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RESUMO

O conhecimento das consequéncias da infeccdo causada pelo SARS-CoV-2, a COVID-
19, durante a gravidez é relativamente limitado e existe uma necessidade urgente de se
compreender melhor as diversas manifestacfes dessa nova doenca ao longo da gravidez,
sobretudo impactos sobre a placenta, como a persisténcia do SARS-CoV-2 e as respostas
inflamatdrias desencadeadas nas placentas de mées que tiveram COVID-19 durante a gestacao.
Para contribuir com a reducdo dessas lacunas no conhecimento da patologia placentaria durante
a infeccdo pela COVID-19, esse estudo caracterizou as lesdes morfoldgicas e a expressao dos
receptores da imunidade inata RIG-1 e da via do inflamassoma NLRP3 nas placentas de
gestantes expostas e ndo expostas a0 SARS-CoV-2 durante a gestacdo. Foram incluidas
amostras de placenta de 31 gestantes no estudo, sendo 15 expostas e com diagndstico de
COVID-19 leve e 16 ndo expostas, para analises histopatoldgica e imuno-histoquimica. Os
resultados demonstraram auséncia do SARS-CoV-2 e ocorréncia de alteraces degenerativas,
como deposicdo de fibrina e calcificagdo, em todas as amostras. Comparando-se as
caracteristicas morfoldgicas das placentas das gestantes expostas versus ndo expostas ao SARS-
CoV-2, foram observadas proporcGes maiores e estatisticamente ndo significativas de lesdes
inflamatorias, como corioamnionite (26,67% versus 12,5%) e vasculite agudas (33,3% versus
12,5%), corroborando para um padrdo inflamatoério (57,14% versus 42,85%). Em relacdo a
expressdo imuno-histoquimicas dos biomarcadores da imunidade inata, foram observadas
hiperexpressao do RIG-1 e expressao basal de NLRP3 e IFN-y em todos os compartimentos da
placenta, além de predominios de hiperexpressdo dos biomarcadores Caspase-1 e IL-1B ¢
expressao basal de 1L-18 no trofoblasto, indicando presenca constitutiva do RIG-1 e ativagédo
de Caspase-1 e IL-1p independente do inflamassoma NLRP3. Em conjunto, os resultados
demonstram a ndo persisténcia do SARS-CoV-2 na placenta e a presenca de maiores proporcoes
relativas de lesdes inflamatorias ndo associadas ao inflamassoma NLRP3.

PALAVRAS-CHAVE: COVID-19; SARS-CoV-2, Placenta; Inflamacdo; RIG-1;

Inflamassoma NLRP-3.



ABSTRACT

Knowledge of the consequences of infection caused by SARS-CoV-2, COVID-19, during
pregnancy is relatively limited and there is an urgent need to better understand the various
manifestations of this new disease throughout pregnancy, especially its impacts on the placenta,
such as the persistence of SARS-CoV-2 and the inflammatory responses triggered in the
placentas of mothers who had COVID-19 during pregnancy. To contribute to reducing these
gaps in knowledge of placental pathology during COVID-19 infection, this study characterized
the morphological lesions and the expression of innate immunity receptors RIG-1 and the
NLRP3 inflammasome pathway in the placentas of pregnant women exposed and not exposed
to SARS-CoV-2 during pregnancy. Placental samples from 31 pregnant women were included
in the study, 15 exposed and diagnosed with mild COVID-19 and 16 unexposed, for
histopathological and immunohistochemical analyses. The results demonstrated the absence of
SARS-CoV-2 and the occurrence of degenerative changes, such as fibrin deposition and
calcification, in all samples. Comparing the morphological characteristics of the placentas of
pregnant women exposed versus not exposed to SARS-CoV-2, higher and statistically non-
significant proportions of inflammatory lesions were observed, such as chorioamnionitis
(26.67% versus 12.5%) and acute vasculitis (33.3% versus 12.5%), corroborating an
inflammatory pattern (57.14% versus 42.85%). Regarding the immunohistochemical
expression of innate immunity biomarkers, hyperexpression of RIG-1 and basal expression of
NLRP3 and IFN-y were observed in all compartments of the placenta, in addition to
predominance of hyperexpression of the biomarkers Caspase-1 and IL-1f and basal expression
of IL-18 in the trophoblast, indicating constitutive presence of RIG-1 and activation of Caspase-
1 and IL-1p independent of the NLRP3 inflammasome. Together, the results demonstrate the
non-persistence of SARS-CoV-2 in the placenta and the presence of higher relative proportions
of inflammatory lesions not associated with the NLRP3 inflammasome.

KEYWORDS: COVID-19; SARS-CoV-2, Placenta; Inflammation; RIG-1; NLRP-3

inflammasome.
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1 INTRODUCAO

Para compreender o impacto, sobre resultados maternos e perinatais, da infeccdo causada
pelo Severe Acute Respiratoy Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) durante a gravidez e
pos parto, a Organizagdo Mundial de Saiude (OMS/WHO) desenvolveu um protocolo de
pesquisa padronizado denominado Rede Brasileira de Estudo sobre COVID-19 em
Obstetricia/ WHO - REBRACO/WHO (SOUZA, et al. 2022; COSTA, et al. 2021), um estudo
de coorte prospectivo para investigacdo dos resultados maternos, gestacionais e neonatais em
mulheres e neonatos infectados pelo SARS-CoV-2. Desde o0 seu surgimento, a Coronavirus
disease 2019 (COVID-19) tem se disseminado pelo mundo e parte expressiva da populagéo,
inclusive gestantes, corre risco de adquirir a infeccdo e a doenga (World Health Organization,
2020). Como ha poucos conhecimentos sobre 0 SARS-CoV-2 durante a gravidez, existe uma
necessidade urgente de se compreender com mais detalhes a doencga na gravidez, podendo assim
estabelecer melhores estimativas prognosticas e melhores condutas de tratamento.

As alteracOes fisiologicas, imunomodulatdrias e mecénicas que ocorrem durante a
gravidez, podem aumentar tanto a susceptibilidade da mulher a doenca quanto a gravidade para
certas infecgbes (LAPINSKY, 2015). De inicio, as gestantes sdo mais vulneraveis a angustia
respiratoria por causa da reducdo da capacidade residual pulmonar, consumo aumentado de
oxigénio, e aumento do volume sanguineo circulante. Atualmente ndo esta bem definido se as
gestantes sdo mais suscetiveis a infec¢do e doenca grave causadas pelo SARS-CoV-2. Dados
limitados de outros coronavirus, como a sindrome respiratoria (Severe Acute Respiratoy
Syndome Coronavirus - SARS-CoV) e sindrome respiratoria do oriente médio (Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus - MERS-CoV), sugerem taxas de mortalidade em gestantes
na faixa entre 25-30% (WONG, et al. 2004; ALFARI, et al. 2019).

Especificamente sobre a placenta, os estudos atuais divergem quanto a positividade viral
do SARS-CoV-2 em placentas de maes que tiveram COVID-19 durante a gestacdo, sugerindo
que existe um mecanismo/barreira protetora inata dentro da placenta onde a invasdo viral é
bloqueada por células imunes — principalmente neutrofilos, macrdéfagos, células dendriticas e
células linfoides natural killer (NK) — que expressam receptores e/ou vias especificas da
imunidade inata, como os receptores retinoic acid-inducible gene (RIG-1) e a via do
inflamassoma NOD-like receptor, pyrin domain-containing protein 3 (NLRP3) (ROBBINS, et
al. 2012; BRYANT, et al. 2017; WEEL, et al. 2017). O reconhecimento de padrdes moleculares
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durante a infeccdo viral aguda desencadearia cascatas de sinalizagdo que aumentariam as
propriedades antimicrobianas, como fagocitose, secre¢do de citocinas pré-inflamatorias e
ativacdo do sistema do complemento (CORNISH, et al. 2020).

