (PE)
(Burton; Jauniaux, 2018).
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2.3 Pré-Eclampsia

A PE é uma condicdo multifatorial caracterizada pela hipertensédo arterial
durante o periodo gestacional e classificada como sendo de inicio precoce, quando
ocorre antes da 34° semana de gestacéo, ou de inicio tardio caso surja apés a 342
semana de gestacao (Reis et al., 2010). Essa desordem hipertensiva gestacional pode
vir acompanhada ou ndo de proteinuria, lesdes em orgdos alvos e inflamacédo
sistémica (Rana et al., 2019). Estima-se que a PE possa complicar entre 2% e 8% das
gestacdes (lves et al.,, 2020). A PE representa uma das principais causas de
morbidade e mortalidade materna em todo o mundo, além de culminar em
intercorréncias e complicacfes tanto maternas quanto fetais. (Hutcheon; Lisonkova,
K.S Joseph 2011). A maior parte dos casos de eventos adversos e mortes associadas
a essa doenca estdo concentrados nos paises em desenvolvimento. Em
contrapartida, os paises desenvolvidos vém apresentando uma queda nos indices de
morbidade e mortalidade materna e fetal associadas a PE (Ghulmiyyah; Sibai., 2012).

Em relacdo a etiologia da doenca, sabe-se que os mecanismos envolvidos
ainda nao foram totalmente elucidados, apesar disso ja é conhecido que a PE possui
origem multifatorial e pode estar associada a alguns fatores de risco (Lisonkova; K.S
Joseph; 2013). As principais condi¢cdes de risco associadas ao surgimento desta
patologia, estdo relacionadas a algumas comorbidades como hipertensédo crénica,
diabetes mellitus e doenca renal, gestacdes multiplas, nuliparidade ou maior idade
materna também sao exemplos dessas condi¢des (Bartsch et al., 2016). Ndo menos
importante, também faz parte dos fatores de risco o histérico familiar, historico de
fertilizacGes in vitro e predisposicédo genética (Phipps et al., 2020).

A fisiopatologia da PE esta relacionada inicialmente ao desenvolvimento de
uma placentacdo anormal que levam ao surgimento de disfuncdes e alteracdes no
organismo materno (Phipps et al., 2020). Na PE por motivos ainda nao totalmente
elucidados, as células placentarias do Trofoblasto Extraviloso (TEV) ndo conseguem
concluir o processo de invasédo trofoblastica de maneira adequada (Roberts, 2024).
Os vasos miometriais acabam se tornando mais resistentes e pouco complacentes, 0
que resulta em alteracbes no fluxo sanguineo, ou seja, 0 sangue chega nas

vilosidades coridnicas em alta pressao (Torres- Torres et al., 2024).
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Em uma gestacdo normal, o TEV invade as artérias espiraladas da parede
uterina e com isso promove um ambiente com quantidade reduzida de oxigénio o que
impede a formacdo de um ambiente propicio ao surgimento de estresse oxidativo
(Oliveira; Karumanchi; Sass; 2010). Com o decorrer da gestacao, o feto precisa cada
vez mais de nutrientes e de trocas gasosas, assim, por consequéncia a placenta
também necessita de um fluxo sanguineo maior e para isso o TEV substitui a camada
endotelial das arteriolas espiraladas fazendo com que elas figuem menos resistentes,
mais complacentes e consigam acomodar a maior demanda de sangue requerida
nesse momento (Knofler et al., 2019). Desta forma, as alteracdes estruturais nos
vasos sanguineos e a adaptacdo ao aumento do fluxo sanguineo contribuem para o
processo correto de placentacdo. (Knofler et al., 2019).

Na PE, o insucesso da invasao trofoblastica resulta em alteracdes no fluxo
sanguineo que levam a lesGes semelhantes as por isquemia-reperfusdo no endotélio
dos vasos sanguineos placentérios (Davies, 2009). Esse processo é marcado pelo
desequilibrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes e pela producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), o que resulta no aumento da
resposta inflamatéria e no dano celular e tecidual da placenta (Aouache et al., 2018).
O estresse oxidativo € um fator importante na fisiopatologia da PE, pois devido a
superproducao de agentes oxidantes um estado inflamatorio generalizado € criado no
tecido placentario em consequéncia dos danos ao tecido endotelial, do aumento da
atividade apoptotica das células, do estimulo a producéo de fatores antiangiogénicos
e da ativacdo de células imunoldgicas (Oliveira; Ananth Karumanchi; Sass, 2010;
Torres-Torres et al., 2024).

Além disso, o estresse oxidativo estimula a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), Interferon-Gama (INF-y) e
(Interleucina-6 (IL-6) que contribuem para o surgimento e persisténcia da PE (Rana et
al., 2019). Todo esse cenéario, faz com que a placenta aumente a producao de sFlt-1
qgue realiza uma espécie de sequestro de fatores angiogénicos essenciais para 0
desenvolvimento da placenta. Quando se liga ao Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF) e ao Fator de Crescimento Placentario PIG o Receptor Soluvel de
Flt-1 (sFlt-1) impede que eles se liguem aos seus receptores na membrana celular e
exercam suas funcdes angiogénicas (Romero et al., 2008). O VEGF, o PIGF e o Fator

de Crescimento Transformador Beta 1 (TGF-1) possuem como receptor o Flt-1 e séo
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os principais fatores que promovem o quadro de homeostase endotelial necessério
para a placentagdo (Oliveira; Ananth Karumanchi; Sass, 2010). Assim, na PE temos
altas concentracdes de sFlt-1 no sangue periférico e uma reducao de VEGF e PIGF o
que resulta em um quadro antiangiogénico e de disfuncédo endotelial (Rana et al.,
2019; Levine et al., 2004).

Os mecanismos envolvidos na regulacdo da resposta imunolégica materna
também sdo bastante importantes no processo de patogénese da PE. As células do
trofoblasto expressam moléculas do tipo HLA (Antigeno Leucocitario Humano)
sobretudo o HLA-G, que é fundamental para tornar a interface materno-fetal mais
favoravel e tolerante a presenca e desenvolvimento do feto semi-alogénico (Ferreira
et al., 2017). Assim, qualquer interferéncia na expressado dessas moléculas ou na
interacdo delas com os leucdcitos pode resultar em complicagdes como a propria PE
além de abortos espontaneos, parto prematuro e outras (Nilsson; Djurisic; Viid, 2014).

Na PE a modulacédo da atividade dos linfécitos T se encontra comprometida
visto que as células T reguladoras se apresentam reduzidas o que resulta em um
ambiente inflamatério devido a maior ativacdo dos linfécitos T (Eghbal-Fard et
al.,2019). Além disso, para que o processo da placentacdo tenha sucesso a acao dos
fatores imunol6gicos também € fundamental. As células assassinas naturais deciduais
(dNK) devem ser ativadas de maneira correta pois elas exercem uma funcéo
importante na reestruturacado da artéria espiral e consequentemente interferem no
sucesso do processo de placentacdo (Ander; Diamond; Coyne., 2019; Vacca et al.,
2015). Alteracdes no perfil de células T também estdo envolvidos no processo de
patogénese da PE pois podem promover a inflamacéo vaso endotelial (Phipps et al.,
2019). Nessa patologia ocorre um aumento das células T helper 1 e de citocinas proé-
inflamatorias como INF-y e TNF-a em oposi¢ao a uma diminuicdo de células T helper
2 e de citocinas anti-inflamat6ria como a IL-10 (Phipps et al., 2019).

2.3.1 Alteracdes Placentarias na Pré-Eclampsia

Sabe-se que a fisiopatologia da PE € marcada por um processo de placentacao
anormal que leva a disfungdes no fluxo sanguineo e como consequéncia ocorre uma
producéo excessiva de EROs que levam a um intenso estresse oxidativo e um quadro

de hipdxia. Consequentemente a placenta se torna mais vulneravel a mé perfuséo e
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a disfuncdes o que pode resultar em hipdxia do tecido placentario (Myatt; Webster,
2009; Oliveira; Ananth Karumanchi; Sass, 2010). Além disso, a patogénese da PE
também implica na producao de agentes antiangiogénicos e de citocinas inflamatorias
gue culminam em um tecido placentario inflamado e danificado (Romero et al., 2008).
Foi observado que as placentas de gestantes com PE em comparacéo a gestantes
saudaveis apresentam uma maior ocorréncia de isquemia. Outros achados
histopatoldgicos frequentes na doenca sédo imaturidade do tecido placentario, maior
ocorréncia de infarto e arteriopatia decidual (Merwe et al., 2010). A ocorréncia de
trombos, arteriopatias e infarto também sdo frequentes em gestantes com PE,
sobretudo as que tiveram parto prematuro, ou seja, menor idade gestacional no
momento do parto (Moldenhauer et al., 2003). Além disso, foi visto que o trimestre
gestacional em que a PE se inicia também esta relacionado a frequéncia do
surgimento de alteracdes placentarias, pois gestantes com PE de inicio precoce sao
mais suscetiveis ao desenvolvimento de displasias das vilosidades e disfuncdes
vasculares quando comparadas as gestantes com PE de inicio tardio (Zhang et al.,
2015).

2.4 COVID-19 versus Pré-Eclampsia

A COVID-19 e a PE possuem diversos aspectos em comum, sobretudo
relacionados aos mecanismos fisiopatolégicos e aos sintomas clinicos. Devido a
essas intersegcbes, gestantes com COVID-19 sao mais predispostas ao
desenvolvimento de PE, assim como a PE e a hipertensdo gestacional sao
importantes fatores de risco que podem agravar a COVID-19 (Sayad et al., 2022).

A desregulacdo do SRAA é um dos principais pontos semelhantes na
fisiopatologia da COVID-19 e da PE. Em uma gestacdo normal, a expressao de
angiotensina Il aumenta significativamente, no entanto, as gestantes permanecem
com o0s niveis de pressdo arterial normais devido a resisténcia que adquirem e
também ao feedback negativo. Na PE é possivel observar um desequilibrio nos
componentes do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), 0 que pode
contribuir na patogénese desta condicéo (Leal et al., 2022). Quando ocorre uma queda
na pressao arterial, as ceélulas justa glomerulares detectam essas alteracdes e

estimulam a liberagdo da enzima renina, que por sua vez € responsavel por clivar o
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pré-pro-hormonio angiotensinogénio em angiotensina | (Ames; Atkins; Pitt, 2019). Trés
vias diferentes podem atuar sob a angiotensina |, inicialmente ela pode ser convertida
em angiotensina Il através da acao da Enzima Conversora de Angiotensina 1 (ECA1),
ou pode ser diretamente convertida em angiotensina 1-7 pela atividade da NEP ou por
fim pode ser convertida em angiotensina 1-9 pela acdo ECA2 que em seguida €
transformada em Angiotensina 1-7 pela ECA ou pelo NEP (Triebel e Castrope., 2024).
A angiotensina Il é convertida em Angiotensina 1,7 através da acdo da ECA2
(Goncalvez et al., 2023). A aldosterona, por sua vez, € um hormonio que promove a
homeostase eletrolitica nos rins e contribui para reter sédio e estimular a liberacao de
potassio, controlando o volume sanguineo e consequentemente a pressao arterial
(Triebel e Castrope., 2024).

A ECAZ2, sobretudo a sua deplecéo, é o ponto chave no desequilibrio da
via SRAA e no processo fisiopatoldgico das doencas (Santos et al., 2013). Na COVID-
19, quando o SARS-CoV-2 infecta a célula hospedeira, a proteina Spike se liga a
ECA2 e ambos sdo englobados para o interior da célula, o que resulta em uma
reducado na disponibilidade da ECA2 na superficie celular (Sayad et al., 2022). Ja na
PE, acredita-se que o processo de placentacédo anormal e a insuficiéncia envolvidas
na doenca estejam relacionadas com a alteracédo nos niveis de expressao de ECA2,
além do aumento nos niveis de renina secretadas pela placenta e na geracao de
autoanticorpos do receptor tipo 1 Ang Il (AT1 R-AAs) culminando em uma atividade
pro- inflamatoéria semelhante a angiotensina Il (Lumbers et al., 2019).

Assim, com a menor disponibilidade da ECA2 a angiotensina Il passa a se
acumular ja que a ndo ha mais ECA2 suficientemente disponivel para converté-la em
angiotensina 1-7. Quando a angiotensina 1,7 se liga ao receptor, mas, desempenha
funcdes antagbnicas a angiotensina Il por possuir acdo anti-inflamatoria,
vasodilatadora, antioxidante e pré-apoptética (Santos et al., 2013). Enquanto a
angiotensina Il ao se liga no seu receptor AT1R, desempenha atividade
vasoconstritora, pro- inflamatdérias e pro-oxidantes exercendo um papel importante na
regulacdo da pressdo de fluidos e da pressao arterial (Leal et al., 2022). Nesse
contexto, tanto a COVID-19 quanto a PE apresentam reducdo de ECA2 com
consequente acumulo de angiotensina Il e os efeitos inflamatorios que podem ser
observados tanto na COVID-19 quanto na PE (Sayad et al., 2022).



37

Ademais, essas patologias compartilham também uma sintomatologia em
comum. A COVID-19 pode mimetizar alguns sintomas clinicos da sindrome HELLP, a
qual ocorre quando o quadro PE se agrava (Tou et al., 2022). A Sindrome HELLP, é
caracterizada pelo aumento nos niveis de enzimas hepaticas como Transaminase
Glutamico Oxalacética (TGO), Transaminase Glutamico Piravica (TGP), Lactato
Desidrogenase (LDH) e Fosfatase Alcalina (FA), além de hemdlise e plaquetopenia
(Haram; Svendsen; Abildgaard, 2009). Gestantes com COVID-19 também podem
apresentar alteracdes bioquimicas semelhantes as gestantes com pré-eclampsia
como o aumento de TGO, TGP, trombose e disfuncbes endoteliais (Shetty et al.,
2023). Além disso, algumas caracteristicas que podem se sobrepor € o aumento de
citocinas proé-inflamatorias, baixa contagem de plaquetas e ferritina sérica e
disfuncbes endoteliais e coagulativas (Sathiya; Rajendran; Sumathi., 2022;
Papageorghiou et al., 2021). Assim, para diferenciar as duas patologias é preciso o
uso de biomarcadores que detectam o desenvolvimento vascular da placenta, como
o VEGF, o PIGF e fator antiangiogénico sFlt-1 (Sathiya; Rajendran; Sumathi., 2022)

2.5 Expresséao da Via PD-1/PD-L1 Durante a Gestagao

A via PD-1/PD-L1 é um importante imuno checkpoint responsavel pela
promocao da tolerancia imunol6gica em diversos contextos (Mittelberger et al., 2022).
Os imuno checkpoints consistem em diversas vias imunologicas que possuem a
funcdo de modular a tolerancia imunolégica e de evitar eventos adversos devido a
autoimunidade (Ghosh; Luong; Sun., 2021). Células cancerigenas, virus e outros
organismos podem utilizar essas vias, sobretudo a via PD-1/PD-L1, como mecanismo
para escapar da resposta imunoldgica (Ghosh; Luong; Sun., 2021). A via PD-1/PD-L
ja é bastante conhecida por possuir um papel importante na patogénese de alguns
tumores, assim como no contexto de inovacgOes terapéuticas de diversos tipos de
canceres (Beenen et al., 2022). Apesar disso, esse importante imuno checkpoint
também pode estar envolvido na fisiopatologia de doencas autoimunes e infecciosas,
além de implicar no surgimento de eventos adversos durante o periodo gestacional
(Beenen et al., 2022).