Neste sentido, alguns estudos afirmam que a transmisséo transplacentaria do virus SARS-
CoV-2 érara (WEI, et al. 2021). Entretanto, o exame histopatoldgico das placentas de gestantes
que tiveram COVID-19 durante a gestacdo demonstra tanto evidéncias de infecgdo placentéaria
dos constituintes celulares do vilo placentario, quanto a triade intervilosite histiocitica, aumento
da fibrina perivilosa e necrose trofoblastica (BOYRAZ et al, 2022; GLYNN et al, 2022;
SHARPS et al, 2020).

H& também, nos casos de infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez, relatos de
abortos espontaneos e mortes perinatais. Um aumento de aproximadamente duas vezes de
natimortos e um possivel aumento na prevaléncia de neonatos pequenos para a idade
gestacional também estdo ligados a infeccdo materna por COVID-19. Os partos prematuros,
que sdo amplamente iatrogénicos, parecem ser duas a trés vezes mais comuns em gestantes com
COVID-19 sintomatico. Outra grave complicacdo observada na gravidez foi a pré-eclampsia,
desordem associada a reducdo da oxigenacdo do feto e intenso comprometimento vascular da
placenta (BOYRAZ et al, 2022; GLYNN et al, 2022).

Entdo, considerando-se as lacunas no conhecimento da patologia placentaria e a
importancia do exame da placenta na compreensdo de possiveis resultados adversos materno-
fetais na gravidez, esse trabalho, que representa um subprojeto do estudo REBRACO no centro
coparticipante Hospital das Clinicas da Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares (EBSERH)
/ Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), tem como objetivo descrever as alteragdes
histopatoldgicas e caracterizar a expressdo dos receptores da imunidade inata RIG-1, e da via
do inflamassoma NLRP3 observadas nas placentas de gestantes que foram expostas ao SARS-
CoV-2 durante a gestacdo. Espera-se que o0s achados desse subprojeto, assim como 0s
resultados do estudo REBRACO, possam ser usados para desenvolver recomendacdes sobre
vigilancia, tratamento, e aconselhamento de mulheres durante e depois da gravidez, assim como

cuidados com seus bebés, no contexto da COVID-19.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. SARS-CoV-2 E COVID-19

Em marc¢o de 2020 a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) declarou a pandemia da
COVID-19 (PERLMAN, 2020), uma doenca causada pela infeccdo pelo virus Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (GUAN, et al. 2020). Esse evento
mundial desencadeou uma série de impactos tanto sanitarios e sociais quanto econémicos,
sendo considerado um dos maiores desafios de satde publica do século XXI (ANDERSON, et
al. 2020).

O SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae (ZHU, et al. 2020). Os coronavirus
sdo assim nomeados devido a sua estrutura superficial, que, quando analisada através da
microscopia eletronica, se assemelha a uma coroa (CUI; LI; SHI, 2019). Houve no passado
outros coronavirus que também causaram pandemias, como 0 Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) em 2002 e o Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus (MERS-CoV) em 2012, entretanto somente 0 SARS-CoV-2, sendo altamente

infeccioso foi capaz de provocar infecgbes em larga escala global (HU, et al. 2021).

A familia Corononaviridae é composta por virus envelopados de acido ribonucleico
(Ribonucleic acid - RNA) de fita simples e sua estrutura consiste em uma regido codificadora
da glicoproteina spike (S), uma regido codificadora da proteina envelope (E), uma regido
codificadora da proteina de membrana (M) e uma regido codificadora da proteina do
nucleocapsideo (N). As proteinas M e E estdo envolvidas na formacdo do envelope viral
enquanto a proteina N participa da montagem do virus. (YANG; WANG, 2020). Sabe-se ainda
que a proteina S liga-se ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (angiotensin
converting enzyme 2 - ACE?2), fixando-se as células do hospedeiro (Figura 1). Esses receptores
ACE2 sdo onipresentes no corpo humano, especialmente nas células epiteliais intestinais e
renais, nas células endoteliais dos vasos e nas diversas estruturas do coracdo e pulmdes
(SHIRBHATE, et al. 2021). Tendo papel fundamental na regulacdo da pressdo arterial e
equilibrio de fluidos no corpo humano (CRACKOWER, et al. 2002).



16

Figura 1 — Estrutura viral do SARS-CoV-2
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Fonte: Retirado de LI, et al. 2020

A transmissdo do coronavirus ocorre por meio de goticulas respiratérias, por aerossois
em ambientes fechados e por superficies contaminadas por pessoas tanto sintomaticas, quanto
assintomaticas ou pré-sintomaticas, assim havendo uma elevada taxa de transmissdo o que
contribuiu para uma disseminacao rapida e extensa da doenca (LIU, et al. 2020). Esses aspectos
epidemioldgicos dificultaram a implementacdo de estratégias eficazes de controle,

especialmente nas fases iniciais da pandemia.

Os dados epidemioldgicos indicaram que o impacto da COVID-19 ndo foi homogéneo
entre os diferentes grupos populacionais. A analise de fatores de risco revelou que idosos e
individuos com comorbidades, como doencas respiratorias cronicas, obesidade, doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus, apresentaram maior propensédo a desenvolver as formas
graves e consequentemente aumentando a letalidade da doenga (RICHARDSON, et al. 2020).
Entretanto, uma grande parcela dos casos foi de baixa gravidade ou até assintomatica, o que
gerou desafios e esforcos para rastreamento e controle populacional, dado que muitos
individuos potencialmente infecciosos ndo apresentaram sintomas evidentes (MEHTA, et al.
2021). Essa heterogeneidade na apresentacdo clinica reforcou a importancia de estratégias de
monitoramento em massa e medidas preventivas ndo farmacologicas, como o distanciamento

social, 0 uso de méscaras e a higienizagdo das maos visando diminuir a transmiss&o.
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Estudos mostram que mulheres gravidas infectadas pelo SARS-CoV-2 apresentam
maior risco de complicacGes obstétricas. Inicialmente, foram relatados casos de abortos
espontaneos e mortes perinatais. Um aumento de aproximadamente duas vezes de natimortos e
um possivel aumento na prevaléncia de neonatos pequenos para a idade gestacional também
estdo ligados a infec¢cdo materna por COVID-19. Os partos prematuros podem ser de duas a
trés vezes mais comuns em gestantes com a doenca sintomatica. Outra grave complicacédo
observada na gravidez foi a pré-eclampsia, desordem associada a reducdo da oxigenacéo do
feto e intenso comprometimento vascular da placenta (BOYRAZ, et al. 2022; GLYNN, et al.
2022).

O surgimento de variantes do SARS-CoV-2, como as variantes Alpha, Delta e Omicron,
representou um importante desafio adicional a epidemiologia da COVID-19. Essas variantes
demonstraram maior transmissibilidade e, em alguns casos, uma capacidade de evasdo
imunoldgica parcial, o que resultou em novas ondas de infec¢cdo, mesmo em populagdes
vacinadas (CARABELLI, et al. 2023). Embora as vacinas tenham mostrado alta eficacia na
prevencéo de formas graves da doenga e mortalidade, as variantes emergentes exigiram ajustes
nas estratégias de vacinacdo, incluindo a introducdo de doses de refor¢co. O monitoramento
epidemiolégico continuo foi essencial para atualizar as intervencGes de saude publica conforme

novas informacdes e desafios surgiam (MOURA, et al. 2022).