O receptor PD-1 foi descoberto no ano de 1922 por pesquisadores da
Universidade de Kyoto no Jap&o. O PD-L1, um dos principais ligantes de PD-1, foi
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observado em 1999, inicialmente por conta do seu papel no processo de inibir a
resposta imunologica dos linfécitos T (Ghosh; Luong; Sun., 2021). O PD-1 é uma
proteina que atua como receptor e esta localizada de maneira transmembranar. Esse
receptor também pode ser conhecido como CD279 e é expresso em diversas células
imunoldgicas como linfécitos T e B, células mielbides, células natural killer (NK) e
células apresentadoras de antigenos (Zhang et al., 2023). Morfologicamente, o PD-1
€ composto por 288 aminoacidos e trés dominios: transmembranar, IgV N-terminal e
citoplasmatico (Ghosh; Luong; Sun., 2021). A proteina PD-1 possui duas
glicoproteinas como ligantes: o ligante-1 e o ligante-2 de morte celular programada
(PD-L1 e PD-L2) (Keir et al., 2008). O PD-L1 é o principal ligante desse receptor e
pode ser conhecido como B7-H1. Trata-se de uma proteina também localizada de
forma transmembranar que pode ser expressa em diversas células do sistema
imunolégico como macréfagos e células dendriticas, células tumorais, células
endoteliais e no tecido placentario com as células do sinciciotrofoblasto (Zhang et al.,
2023).

Para promover a autotolerancia do sistema imunoldgico, a via PD-1/PD-L1 atua
regulando mecanismos pré e anti-inflamatérios e inibindo a resposta imune
exacerbada frente a determinadas condi¢cdes (Sun; Mezzadra; Schumacher, 2018). A
ligacdo de PD-L1 ao seu receptor PD-1 promove mecanismos que podem estimular a
tolerancia das células do sistema imune e diminuir a resposta imunoldgica frente a
antigenos externos ou autoantigenos, de acordo com a Figura 4 (Francisco; Sabio;
Sharpe, 2010). Essa via pode promover o aumento da producao de Tregs, ou ainda
pode iniciar processos que promovem um ambiente imunossupressor e impedem a
interferéncia na homeostase da tolerancia imunoldgica como a reducgéo de liberacéo
de citocinas e a diminuicdo da funcionalidade de células T do tipo pro-inflamatorias
bem como da inibicdo de células T efetoras (Mittelberger et al., 2022).
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Figura 4- Via PD-1/PD-L1

Linfocitos T Célula Placentaria
Macrofagos Célula Tumoral
Células Natural Killer (NK) Células Apresentadoras de Antigenos

Supressao da Resposta Imunolégica

Fonte: Adaptado de Awadasseid; Wu; Zhang (2021). Tradug&o da autora.

Legenda: O ligante PD-L1 é expresso em alguns tecidos como células tumorais, placentarias e
apresentadoras de antigenos, enquanto o receptor PD-1 é mais expresso em células imunolégicas
como linfécitos e macrofagos. A ligagdo de PD-L1 ao PD-1 inicia um processo de imunossupresséo,

reduzindo respostas inflamatorias exacerbadas.

A via PD-1/PD-L1 também é responséavel pela supressao da resposta imune
inata e adaptativa materna diante do feto semi alogénico, o que € importante para
promover um ambiente imunologicamente toleravel permitindo que a gestacdo se
desenvolva normalmente (Zhang et al., 2015). No que diz respeito a regulagdo da
resposta imunoldgica adaptativa mediada por células T CD4 +, foi observado em
gestacdes fisiologicas o aumento da expressao de PD-1 nas ceélulas T CD4 +
acompanhado do aumento da expressado da forma sollvel do seu ligante sPD-L1
(Jiang et al., 2018). Ademais, foi visto também durante a gestagédo normal, que a via
PD-1/PD-L1 induz o aumento da proliferacdo de células T reguladoras em
contrapartida da imunossupresséo da resposta imunoldgica pro-inflamatoria do tipo
Th1l7 (Wang et al., 2020). O equilibrio entre Treg e Th17 é fundamental ndo s6 para

manter a tolerancia imunoldgica na interface materno-fetal, mas também para evitar a
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ocorréncia de eventos adversos provenientes de um ambiente inflamatério (Zhang et
al., 2023).

A via também pode atuar modulando o sistema imune inato por meio da
regulacdo dos macrofagos. Isso porque, a via PD-1/PD-L1 influencia o processo de
diferenciacéo dos macréfagos em subpopulag@es de acordo com a funcéo e a maneira
como foram ativados (Zhang et al., 2023). Durante o periodo gestacional, é importante
gue o tecido placentério, sobretudo a interface materno- fetal, conte com a presenca
e atividade das células imunoldgicas para manter um ambiente imunologicamente
toleravel ao crescimento do feto (Bulmer; Williams; Lash, 2009). Os macréfagos
deciduais (DMs) representam uma das células mais presentes no tecido Utero-
placentario e desempenham fun¢des importantes como remodelacéo da artéria espiral
e ativacao dos linfocitos Treg, além de exercer um papel importante no processo de
invasao trofoblastica (Smith et al., 2009; Zhang et al., 2023). Ao longo da gestacéo, o
perfil dos DMs que habitam a regido Utero-placentéria vai se alterando de acordo com
estimulos do ambiente, com a necessidade e o periodo da gestacéo (Ning; Liu; Lash,
2016). Os macréfagos classicamente ativados (M1) possuem um carater mais voltado
ao combate de antigenos, gerando um ambiente mais pré-inflamatério e com
predominancia de resposta imune celular do tipo Thl (Ning; Liu; Lash, 2016). Ja os
macrofagos alternativamente ativados (M2) estdo relacionados ao reparo e
remodelacdo de danos teciduais e geram um ambiente anti-inflamatério com
predominéancia de resposta humoral do tipo Th2 (Renaud;Graham, 2008). Foi
observado que durante o primeiro trimestre das gestacdes fisiol6gicas € importante
gue haja predominancia dos macréfagos alternativamente ativados (M2), pois é
importante que a regido Utero-placentaria seja um ambiente anti-inflamatorio a fim de
promover a autotolerancia (Gustavsson et al., 2008). Ademais, foi visto que a
polarizagdo dos DMs para o perfil M1 pode estar relacionada ao surgimento de
algumas patologias e eventos adversos durante a gestacao (Ning; Liu; Lash, 2016).

A via PD-1/PD-L1 possui um papel fundamental na polarizacado do perfil dos
macrofagos, modulando as fungbes destas ceélulas imunologicas. Além disso, a
reducgéo ou blogueio na expresséo de PD-1 resulta na mudanga dos DMs para o perfil
M1, ou seja, ocorre o predominio de um ambiente pro-inflamatério com ativacao dos
linfécitos T que pode comprometer a homeostase e a auto toleréncia da interface

materno-fetal e levar a um desequilibrio no perfil de macréfagos presentes na interface
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materno-fetal, o que pode resultar em maiores ocorréncias de eventos adversos como
abortos espontaneos e PE (Yao et al., 2014). Anteriormente, ja foi observado in vitro
e in vivo que a administracado de PD-L1 Fc, modula os macrofagos para o perfil M2,
enguanto o bloqueio desse ligante resultou na polarizacao para o fenotipo M1 (Zhang
et al., 2018). Em modelo animal murino verificou-se que o bloqueio de PD-1 estava
relacionado ao aumento da relacdo M1/M2 e que isso estava relacionado a maiores
guantidades de reabsorcao fetal (Zhang et al., 2018).

No que diz respeito a expressdo de PD-1 e PD-L1 em células do tecido
placentario, a regulacdo positiva destas moléculas na placenta também possui um
papel importante na promocao do auto tolerancia imunolégica na interface materno-
fetal (Li et al., 2015). Foi observado que as células trofoblasticas expressam PD-L1
durante as gestacoes fisioldgicas. Além disso, ocorre uma alta expressdo membranar
de PD-L1 no sinciciotrofoblasto, sobretudo nas vilosidades coribnicas em comparacao
a expressao na regido do estroma viloso que € bem menor (Veras et al., 2017). Na
regido da membrana fetal (corion) e nas células trofoblasticas intermediarias ha uma
expressdo fraca, enquanto no local do citotrofoblasto ndo foi possivel detectar

expressao significativa (Veras et al., 2017).

2.5.1 Expresséao da via PD-1/PD-L1 na COVID-19

Algumas infeccdes virais crénicas tendem a induzir a producao de IL-10 e com
isso resultam na alteracdo no eixo PD-1/PD-L1, o que faz com que os individuos
infectados apresentam uma maior expressdo de ambas as moléculas nos mondcitos
e nas células dendriticas (Parackova et al., 2020). Em relag&o a infeccéo pelo SARS-
CoV-2 a desregulacdo desta via também esta presente (Sabbatino et al., 2021).
Pacientes com quadros de COVID-19 apresentam um aumento acentuado da
expressédo de PD-1 e de PD-L1 nos linfécitos TCD8+ e TCD4+ quando comparados a
individuos saudaveis, 0 que pode levar ao comprometimento da resposta imunoldgica

frente a infeccao viral (Sabbatino et al., 2021).

Em relacéo aos niveis de PD-1 nos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, foi
observado um aumento da expressao desta molécula nos linfécitos T CD4 + e T CD8
+ destes pacientes, sobretudo nos casos mais graves (Bellesi et al., 2020). No que diz
respeito aos niveis de PD-L1, foi visto que quando comparados com pacientes
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controle, os mondcitos e as células dendriticas dos individuos com COVID-19
apresentaram uma maior expressao de PD-L1, em contrapartida, foi visto o inverso
nos neutrofilos destes mesmos pacientes, ou seja, estas células apresentaram uma
expressao reduzida de PD-L1 (Parackova et al., 2020).

Os niveis de expressédo da via PD-1/PD-L1 possuem potencial de predizer a
gravidade da COVID-19 (Parackova et al., 2020). Ao analisar os mondcitos e as
células dendriticas dos pacientes com COVID-19 grave foi observado que eles
apresentavam uma expressdo ainda maior de PD-L1 (Parackova et al., 2020).
Ademais, o aumento na quantidade de PD-L1 pode ser relacionado ndo sé com o
aumento dos niveis da proteina C-reativa (PCR), mas também com a necessidade do
uso de ventilagdo mecanica (Bonam et al., 2022). Além disso, a gravidade do quadro
dos pacientes com COVID-19 também pode ser relacionada com a maior expressao
de PD-1 nos linfécitos T CD8 + (Bellesi et al., 2020).

Nesse sentido, maiores taxas de mortalidade puderam ser relacionadas com
0S pacientes que apresentaram maiores concentracdes de sPD-L1 (Sabbatino et al.,
2021). Assim como o0s maiores niveis desta molécula estdo relacionados com a
quantidade de RNA viral encontrado nos pacientes com COVID-19 (Bonam et al.,
2022). Ademais, foi observado que além do aumento de Proteina C Reativa a
linfocitopenia também pode ser relacionada ao aumento da concentracdo plasmatica
de sPD-L1 em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 (Sabbatino et al., 2021).

Assim, nos processos de infec¢des agudas a ligacdo de PD-L1 ao PD-1 é
importante para estimular a producdo de células Treg e a diferenciacdo dos
macrofagos para o subtipo M2 e assim promover um ambiente anti-inflamatério e uma
resposta imunoldgica mais branda diante da infeccdo (Bonam et al., 2022). No
entanto, o estimulo continuo desta via pode resultar na exaustéo de células T e na
diminuicdo da resposta imune. (Bonam et al., 2022). Assim, foi visto que ao bloquear
a via PD-1/PD-L1, a funcdo dos linfécitos T é aumentada contribuindo para uma
melhor resposta imune o que pode auxiliar no combate de infec¢cdes como a COVID-
19 (Hamashima et al., 2020).
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2.5.2 Expresséo da via PD-1/PD-L1 na PE

Sabe-se que uma das causas envolvidas na fisiopatologia da PE € o
desequilibrio na proporcao de células T reg e Th17. Foi observado que alteracfes na
via PD-1/PD-L1 podem estar envolvidas com esse desequilibrio levando ao aumento
da ativacao de linfocitos Th1l7 em contraposicao a diminui¢do das células Treg (Tian
et al., 2016). Gestantes com PE, quando comparadas com gestantes sem PE,
possuem linfocitos Treg com maior expressédo de PD-1 o que pode favorecer o seu
perfil imunossupressor, em contrapartida, observa-se uma reducdo na expressao
desta molécula nos linfocitos Th17 favorecendo a ativacao destas células (Tian et al.,
2016). Em resumo, o predominio dos linfocitos Th17 resulta na liberag&o de citocinas
e em um ambiente placentario inflamado, o que pode contribuir para a patogénese da
PE (Zhang et al., 2017).

Gestantes com PE apresentam um aumento relevante nos niveis de sPD-1 e
um aumento moderado nos niveis de sPD-L1 em comparacdo a expressao dessas
moléculas em mulheres com gestacao fisiolégica (Gu et al., 2019). Além disso, foi
visto que gestantes com PE possuiam algumas células imunoloégicas com maior
expressao do receptor PD-1, dentre elas os linfocitos Treg e as células NK. Além de,
uma maior expressao do receptor PD-1 nos linfécitos T CD8 + e T CD4 + e em outras
células do sistema imune (Mittelberger et al., 2022). Também foi visto um aumento na
expressao do ligante PD-L1, porém apenas nas células semelhantes a NKT (Meggyes
et al., 2019). Além de um aumento na expressao de PD-L1 nos linfécitos Th17 destas
gestantes (Tian et al., 2016).

Em relacdo a expressdo de PD-1 e de PD-L1 no tecido placentario foi
observado que gestantes com PE possuem um desequilibrio na expressao da via PD-
1/PD-L1 n&o s6 no sangue periférico e nas células imunologicas, mas também na
interface materno-fetal da placenta (Meggyes et al., 2019; Tian et al., 2016). Houve
uma menor expressédo tanto de PD-1 quanto de PD-L1 no tecido placentario dessas
gestantes com PE, a exemplo da menor expressdo de PD-1 nos linfécitos TCD8 +
presentes no componente materno da placenta, o que pode estar envolvido com o
surgimento de desequilibrios que levam ao surgimento da patologia da PE
(Mittelberger et al., 2022).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressao de PD-1 e de PD-L1 no tecido placentario de gestantes
com COVID-19 e/ou com Pré-Eclampsia que foram atendidas em dois centros
obstétricos de referéncia em Recife-PE.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar os parametros clinicos e laboratoriais das gestantes e dos recém-

nascidos e associa-los com a expresséao da via PD-1/PD-L1;
e Caracterizar a infeccao por SARS-CoV-2 no tecido placentério;

e Avaliar os aspectos micro e macroscopicos das placentas e associa-los com

a infeccao por SARS-CoV-2 e/ou com a Pré-Eclampsia.
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4 METODOLOGIA
4.1 Desenho e Populagéo de Estudo

Foi realizado um estudo comparativo e descritivo, em que o tipo de desenho
de estudo foi transversal. O primeiro grupo foi composto por 45 gestantes que foram
atendidas no Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) e que
apresentavam sintomas compativeis com sindrome gripal e tiveram o diagnostico
positivo para infec¢cdo pelo SARS-CoV-2, apos realizacdo do teste de PCR em
tempo real (QPCR). O segundo grupo foi composto por 24 gestantes também
atendidas no IMIP e com o diagndstico de COVID-19 + Pré-Eclampsia. Enquanto, o
terceiro grupo foi composto por 44 gestantes que foram atendidas no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE) e que fizeram o teste
rapido e obtiveram o diagndstico negativo para infeccdo pelo SARS-CoV-2, porém
possuiam Pré-Eclampsia. Na cidade do Recife, o IMIP e o HC atuam como hospitais
de referéncias para as gestacoes de alto risco, pois possuem UTI obstétrica (IMIP)
e neonatal (HC/UFPE). Durante a pandemia de COVID-19, o IMIP- PE serviu de
base no atendimento das gestantes e puérperas com COVID-19. Foram coletados
fragmentos de tecido placentario, armazenados com formol tamponado a 10% e -
80°C em frascos contendo solucdo de RNA latter para as analises imunoldgicas e
moleculares respectivamente.