2.2. SARS-CoV-2 E COVID-19 NA GRAVIDEZ

O impacto da COVID-19 em gestantes vem sendo amplamente estudado, hoje sabe-se
que embora as gestantes sejam consideradas um grupo de risco para a COVID-19, pesquisas
indicam que, na maioria dos casos, as mulheres gravidas infectadas pelo SARS-CoV-2
apresentam sintomas leves os quais no geral ndo requerem intervencao hospitalar podendo ser
realizado ambulatorialmente. (ALFIERI; MANODORO; MARCONI, 2020; AFSHAR, et al.
2020; GRECHUKHINA, et al. 2020; ASHOKKA, et al. 2020). Entretanto uma parcela
menor pode desenvolver quadros mais graves como pre-eclampsia, restricdo de crescimentos

intra-uterino, aborto espontaneo, parto prematuro, pneumonia e insuficiéncia respiratéria
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(PETTIROSSO, et al. 2020). Quanto aos efeitos nos recém-nascidos podem ocorrer
complicagdes como hipotonia, hipdxia perinatal e parto prematuro (YUAN, et al. 2021).

A progressdo inicial da infeccdo pelo SARS-CoV-2 é a mesma tanto para gestantes
quanto para outros individuos, mas apresenta particularidades devido as mudancas fisioldgicas
que ocorrem na gravidez. Sabe-se que o0 coronavirus entra nas células hospedeiras por meio da
ligacdo da sua proteina spike ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), o
que desfavoravelmente aumenta a vulnerabilidade das gestantes a COVID-19, dado que o
receptor ACE2 ¢é abundantemente expresso na placenta sendo um componente essencial na
manuteng&o do sistema renina-angiotensina (SRA) materno. (TAVARES, et al. 2023).

Na gestante, o sistema imunoldgico sofre uma adaptacdo para ndo haver a rejeicdo do
feto (SVENSSON-ARVELUND, et al. 2014). Aproximadamente no ultimo trimestre
gestacional, observa-se alteragdes significativas no perfil imunolégico materno, como a
reducdo no nimero das células B e T e diminuicdo na quantidade e na funcdo das células NK,
0 que gera um comprometimento da resposta imunoldgica celular. Por outro lado, ha um
aumento no nimero de mondcitos, neutrdfilos e células dendriticas produtoras de interferon do
tipo 1, revelando uma mudanca para uma resposta imune mais humoral. Tais alteragfes podem
favorecer uma maior suscetibilidade a infeccdes virais graves, visto que a imunidade celular foi
reduzida, enquanto a resposta humoral foi exacerbada (AREIA; MOTA-PINTO, 2020).

Além disso, a resposta mediada por anticorpos em gravidas infectadas pelo SARS-CoV-
2 esta associada a uma piora do quadro clinico geral, devido a tempestade de citocinas, que
sustenta o estado de inflamacéo e contribui para uma diminuicdo no namero de linfocitos (LIU,
et al. 2020). A infeccdo por COVID-19 também pode afetar a placenta e a circulacdo
uteroplacentaria. Estudos indicam alteracfes histopatolégicas nas placentas de mulheres que
tiveram COVID-19 durante a gestacdo. Entre elas, destacam-se a infeccdo placentéaria direta de
constituintes celulares do vilo placentario e a triade intervilosite histiocitica, aumento da fibrina
perivilosa e necrose trofoblastica (BOYRAZ, et al. 2022; GLYNN, et al. 2022; SHARPS, et
al. 2020).
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2.3. APLACENTA

A placenta humana é hemocorial, a termo geralmente apresenta forma discoide com
peso variando entre 430 e 650 gramas, caracteristicamente possui duas superficies: a fetal e a
materna (Figura 2). A face fetal ¢ lisa, tem coloracdo vermelho-escura e € recoberta por duas
membranas: 0 &mnio e o corion, que formam as membranas ovulares nas bordas da placenta. O
amnio é uma camada fina, lisa e transparente onde ha a visualizagao dos vasos coriénicos. A
face materna, por sua vez, ¢ de tonalidade vermelho-vinhosa e é dividida em I6bulos/
cotilédones, que possuem uma superficie macia e esponjosa. O corddo umbilical, pode se inserir
na face fetal de diferentes formas sendo a forma excéntrica ou central suas inser¢oes principais,
e possui um comprimento médio de 50 a 60 centimetros (BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO,
2016).

Figura 2 — Faces da placenta humana

Legenda: A: Face fetal. B: Face materna
Fonte: Retirado de MACIEL, 2021.

Sabe-se que a placenta tem uma funcgéo essencial na manutencdo do desenvolvimento
adequado do feto, caracterizando-se como principal mediadora das trocas materno-fetais e na
producdo de hormdnios durante toda a gravidez. Ela sofre ao longo dos diferentes trimestres

gestacionais inameras mudancas morfoldgicas e funcionais (MATTEOQO; SALA, 1986).
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A vilosidade coribnica constitui a unidade funcional da placenta humana, sendo
responsavel pela troca de gases, nutrientes e hormonios entre mae e feto. Estruturalmente, é
composta por uma camada externa de células trofoblasticas e sua membrana basal, cuja
espessura diminui e a superficie de troca aumenta com o progresso gestacional, envolvendo um
estroma conjuntivo rico em fibroblastos, células de Hofbauer e vasos capilares revestidos por
membranas basais e endotélio (GIACOMO, 1986). Durante o desenvolvimento placentario,
alteracdes histoldgicas podem ocorrer tanto em gestagdes normais quanto em condicOes
patoldgicas, sendo a quantidade dessas alteracbes geralmente mais relevante do que sua
qualidade na associa¢do com doencas especificas (MENEZES, LOPES E MERENCIO, 1986).

O epitélio trofoblastico € formado por duas camadas celulares: o citotrofoblasto, a
camada interna de células cuboidais, e o sinciciotrofoblasto, uma camada multinucleada sem
limites celulares definidos (GARCIA, 1986). A partir do quarto més de gestacdo, 0
citotrofoblasto torna-se progressivamente mais fino até desaparecer na microscopia éptica ao
final da gravidez. Durante esse periodo, aparecem membranas vasculo-sinciciais,
caracterizadas como uma interface fina entre o endotélio dos vasos fetais e o sinciciotrofoblasto,
atuando como barreira entre os sangues da mée e do feto (BITTENCOURT, 1995). Os
mecanismos de defesa da placenta incluem as capacidades fagociticas e de producdo de
interferons pelo sinciciotrofoblasto. O estroma das vilosidades contém vasos fetais e células de
Hofbauer, que apresentam funcBes fagociticas e de apresentacdo de antigenos
(BITTENCOURT, 1995). A figura 3 mostra uma representacdo esquematica da placenta

humana e seus estagios de desenvolvimento.
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Figura 3 — Representacdo esquematica da placenta humana e seus estagios de
desenvolvimento.
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Legenda: Representacdo esquematica da placenta humana em seus estagios do desenvolvimento. (A)
Placenta prematura: Os citotrofoblastos se fundem para formar a camada de sinciciotrofoblasto ou se diferenciam
em trofoblastos extravilosos os quais invadem a decidua materna e promovem a remodelacédo das artérias maternas.
(B) Placenta a termo: A parte fetal é composta por vilosidades coridnicas que se estendem da placa coridnica para
0 espaco interviloso, sendo imersas em sangue materno. No lado materno, a decidua esta em contato direto com
as membranas fetais e os trofoblastos extravilosos. O sangue materno entra no espaco interviloso através das
artérias espirais e sai por meio das veias uterinas. (C) O detalhe mostra os tipos de células maternas e fetais
representativas em uma secdo longitudinal de uma placenta humana a termo.

Fonte: Adaptado de FARAL-TELLO, et al. 2023.

2.4. A PATOLOGIA PLACENTARIA NAS INFECCOES

Em geral, as alteracdes encontradas em placentas devido a infec¢des virais dependerao
de idade gestacional, carga viral materna circulante, patogenicidade da cepa, porta de entrada,
presenca de imunidade parcial, e capacidade fagocitaria e do binémio mae-bebé em desenvolver
uma resposta adequada (GARCIA, 1986).

No contexto das patologias placentérias, um aspecto relevante envolve as infeccbes
intrauterinas, que podem afetar o feto por diversas vias: hematogénica, ascendente, transuterina
e transtubaria. As infeccdes ascendentes estdo frequentemente associadas a ruptura prematura
das membranas, parto prematuro e aborto espontaneo no segundo trimestre da gestacdo. Ja as
infeccbes hematogénicas tém como caracteristica principal a vilosite (lesdo inflamatdria do
parénquima viloso) e podem ser causadas por virus, bactérias, protozoarios, fungos e helmintos
(BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO, 2016).

Considera-se infeccdo hematogénica transplacentaria quando um microorganismo no
espaco interviloso da placenta atravessa, de modo ativo ou passivo, o epitélio trofoblastico até
0 corion das vilosidades, e de 14 alcanga o feto por meio dos vasos fetais presentes nas
vilosidades. Portanto, muito provavelmente uma infeccdo que acomete o feto também tera

acometido a placenta e suas estruturas anexas (BITTENCOURT, 1995).
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O principal mecanismo de placentite viral é a replicacdo do microorganismo na placenta
apos viremia materna, constituindo a via hematogénica. A vilosite se caracteriza pela alteracéo
da estrutura prépria, pelo comprometimento vascular, pela proliferacdo macroféagica e aumento
do infiltrado inflamatorio agudo e/ou cronico. As lesGes microscépicas do tipo cronico sao as
mais frequentes nas infeccOes hematogénicas e muitas vezes sdo discretas, focais e nédo
valorizadas ou diagnosticadas, porém devem ser consideradas como evidéncia de infeccdo
congénita mesmo que ndo se detecte ou identifique o organismo. Nas infec¢Ges hematogénicas,
além da vilosite, a microscopia éptica pode evidenciar lesGes inespecificas como retardo da
maturacdo vilosa (também chamada de dismaturidade), aumento de nimero de macrofagos
(células de Hofbauer) e edema estromal (GARCIA, 1986).

Ja a placentite ascendente é descrita como a infeccdo placentaria que ocorre via
transamnidtica, a partir da presenca do microorganismo na cérvix uterina que, por sua
proximidade, ird infectar primeiramente as membranas extraplacentérias causando a
corioamnionite (GARCIA, 1986). Os agentes etiologicos mais comuns deste tipo de infeccao
sdo as bactérias (LAJOS, et al. 2008).

Dentre as alteracOes histopatoldgicas na placenta, ndo inflamatdrias ha a hipoplasia
vilosa distal que é caracterizada por ocorrer quando ha uma diminuigdo no nimero adequado
de ramificacBes do tronco viloso, afetando assim a quantidade de vilosidades coribnicas
terminais e a troca entre o sangue fetal dentro dos capilares sanguineos vilosos e 0 sangue
materno do espago interviloso (PARKS, 2007). Dados na literatura afirmam que tal alteragdo é
mais prevalente em placentas de fetos que tiveram crescimento intrauterino restrito durante a
gestacdo (SPINILLO, et al. 2019).

As principais alterac@es histopatoldgicas e que levam a um pior prognostico fetal em
casos de maes que contrairam COVID-19 durante a gestacdo, séo a intervilosite, os trombos
intervilosos e a deposicdo de fibrina, estudos relatam que tais alteragbes podem estar
relacionadas a liberacdo aumentada de citocinas e ndo a um dano viral direto a placenta
(BOUACHBA, et al. 2021). Sabe-se que quando ha deposi¢cdo macica de fibrina perivilosa as
vilosidades ficam aprisionadas pelo material fibrinoide e tornam-se fibroticas e avasculares o

que eleva o risco de efeitos adversos materno-fetais (SPINILLO, et al. 2019).
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A corangiose além de estar relacionada ao aumento da morbimortalidade, esta
relacionada a hipoperfusdo, sendo mais prevalente em placentas que sofreram hipdxia, de
causas variadas como diabetes mellitus, tabagismo materno, crescimento intrauterino restrito,

gestacdes maltiplas, anemia materna e pré-eclampsia (VAFAEI, et al. 2021).

O bebbing compreende o nome da vacuolizacdo do citoplasma das células do amnio
(KURMAN, 2002) alteracdo com poucos relatos na literatura e poucas elucidagdes de possiveis
correlagdes clinicas. O infarto viloso pode ser morfologicamente caracterizado pelo colapso do
espaco interviloso com subsequente necrose coagulativa secundéaria a perda de fluxo sanguineo
interviloso (ERNST, 2018). Alguns autores afirmam que o achado de necrose é relativamente
comum, principalmente nos Gltimos estdgios da gravidez, entretanto se ocorre de forma
multifocal e em grande parte do disco placentario pode levar a pré-eclampsia, retardo do
crescimento fetal e alteracdes neuroldgicas fetais relacionadas & hipoxia (BECROFT, et al.
2002).

As calcificacdes representam uma lesdo que pode representar efeitos adversos, visto que
sua presenca pode ocasionar um estreitamento progressivo dos vasos da placenta devido ao
acumulo de célcio e fibrina, resultando na diminuicdo do fluxo sanguineo materno-fetal e suas
repercussdes negativas (CHEN, et al. 2011). No entanto, ha estudos na literatura que colocam
0 achado de microcalcificagdes como sendo apenas um preditor do aumento de risco gestacional
por ndo encontrarem relacdes estatisticamente significativas com desfechos neonatais adversos
(QUINLAN, et al. 1982).

A patogénese proposta da maturacdo acelerada das vilosidades é a remodelacédo
defeituosa das artérias espiraladas, levando a ma perfusdo da placenta, o que gera,
consequentemente, perda de funcdo por meio de estresse oxidativo, diminuicdo de area de
superficie de troca, danos ao o sinciciotrofoblasto e hipoxemia (BROSENS, et al. 2011).
Morfologicamente observam-se vilosidades hipermaduras pequenas para a idade gestacional e
aumento do nimero de nés sinciciais. E uma lesdo predominantemente presente em casos de
insuficiéncia placentaria e pre-eclampsia (KHONG, et al. 2016). Pode também ser observada
em casos de doencas reumaticas maternas, hipertensdo materna, gestacdo multipla e tabagismo.
Os riscos fetais incluem parto prematuro e descolamento prematuro da placenta (VOGEL,
2012).
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2.5. A IMUNIDADE INATA PLACENTARIA NA INFECCAO POR SARS-CoV-2

Quando o SARS-CoV-2 infecta o organismo, o sistema imunoldgico inato é
rapidamente ativado, identificando padr6es moleculares associados a patogenos (PAMPS) e
padrdes de dano celular (DAMPS) por meio de receptores de reconhecimento de padrdes
(PPRs), como os receptores Toll-like (TLRs), RIG-I-like (RLRs) e os NOD-like (NLRs). (TAY,
et al. 2020).