4.2 Coleta de dados clinicos e laboratoriais

Todas as pacientes preencheram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) que descrevia os principais objetivos e etapas do presente
estudo, além de assegurar a ciéncia e a concordancia das pacientes em relagéo a
participacdo no estudo. Apds o consentimento, foram aplicados questionarios com
perguntas epidemiolégicas pré-estabelecidas. As informacdes clinicas e
laboratoriais como o0 surgimento de intercorréncias durante o internamento,
admissao na UTI, uso de ventilagcdo mecénica, condi¢cdes de nascimento dos RNs
foram obtidos por meio de analise dos prontuarios fisicos e eletronicos das gestantes
pela doutoranda Neila Caroline Henrique da Silva, que disponibilizou os dados
tabulados para esse projeto.
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4.3 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das amostras de Placenta foi obtido utilizando o reagente Trizol®
(Invitrogen Life Technology, Carlsbad - EUA), seguindo as recomendac¢fes do
fabricante com algumas alteragbes no protocolo. Em resumo, foi adicionado 1mL do
reagente para cada suspensdo de ceélulas, homogeneizado, e incubado na
temperatura ambiente por 5 minutos. Seguida da adicdo de 200 uL de cloroférmio e a
incubacédo por 10 minutos. O RNA foi precipitado com 0,5 mL de isopropanol gelado
e centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O precipitado de RNA foi lavado
com etanol a 70% gelado, e apds secar foi diluido em 20 pL de agua tratada com
DEPC (Dietilpirocarbonato). A quantificacdo do RNA foi realizada no Nanodrop
(NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA). Em seguida, o RNA foi utilizado
para a sintese de cDNA utilizando a enzima MMLV-RT seguindo o protocolo do
fabricante (Invitrogen Life Technology, Carlsbad — EUA). De modo resumido,
inicialmente foi adicionado 5uL ml do RNA isolado no MIX A o qual era constituido por
5 pL de agua tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato), 1 L de dNTP 10 mu e 1 pyL de
Random Primer 0,2 mg/ml. Em seguida, as amostras foram incubadas no
termociclador, para desnaturacdo do RNA. ApGs isso, o MIX B constituido por 4 pL de
Tampao Buffer 5X, 2 uL de DTT 0,1M e 1 yL de RNase out 40 M/ml foi adicionado
junto ao tubo contendo o Mix A, depois as amostras foram incubadas, a fim de permitir
a acao da enzima RNase out, seguido da utilizacdo da enzima MMLV-RT.Por fim, as

amostras foram levadas ao termociclador concluindo a sintese do cDNA.

4.4 Avaliacao da amplificacdo do cDNA pelo gene referéncia GAPDH

A amplificacdo do gene referéncia GAPDH foi realizada por PCR
convencional utilizando o cDNA sintetizado na etapa anterior, e os iniciadores (5’
CTAAGC GTGTTATCATCT CAG 3 3 GACTTGTCATATTTC TCA TGG 5)),
descritos. A reacéo de amplificacéo foi preparada com tampao de PCR 1X; 1,5 mM
de MgCl2; 200 uM de desoxinucleotideos trifosfato (dNTP); 0,5 pmol de cada
iniciador; 1 unidade de Tag-gold DNA polimerase (BioTools, Madrid, Spain) e 100
ng de DNA; e realizada em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf,
Hamburg, USA).



Quadro 1 - Condicdes de amplificacao do gene GAPDH

Desnaturacdo inicial (94°C) 3 minutos
5 ciclos (90° C) 1 minuto

35 ciclos (94° C,60° C e 72° C) (1 minuto, 1 minuto e 1 minuto)
Extensdo final (72°C) 7 minutos

4.5 Diagnostico Molecular do SARS-CoV-2

Os cDNA’s obtidos a partir das amostras de placenta foram submetidos aPCR
em tempo real (QPCR), utilizando o sistema de deteccdo tagman (Applied
Biosystems, Foster City-USA) na quantstudio 5 (Applied Biosystem) do Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do Instituto Aggeu Magalhdes. Os iniciadores e 0s
controles para a reacao foram obtidos a partir do Kit 2019-nCoV (N1, N2, RNP) - IDT
Technologies, conforme as recomendacdes do fabricante.

A avaliacéo da expressédo dos genes (N1 e N2) do Sars-CoV-2 das pacientes
foi realizada em duplicata. Ap6s a confirmacdo da especificidade da reacdo pela
analise comparativa da curva de fusdo (Melting Curve) obtidas com a amostra
controle positivo e negativo e a amostra da paciente. A expressao relativa dos genes
alvos foi mensurada em relacdo a expresséo do gene de referéncia RNP e expressa
em delta CT. Foram consideradas positivas para o SARS-CoV-2 apenas as
placentas que expressam os genes N1 e N2.

4.6 Processamento Histoldgico

Apos a coleta, as amostras de placenta foram fixadas em formol tamponado
a 10% durante 48 horas. Apos a fixacao, as amostras foram colocadas nos cassetes
histol6gicos. Em seguida, foram acondicionadas em alcool a 70%. O processamento
das amostras foi realizado no histotécnico automatico, passando pela desidratacdo
através de um gradiente de concentracao de alcool, clarificacéo utilizando xilol P.A.
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e a infiltragcdo na parafina (P.F: 56-60°). Logo em seguida, as amostras foram
incluidas em moldes com a mistura de parafina (P.F: 56-58°) e de cera de abelha.
Os blocos foram seccionados em microtomo manual (American Optical, Rotary,
Leica RM2125RT), com espessura de 4 um e, posteriormente, os mesmos foram
aderidos em laminas silanizadas (DAKO Silanized slides, ref: S3003), no total foram
incluidos 5 cortes por lamina, para a realizacdo dos estudos imunohistoquimicos e
de imunofluorescéncia, com os marcadores ANTI- ACE2 monoclonal de coelho
(Abcam, Cambridge, UK) e ANTI-HLA-G monoclonal de camundongo (Exbio, Czech
Republic, CR).

4.7 Analise das alteracfes histopatoldgicas

Os achados anatomopatologicos foram obtidos de registros hospitalar.
Durante o periodo de pandemia de COVID-19, o IMIP-PE adotou como rotina a
analise anatomopatolédgica das placentas de gestantes infectadas pelo SARS-CoV-
2, diante das preocupacfes com a possibilidade de transmissdo vertical. As
placentas foram analisadas por uma médica patologista que inicialmente observou
aspectos macroscépicos como a presenca de infartos, necrose, calcificacbes e
outras alteracBes. Os fragmentos representativos foram selecionados, em seguida
submetidos ao processamento histolégico e corados com hematoxilina para
visualizacdo de alteracdes histopatoldégicas como vilosite, infartos e hiperplasia ao
microscopio.

4.8 Coloracao de Hematoxilina e Eosina

Para a coloracdo das amostras de placenta foi utilizado a hematoxilina de
Harris, as laminas contendo os cortes com os tecidos fixados previamente em formol
e impregnadas em parafinas, em seguida foi realizado a bateria de desparafinizacéo
e hidratacéo: xilol, alcool, e agua destilada. Em seguida para o processo de contra
coloragéo foi utilizada a hematoxilina de Harris por 1 minuto, agua potavel em
gotejamento, e por fim a eosina por 1 minuto. Para o processo de desidratacao e
infiltracdo do xilol, foi necessario o uso do &lcool absoluto em mergulho rapido,
depois uma bateria de alcool de 3 a 5 minutos, logo em seguida uma bateria de xilol
por 5 minutos.
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4.9 Imuno-histoquimica para avaliacdo das proteinas Spike, PD1 e PD-L1

A imuno-histoquimica foi realizada utilizando o kit Dako EnVision™ FLEX+
(Dako, Code: K8002, EUA). Inicialmente, as laminas foram submetidas a uma
bateria de Xilol e Alcool com o objetivo de desparafinar e hidratar os cortes de tecido
placentério, respectivamente. AplOs isso, as laminas foram submetidas a
recuperacdo antigénica contendo Tampao Tris’sEDTA, pH 6 (EnVision™ FLEX
Target Retrieval Solution, low pH) durante 30 minutos no vapor, com o fim de expor
0S epitopos a serem pesquisados. Para inativar a peroxidase enddgena tecidual foi
utiizado o tampédo fornecido pelo kit (EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking
Reagent), essa etapa € importante para evitar ligacdes inespecificas e
consequentemente resultados falso-positivos. A etapa seguinte consistiu em incubar
0s cortes com 0s anticorpos primarios anti-PD-L1 ab213524ul100-Abcam, Anti-PD-
1 ab52587ug100-Abcam e o anti- spike, ab272504- Abcam, durante 1 hora em uma
camara Umida, a temperatura ambiente e em concentracdes pré-determinadas apos
um processo de padronizacdo. Os cortes foram lavados com tampéao e incubados
com anticorpo secundario conjugado com peroxidase, durante 20 minutos. Apos
isso, as laminas foram lavadas 2 vezes com tampé&o e em seguida foram incubadas
com uma solucdo reveladora cromoégena 3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(DAB) e per6xido de hidrogénio. Por fim, os cortes passaram por um processo de
contra-coloragdo com Hematoxilina e foram finalizadas com a colocagédo das
laminulas em meio de montagem Entellan para garantir a fixacéo e preservacao das
amostras. Apds a etapa de montagem as laminas foram levadas ao microscéopio
(Observer Z1, Zeiss Microlmaging, GmbH) , o qual possui camera embutida e
software de analise de imagem (AxionCam MRm Zeiss), assim foi possivel realizar
a captura e registro das imagens em tempo real. A quantificacdo da expressao foi
obtida através do programa Gimph 10.8, apds uma média da intensidade de pixels
presentes nas imagens capturadas.

4.10 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados no software GraphPad Prism (verséo 8.0) por
meio da média e mediana dos valores obtidos. Para analisar a significancia
estatistica dos dados que seguem uma distribuicdo normal foram utilizados testes



paramétricos como o teste t de Student ou teste de ANOVA, ja para os dados que
nao seguiram uma distribuicdo normal foram usados os testes ndo paramétricos
como Kruskall-Wallis e Mann-Whitney, com valor significante de p < 0,05. As
variaveis categoricas foram descritas com porcentagens e valores absolutos e as
variaveis continuas pelo desvio padrdo e pela média. Os estudos de associagao
entre os grupos de variaveis categoricas foram avaliados pelo teste de Fisher ou
qui-quadrado quando necessario.

4.11 Condicbes Eticas

Este trabalho foi parte do projeto intitulado “Contribuicdo de moléculas/genes
de histocompatibilidade, receptores, citocinas e fatores pds-transcricionais na
patogénese e evolucado da infecgdo por Coronavirus (SARS-CoV-2) em gestantes e
recém-nascidos”, o qual foi aprovado em 29/10/2020 pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP-PE)
sob o CAEE 32359320.3.3001.5201. além de ser aprovado pelo CEP do Hospital
das Clinicas- UFPE sob o CAEE 32359320.3.3002.8807 e pelo CEP da
Universidade Federal de Pernambuco sob o CAEE 32359320.3.0000.5208. Ainda,
os resultados apresentados nessa monografia sdo parte do projeto de tese de
doutorado de Neila Caroline Henrique da Silva, intitulado “Estudo da Imunidade
Celular Placentaria e humoral em gestantes com Covid-19 de diferentes
gravidades”.

O projeto atendeu as recomendacées do Codigo de Etica, Resolucédo 466/12
do Conselho Nacional de Saude, bem como a legislacdo brasileira de pesquisa
com seres humanos. Seguindo as exigéncias estabelecidas pelo Comité de Etica
e Pesquisa (CEP), todas as gestantes que participaram da pesquisa assinaram um
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). Assim, puderam entender os
procedimentos e objetivos do estudo, bem como tomaram ciéncia dos riscos e
beneficios envolvidos. Além disso, as gestantes responderam a um questionario
com perguntas pré-estabelecidas para as analises epidemiolégicas deste estudo.
Por fim, também foi autorizada a coleta de amostras de sangue periférico, de
sangue de cordao umbilical e de fragmentos de placenta.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacéo da populacao de estudo

As gestantes incluidas no estudo foram avaliadas no periodo de julho de 2020
a dezembro de 2021. No total foram incluidas 113 participantes as quais foram
subdivididas em trés grupos de estudos, entre elas, 69 gestantes possuiam
diagndstico positivo para a COVID-19, confirmado por PCR em tempo real (RT-PCR)
utilizando amostras de nasofaringe e 9 testaram positivo através do teste soroldgico
(IgA), utilizando amostras de soro. Dentro do grupo de gestantes positiva para o
SARS-CoV-2 (n=24; 21,2 %) foram diagnosticadas com PE e (n=45; 39,8%) sem PE.
Nosso grupo controle de comparacgéo foi composto por 44 gestantes que testaram

negativo para o SARS-CoV-2 e tinham diagndstico de PE.

5.2 Avaliagdo de variaveis clinicas e laboratoriais

Para a caracterizacdo clinica da nossa populacdo de estudo,
analisamos algumas variaveis de importancia clinica como: historico de gestacoes,
namero de abortos, nimero de partos, historico de comorbidades e desfecho materno
e fetal. Vimos que o grupo de gestantes com COVID-19 possuia um risco 1,62 vezes
maior de parto prematuro, ou seja, idade gestacional menor que 37 semanas, quando
comparadas com o grupo de gestantes com PE (p= 0,0397). O grupo de gestantes
com COVID-19 + PE apresentou um risco 2,70 vezes maior de parto prematuro, ou
seja, idade gestacional menor que 37 semanas quando comparadas ao grupo de
gestantes com COVID-19 + PE (p= 0,0058). Nao houve diferencas significativas em
relacdo a idade gestacional entre os grupos de PE e COVID-19+PE.

Uma parcela das gestantes referiram-se ser portadoras da diabetes
(n=4; 3,54%), hipertensao arterial (n=13; 11,5%) e historico de eclampsia (n=2; 1,77%)
antes da gestacdo. PE. Quinze gestantes (21,7%), positivas para 0 SARS-CoV-2
apresentaram sintoma respiratorio grave, sendo necessario o uso do suporte de
oxigénio e internamento na UTI. A febre e a tosse foram os sintomas mais comuns
nas gestantes positivas para o SARS-CoV-2 (Tabela 1). Ademais, ndo foi possivel
observar correlacdo estatistica entre os grupos de estudo no que diz respeito ao

namero de partos ou de gestacdes anteriores.
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Gestantes

Variaveis Gegg{‘;lgi%om Gf;::rggs p-Valor OR  95% Cl cng(;[C;\élD- pl-Valor OR  95%Cl V‘;ﬁ;r OR 95% Cl
n =45 % n=44 % AT
Idade (anos)
< 33 anos 29 64,4 35 80 0.1572 0.70 014(7)2; T 14 58,3 0.7946 1.09 01755882 0.0900 0.54 012090
= 33 anos 16 35,6 9 21 10 41,7
Idade
Gestacional
< 37 semanas 19 42,2 10 23 0.0397* 1.62 12'947561_ 13 54,2 0.4302 0.826 015172:: 0.0058* 2.70 153??4
= 37 semanas 23 51,1 34 77 9 37,5
N&o informado 3 6,7 0 0 2 8,3
N° de
GestacOes
Gl 11 24,4 20 46 0.1039 n/a n/a 9 37,5 0.2303 n/a n/a 0.8629 n/a n/a
G2 16 35,6 9 21 4 16,7
>G3 15 33,3 15 34 9 37,5
N&o informado 3 6,7 0 0 2 8,3
N° de Partos
PO 14 31,1 23 52 0.0978 nla n/a 9 37,5 0.3575 n/a n/a 0.6616 n/a n/a
P1 17 37,8 9 21 5 20,8
= P2 11 24,4 12 27 8 33,3
N&o informado 3 6,7 0 0 2 8,3
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Gestantes com Gestantes Gestantes 2-
Variaveis p-Valor OR 95% ClI com COVID- pl-Valor OR 95% Cl b OR 95% ClI
COVID-19 com PE Valor
19/ PE
n =45 % n=44 % 24:1 %

Comorbidades
Diabetes

. 1.636 - 0.2793 2.13 -
Sim 2 4.4 0 0 0.4944 202 5503 2 8,3 0.6061 075 ° 5 045 0.1212 3.00 492
Nao 43 95,6 44 100 22 91,7
HAS antes da
gestacédo

. 0.3503 - 0.4440 0.34 -
Sim 4 8,9 6 14 0.5216 0.77 1696 3 12,5 0.6875 0.86 1682 1.000 0.94 551
Nao 41 91,1 38 86 21 87,5
Eclampsia
Sim 0 0 1 2,3 0.4944 nla n/a 1 4,2 0.3478 n/a n/a 1.000 1.43 05'3;6'
Nao 45 100 43 98 23 95,8
AlteracBes na
USG obstétrica

. 0.23 - 0.02 - 1.12 -
Sim 2 4.4 7 16 0.6667 132 7 59 3 12,5 0.2507 0.16 178 0.0511 5.85 30.44
Nao 8 17,8 37 84 2 8,3
Nao informado 35 77,8 0 0 19 79,2




54

Tabela 1. Caracteristicas Clinicas das pacientes do Estudo

(Continuacéo)

Gestantes

A Gestantes com Gestantes R 0 ) R 0 p2- 0
Variaveis COVID-19 com PE p-Valor OR 95%Cl com COVID- p1l-Valor OR 95% Cl Valor OR 95% CI
19/ PE
n =45 % n=44 % a %
Uso de O2 pela
genitora
. 1.90 - 1.23 - 2.13 -
* *
Sim 20 44,4 0 0 <0.0001* 2.52 334 2 8,3 0.0058 1.59 210 0.1212 3.00 492
Nao 29 64,4 44 100 22 91,7
Admissao na
UTI pela
genitora
. 3.05 - 1.09 - 2.13 -
*
Sim 13 28,9 0 0 <0.0001* 4.13 5 58 2 8,3 0.067 1463 197 0.1212 3.00 492
N&o 32 71,1 44 100 22 91,7

Fonte: Elaborada pela autora,2025.
Legenda: p= significancia estatistica entre os grupos COVID-19 e PE; pl= significancia estatistica entre os grupos COVID-19 e COVID-19 + PE; p2=
significancia estatistica entre os grupos PE e COVID-19 + PE. N= nimero de participantes. N/A: ndo se aplica. P= foi estimado pelo exato de Fisher. OR=

Risco Relativo. Cl= Intervalo de Confianca.
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A maior parte dos neonatos nasceram por parto cesareo. No grupo de
COVID-19 (n=36, 80%), no grupo PE (n= 32, 72,7%) e no grupo COVID-19 + PE (n=
20, 83,3%). A grande maioria dos RNs ndo passaram por intercorréncias apos o
nascimento como necessidade de aspiracao das vias aéreas, admissdo na UTI ou
morte fetal. No entanto, foi observado que os neonatos de mdes com COVID-19
apresentaram um risco 1,62 vezes maior de apresentarem baixo peso ao nascer
(menos que 2.500 gramas), em comparacdo aos neonatos de maes com PE
(p=0,0500) e um risco 2,19 vezes maior de necessitar de reanimacdo neonatal em
comparacao aos neonatos de gestantes apenas com PE (p=0,0497). Nao houve
diferenca estatistica na comparacdo destas variaveis entre o grupo COVID-19+PE
com os demais grupos (Tabela 2). Foi observado que os neonatos de gestantes com
COVID-19 que fizeram o uso de oxigénio durante o internamento possuiam um risco
3,3 vezes maior de nascerem com baixo peso (abaixo de 2.500g) em comparacao aos

neonatos das gestantes com COVID-19 que nao fizeram o uso de oxigénio.
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Tabela 2. Caracteristicas Clinicas dos Recém-Nascidos

Gestantes Gestantes Gestantes com 1- 2-
Variaveis com P-Valor OR 95% Cl P OorR 9swcl P OR  95% Cl
com PE COVID-19/PE Valor Valor
COVID-19
n= 9 n= 0 - 0
45 Y% a4 Y% n= 24 %
Tipo de parto
. 0.37 - 0.61 - 0.26 -
Vaginal 7 15,6 12 27,3 0.3001 0.70 131 4 16,7 1 0.9899 161 0.3840 0.65 162
Cesarea 36 80 32 72,7 20 83,3
APGAR do Récem-
Nascido (até 5 min)
0 0 0 1 2,3 2 8,3
8 25 55,6 29 659 0.3345 nl/a n/a 12 50 0.2238 n/a n/a 0.5305 n/a n/a
9 16 35,6 13 29,5 8 33,3
10 4 8,9 1 2,3 1 4.2
Liguido amniético
Claro com ou sem 0.65 - 0.64 - 0.39 -
Grumos 37 82,2 37 84,1 0.3584 1.50 344 19 79,2 0.4431 1.32 271 1.000 0.93 291
Patolégico (mecobnio, 4 8.9 7 159 4 16,7
sangue ou turvo)
. 1.01- 0.83 - 0.67 -
*
Masculino 25 55,6 16 36,4 0.0541* 1.56 241 11 45,8 0.4443 1.20 173 0.6046 1.28 243
Feminino 18 40 28 63,6 13 54,2
Nao informado 2 4.4
Peso ao nascer
1.05 - 0.92 - 0.51 -
*
< 2500 16 35,6 7 15,9 0.0500* 1.62 537 5 23,8 0.1848 1.30 183 1.000 1.11 542

> 2500 27 60 36 81,8 19 90,5
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Tabela 2. Caracteristicas Clinicas dos Recém-Nascidos

(Continuacéo)

Gestantes

A Gestantes o Gestantes com pl- 0 p2- o
Variaveis com com PE P-Valor OR 95% ClI COVID-19/PE Valor OR 95% ClI Valor OR 95% ClI
COVID-19
n= 0 n= 0 - 0
45 % 44 %o n=24 %
Peso ao nascer
1.05 - 0.92 - 0.51-
*
< 2500 16 35,6 7 15,9 0.0500* 1.62 237 5 23,8 0.1848 1.30 183 1.000 1.11 242
> 2500 27 60 36 81,8 19 90,5
Reanimacéo
neonatal
. 1.72 - 0.38 - 2.19 -
*
Sim 4 8,9 0 0 0.0497* 2.19 279 4 16,7 0.7778 0.56 160 0.0139 3.15 452
N&o 36 80 43 97,7 20 83,3
Aspiracdo das vias aéreas
Sim 1 2,2 6 13,6 0.1122 0.28 01.0756- 4 16,7 0.0613 0.13 0.01-1.22 0.7332 1.16 02'56?8'
N&o 39 86,7 38 864 20 83,3
Admisséo na UTI
. 0.45 - 0.18 - 0.83 -
Sim 4 8,9 1 2,3 0.3607 1.07 914 2 8,3 1 4195 6.33 0.2827 1.97 4.70
N&o 41 911 43 97,7 22 91,7

Fonte: Elaborada pela autora,2025.
Legenda: p= significancia estatistica entre os grupos COVID-19 e PE; pl= significancia estatistica entre os grupos COVID-19 e COVID-19 + PE; p2=
significancia estatistica entre os grupos PE e COVID-19 + PE. N= nimero de participantes. N/A: ndo se aplica. e P= foi estimado pelo exato de Fisher. OR=

Risco Relativo. CI= indice de Confianca.
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Para a analise do perfil dos marcadores sollveis nas gestantes, durante a
admissdo das pacientes, consideramos os valores de referéncia das variaveis
laboratoriais, devido a possibilidade de reducdo ou aumento significativo dos exames
avaliados, considerando a faixa de normalidade em ambos os grupos. Nas analises
comparativas avaliamos os niveis de hemoglobina, hematdcrito e plaguetas. Vimos
gue o grupo de gestantes com COVID-19 apresentou uma reducao significativa nos
niveis da hemoglobina (Hb= 11,53), tanto em comparacdo com o grupo PE (Hb=
13,23) quanto em comparag¢do com o grupo COVID-19 + PE (Hb= 12,65) (p= 0,021).
Além disso, em relacdo a contagem de linfocitos foi observado que o grupo de
gestantes com PE apresentou uma maior média de contagem de linfocitos tanto em
comparacao ao grupo de COVID-19 (p= 0.0241) quanto em comparacao ao grupo de
COVID-19+ PE (0.0472). A funcao renal se manteve preservada nos grupos COVID-
19 e PE, ja no grupo COVID-19+ PE observamos o aumento nos niveis de acido drico
(max= 15,30 g/L) quando comparado a gestantes apenas com PE (méx= 8,30 g/L) (p=
0,0017). Em relacéo aos valores séricos da enzima hepéatica TGO vemos 0 aumento
da expressédo no grupo PE (méax= 145,7 Ul/L) em comparacdo com as gestantes com
COVID-19 (méax= 77,00 UI/L) (p=0,0226).

Os altos niveis de LDH, no momento da admisséo, foram associados as
gestantes com PE (max= 2.117 g/L) tanto em comparac¢ao com o grupo de gestantes
com COVID-19 (max= 603,0 g/L) quanto em comparacdo ao grupo COVID-19 + PE
(méx=702,7 g/L) (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo das variaveis laboratoriais nas gestantes do estudo

Variaveis . - . Desvio
Laboratoriais N Min Max Média Mediana Padréo EP pl-Valor p2-Valor p3-Valor

Hemoglobina g/L

Covid-19 43 3.250 14.40 11.53 11.90 1.84 0.2815 <0.001* 0.021* 0.101
Pré- eclampsia 44 11.10 19.90 13.23 12.90 1.56 0.2363

Covid-19+ PE 24 10.10 16.80 12.65 12.65 1.46 0.2985

Hematd6crito g/L

Covid-19 43 9.60 44.60 35.52 36.70 5.717 0.882 0.0005* 0.338 0.0409*
Pré- eclampsia 44 32.2 49.50 39.13 38.35 3.383 0.497

Covid-19+ PE 24 11.30 50.70 36.80 37.80 7.026 1.434

Linfocitos %

Covid-19 43 4600 22700 10591 9600 10591 656.5 0.0241* 0.8788 0.0472*
Pré- eclampsia 44 3140 21890 12054 11435 12054 542.6

Covid-19+ PE 24 4600 17800 10404 10300 10404 722.0

Plaquetas* 10 °/L

Covid-19 43 22.400 460.000 213.486 203.500 79067 12200 0.1454 0.8092 0.1172
Pré- eclampsia 44 13.800 427.000 235.636 221500 66178 9977

Covid-19+ PE 24 22.600 367.000 205.900 202500 75068 15323

Uréia g/L

Covid-19 39 7.00 52.00 17.69 14.00 10.43 1.67 0.0689 0.8964 0.0789
Pré- eclampsia 42 8.50 46.80 19.26 18.15 757 1.16

Covid-19+ PE 23 3.20 27.90 15.98 15.40 6.32 1.29

Creatinina g/L

Covid-19 43 0.53 1.26 0.654 0.60 0.1380  0.02105 0.201 0.8175 0.3882
Pré- eclampsia 42 0.40 1.60 0.633 0.60 0.2115  0.03263

Covid-19+ PE 24 0.50 0.90 0.638 0.63 0.1112 0.02269
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Laboratoriais N Min Max Média Mediana Padréo EP pl-Valor p2-Valor p3-Valor
Acido Urico g/L
Covid-19 41 2.80 10.40 5.42 4.90 1.593 0.248 0.1085 0.0609 0.0017*
Pré-eclampsia 42 2.20 8.30 4.80 4.60 1.272 0.196
Covid-19+ PE 21 3.70 15.30 6.72 6.10 2.811 0.613
TGO UI/L
Covid-19 43 11.00 77.00 29.16 24.00 15.85 241 0.0226* 0.6007 0.287
Pré- eclampsia 41 10.00 145.7 25.68 20.25 23.10 3.56
Covid-19+ PE 24 13.00 85.00 28.94 20.20 18.56 3.79
TGP Ul/L
Covid-19 43 6.00 63.00 18.12 15.00 10.43 161 0.0575 0.9974 0.1438
Pré- eclampsia 40 4.60 77.90 16.25 12.80 14.28 2.23
Covid-19+ PE 24 6.00 89.00 22.63 14.00 21.52 4.39
LDH g/L
Covid-19 36 146.0 603.0 312.7 284.0 128.9 21.48 <0.0001* 0.233 0.0004*
Pré- eclampsia 39 274.4 2117 537.9 467.8 308.2 48.74
Covid-19+ PE 22 150.0 702.7 358.1 347.0 142.4 30.37

Fonte: Elaborada pela autora,2025.

Legenda: Valores de referéncia: Hemoglobina ( 11,5-14,9g dL); hematdcrito ( 34-37% ); leucécito (4.000 a 11.0000 pL) Plaquetas (150.000 — 450.000 pL);
Ureia (10 a 50 mg/dL); creatinina (0.6 e 1,2 mg/dl ) Acido urico (3,0 a 7,0mg/dL) TGO (até 25U/L); TGP (até 55 U/L); Desidrogenase lactea (DHL, 250 a
450mg/dL). pl= significancia estatistica entre os grupos COVID-19 e PE; p2= significancia estatistica entre os grupos COVID-19 e COVID-19 + PE; p3=

significancia estatistica entre os grupos PE e COVID-19 + PE. EP: erro padrao N= nimero de participantes.
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5.3 Analise histologica e molecular da proteina Spike

Avaliamos a extenséo da infecgéo pelo SARS-CoV-2 a partir da expresséo da
proteina Spike (S) nas placentas do tecido placentario de 69 pacientes (Figura 5).
Observamos que 57% das gestantes do grupo COVID-19 e 20% das gestantes com
COVID-19 + PE foram positivas para a proteina Spike. A marcacao foi mais intensa
na porcéo fetal, sendo detectada nas células fetais trofoblasticas e no estroma viloso.
Ja na porcao materna foram identificados a expressao da proteina Spike nas células
da placa basal e nos espacos intervilosos (Figura 5.C). Observamos que os niveis
elevados de Spike estdo relacionados com as alteragdes microscopicas nas placentas
de gestantes com COVID-19 (p= 0.0087), independentemente de ter PE.

Dentre as alteragBes encontradas na regido placentaria, observamos o0s sinais
maternos de ma perfusao vascular em mulheres com SARS-CoV-2, com as seguintes
frequéncias: trombos subcoridnico (42,2% dos casos), infarto placentéario (13,3% dos
casos), hiperplasia de vilosidades distais (8,9% dos casos) e evidéncias de

arteriopatia materna decidual (2,2% dos casos).

Figura 5- Expressao da proteina viral Spike (S)

50 pm

3 R A 50gm ; : ‘ B S0 . C

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
Legenda: Expressédo da proteina Spike (A a C) (A) interface materno-fetal de gestante com COVID-19

(B) regido materna de gestante com COVID-19 (C) regido fetal de gestante com COVID-19 +PE

As placentas dos nossos grupos de estudo também foram submetidas a técnica
de gPCR para identificar a expressao molecular do virus na placenta. Avaliamos a
amplificagéo dos genes N1 e N2, constituintes da proteina viral do nucleocapsideo,

assim como a amplificacdo do gene de referéncia RNP. Observamos a amplificacao
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do gene constitutivo RNP, com um ct médio de 16 ciclos. No entanto, nenhuma das
nossas pacientes com COVID-19 (+) apresentou amplificagdo dos genes N1 e N2
(Figura 6). Vale ressaltar que, durante o processamento das amostras de placenta,
apenas um pequeno fragmento, com média de 5 cm, foi armazenado em RNAlater
para a realizacéo da gPCR. Esse material utilizado ndo é equivalente as amostras que
foram emblocadas em parafina para a avaliagdo histopatolédgica, o que pode ter sido
um fator determinante para a ndo deteccdo de particulas virais por gPCR,

representando uma limitacdo da nossa técnica.

Figura 6: Quantificagédo da expresséo viral de SARS-CoV-2 por gPCR utilizando o sistema
tagman.
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Fonte: Elaborada pela autora,2025.
Legenda: A- Gréfico de amplificagdo obtido de amostras padrédo de cDNA em duplicada mostrando no
eixo Y (ARn = normalizada intensidade de fluorescéncia) e no eixo X (namero de ciclos). B-Amplificagao
dos resultados do TagMan RT-gPCR para avaliar a amplificac8o viral destacando a posi¢do do valor
Ct.