Entre os receptores NLRs, o NLRP3 e sua via, denominada inflamossoma NLRP3, é
um dos mais estudados e pode ser ativado por diversos virus, incluindo o0 SARS-CoV-2. Sua
ativacdo completa requer dois sinais distintos. O Sinal 1 (preparacédo) é iniciado por moléculas
do patdgeno ou citocinas enddgenas que ativam o fator de transcri¢cdo nuclear kappa B (NF-
kB), estimulando a produgdo de pro-caspase-1 e pro-interleucinas como IL-1B e IL-18. Ja o
Sinal 2 (ativacao) envolve estimulos como adenosina trifosfato (ATP), toxinas, RNA viral e
danos teciduais, que induzem o recrutamento de pré-caspase-1 para o inflamossoma NLRP3.
Esse processo resulta em efluxo de potassio, danos mitocondriais e alteragdes nos niveis de
calcio, todos essenciais para a ativacdo da caspase-1, que cliva as pro-interleucinas em suas
formas ativas, IL-1p e IL-18. (CHOUDHURY, et al. 2021).

Em recente revisdo da literatura, GOMEZ-LOPEZ e colaboradores (2019), descreveram
que os inflamossomas e seus mediadores caspase-1 e IL-1P sdo expressos nas vilosidades
coridnicas e membranas corioamnidticas durante a gravidez normal. No entanto, apresentam
resultados de estudos nos quais a ativacdo do inflamossoma NLRP3 esta envolvida na
patogénese da pré-eclampsia e outras sindromes de gravidez associadas a inflamacéo
placentéaria principalmente por bactérias. No caso da infeccdo placentéaria por virus, a
participacdo do inflamassoma NLRP3 permanece indefinida. Dentre a pequena quantidade de
estudos sobre a associacdo do inflamassoma NLRP3 e infecGes virais na gravidez, os resultados
do trabalho de CREISHER e colaboradores (2022), indicam que, embora a IL-1p esteja
hiperexpressa na placenta exposta ao Zika virus, essa observagdo ndo se deve a ativagdo do

inflamossoma NLRP3.

No caso do receptor de RIG-1, BRYANT e colaboradores (2017) observaram um
aumento estatisticamente significativo na producdo de interleucina IL-6 e/ou IL-8 em resposta

a agonistas especificos para RIG-1, além dos receptores TLR-3, TLR-7 e TLR-8. A expressédo
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de RIG-1 em placenta também foi estudada por NIZYAEVA e colaboradores (2019). Eles
avaliaram gestantes com pré-ecldampsia de inicio precoce e tardio e parto cesareo com 27-39
semanas de gestacdo e observaram hiperexpressdo de RIG-1 no sinciciotrofoblasto das
vilosidades placentarias no grupo com gestacdo a termo sem complicacdes e reducdo na
expressdo de RIG-1 em grupos com pré-eclampsia de inicio precoce e tardio. Nas células
deciduais e endoteliais, também observaram hiperexpressao de RIG-1 nas placentas de gestagéo
normal e reducdo nas placentas do grupo pré-eclampsia, sugerindo participacéo de RIG-1 nas

vias de sinalizacdo que promovem a ativacao da regeneracgdo de células-tronco.

Mais recentemente, dois trabalhos sequenciais de RICE e colaboradores (2023a e
2023b), para testar a hipdtese que os receptores TLRs e RIG-1 na placenta sdo biomarcadores
precoces de infeccdes intrauterinas, mostraram, respectivamente, a expressdo diferencial de
receptores TLRs e RIG-1 em placenta de neonatos com infecgbes intrauterinas e
correlacionaram essa expressao diferenciada com a severidade das infecgdes. Detalhadamente,
eles mostraram que as placentas ndo infectadas ndo expressaram os receptores TLR1, TLRS3,
TLR4, TLR7, TLR8, apresentaram expressdo moderada de TLR2 e forte expressdo forte de
RIG-1. Nos casos com infecgédo bacteriana e viral, observaram reducéo na expressdo de TLR 2,
TLR7 e RIG1, expressdo moderada de TLR4 e hiperexpressdao de TLR1, TLR3 e TLRS,
sugerindo que um painel imuno-histoquimico para analises dos receptores TLRs/RIG-1 pode
indicar o diagndstico de infeccdo placentaria. Em seguida, demonstraram que a expressao
imuno-histoquimica de TLRs (TLR1, 2, 3, 4, 7, 8) e RIG-1 em infeccdes leves e regressivas
pelos virus do molusco contagioso e SARS-CoV?2 e lesdes escamosas de baixo grau associadas
ao papiloma virus humano (HPV) mostraram o padrdo de hiperexpressdo de pelo menos trés
dos TLRs/RIG-1. No caso das infeccBes graves por SARS-CoV-2 e cancer cervical associado
ao HPV, observaram expressao acentuadamente reduzida em pelo menos trés dos TLRs/RIG-
1.

Assim, procura-se descobrir com este presente trabalho, se a infec¢éo pelo virus da
COVID-19 durante a gestacdo leva a alguma alteracéo histopatologica placentéria seja ela

inflamatéria ou ndo inflamatoria.
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OBJETIVOS

2.1 GERAL:

Caracterizar as lesdes morfologicas e biomarcadores da imunidade inata em placentas de

gestantes expostas ao SARS-CoV-2.

2.2 ESPECIFICOS:

A- Descrever a presenga do SARS-CoV-2 na placenta;
B- Descrever as alteracdes histopatologicas placentérias;

C- Avaliar a expressdo imuno-histoquimica dos biomarcadores RIG-1 e do inflamassoma

NLRP3 na placenta;
D- Comparar as lesdes e a expressdo de biomarcadores placentarios entre as gestantes

expostas e ndo expostas ao SARS-CoV-2.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 APRECIACAO ETICA

A pesquisa desta dissertacdo representa subprojeto do estudo REBRACO/WHO — Rede
Brasileira de Estudo sobre COVID-19 em Obstetricia/ WHO, que foi realizado no centro
coparticipante Hospital das Clinicas da Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares
(EBSERH)/UFMG. O protocolo do estudo multicéntrico REBRACO foi aprovado no Comités
de Etica em Pesquisa do centro coordenador e da UFMG (COEP) (Certificados de apresentacéo
de apreciacdo etica: 4.047.168, 4.179.679 e 4.083.988) e seguiu todas as normas de pesquisas
envolvendo seres humanos contidas na Resolucao 466 de 2012 do Conselho Nacional de Saude,
para salvaguardar os direitos e 0 bem-estar das pessoas estudadas. Os exames propostos
somente foram realizados ap0s a autorizacao expressa, mediante consentimento voluntério, das

participantes.

4.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Trata-se de estudo observacional, transversal e comparativo dos aspectos morfoldgicos e
imuno-histoquimicos das placentas de gestantes que foram e ndo foram expostas a0 SARS-
CoV-2 durante a gestagcdo. Gestantes com infeccdo confirmada pelo SARS-CoV-2 durante a
gravidez foram consideradas expostas e gestantes ndo diagnosticadas com infeccdo pelo SARS-
CoV-2 durante este periodo foram consideradas ndo expostas, baseando-se nos resultados dos
testes soroldgico, reacdo de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) e teste rapido para antigeno SARS-Cov-2 do protocolo do projeto REBRACO.