5.4 Andlise histolégica da via PD-1/PD-L1

Analisamos a expressédo citoplasmatica de PD-1 e de PD-L1 tanto na regido
materna da placenta, a qual compreende a decidua basal, quanto na regido fetal que
corresponde as vilosidades coridnicas (sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto). A
expressdo destas moléculas foi avaliada em um total de 113 gestantes pertencentes

aos trés grupos de estudo.
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Em relacdo a expressao de PD-L1, foi visto que as gestantes com PE
apresentaram maior expresséo (em pixels) em comparagédo com o grupo COVID-19
(p=<0,0001) quanto em comparacdo com o grupo de gestantes com COVID-19 + PE
(p=0,0173) (Figuras 7 e 8). Em contrapartida, a expressao de PD-L1 nas gestantes
com COVID-19 e COVID-19+PE foram semelhantes. Nao observamos associagéo
entre a expressdo de PD-L1 e a proteina Spike (p= 0,1577), nas gestantes que
possuiam a infeccao ativa do virus na placenta (Figura 12). Ademais, os niveis de
expressdo de PD-L1 também nao foram correlacionados com morbidade materna ou

fetal entre as gestantes com COVID-19 (Figura 9B e 9C).

Figura 7- Expresséo do ligante PD-L1

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
Legenda: Expressao do ligante PD-L1 na magnificacdo de 40x (A a F) (A) regido fetal de gestante
com PE (B) regi@do materna de gestante com PE (C) regido fetal de gestante com COVID-19 (D) regiéo
materna de gestantes com COVID-19 (E) regido fetal de gestante com COVID-19+PE (F) regido
materna de gestante com COVID-19 +PE
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Figura 8- Quantificagdo de PD-L1 em pixels
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

Legenda: (A) Expressdo de PD-L1 no grupo COVID-19 em gestantes que possuiam infec¢do pelo
SARS-CoV-2 na placenta e em gestantes que ndo possuiam a infeccdo. (B) Expressdo de PD-L1 (em
pixels) no grupo COVID-19, PE e COVID+PE.

Em relacdo a ocorréncia de eventos adversos durante a gestacdo nédo foi
possivel identificar uma correlacdo estatisticamente significativa entre a as gestantes
que possuiam uma maior expressdo de PD-L1 e o surgimento de alteracdes

placentérias ou a ocorréncia de morbidade materna e/ou fetal (Figura 9).

Figura 9- Quantificacdo de PD-L1 e surgimento de intercorréncias na gestacao
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
Legenda: (A) correlacdo entre a expresséo de PD-L1 e a ocorréncia de alteracdes placentarias em
gestantes com COVID-19 (B e C) correlacao entre a expressao de PD-L1 e a ocorréncia de morbidade
materna e fetal, respectivamente.



65

Cerca de (n=26; 57%) das gestantes com COVID-19, (n=22; 50%) das
gestantes com PE e (n=4; 16%) das gestantes com COVID-19+PE testaram negativo
para PD-1. Entre as placentas que testaram positivo, vimos que o grupo de gestantes
COVID-19 + PE expressava hiveis mais elevados de PD-1 em comparacao ao grupo
com COVID-19 (p=0,0129) e em comparacgao ao grupo com PE (p= 0,0002), conforme
a (Figura 10). Além disso, observamos que a presenca da proteina Spike no tecido
placentario estava relacionada com a maior expressao do receptor PD-1, ou seja,
pacientes com infeccéo placentaria pelo SARS-CoV-2 expressées mais PD-1 quando
comparadas as gestantes também com COVID-19, mas sem a presenca das
particulas virais no tecido placentario (p= 0,0213). Além disso, identificamos que
pacientes com COVID-19 apresentaram alteracbes placentarias, ja descritas
anteriormente, tanto na regido materna quanto na regido fetal. No entanto, foi
observado que as gestantes que apresentaram uma maior expressao de PD-1
desenvolveram uma menor ocorréncia de morbidade fetal (p= 0,0213) (Figura 11).

Figura 10- Expresséao do receptor PD-1

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

Legenda: Expressao do receptor PD-1 (A a F) (A e B) regido fetal e materna de gestantes com PE,
respectivamente (C e D) regido fetal e materna de gestantes com COVID-19, respectivamente (E)
interface materno fetal de gestante com COVID-19 + PE na magnificacdo de 10X (F) regido fetal de

gestante com COVID-19 + PE na magnificacao de 40X.
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Figura 11- Expressdo de PD-1 em pixels
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
Legenda: (A) Expresséo de PD-1 (em pixels) em gestantes com infeccéo pelo SARS-CoV-2 no tecido
placentario e em gestantes que ndo possuiam (B) Expressao de PD-1 entre os grupos PE, COVID-19
e COVID-19 + PE (C) Correlagéo entre a expresséo de PD-1 e a ocorréncia de altera¢des placentarias
no grupo de gestantes com COVID-19 (D) Correlagdo entre a expressdo de PD-1 e a ocorréncia de

morbidade fetal.

Analisamos ainda, se a expressdo das moléculas PD-1, PD-L1 e Spike
poderiam possuir alguma correlacéo entre si, ou seja, se a expressao de uma destas
moléculas poderia modular positivamente ou negativamente a expressao das outras
(Figura 12). Assim, observamos que, a presenca da proteina Spike no tecido
placentario ndo possui correlacdo com a expresséo do ligante PD-L1, no entanto, a
infecgdo pelo SARS-CoV-2 na placenta estava correlacionada positivamente com o
aumento da expressao do receptor PD-1 (p= 0,0465), ou seja, se aumenta a

expressdo da proteina Spike a expressao de PD-1 também aumenta. Em relagéo a
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via PD-1/PD-L1 néo foi possivel identificar nenhuma correlagdo estatisticamente

significativa entre a expresséo de ambas.

Figura 12- Correlacéo entre a expressao de PD-1, PD-L1 e Spike

A B o
PD-1vs SPIKE PD-L1vs SPIKE PD-1vs PD-L1
800000 o 1500000 - — 800000 b3 g3
Rh= 0.09320 Rh="0.04387 Rh="0.002842
600000 . 6000004 L4
1000000
£ 2 = o ® ) ‘
2 400000 a ° & 400000 .
2] ® o [ °®
500000 . >
200000 LIS % 200000 L]
L
[ ]
@
0 04 O-Wﬁ-ﬁ-ﬁ-ﬁj
0 200000 400000 600000 800000 0 200000 400000 600000 0 200000 400000 600000
PD-1 PDLA PD.L1

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
Legenda: Correlagdo de Spearman entre a expressao das moléculas imunorreguladoras (A) Proteina
Spike e a expresséao do ligante PD-1 (B) Spike e a expressao do receptor PD-L1 (C) Expressao da via

PD-L1 e de PD-1.
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6 DISCUSSAO

Em nossa populacéo de estudo, observamos que as gestantes com COVID-19
possuem maior risco de parto prematuro e uso de suporte de oxigénio durante o
internamento, tanto em relagdo as gestantes com PE quanto ao grupo de gestantes
com COVID-19+PE. Além disso, o grupo COVID-19 possui mais chances de admissao
na UTI em comparagdo ao grupo de gestantes com PE. Na literatura € amplamente
discutido que a infeccdo por SARS-CoV-2 em gestantes estd associada com uma
maior ocorréncia de complicacdes e intercorréncias durante a gestacao (Moore;
Suthar, 2021; Wei et al., 2020), devido ao estado inflamatério sistémico ocasionado
pela tempestade de citocinas e as alteracdes no sistema imunologico, que ocorrem
para tolerar o feto semi-alogénico, tornam as gestantes mais vulneraveis ao
surgimento de complica¢des (Herold et al., 2020; Tosto et al., 2023). Assim, 0S NOSS0S
achados vao de encontro com os resultados obtidos em diversos estudos que
demonstraram que gestantes com COVID-19 possuem maiores taxas de
morbimortalidade, internamento na UTI, uso de suporte de ventilacgdo mecanica,
ocorréncia de parto prematuro, além de eventos cardiacos e tromboembdlicos (Dubey
et al., 2020; Zambrano et al., 2020; Smith et al., 2020).

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 esta relacionada ao surgimento de alteragdes
placentarias, tanto na regido materna quanto na regiao fetal (Wong, Tan, Khong et al.,
2023), intercorréncias como hiperplasia vilar distal, infarto placentario, trombos nos
vasos maternos e fetais sao frequentemente relatados em casos de gestantes com
COVID-19 (Mulvey et al., 2020; Shanes et al., 2020; Hosier et al., 2020). Essas
alteracdes podem comprometer a funcionalidade da placenta e interferir no fluxo
sanguineo, oxigenacao, nutricdo do feto e resultar em problemas como restricdo do
crescimento intrauterino, parto prematuro, baixo peso ao nascer, hipdxia e outras
alteracdes (Aghaamoo; Ghods; Rahmanian, 2021; Metz et al., 2021; Allotey et al.,
2020). A nossa analise de variaveis clinicas dos neonatos, assim como os trabalhos
citados anteriormente, identificou que os recém-nascidos de maes com COVID-19
possuem maiores chances de apresentar baixo peso ao nascer e de reanimacao
neonatal, tanto em comparacao aos neonatos de maes com PE, quanto aos neonatos
de mées com COVID-19+PE.
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Além disso, observamos que 0s neonatos de gestantes com COVID-19 que
fizeram o uso de oxigénio durante o internamento possuiam um risco maior de
nascerem com baixo peso em comparacao as gestantes que néao fizeram o uso de
oxigénio deste mesmo grupo. Esses dados sugerem que a necessidade do uso de
oxigénio reflete um quadro de hipdxia que pode resultar em ma perfusdo placentaria
e, consequentemente, comprometer a nutri¢cdo, fluxo sanguineo e oxigenacédo para o

feto, resultando em baixo peso neonatal.

Gestantes com COVID-19 sao mais propensas a apresentarem disturbios de
coagulacdo com surgimento de eventos tromboembdélicos e aumento de dimero D,
além disso, a presenca de linfocitopenia, anemia e plaquetopenia sdo achados
frequentes nessas pacientes (Pryshliak et al., 2023; Comida et al., 2021; Lasser et al.,
2021). Ao analisarmos os resultados laboratoriais, observamos que as gestantes com
COVID-19 apresentaram uma média menor de dosagem de hemoglobina em
comparagcdo com 0s outros dois grupos e uma menor contagem de linfécitos em
comparacao ao grupo de gestantes com PE. Possivelmente, a reducdo dos linfécitos
seja reflexo da propria resposta imunoldgica frente a infeccéo viral que resulta em
alteracdes no sistema de coagulacéo, liberacdo de citocinas inflamatérias e na
infeccdo de linfocitos.

Os sintomas da PE, quando nao tratados, podem evoluir para um quadro mais
grave conhecido como sindrome HELLP, que é caracterizado pela presenca de
hemdlise, elevacao das enzimas hepaticas e plaquetopenia (Lastra; Fernandez, 2020;
Adorno; Griffiths; Abadie, 2022;). Os nossos achados demonstraram que as gestantes
com PE apresentaram algumas alteracfes nas dosagens de marcadores hepaticos,
com maiores niveis da enzima TGO em compara¢do com as gestantes com COVID-
19 e maiores niveis de LDH quando comparadas com 0s outros dois grupos.

No que diz respeito a expressdo da via PD-1/ PD-L1, estudos anteriores
demonstraram uma maior expressdo de PD-L1 na interface materno-fetal de
gestantes saudaveis, sobretudo no sinciciotrofoblasto (Veras et al., 2017; Lu et al.,
2019; Petroff et al., 2003). Achados em relacdo a expressao dessa molécula no tecido
placentario durante a PE ainda s@o escassos. No entanto, 0S nossos resultados
demonstram que gestantes com PE apresentam uma maior expressao de PD-L1 em

comparagdo com o grupo COVID-19 e com o grupo COVID-19 + PE. Estudos



70

anteriores demostraram que a PE é uma condicdo que resulta em um estado de
estresse oxidativo e hiperinfalamagéo (Aouache et al., 2018; Oliveira; Ananth
Karumanchi; Sass, 2010; Torres-Torres et al., 2024). Assim, o aumento de PD-L1 no
tecido placentario encontrado no presente trabalho, pode refletir uma tentativa do
sistema imune em aumentar a tolerdncia imunologica e reduzir o quadro de inflamacéao
e hiperativacdo da resposta imune. Além disso, a infeccdo pelo SARS-CoV-2 é
marcada por um quadro hiper inflamatoério conhecido como tempestade de citocinas,
no qual uma diversidade de citocinas pro- inflamatérias como TNF-q, IL-10, IFN-y, e
IL-6 s&o liberadas (Hu; Huang; Yin 2020; Zanza et al., 2022). Logo, a menor expressao
de PD-L1 encontrada nas gestantes com COVID-19 pode ser decorrente da liberacao
destas citocinas o que pode ter comprometido a capacidade de induzir a producao de
PD-L1.

Os nossos resultados indicaram que a associacdo da COVID-19 com a PE,
resultou em maiores niveis de expressdao de PD-1 no tecido placentario, em
comparacao ao grupo com COVID-19 e ao grupo com PE. Embora a existéncia de
trabalhos sobre a expresséo da via PD-1/PD-L1 no tecido placentario de gestantes
com COVID-19 seja escassa, alguns estudos anteriores identificaram que gestantes
com COVID-19 apresentam uma maior expressdo de PD-1 no sangue periférico
principalmente nos linfécitos T sendo essa associacao relacionada com os casos mais
graves da doenca (Aghbash et al., 2021; Bellesi et al., 2020; Hamashima et al., 2020).
Acrescenta-se que nas infecc¢des virais os linfocitos T costumam apresentar uma
maior expressdo de PD-1, pois nestas condi¢cdes os linfocitos ficam ativados de
maneira prolongada o que pode levar a exaustdo destas células. Assim, o PD-1
funciona como um marcador de exaustdo de linfécitos T (Zinselmeyer et al., 2013).
Além disso, no contexto da PE, foi visto que estas pacientes apresentavam uma maior
expressdo de PD-1 em algumas células do sistema imunoldgico, no entanto, no tecido
placentario foi visto uma redugé@o de PD-1 em macrofagos deciduais e em tecidos da
decidua (Mittelberger et al., 2023; Du et al., 2024; Gu et al., 2019; Meggyes et al.,
22019; Tianet al., 2016). Assim, 0s nossos achados, sugerem que a associacao de
COVID-19 com PE resulta em maiores niveis de PD-1 em decorréncia da ativacao
prolongada dos linfocitos T diante de infecgbes virais como a COVID-19 e

consequentemente a producéo de PD-1 é aumentada como um marcador de exaustao
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celular. Além disso, na PE o estado inflamatério e a liberagdo de citocinas podem
acabar contribuindo para a persisténcia da ativacao dos linfocitos T.

Além disso, foi possivel observar que a presenca da proteina Spike no tecido
placentario de gestantes com COVID-19 estava relacionada com a maior expressao
do receptor PD-1, ou seja, pacientes com infeccdo placentéria pelo SARS-CoV-2
expressfes mais PD-1 quando comparadas as gestantes também com COVID-19,
mas sem a presenca viral no tecido placentario. Isso pode ser explicado pois a
presenca do virus na placenta resulta na liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e
gera uma resposta imune exacerbada (Karki; Kanneganti, 2022). Ademais, diante de
infec¢des virais, os linfécitos T aumentam a producdo de PD-1. O aumento da
producado de PD-1, por sua vez, leva a mudanca dos linfocitos para o perfil Treg, e dos
macrofagos para o perfil M2 (anti-inflamatorio), em uma tentativa de reduzir a resposta
inflamatdria exacerbada (Bonam et al., 2022; Tian et al., 2016).

Nossos achados indicaram a presenca da proteina Spike no tecido placentério.
Assim como estudos anteriores que relataram a presenca viral tanto em células
maternas quanto fetais da placenta (Verma et al., 2021; Hecht et al., 2020; Hosier et
al., 2020; Taglauer et al., 2020). No entanto, os resultados deste estudo n&o
demonstraram a amplificacdo dos genes N1 e N2 presentes na proteina do
nucleocapsideo, uma das proteinas estruturais do SARS-CoV-2. Isso indica que
apesar da presenca viral na placenta, a infeccdo ativa e transmissao vertical do virus
nao ocorreu. Assim, como relatos anteriores que indicam que apesar de existente, 0
risco de transmissdo vertical é bastante raro (Rasmussen; Jamieson, 2022; Auriti et
al., 2020)
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, a influéncia da COVID-19 e da PE na regulacdo do PD-1
e PDL-1, em gestantes, foi investigada. Também avaliamos se essas condi¢des
estavam associadas com alteracdes nas variaveis clinicas e laboratoriais das
gestantes e neonatos. Assim, identificamos que a infecgdo pelo SARS-CoV-2
culminou em maior risco de parto prematuro e de admisséo na UTI, bem como em
uma diminui¢cdo nos numeros de linfocitos e da dosagem hemoglobina nas gestantes.
Vale ressaltar, que a presenca de PE foi relacionada com alteracdes nos niveis de
marcadores hepéaticos, sobretudo no aumento nos niveis de TGO e de LDH. A infecao
materna por SARS-CoV-2, também desencadeou eventos adversos nos neonatos,
visto que estes apresentaram necessidade maior de suporte a oxigénio e uma maior
ocorréncia de baixo peso ao nascer. Nossos resultados também indicaram que a
COVID-19, quando em conjunto com a PE, pode aumentar a expressao de PD-1,
enquanto a maior expressao de PD-L1 no tecido placentario, é estimulada pela PE.
Ainda, evidenciamos que gestantes com COVID-19 que tiveram a presenca da
proteina Spike no tecido placentario expressavam maiores niveis do receptor PD-1
em comparacgdo as gestantes também com COVID-19 e sem a presenca da proteina.
Embora tenha sido possivel identificar a presenca da proteina Spike no tecido
placentario de algumas gestantes, ndo observamos a amplificacdo dos genes N1 e
N2. Esses achados sugerem que apesar do SARS-CoV-2 possuir a capacidade de
infectar compartimentos placentarios, ele ndo causou infeccdo ativa e, portanto,
possui baixa probabilidade de ser transmitido vertical.

Esses dados evidenciam que tanto a infeccao pelo SARS-CoV-2 quanto a PE,
sao condi¢cbes que podem resultar em eventos adversos para as gestantes e para 0s
neonatos, além de estarem relacionados com a desregulacéo da via PD-1/PD-L1 e os
processos de tolerancia imunologica. Assim, entender o papel da regulacéo desta via
em gestantes com COVID-19 e/ou PE é importante para potenciais desenvolvimentos
de formas de terapia e de diagndstico como biomarcadores. Para isso, mais estudos
Sao necessarios para compreender os mecanismos envolvidos na desregulacdo da
via PD-1/PD-L1, bem como os impactos decorrentes deste cenario para as gestantes,

neonatos e para 0 sucesso da gesta(;éo.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

18P - Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Parscipanies a partir dos 18 ancs de idade)

Titulo do projeto:

Contnbugdo de mokéculaspenes de histocompatibiidade, recepiores, afocnas ¢
fatores pos-transorciondis N3 patogénese ¢ evolugso da infecgdo por coronavirus
(sars-cov-2) om Qestanies € recém-NIscdios.

Eesquizadores respoosavels:
*Norma Lucena Cavaicant! Licinio da Siva - coordenadara do projeto muftiodntnico
«Anani impien Souza - coordenadora no IMIP

Vood estd sendo convidada a partapar de uma pesquisa porque esta sendo
atendda nesta INSBIC0. Para que vocd possa deckdr o quer participar ou n3o,
preasa conhecer 0z beneflcos, 0% Nscos ¢ as Cconsequéncias paia Ul Partcpasdo.

Este documento ¢ chamado de Termo de Consentimento Livre e Esdarecido (TCLE)
e tem es%e NOMme parque Vool SO deve aceitar participar desta pesqusa depots de
ter hdo e entendido este decumento. Lela as informagles com Aengdo e converse
com O pesqusador responsidvel ¢ com a3 equpe da pesquisa scbre Qualsguer
ddvidas que vood tenha. Caso haja alguma palavra ou fraze que vocd ndo entenda,
converse com a pessoa responsdvel por obler este consenSmento, para malores
eschireamentos. Cazo predra, converse com os seus familares, amigos ¢ com 3
equpe médica antes de tomar uma decsdo. Se vocd Sver dividas cepais de ler

estas nformagdes, entre em contato com O pesquisador resporsavel,

Apés receber todas as Informagdes, ¢ 100as as dividas forem esclreddas, vock
podera fornecer seu consentmento, nibeicando elou assinando em todas as paginas
deste Termo, em duas vias (uma do pesquisador responsavel e outra do parscipanie
€3 pesquUIZa ), CAZ0 QUEKA Particpar.

PROPOSITO DA PESQUISA

Esta pesquisa peelende encooar uma resposta na munidade (uma espécie das
defesas do corpo) das pessoas com esta nova doenga, a covid-19. Esta ¢ uma
Coenga que aparecey nNo mMundo desde o fnal de 2019 ¢ no Brasi no nido de 2020
€ por ISI0 precisamos osiudyr Mals O QUE COMMECE COM a3 Pesoas que eSO
Infectadas com esle novo coronavirus. Esta pesqusa pretende comparar a
Imunidade das mulheres gestanies com as N30 gestantes ¢ com homens também.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Esle é um estudo que Ird acompanhar gestantes com sindrome gripal (sntomas de
grpe) atenddas nas duds Instituigdes participanies da pesquisa: o IMIP e o Hospital
das Clinicas da universidade Federal de Pemambuco, em Reafe. Por se
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tratar de estudo de uma doeng¢a nova, iremos incluir todas as gestantes com
sindrome gripal que comparecerem nos centros do estudo durante o periodo de
julho a dezembro de 2020 ou enquanto dure a epidemia.

Sera realizada entrevista e coleta de sangue. Em relagdo a coleta do sangue, sera
coletado cerca de uma pequena quantidade do seu sangue, o equivalente a dois
tubos pequenos de 4 mililitros cada um, ou o que corresponde a aproximadamente
duas colheres de sopa. Se vocé concordar, os pesquisadores responsaveis por esta
pesquisa consultardo algumas informagdes de seus dados clinicos e seus exames
laboratoriais que se encontram no seu prontudrio. Os dados coletados no prontuario
serdo mantidos em sigilo e confidencialidade. O ltempo necessarios para realizar
lodos estes procedimentos de colela dos maleriais para pesquisa deve durar
aproximadamente 20 a 30 minutos.

BENEFICIOS

Esta pesquisa ndo trard beneficios direlos para vocé, porém os resultados da
pesquisa servirdo para compreensdo de uma doenga que é nova e grave. Assim, os
resultados poderdo beneficiar outras gestantes que possam via a se infectar com
@sse novo coronavirus, bem como vocé mesma em uma proxima gestagao.

RISCOS

Esta pesquisa também pode lhe trazer alguns riscos, mas sdo minimos. Durante a
coleta do seu sangue pode ocorrer algum incomodo pelo procedimento da pung3o,
mancha arroxeada na pele ou um pequeno hematoma (elevagio de bolha de
sangue) como consequéncia da retirada do sangue. Para diminuir estes riscos, a
coleta sempre que possivel sera realizada no mesmo momento da coleta de sangue
para os oulros exames que vocd for fazer no hospital e por profissional habilitado,
Serd também realizado uma leve press3o no local da coleta minimizando a
possibilidade de mancha na pele e hematoma. Em relagdo a coleta do material do
nariz e boca pode ocorrer algum desconforto durante a introdugdo da haste de
algoddo (swab) ao pressionar o coletor na parede de cada narina bem como na
regido posterior da boca. Para diminuir estes incdmodos o procedimento sera
realizado por profissional habilitado e com pressdo suficiente para ndo lrazer
desconforto, em casos raros de sangramento nasal provocado pela coleta, serd
tomado o cuidado de abaixar a cabeca do paciente para frente e manter as narinas
pressionadas entre o dedo indicador e polegar durante 5 minutos aproximadamente.

CUSTOS
Esla pesquisa nao trara custo para vocé, mas lambém vocé ndo recebera nada para
participar. Se vocé aceitar participar sera de forma voluntaria. Vocé também poderd
desistir de participar em qualquer momento, mesmo depois que ja tiver comegado a
pesquisa.

CONFIDENCIALIDADE

Se vocé optar por participar desla pesquisa, as informagdes sobre a sua salGde e
seus dados pessoais serao mantidas de maneira confidencial e sigilosa. Seus dados
somente serdo ulilizados depois de anonimizados (ou seja, sem sua identificagdo).
Apenas os pesquisadores aulorizados terdo acesso aos dados individuals,
resultados de exames e testes bem como as informagdes do seu registro médico.
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Mesmo que estes dados sejam uliizados para proposilos de divulgacio elou
publicagan ciantifica, sua identidade parmanecerd am sagrada.

PARTICIPAGAD VOLUNTARIA

A sua parlicipacio & velunldnia e a recusa em aulorzar a sua participacio nao
acarrelard guaisquer penalidades ou perda de beneficios ans quais vood tam direite,
ou mudanca no seu fralaments e acompanhaments médico nesta instiluigdo. Vood
podard retirar seu consenlimanto a qualquer momenla sam qualquer prejuiza. Em
caso da vocé decidic inlerramper sua parlicipacio na pesquisa, a equipe de
pesquisadores deve ser comunicada e a eolela de dados relatives & pesquisa serd
imedistamente interrompida.

ACESSD ADS RESULTADOS DE EXAMES

Yook pode ler acesso a qualquer resulladoe relacionade 4 esla pesquisa. Esles
resiltados serdo enviados ao seu médico @ ele os disculird com vool. S vool livar
inleresse, vocl poderd receber uma copia dos mesmes.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

A pessoca responsdvel pela oblengio deste Termo de Consenfimento Livie e
Ezclarecido Ihe explicou claramente o contedde destas infermacgdes e se colocou A
disposicio para respander as suas pargunlas sempre que liver novas dividas. Vocé
tera garantia de acesso, em qualquer elapa da pesquisa, sobre qualquer
esclarecimento de eventuais dividas e inclusive para tomar conhecimento dos
resultades desla pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para Norma Lucena,
telafone:(B1)99962-3975 ou Ariani Impieri, telefone:(B1)98822-7351 ou Inés
Melo, talefone:(31) 993117851 ou Camila Redrigues, telefons: (81) 999040388
no horario de B:00 45 11:30 e 14:00 as 17:00 de segunda a sexta-feiras. Esla
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IMIP. Se vood
liver alguma consideragdo ou divida sobre esta pesquisa, entre em confato com o
comité de Etica em Pesquisa Envalvendo Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP) que
objetiva defender oz inleresses dos paricipantes, respeilando seus direilos e
conlribuir para o desenvolvimento da pesquisa desde que atenda as condulas
dlicas.

O CEP-IMIP esia siluade a4 Rua dos Coelhos, n® 300, Boa Vista. Diretoria de
Pasquisa do IMIP, Prédic Administrative Orlando Onofre, 1% Andar tel: (81) 2122-
4756 — Email: comiledeetica@imip.org.br O CEP/AMIP funciona de 2% a &% feira, nos
seguintes horaros: 07:00 as 11:30 h & 13:30 as 16:00h.

Esle lemo asla sendo elaborado em duas vias, sando que uma via ficard com vocl
& oulra sera arquivada com o5 pesquisadonss responsaveas.

CONSENTIMENTO

Li as informagBes acima e enlendi o propdsite do estudo. Ficaram claros para mim
guais 580 procedimenlos a serem realizados, riscos, benelicios e a garantia de
esclarecimentas parmanantas.

Ficou claro também gque a minha participacio & isenta de despesas e que lenho
garantia do acesso aos dados e de esclarecer minhas dividas a qualquer lampo.
Entends giue meu nome nao serd publicads o toda lentaliva serd feita para
assagurar o mau anonimata.
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Concordo volunlariamente em parlicipar desla pesquisa e podersi relirar o meu
consenlimento a qualguer momenla, anles ou duranle o mesmo, sam penalidade ou
prejuizo ou perda de qualguer benelicio que eu possa ter adguirido.

Az amostras de sangue, urina @ secregdes coletadas para este estudo serdo
armazenadas em um biormrepositdrio (local onde ficardo congeladas) para
futuras pesquisas além dessa:

[y Eu concorde em parlicipar desta pesguisa e CONCORDO em ter minhas
amoslras ammazenadas e uliizadas para uso em pesquisas fuluras aprovadas pelo
Comilé de Etica em Pesquisa do IMIP e para isto deverei assinar no fulura, um nova
Termo de Consentimenta Livee e Esclarecido, se eu concordar.

au

{ )} Eu concordo em parlicipar desta pesquisa, mas NAD CONCORDO em ter
minhas amoslras armazenadas para uso am pesguisas fuluras.

Eu, par intermédio deste, dou livremeanta med consentiments para paricipar nasta
pesguisa.

Mome e Assinatura do Participante Data

Mome e Assinatura da Testemunha Imparcial Data

Eu, abaixo assinado, expliquei complelamente os detahes relevantes desta
pesgUisa ao pacients indicado acima elou pessoa autorizada para consentic pelo
Mesmao.

Home e Assinatura do Responsavel pela Data
Obtengio do Termo
Rubrica do Participante da Pesquisa Rubrica do Pesquisador
Impressio digital

{opcicnaly
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ANEXOS

ANEXO A

APROVACAO DO COMITE DE ETICA DO HOSPITAL DAS CLINICAS

UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - o
HC/UFPE

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Contribuicdo de moléculas/genes de histocompatibilidade, receptores, cilocinas e
fatores pds-transcricionals na patogénese e evolugio da infecg3o por Coronavirus
(SARS-CoV-2) em gestantes e recém-nascidos.

Pesquisador: Norma Lucena Cavalcanti Licnio da Silva

Area Tematica:

Versso: 2

CAAE: 32359320.3.3002.8807

Institui¢3o Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DE PERNAMBUCO
Patrocinador Principal: Financlamento Pripaio

DADOS DO PARECER
NOmero do Parecer: 4.457.517

Apresentacio do Projeto:

Projeto de Centro Coparticipante para o enfrentamento da COVID 19 entre as Institui¢des Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhes (CPQAM), Instituto Materno Infantil de Pernambuco (IMIP) e Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) a ser desenvolvido pela mestranda Camila
Rodrigues de Melo Bardbosa, Programa de Biocéncias e Biotecnologla em Sadde da Fundagio Oswaldo
Cruz/Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ/CPGAM) sob orientagdo da Profa Dra Norma
Lucena Cavalcante Licinio da Siva. Sera realizado um estudo de coorte com gestantes com sindrome gripal
atendidas nas duas instituigdes participantes da pesquisa (IMIP e HC/UFPE), em Recife, além de homens e
mulhéres nBo gestantes atendidas no municipio de Vitdria de Sanio AntBo. A amosira serd consecutiva de
conveniéncia. Por se tratar de estudo de uma doenga nova, serdo incluidas todas as gestantes majores de
18 anos com sindrome gripal que comparecerem na matemidade do IMIP e Hospital das Clinicas durante o
periodo estabelecido para caplagdo do estudo, 1° semestre de 2021 ou enquanto dure a epidemia e que
aceitem participar da pesquisa mediante assinatura de TCLE. O grupo controle para © estudo da resposta
imunoidgica conlra © coronavirus serd composio por mulheres ndo gestantes € homens, ambos com mais
de 18 anos e suspeita de COVID-19, sendo as amosiras provenientes da parceria com a Vigilancia

Epidemicidgica da Prefeitura da Cidade de Vitdria de Santo AntSo e do Centro Académico de Vitdria/'UFPE.