4.3 POPULACAO DA PESQUISA

A populacédo do estudo consiste nas mulheres gestantes e parturientes e puérperas até 2
dias apds o parto que estiverem em atendimento pré-natal e/ou para o parto nas instituicoes

participantes no periodo do estudo.
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4.4 CRITERIOS DE SELEGAO E DE EXCLUSAO

Como critério de inclusdo optou-se por selecionar as placentas a termo de mulheres que
tiveram exames laboratoriais positivos (Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), antigeno ou
sorologia) para o virus SARS-CoV-2 durante a gestacao, independentemente do historico de
comorbidades materno, sexo do bebé e momento em que o exame foi positivo durante a
gestacdo. O critério de exclusdo foi a negatividade dos exames ou a nao informacéao
clinico/laboral de infeccdo por coronavirus durante a gestagdo. O periodo de inclusdo nesta
pesquisa do mestrado ocorreu entre maio de 2022 e janeiro de 2023 e todas as gestantes

realizaram a vacinagdo contra COVID-19.

4.5 DETECCAO DO SARS-C0OV-2 NA PLACENTA

Para deteccdo do SARS-CoV-2 nas amostras de placenta, tubos Eppendorf (2 mL) receberam
5 cortes com espessura de 10 micrometros. O RNA total foi extraido das amostras de placenta
por meio do Kit RNaesy FFPE QIAmMp® (QIAGEN®, E.U.A), seguindo todas as orienta¢bes
do fabricante. Apds o processo de extracdo o material foi estocado a -80°C. Todo o
procedimento foi feito de acordo com o protocolo estabelecido pelo CDC (CDC 2019-Novel
Coronavirus Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel — Instructions for use). Foi utilizado o
GoTag® Probe 1-Step RT-gPCR System (Promega). O mix de reacdo foi constituido de
GoTaq® Probe qPCR Master Mix with dUTP (6,0uL), GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-
qPCR (0,2uL), iniciadores senso e antissenso (0,5uL cada — 500nM de hCOVassayl R:
5'AGCAGCATCACCGCCATTG 3’ e hCOVassay2 R: 5' CCGCCATTGCCAGCCATTC 3),
sonda (0,1pL — 100nM), amostra de RNA (3,0uL) e agua livre de nucleases q.s.p 12,0uL. Para
cada amostra, 0 mesmo mix foi feito quatro vezes, ja que sdao quatro genes alvo (RdRP, S, N
especifico para SARS-CoV-2 e E) mais a reagédo de controle interno (RNase P). As condicGes
de termociclagem foram as seguintes: transcricdo reversa (45°C por 5 min); inativacdo da
transcriptase reversa e ativacdo da Taq polimerase (95°C por 2 min); 40 ciclos de desnaturagédo
(95°C por 15 s) e pareamento/extensdo (60°C por 1min). Para quantificagdo absoluta, foram
utilizadas as curvas de referéncia do Laboratorio de Imunologia de Doencas Virais da
FIOCRUZ Minas, que foram validas para diagnostico.
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4.6 ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO

As placentas foram coletadas apds o parto pela equipe clinica do Hospital das Clinicas da
UFMG, mantidas refrigeradas e posteriormente encaminhadas para o Laboratorio Anatomia
Patoldgica da Faculdade de Medicina da UFMG (LabAPM), em periodo méximo de 48 horas.
No laboratério, a placenta foi examinada macroscopicamente e posteriormente foram coletadas
4 amostras sendo uma de membrana e corddo umbilical e trés de parénquima placentario. O
material foi fixado em formol (formalina 10%) pelo periodo de 24 horas e posteriormente
processado no autotécnico LEICA® em processos sequenciais de desidratagdo, diafanizacdo e
parafinizacdo. As amostras foram incluidas em blocos de parafina, cortadas em micr6tomo com
espessura de 5 micrdmetros, dispostas em laminas e desparafinizadas, coradas pela
hematoxilina-eosina (HE) e montadas com laminula em meio préprio (Entellan®) para analise
em microscopio optico (Olympus®) por dois médicos patologistas de acordo com os critérios
para analise de lesGes proposto por Redline e reportados na Tabela 1.



Tabela 1 — Critérios histopatol6gicos para exame da placenta

Variavel Categoria Descricéo
0 Reducéo das vilosidades em até 30% da espessura total
do corte (menor aumento / objetiva de 10x)
Hipoplasia 1 Reducéo das vilosidades entre 30% e 50% da espessura
vilosa distal total do corte (menor aumento / objetiva de 10x)
5 Reducéo das vilosidades acima de 50% da espessura
total do corte (menor aumento / objetiva de 10x)
0 Até 30% das vilosidades coridnicas apresentando nos
sinciciais
Maturacgao 1 Entre 30% e 50% das vilosidades corionicas
vilosa acelerada apresentando nds sinciciais
9 Mais que 50% das vilosidades coridnicas apresentando
nos sinciciais
. - Neutréfilos na regido subcoribnica / fibrina coridnica.
Corioamnionite 1 Grau 1 ou 2
aguda (Estagios Neutréfilos na placa coriénica e membranas. Grau 1 ou
da resposta 2 5
materna) 3 Cariorréxe ou necrose do amnio. Grau 1 ou 2
Corioamnionite 1 Leve a moderado
agu?gs(;rsattgs da 9 In_tenso (>30 neutrc’)filo.sA) na placa coribnica e
materna) microabscessos subcoriénicos
. __— Infiltrado linfocitario restrito a camada de trofoblasto
Corioamnionite 1 x
cronica corionico o . N
L Infiltrado linfocitario dentro do tecido conjuntivo
(Estagios) 2 . .
amniocorial
. — Trés ou mais focos de infiltrado linfocitario (focal /
Corioamnionite 1 .
cronica (Graus) LTLulielz=l),
2 Infiltrado linfocitario difuso
Vilite crénica 1 5 - 10 vilos/focos, multifocal
(Graus) 2 > 10 vilos/focos
0 Auséncia de neutrdfilos / fibrina nos vilos e espaco
Intervilosite interviloso
aguda 1 Presenca de neutrofilos / fibrina nos vilos e espaco
interviloso
0 Auséncia de infiltrado misto nos vilos / espaco
Intervilosite interviloso
cronica 1 Presenca de infiltrado interviloso difuso por linfocitos,
macrofagos e eosindfilos
. 1 Flebite umbilical e/ou vasculite coriénica. Grau 1 ou 2
Vasculite aguda i . e
aguda (Estagios 2 Artferlte e flebltei urr!blllcals._ Qrau 1ou _2_
da resposta fetal) 3 Periflebite concéntrica umbilical e/ funisite necrosante.
Graulou 2
Vasculite aguda 1 Leve a moderado
(Grau da ) Intenso (>30 neutréfilos) na placa coridnica e

resposta fetal)

microabscessos subcoriénicos
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Fonte: adaptado de REDLINE et al., 2008.

Além das variaveis descritas na Tabela 1, também foram analisadas e classificadas como
ausente (0) e presente (1) as seguintes variaveis: Deposicao de fibrina; Calcificacdo; Necrose;
Hemossiderina; Congestdo; Vilo avascular; Cariorrexe; Bebbing; Fusdo celular; Perda das
juncoes celulares; Aterose; Necrose fibrindide; Hipertrofia mural; Perivasculite; Infarto viloso;
Trombo interviloso; Hemorragia intraparenquimatosa; Hemorragia subcorionica; Aglutinacao
vilosa; Trombose vascular fetal; Corangioma; Corangiomatose; e Hipoplasia placentaria. A
descricdo detalhada da classificacdo dessas variaveis encontra-se no Anexo 1.