Os dados > idemiolOgicos serBo coletados através de enlrevists

P

& C Av. Profe 2 Reogo, SN 37 andar do prddo principal (enfenmanias)

Baimo: Cisade Universitina CEP: 20670901

UF: PE Municipio: RECFE

Telefona: (812126.3743 E-maX cephoufpegmail com

Pagra 0t oe o7
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Contruncio do Parecer 4 457

UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO -

HC/UFPE

s

@@t

obrigatdro que o pesquisador responsavel pelo Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica,
redatéeios parciais das atividades desenvoividas no pericdo de 12 meses a contar da data de sus aprovacio
(tem X.1.3.b., da Resolug30 CNS/MS N* 466/12). O CEP HC/UFPE deve ser informado de 10008 08 efeitos
adversos ou falos redevantes que alterem o curso normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N*
486/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar lodas as medidas imediatas e adequadas frente a evento
adverso grave ocomido (mesmo que tenha sido em culro centro) & ainda, enviar nolificacdo & ANVISA -
Agéncia Nacional de Vigidncia Sanitiria, junto com seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Skuagio
Informaghes Basicas PB_INFOWS_WCAS_DO_P 3V11/2020 Aceilo
do Projeto ROJETO 1629540 pdf 22:43:33
Outros CARTARESPOSTA_HC pdf 30¢11/2020 |Norma Lucena Acello

22.43.10 |Cavalcanti Licinio da
Sina
TCLE/ Termos de | TCLE_HOSPITAL_DAS_CLINICAS.pdf | 30V11/2020 |Norma Lucena Aceilo
Assentimento / 22:42:21 |Cavalcanti Licinio da
Justificativa de Siva
Auséncia = s
Projeto Detshado/ |projetocompletocovid1 SPARA_HC pat 30/11/2020 |Norma Lucena Acello
Brochura 22:42.07 |Cavalcanti Licinio da
Investigador s
Outros LattesJaw pdf 25/11/2020 |Norma Lucena Acelo
13:37:54 |Cavalcanti Licinio da
[Outros LattesNoma pal 25/11/2020 |Norma Lucena ACENO
13:36.01 |Cavalcanti Licinio da
Projeto Detshado ! | projetocompletocovidselembro. pdf 0909/2020 |Norma Lucena Aceilo
Brochura 16.50:23 |Cavalcanti Licinio da
inyestigador
Outros cartaresposta.paf 03/09/2020 |Norma Lucena Aceillo
16:46:30 |Cavalcanti Licinio da
______|Sika
Projeto Detahado ! | cantarespostaversso2 pdl 09'09/2020 |Norma Lucena Acelio
Brochura 12:20.08 |Cavalcanti Licinio da
jlavestigador
Outros CARTADERESPOSTA pdf 1908/2020 |Norma Lucena Acello
15:18:38 | Cavalcantl Licinio

Enderego: Av, Profosser Morases Rego, SN, 3" andir do prbdo prindipdl (enkeemanas)

Baimo: Cisade Universitdng
Municipio: RECFE
(3121263743

UF: PE
Telefone:

CEP: 0670901

E-mal ceptoufpe @gmall com

Pagrs Od oe &

89



UFPE - HOSFITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE FPERNAMBUCO -

HC/UFPE

ConSruscic o Pareoss: £.44 7 517

N

Outros

CARTADERESPOSTA pdf

19/08/2020
151836

da Siva

Aceilo

Qtros

Tenrcooperacac e pdl

27072020
15:34:18

Oudros

BiomeposoneMIP.pal

ZTNDTIZ020
15:29:4D

Marmia Lucena
Cavalcanti Licinss da
ity

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcanti Licinie da
Silva

Ao

Owdros

parecernCiBioAggeu.pdl

ZTNOTI2020
14:27.0B

Maorma Lucena
Cavalcanti Licinsgs da
Sika

Aceiio

Otros

SIEAP13Z3aprovadolMIP. gdr

16/06/2020
15.28:52

Morma Lucena
Cavalcanti Licines da
Silva

Aceilo

Outros

TCLEmodakalMIP. pdr

16/06/2020
15:27:25

Oudros

projeiecomplelomodalol MEF gdr

1662020
15:26.56

Qutros

declaracaodecoordenadancoyid 19.pd0

16/06/2020
152111

Oudros

declaracandepanicipantedoprojelosovid
19.pdr

1GM062020
15:20:08

Morma Lucena
Cavalcanti Licinss da
L Silva

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcam Licines da
il

Ao

Marma Lucena
Cavalcanti Licinss da
L Silia

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcanti Licinie da
Silva

Ao

Owdros

CartadeapresentacaoHCCoid 10, pdi

16/1612020
15:19:06

Maorma Lucena
Cavalcanti Licinsgs da
Siha

Aceilo

Outros

TorrulancE BSERHprejelacavid pdl

16/06/2020
131841

Morma Lucena
Cavalcanti Licines da
Silva

Aceilo

Outros

Tearmrnodecompromisso. pal

16/06/2020
15:16:28

TCLE | Termos de
Asganlirmento |
Justificativa de

TCLEovid 191 6dejunhio. pdl

1662020
15:10:08

Morma Lucena
Cavalcanti Licinss da
L Silva

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcani Licinie da
Silkva

Ao

Oudres

cartadeaniendavitona. pdl

16/62020
14:52:53

Outros

CartadeAnuencalMIPassnana, pdl

16/06/2020
145111

Outros

CurnicUleLatesT hailanyT hays pol

1662020
14:48.16

Maorma Lucena
Cavalcam Licines da
il

Ao

Marma Lucena
Cavalcanti Licinss da
L Silia

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcani Lisinie

Ao

Endamga: Ay, Professo Moraes Regs, B, 37 andai o predio prin cipal (enbemanc )

Bairo: Ciade Universit
UF: FE

Talefona: (B112126-3743

fid CEP: zn&70-S01

Munacipin: RECEE

E-maik cophoupeiSgmail com

Pagra (Sds I7
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UFPE - HOSFITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE FPERNAMBUCO -

HC/UFPE

ConSruscic o Pareoss: £.44 7 517

N

Outros

CARTADERESPOSTA pdf

19/08/2020
151836

da Siva

Aceilo

Qtros

Tenrcooperacac e pdl

27072020
15:34:18

Oudros

BiomeposoneMIP.pal

ZTNDTIZ020
15:29:4D

Marmia Lucena
Cavalcanti Licinss da
ity

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcanti Licinie da
Silva

Ao

Owdros

parecernCiBioAggeu.pdl

ZTNOTI2020
14:27.0B

Maorma Lucena
Cavalcanti Licinsgs da
Sika

Aceiio

Otros

SIEAP13Z3aprovadolMIP. gdr

16/06/2020
15.28:52

Morma Lucena
Cavalcanti Licines da
Silva

Aceilo

Outros

TCLEmodakalMIP. pdr

16/06/2020
15:27:25

Oudros

projeiecomplelomodalol MEF gdr

1662020
15:26.56

Qutros

declaracaodecoordenadancoyid 19.pd0

16/06/2020
152111

Oudros

declaracandepanicipantedoprojelosovid
19.pdr

1GM062020
15:20:08

Morma Lucena
Cavalcanti Licinss da
L Silva

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcam Licines da
il

Ao

Marma Lucena
Cavalcanti Licinss da
L Silia

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcanti Licinie da
Silva

Ao

Owdros

CartadeapresentacaoHCCoid 10, pdi

16/1612020
15:19:06

Maorma Lucena
Cavalcanti Licinsgs da
Siha

Aceilo

Outros

TorrulancE BSERHprejelacavid pdl

16/06/2020
131841

Morma Lucena
Cavalcanti Licines da
Silva

Aceilo

Outros

Tearmrnodecompromisso. pal

16/06/2020
15:16:28

TCLE | Termos de
Asganlirmento |
Justificativa de

TCLEovid 191 6dejunhio. pdl

1662020
15:10:08

Morma Lucena
Cavalcanti Licinss da
L Silva

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcani Licinie da
Silkva

Ao

Oudres

cartadeaniendavitona. pdl

16/62020
14:52:53

Outros

CartadeAnuencalMIPassnana, pdl

16/06/2020
145111

Outros

CurnicUleLatesT hailanyT hays pol

1662020
14:48.16

Maorma Lucena
Cavalcam Licines da
il

Ao

Marma Lucena
Cavalcanti Licinss da
L Silia

Aceilo

Morma Lucena
Cavalcani Lisinie

Ao

Endamga: Ay, Professo Moraes Regs, B, 37 andai o predio prin cipal (enbemanc )

Bairo: Ciade Universit
UF: FE

Talefona: (B112126-3743

fid CEP: zn&70-S01

Munacipin: RECEE

E-maik cophoupeiSgmail com

Pagra (Sds I7
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UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO -

Qgsgome

HC/UFPE
Condrusciic <o Pereoes &85 7517
Decaragdo da biomeposiloncapgeu.pdl 141052020 |Morma Lucena Aceilo
Manusen Material 02:09:24 | Cavaleanti Licinis da
Bickdgico | Siva
Bioreposittiic
Biobancd

Siuagdn do Pareear:
Aprovada

Necessita Apreciacio da CONEP:

Nao

RECIFE, 11 g Dezembro de 2020

Asginadao por:
Josd Angelo Rirzo
{Ceardenadaral)

Enderego:  Av, Professor Moraes Regs, S 3° andar & prédio pon cipal [erdemanis
& CEP: =0.6T0804
uF: FE Munaipio: RECFE

Bairn: Ciade Univiersith

Talefona: (B1125-3743

E-malk cophouioe S mailoom

Paigra 0T de [T
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ANEXO B

APROVACAO DO COMITE DE ETICA DO INSTITUTO DE MEDICINA
INTEGRAL PROFESSOR FERNANDO FIGUEIRA (IMIP)

INSTITUTO DE MEDICINA
Iﬁ INTEGRAL PROFESSOR g W
IP FERNANDO FIGUEIRA -
IMIF/FE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborade pela Instituigde Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Conlribuigio de moldculasigenas de histocomgalibilidade, receplores, citocinas e
fatores pos-transericionals na palogénese & evaluglo da infecgBo por Coronavinis
{SARS-CoV-2) em gestanles & recém-nascidos.

Pasyuigadar Morma Lucena Cavaleant Licinio da Silva

Area Tematica:

Varafia: 2

CAAE: 32350320.3.3001.5201

Instituicis Proponente: Instilule de Medicing Integral Pralessar Femando Figueira - IMIPIPE
Patrocinader Principal: Financiamenlo Progrio

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 4.370.183

Apresentagio do Projeta:

As infermagdes elencadas nos campos “Apresentagdo do Projelo”, "Objelive da Pesquisa” e "Avaliagho dos
Riscos & Benelicios™ foram reliradas dog arquivos: Informagdes Basicas da Platalerma Brasil
(PE_INFORMAGGES_BASICAS_DO_PROJETO_1820538.pdf, d2 16/10/2020 ) efou do Projels Detallada
[prejelocemgleteceyid1 Dimip.pdl, de 0SH L2020}

1. INTRODUGAD

Ermn dezembio de 2013, em Wuhan, China, es primeiros casos de pacientes acometidos por uma sindrome
respirabddia aguda grave (SRAG) foram refatados, @ em janeira’2020 Toi dentificado, a partir da amosira de
esfiegago da nasofaringe de um paciente, um novo comnavirus denominads pela OMS de Corenavirus
Dizease-2010 (COVID-19) (BOGOCH, 2020). O primeiro epicentro da pandemia fora da China fol a |taka,
gue teve o primeiro cazo da doenga relatado em 31/01/2020 e loge depois foi dedlarado pela OMS a
siuagio de pandemia (LAl 2020; POON, 2020).

Alé o dia 21 de abril, foram mais de 2,7 milhdes de casos confirmados em todo o munde, atinginds 210
paises, com mais de 170 mil mores (WORLDMETER, 2020). Mo Brasil, a primeira mone foi confirmada pela
doenca aconteceu em 17 de marge, e em 2104 j havia sido nolificade mais de 40 mi casos com 2.575
mortes{ BRASIL, 2020).

Pamamibuco tem 2.630 cases com 234 mones e conta com 319 leilos de UT] estando aluaimente

Endereco: Rua dos Couhis, 300

Bairo: Boa Vista CEP: =0.070-502
UF: FE Municipio: RECFE
Talefona: (81121224756 Fam: (B1)E1224722 E-mal  comiledeeboa@imip.og be
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IﬁIP

Connuscis o Parecsr: 4 573,

IMIF/PE

1

INSTITUTO DE MEDICIMA
INTEGRAL PROFESSOR
FERNANDO FIGUEIRA -

Qgegorme

Esle parecer foi elaborade baseade nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento AdguUive Postagem AT Silliagan
Inlormagdes Basicas| PB_INFORMAG DES_BASICAS_DO_P | 16/10/2020 Acello
o Projely | ROJETD 1520530 pat 1635,

Dutros Cartaraspostaimip1 G1020. pal 161 UE%%} Morma Lucena Aceilo
16:33:00 | Cavalcamli Licims da
=111
Projeto Delahads /| projeloosmplelocavid 1 Simip. pdl 0502020 |Morma Lucena Apeilo
Brochura 16:56:30 | Cavaleamti Licims da
igadnr _ Isika
Qludros sigaphonma_ pdl 15092020 |Morma Lucena Apeiln
154648 || Cavaleamti Licims da
Sikva
Projeto Delahads ! | projelocompl elocavidsetembio. pdl 3092020 | Marma Lucena Aceilo
Brochura 16:50:253 | Cavalcamli Licims da
Investigador Sikva
Oulros cartaresposta pal [908/2020 |Morma Lucena Arein
16:46:30 | Cavalcamli Licims da
Sikva
Progeto Delahade ! | canarespostavarsao?. pdl 3092020 | Marma Lucena Aceilo
Brochura 122006 | Cavalcamli Licims da
nvestigader M =11
Qludros CARTADERESPOSTA pdf 190082020 |Morma Lucena Apeilo
151836 | Cavaleamti Licims da
_ __lsie
OUlIos TenroceoperacaciMIP. pdl Z70TI2020 |Morma Lucena ACEND
153410 | Cavaleamti Licims da
_ _ lsie
Dutros BiomeposilonolMIF. pdl ZTOT2020 |Marma Lucena Aceilo
153:29:40 | Cavalcamli Licims da
Sikia
Outros parecerC BinAggen.pdl 270712020 | Norma Lucena Acello
142706 | Cavaleamti Licims da
Sika
Dlutres SIEAP1329apravadolMIP pdl 16062020 | Morma Lucena Apeiln
15:28:52 || Cavalcamli Licims da
Sikia
Oludros TCLErmadeialMIP. pdf 16062020 |Morma Lucena Apein
152725 | Cavaleamti Licims da
| Siva
Dutros projetocompletomodelol MIP.pdl 16/06/2020 |Marma Lucena Aceilo
15:.26:56 | Cavalcamli Licims da
| Siva
Dutros declaracasdeasardenadonoyid 194l 16/06/2020 |Marma Lucena Aceilo
152111 Cavalcanti Licires da
Silia
Enderego: Fua dos Codhos, 300
Baira: Boa Wisa CEP: S O70-e02
UF: FE Municipin: RECFE
Talefona: (B1Z123-4756 Fax: (B1[21224722 E-mak comildenicaimip.og ke

Pagra 12ds H
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IﬁIP

INSTITUTO DE MEDICINA
INTEGRAL PROFESSOR

IMIP/PE

Contrusciic Zo Paremer: £ 3707000

FERNANDO FIGUEIRA -

Qggene

Olutros

declaracandsparlicipantedoprojelocovid
19.pdf

1610612020
15:20:08

MNaorma Lucena
Cavaleanti Licinio da
Siva

Aceilo

Cutros

CartadeapresentacaoHCCoyid 10, pdl

160612020
151808

Outros

TormlanoE BAERHpIG]elo covid pol

16/0612020
151841

Outros

Temudmm\rnm'msu.pm

160612020
151628

TCLE | Termos de
Agzanlimerndo |
Juslificaliva de

TCLEcovn 19 Bajurha pdl

1610612020
15:10:08

|Silva

|Silva

|Silva

MNarma Lucena
Catvalcanti Licins da

Aceiln

MNarma Lucena
Cavalcanti Licinee da

Aceilo

MNorma Lucena
Catvalcanti Licins da

Aceilo

Norma Lucena
Cavaleanti Licino da
Silva

Aceilo

Outros

cartadeanuenaayitona.pdl

160612020
14:52:55

Marmia Lusena
Cavalcanti Licines da
Silva

Aceiln

Cutros

CartadeAnuencialMIPassnada, pdf

160612020
145111

MNorma Lucena
Cavaleanti Licino da
Silva

Aceiln

Olutros

CurriculsLatiesThailanyTlays pal

1610612020
14:48:16

Narma Lucena
Cavvalcanti Licines da
Silva

Aceilo

Olutros

CurriculeLattesRaquelAragan.pdl

160612020
144857

Outros

CurriculeLatiesPauBnSONOMN. pdf

160612020
144821

Olutros

CurriculeLatteshauroCesar pdl

16/0612020
144753

Outros

CurmiculLattes uran dydr pal

160612020
1dddd7

| Silvd

| Silva

| Silva

MNarma Lucena
Cavalcanti Licinee da

Aceilo

Marmia Lusena
Cavalcanti Licines da

Aceiln

MNarma Lucena
Cavalcanti Licinee da

Aceiln

Marmia Lusena
Cavalcanti Licines da
Silva

Aceiln

Cutros

CurriculeLatbesArizani e pdl

160612020
144426

MNorma Lucena
Cavaleanti Licino da
Siva

Aceiln

Outros

CurriculeLattesAndrazaPameala. pdl

160612020
144401

Marmia Lusena
Cavaleant Licino da
Silva

Aceiln

Olutros

CurriculoLattesharialnesMelo pdr

160612020
144322

Outros

CummcUeLatesCamiamoangues. pdl

2210512020

| Silva

MNarma Lucena
Cavalcanti Licinee da

Aceilo

Marmia Lusena

Aceiln

Enderego: Rua dos Coodhos, 300

Bairo: Bcaista
UF: FE
Talefona: (8921224756

CEP: 0070602

Munazipiaz RECEFE

Fax: (B1E1224722

E-mal comiiedeetcadimip.ong be
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INSTITUTO DE MEDICINA
INTEGRAL PROFESSOR

FERENANDO FIGUEIRA -
IMIF/PE
Conmbmuscis <o Pereoenr £ 300,103
Owtros CurriculslattesCamilaRodngues. pd! 12:42:51 |Cavalcanti Licies da | Aceilo
Silva
Owtres lichaenirevistacoyid10.pdl ZAUSIZ020 |Monme Lucena Aceiln
12:41:21 | Cavalcanti Licinks da
St
Ouiros declaracaoentregaderelatorioseodd 19.p | 220502020 |Marma Lucena Aceilo
dr 12:40:40 | Cavalcanti Licins da
Silva
Owires declaracaoseccordenador.pdl 2512020 |Morma Lucena Aceilo
161727 |Cavalcanti Licinss da
Siva
Quroes declaracaoseganicipantedopjelo. pal 2000572020 |Marma Lucena Ao
168:16:00 | Cavalcanti Licin da
Siva
Owtres CarricuksLalteshomal ueena. pdl 252020 |Morma Lusena Aceiln
168:12:03 | Cavalcanti Licines da
— LT
Owdros Temmodeconfdensialidade. pdl 2512020 |Morma Lucena Aceiln
168:11:22 | Cavalcanti Licinks da
— 1T
Owires catadeanuencaHC. pdi 14152020 |Morma Lucena Aceilo
02:11:18 | Cavalcanti Licine da
— T
Decaragas de BoreprEInoagg e pol TaNGEZ020 |Morma Luzena ALEND
Manusen Material 02:09:24 | Cavalcanti Licines da
Biokagico ! Siva
Bioreposiitrio |
Biobanco

Siluagio do Parecer:

Apiovada

Necessita Apreciacio da CONEP:

Mao

Endarago:
Baira: Boa\ista
UF: FE

RECIFE, 25 d& Oububre de 2020

Aszginadao por:

Lygia Carmen de Moraes Vander|ai

{Coardenadoraf)

Rua dos Couhis, 300

CEP: s0.070-502

Municipio: RECFE
Tolefona: (8131224756

Faw: (B1)@132-4723

E-malt comiledecboafimip.org b

Pogra 14 ds
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ANEXO C

APROVACAO DO COMITE DE ETICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO

ﬁ_“ UFPE - UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - « L mﬂfﬂp
CAMPUS RECIFE -
e UFPE/RECIFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesqulsa: Contribuigio de moléculas/genas de histocompatibilidade, receptores, citocinas e
fatores pds-tranacricionais na patogénese e evolugio da infecgdo por Coronavirus
[SARS-CoV-2) em gestantes & recém-nascidos.

Pesquisador: Momma Lucena Cavaleant Licinio da Siva
Area Temdtlca:

Versdo: 3

CAAE: 32359320.3.0000.5208

Instiulgdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Princlpal: Financamento Prdprio

DADOS DO PARECER

Mdmero do Perecer: 4.270.369

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um projets de pesquisa para o enfrentamento da pandemia COVID-19. Serd um estudo
observacional, prospectivo, tipo caso-controle, a ser desenvolvido no Hospital das Clinkcas e IMIF, em
parceria com o laboratdrio Aggeu Magalhdes e Centro Académico de Vitdria de Santo Antso (CAV) UFPE,
com tamanho amostral de 200 paricipantes, no sagundo semestre da 2020,

Hipdtese: A interagio de moléculas soliveis na gestante esta diretamente relacionads ao seu perfil de
resposta imunoldgica contra o SARS-COV-2.

Metodologia Proposta:

A Bmastra serd conseculiva de conveniéncia. Por se tratar de estudo de uma doenga nova, serdo induldas
todas as gestanies maiores de 18 anos com aindrome gripal que comparecerem na matemidade do IMIF &
Hospital das Clinicas, durante o periodo estabelacido para captag®o do estudo ou enquanio durar a
epidemia & que acaitem participar da pesquisa mediante assinatura de TCLE.

0 grupo controle para o estudo da resposta imunokdgica contra o coronavirus serd compoato por mulheres
nao gestantes & homens, ambos com suspeita da COVID-18, sendo as amostras provenientes da parceria
cam & Vig. Epidarmicldgica da Cidade de Vitdria de Santo Antdo & do Centro Académica de VitdriaUFFPE. As
t&cnicas de disgndstico de RT-PCR e real ime - RT PCR {gRT-PCR) serfo implementadas por meio do
swab orofaringeo, além de coletas de sangue & urina.

Endorego: A, da Engenharia =n® - 1% andar, sala 4, Frédio do Centro de Ciéncias da Sadde

Babro:  Cidade Unbeersitaria CEP: E0.740-600
UF: FE Municiplo:  RECIFE
Tolofone:  (B9)2126.8588 E-mall: cephumanos ufpefSufpe.br

Pigias 0t 4 07
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4¢  UFPE- UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - <£ Wﬂp
= CAMPUS RECIFE - asil
UFPE/RECIFE

CEP

15
§

onipé
pe

"t

(I

Continuachs de Perecen 4 370560

participants (itam V3., &3 Resolugio CNSME N® 466M2).
Ewventuais modificaches nesta pesquisa devern ser salicitades através de EMENDA ao projeto, identficando
a pare do protocolo & ser modificada e suas justificativas.
Para projetos com mais de um ano de execucio, & obrigatéric que o pesquisador responsdvel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatdrios parciais das atividades desenvolvidas no
perioda da 12 messs a contar da data de ses aprovacds (item X.1.3.0., da Resolugio CHNEMS N 4861 2).

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipa Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informaghes Basices| PB_INFORMAGLES BASICAS DO _P | 0a0az020 Aceiti
do Projets ROJETO 1556808 pdf 16:51:08
Progeto Detalhado ) | projetocompletocovidsatembr. pdf OS0 2020 | Norma Lucena Ao
Brochura 16:50:23  [Cavaleant Licinko da

[ Silva
Outros cartarespasta_pdf 0902020 | Narmne Lucena Ao
16:46:30  [Cavaleant Licinko da
Sitya
Progeto Detzihedo /| cartarespostaversacd pof 0902020 | Narme Lucena Ao
Brachura 12220008 [Cavaleanti Licinks da
Ineat [ Silva
Outros CARTADERESPOSTA. pdf 18/0872020 |Morma Lucena Aceit
15:18:38  [Cavalcanti Licinko da
Silva
Outros leMmocooperacaoihie. par AF0ETA020 | Morma Lucena Aceii
18:34:18  [Cavaleanti Licinko da
Siva
Outrog biorrepositoriolMIP_pdf 27072020 | Norme Lucena Ao
15230:40  [Cavaleant Licinko da
Sitva
Outros parecerCiBioAggeu.pdf 27072020 | Norma Lucena Ao
1422706  [Cavalcanti Licinko da
Siva
Outros SIGAP1 329aprovadolMIF_ pdf 1610672020 |Morma Lucena Aceit
15:28:52  |Cavalcanti Licinko da
Silva
Outros TCLEmadelciMIP. pdf 16082020 | Narmne Lucena Ao
1522725 |Cavalcant Licinko da
Sitva

Endorogo:  Av. da Engenharia =n® - 1% andar, sala 4, Prédio do Centre die Cléncis da Saode

Babrao: Cidade Universitana
Municiplo:  RECIFE
[B1)2126.8588

UF: FE
Telefone:

CEP: ED.740-G00

E-mail: cephumancs ulpegiulpe.br
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é_ﬁ_ UFPE - UNIVERSIDADE

CEP FEDERAL DE PERNAMBUCO - « g% PlinanorE ma
et CAMPUS RECIFE -
e UFPE/RECIFE
Cortinuache e Paracer: & 270,380
Owtros projelncompletomadel ol MIP pdf 16/06/2020 |Marma Lucena Aredo
15226:86  [Cavaleant Licinko da
Silva
Outros declaracaodecoordenadarcovid 19 pdf 16/06/2020 | Marma Lucens Aceita
1821:11  [Cavaleant Licindo da
Sitva
Chutros declaracaodeparicipantedoprojetocoid | 160E2020 [Morma Lucena Aceiy
10.pdf 15230:08 | Cavaleanti Licinio da
Silva
Outros CartadeapresentacacHCCovid 19, pdf 16/06/2020 |Marmna Lucens Aceita
15:19:06 |Cavaleanti Licinio da
Siva
Outros formularicEESERHprojetocovid. pdf 16062020 | Marma Lucena Aceite
151841  [Cavaleant Licinko da
Sitva
Cuwrtros Termodecompromisso. podf 161082020 | Morma Lucena Acerdo
15:16:29 | Cavaleanti Licinio da
Sitva
TCLEJ Termos de | TCLEcovid1816dejunho.pdf 16/06/2020 | Marma Lucens Aceita
Assentimento J 15:10:09 | Cawvalcant Licinio da
Justificativa de Sitva
Auafncia
Outros cartadeanuenciavitaria_pdf 16/06/2020 | Marma Lucens Aceita
14:52:53 | Cavaleanti Licinio da
Sitva
Outros. CartadeAnuencalMiPassinada. pdf 16/06/2020 |Marma Lucena Areita
14:51:11 | Cavaleanti Licinio da
Sitva
Outros CumculoLattesThailanyThays.pdf 16/06/2020 | Marma Lucens Aredt
184816 [Cavaleant Licinko da
Siva
Outros CurmmiculoLattesRaquelfragao. pdf 16/06/2020 | Marma Lucena Aceite
18:48:57  [Cavaleant Licinko da
a
Chutros CumeculoLattesFaulinSOMNON_pdf 16062020 | Marma Lucena Acedn
144821 | Cavaleanti Licinio da
Sitva
Outros CumiculoLatteshauroCesar. pdf 16/06/2020 | Marma Lucens Aceita
14:47:53 | Cavaleanti Licinio da
Sitva
Chutros CumculoLattesJurandyJr.pd 16062020 | Marmna Lucens Acedia
14:44:47  [Cavaleant Licinko da
Sitva
Ourtros CurriculoLatiesArianilmplar_pdf 161082020 | Morma Lucena Aceo
18:44:26  [Cavaleant Licindo da
Sitva
Ourtrog CurriculoLattesAndrezaPameala_pdf 16082020 [Marma Lucens Aeio

Emdoregoc A, da Engenhana =0 - 1% andar, sala £, Présdio do Cenire de Cléncias da Sadde

Babme:  Cidade Universitana
Municipio:  RECIFE
|B121 26.B588

UF: F=
Telofong:

CEF: E0.740-G00

E-mail: cephumanios.ufpeggufpe.br

Pdiging (25 38 07
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Cotiinii s 8 Paradr 4 270,380
Outros CurmculoLattesAndrazaFamela_pdf 18:44:01  |Cavalcantl Licindo da | Acedo
Silva
Outros CurriculoLattesMarialneshala. pdf 1680872020 |Marma Lucena Acerdo
18:43:22 | Cavalcant Licindo da
Sitva
Folha de Riosto falha_de_rosta_Aggeu_HC. pdf 1680872020 | Marma Lucena Acero
14:28:39 | Cavalcanti Licinio da
Sitva
Outros CurmiculoLattesCamilaRodrigues. pdf 2H052020 |Maoma Lucena Acedo
1242:51 | Cavalcanti Licinio da
Sitva
Outros fichaentrevistacovid18.pdf 22052020 |Moma Lucena Acedo
1241:4 | Cavalcanti Licinio da
Sitya
Cutros declaracaoentregadaralatorioscowviditp | 22052020 [Morma Lucens Acets
df 1240040 | Cavalcant Licindo da
Silva
Outros declaracaodecoordanador_ pdf 2052020 |MWoma Lucena Acedo
16:17:27 | Cavalcanti Licini da
a
Cutros declaracandeparicipantedoprojetn, pal 2ORE2020 |Mamna Lucena Acerdo
16:16:00 [Cavalcant Licinds da
Sitva
Outros CurriculoLattesMormalucena.pdf 201052020 |Marma Lucena Acero
16:12:03 | Cavalcanti Licinio da
Sty
Cuwrtros Termodeconfidencialidade. pdf 200052020 (Morma Lucens Aceito
16:11:22 | Cavalcanti Licinio da
Sitva
Outros cartadeanuenciaHC. pdf 141052020 |Marma Lucena Acedo
02:11:19 | Cavalcanti Licinio da
Sitva
Declaracho de biorrepositorioaggeu.pdf 141052020 |Moma Lucena Acedo
Manussio Material O2:0d:24 | Cavalcant Licindo da
Bickgico 7 Sitva
Biorepoaitdno |
Biohanco
Sluacio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreclagdo da CONEP:

Wao

Emdorogo: Ay, da Engenhana sn® - 1% andar, sala &, Prédio do Centre de Cléncas da Sadde

Badmo: Cidade Unhiersiting
Municiplo:  RECIFE
[E1)2120-B588

UF: FE
Telofona:

CEP: E0.740-G00

E-maill: cephumancsulpeifulpe.br

Pdigina O da 7
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de UFPE - UNIVERSIDADE

CEP FEDERAL DE PERNAMBUCO - <«
o e doco CAMPUS RECIFE -
e UFPE/RECIFE

ool i (e s Paricain: 4 270380

RECIFE, 11 da Setembro de 2020

Assinado por:
Glsele Cristina Sena da Sliva Pinho
{Coordenadar(a))

Enderogo: Ay, da Engenharia sn® - 1% andar, sala £, Prédio do Centre de Cléncias da Sadde
Balmo: Cidade Unhersitaria CEP: &0 .740-600

UF: F= Muriciplo:  RECIFE
Tolofono:  [B1)2126.B588

e

E:mall: cephumanes ulpeBufpe.br

avil
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