4.7 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Para a detec¢do imuno-histoquimica do SARS-CoV-2 nas amostras de tecido, foi
empregado o produto Coronavirus pan Monoclonal Antibody (FIPV3-70) na diluicdo de 1/100
em solucdo de PBS. Para o estudo imuno-histoquimico do receptor RIG-1 e dos integrantes do
inflamassoma NLRP3, foram realizadas as avaliacdes dos alvos RIG-1, IL-1p, IL-18, Caspase
1 e NLRP3. Os anticorpos priméarios foram provenientes dos fabricantes Santa Cruz
Biotechnology e Abcam, conforme especificagdes da Tabela 2.

Tabela 2 — Anticorpos utilizados para marcagao imuno-histoquimica

Anticorpo Marcacéo Clone Fabricante
primario
Anti-IL1J Interleucina 18 2h12:s¢-130323 Santa Cruz Biotech., INC
Anti-IL18 Interleucina 18  H173:sc-7954  Santa Cruz Biotech., INC
Anti-Caspase 1 Caspase 1 14F468: sc- Santa Cruz Biotech., INC
56036
Anti-NLRP3 NLRP3 Cryopyrin-H-66: Santa Cruz Biotech., INC
SC-66846

Anti-RIG-1 RIG-1 SC376845 Santa Cruz Biotech., INC
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Na andlise da imuno-histoquimica anti-coronavirus, a imunorreatividade foi
considerada deteccdo positiva. Nas andlises de estudo imuno-histoquimico do inflamassoma

NLRP3, foram adotados os padrdes de intensidade e porcentagem de acordo com Quadro 1.

Quadro 1 — Critérios de intensidade e percentual de analise das amostras de imuno-histoquimica

Intensidade Percentual
0 Ausente 0 Ausente
1 Leve ou uma cruz (+) 1 1a25%
2 Moderado ou duas cruzes (++) 2 26 a 50%
3 Intensa ou trés cruzes (+++) 3 51 a75%

4 76 a2 100%
Fonte: adaptado de MENDES et al., 2020.

Para as analises de estudo imuno-histoquimico, quando semi-quantitativos, um escore foi
estabelecido, baseado no percentual e intensidade da imunomarcagdo (TAKANO, et al. 2016).
Dessa forma, multiplicamos os graus de intensidade da marcagdo com o percentual de tecido
positivo, conforme a tabela 4, abaixo. Os valores em menores do que 3 sdo considerados
expressao “basal” (destacados em azul na tabela abaixo) e os valores iguais ou acima de “4”
foram considerados com “hiperexpressao” (destacados em vermelho na tabela). Sendo assim,

interpretados, finalmente, como “hiperexpressao” (1) e expressao “basal” (0).

Quadro 2 — Critérios de escore final da anélise das amostras de imuno-histoquimica

Percentual
Intensidade 0 1 2 3 4
0 0 0 0 0 0
1 0 1 2
2 0 2
3 0 3

Fonte: adaptado de MENDES et al., 2020.
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4.8 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram armazenados em planilhas do software EXCEL. Testes Z, Qui-
quadrado, correlacdo linear de Spearman (dados ndo parametricos) ou de Pearson (dados
paramétricos) foram utilizados para comparacdo das variaveis entre os grupos do estudo. As
diferengas estatisticamente significativas quando p < 0.05. Analise de regressdo logistica
multinomial: programa VGAM do software estatistico R (Versao 3.2; http://www.r-project.org)
e softwares MINITAB 17 e GraphPad Prism 5.0.1, utilizando-se testes de regressao linear, teste
“t” de Student ¢ One Way ANOVA; pos-teste Tukey, foram utilizadas para verificacdo de

variaveis preditivas das anormalidades clinicas.

5 RESULTADOS

5.1 DETECCAO DO SARS-COV-2 E HISTOPATOLOGIA PLACENTARIA

O estudo contou com a participacdo de 31 gestantes com idade média de 32,25 anos,
que foram atendidas e acompanhadas no Servi¢co de Obstetricia do HC-EBSERH. Conforme
delineamento do estudo, essas participantes foram subdivididas nos grupos de gestantes
expostas (Grupo Caso) e ndo expostas (Grupo Controle) ao virus SARS-CoV-2 e/ou COVID-
19, com 15 (48,39%) e 16 (51,61%) membros, respectivamente. No Grupo Caso, de gestantes
expostas, a infeccdo pelo SARS-CoV-2 provocou quadro clinico de COVID-19 leve em todas
as pacientes e ocorreu com proporcdes iguais no primeiro, segundo e terceiro trimestres

gestacionais. Em cada um desses trimestres, foram registrados 5 casos (33,33%) de infecgéo.

Considerando o primeiro objetivo especifico do estudo, as amostras foram submetidas
a RT-PCR e imuno-histoquimica para pesquisa do SARS-CoV-2 e todas foram negativas. Ndo
foram observados sinais residuais de material genético ou proteinas do SARS-CoV-2 nas

amostras de placenta.
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Considerando o segundo e o quarto objetivos especificos do estudo, as amostras das

placentas foram examinadas na coloracdo de rotina do exame histopatologico. A tabela 3

apresenta o resultado das principais variaveis histopatoldgicas nao inflamatorias.

Tabela 3 - Frequéncia de alteracdes placentarias ndo inflamatorias por grupo de estudo (Caso x Controle).

B Caso Controle Total
Variavel / Resultado
n % n % n %

Ausente 8 4211 11 57,89 19 100

HVD
Presente 7 58,33 5 41,67 12 100
Ausente 11 50 11 50 22 100

MVA
Presente 4 44 .44 5 55,56 9 100
Ausente 13 50 13 50 26 100

COR
Presente 2 40 3 60 5 100
o Ausente 0 0 2 100 2 100
Presente 15 51,72 14 48,28 29 100
Ausente 3 75 1 25 4 100

CAL
Presente 12 44 44 15 55,56 27 100
Ausente 3 33,33 6 66,67 9 100

CONG

Presente 12 54 55 10 45 45 22 100
Ausente 13 52 12 48 25 100

BEB
Presente 2 33,33 4 66,67 6 100
-y Ausente 15 51,72 14 48,28 29 100

n

Presente 0 0 2 100 2 100

Legenda: HVD: Hipoplasia vilosa distal; MVA: Maturacéo vilosa acelerada; COR:

Corangiose; DF: Deposicao de fibrina; CAL: Calcificagdo; CONG: Congestdo; BEB: Bebbing;

InV: Infarto viloso;
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As alteracOes mais observadas nas placentas, independentemente do grupo, foram a
deposicédo de fibrina, calcificacdo e congestdo. Comparando-se as proporc¢des das alteragoes
entre os grupos, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas em nenhuma

das variaveis. A figura 4 ilustra essas alteracdes histopatologicas ndo inflamatérias.
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Figura 4 - Lesdes histopatoldgicas ndo inflamatorias na placenta

Legenda: A) Hipoplasia vilosa distal (HE x 10); B) Maturacéo vilosa acelerada (HE x 40); C) Corangiose (HE x
40); D) Deposicdo de fibrina (HE x 40); E) Calcificagcdo (HE x 40); F) Congestéo (HE x 40); G) Bebbing (HE x
40); H) Infarto viloso (HE x 40);

Fonte: Acervo pessoal da autora
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Quanto as alteracdes histopatoldgicas inflamatorias da placenta, foram avaliadas em
estagio e grau a corioamnionite (Tabela 4) e a vasculite aguda (Tabela 5). E quanto a presenca

ou auséncia a deciduite (aguda e crénica) e a perivasculite (Tabela 6).

Tabela 4 - Estagio e graduacdo da Corioamnionite por grupo de estudo (Caso x Controle).

. o Caso Controle Total
Corioamnionite
n % n % n %
0 11 44 14 56 25 100
o 1 1 100 0 0 1 100
Estagio

2 1 50 1 50 2 100

3 2 66,67 1 33,33 3 100

0 11 44 14 56 25 100

Grau 1 100 0 0 1 100

2 3 60 2 40 5 100

A Tabela 4 detalha a presenca e a quantificacdo da corioamnionite quanto ao estagio (de
0 a 3) e grau (de 0 a 2) nos grupos Caso e Controle. A maioria das participantes de ambos 0s
grupos foi classificada no estagio 0 (auséncia de inflamacéo), com apenas algumas placentas
mostrando progressdo para estagios mais avancados (1 a 3). Da mesma forma, os graus de
inflamacdo também apresentaram predominancia do grau 0, com menor incidéncia de graus 1
e 2. Esses achados sugerem que a corioamnionite esteve pouco presente nas amostras e ndo

apresentou diferencas significativas entre os grupos analisados.

Tabela 5 - Estagio e graduacdo da Vasculite por grupo de estudo (Caso x Controle).

) Caso Controle Total
Vasculite aguda

n % n % n %
0 14 48,28 15 51,72 29 100

o 1 0 0 0 0 0 0

Estagio

2 1 50 1 50 2 100

3 0 0 0 0 0 0
0 14 48,3 15 51,72 29 100
Grau 1 0 0 1 100 1 100
2 100 0 0 1 100
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A Tabela 5 descreve a presenca e quantificacdo de vasculite aguda nas placentas de
acordo com o estagio (de 0 a 3) e o grau (de 0 a 2). Em ambos 0s grupos, 0 estagio e o grau 0
foram predominantes, indicando auséncia de inflamag&o nos vasos na maioria das amostras.
Estégios e graus mais elevados foram raros, com apenas dois casos no estagio 2. Esses dados
reforcam a baixa ocorréncia de alteracGes inflamatorias vasculares relacionadas ao contexto do
estudo, independentemente da exposicdo ao SARS-CoV-2/COVID-109.

Tabela 6 - Deciduite (Aguda e Crdnica) e Perivasculite por Grupo de Estudo (Caso x Controle).

] Caso Controle Total
Variavel / Resultado
n % n % n %
DA Ausente 10 41 67 14 58,33 24 100
Presente 5 71,43 2 28,57 7 100
e Ausente 12 46,15 14 58,85 26 100
Presente 3 60 2 40 5 100
Ausente 15 50 15 50 30 100
PER
Presente 0 0 1 100 1 100

Legenda: DA: Deciduite aguda; DC: Deciduite cronica; PER: Perivasculite.

A Tabela 6 apresenta a frequéncia de deciduite (aguda e crbnica) e perivasculite nas
amostras de placenta dos grupos Caso e Controle. A deciduite aguda (DA) foi mais prevalente
no grupo Caso (71,43%) em comparacdo ao grupo Controle (28,57%), enquanto a deciduite
crénica (DC) também mostrou leve predominancia no grupo Caso. A perivasculite foi
observada em apenas uma amostra do grupo Controle, indicando uma ocorréncia muito baixa
em geral. Esses achados sugerem uma tendéncia de maior inflamacdo decidual nos casos

expostos, embora a amostra limitada dificulte a extrapolagéo.

Considerando a unido dos resultados das analises histopatologicas, foi possivel agrupar

as caracteristicas morfologicas em padrdes inflamatdrio e usual (Tabela 7).
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Tabela 7- Padrdes morfolégicos por Grupo de Estudo (Caso x Controle)

Padrdo morfologico

Grupo Usual Inflamatério Total
n % n % n %
Caso 7 46,67 8 53,33 15 100
Controle 10 62,5 6 37,5 16 100

Total 17 54,84 14 45,16 31 100

Conforme observado na tabela 7, ha predominio das placentas com auséncia de lesbes
inflamatorias (54,84%). A proporcao de lesGes inflamatorias foi maior no grupo de placentas
das gestantes expostas ao SARS-CoV-2 (53,33%), em relagcdo ao grupo controle, de gestantes

ndo expostas.

5.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

Considerando o terceiro e o quarto objetivos especificos do estudo, 0s ensaios imuno-
histoquimicos nas amostras das placentas dos grupos Caso e Controle foram realizados para 0s
biomarcadores NLRP3, RIG-1, IFN-y, CASP-1, IL-1p e IL-18 da imunidade inata. Em cada
amostra, foram examinadas a intensidade e a distribuicdo da reatividade separadamente para
cada um dos seguintes compartimentos: &mnio e cérion; trofoblasto; células de Hofbauer; e

decidua.

O exame imuno-histoquimico do marcador NLRP3 apresentou, em todos 0s
compartimentos, o predominio da ou a completa auséncia de reatividade. Somente duas
amostras, uma de cada grupo, apresentou reatividade com intensidade leve e distribuicdo
esporadica. A tabela 8 apresenta os escores detalhados da expressdo imuno-histoquimica de

NLRP3 nos diversos compartimentos da placenta.
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Tabela 8 - Escores da Expressdo Imuno-histoquimica de NLRP3

3 Caso Controle Total
Local Expresséo
n % n % n %
. . Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Amnio e cérion
Elevada 0 0 0 0 0 0
Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Trofoblasto
Elevada 0 0 0 0 0 0
Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Hofbauer
Elevada 0 0 0 0 0 0
; Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Decidua
Elevada 0 0 0 0 0 0

Os resultados da tabela 8 demonstram a completa presenca do escore basal de expressao
imuno-histoquimica do marcador NLRP3 nos diversos compartimentos da placenta. Este
padrdo homogéneo indica auséncia de ativagdo significativa da via inflamatoria associada ao
NLRP3 nos compartimentos analisados, independentemente da exposi¢do ao SARS-CoV-2 e
COVID-19. A figura 5 ilustra as caracteristicas da reatividade imuno-histoquimica do

biomarcador NLRP3 na placenta.

Figura 5 - Expressdo imuno-histoquimica de NLRP3

Legenda: A) Reatividade de NLRP3 com leve intensidade e distribuida em cerca de 40% das células da decidua
basal (x10); B) Reatividade de NLRP3 com moderada intensidade e distribuida em cerca de 5% do trofoblasto
(x40).

Fonte: Acervo pessoal da autora.
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Considerando o produto das categorias da intensidade pela distribui¢do, todos o0s

compartimentos da placenta (Amnio e cérion; Trofoblasto; Hofbauer; e Decidua) apresentaram

escores basais expressao.

A Tabela 9 apresenta os padrbes de expressdo do marcador RIG-1 em diferentes

compartimentos placentéarios, buscando identificar potenciais diferencas de atividade

inflamatoria nos grupos Caso e Controle.

Tabela 9 - Escore da Expresséo Imuno-histoquimica de RIG-1

3 Caso Controle Total
Local Expresséo
n % n % n %
. . Basal 2 66,67 1 33,33 3 100
Amnio e corion
Elevada 13 46,43 15 53,57 28 100
Basal 0 0 0 0 0 0
Trofoblasto
Elevada 15 48,39 16 51,61 31 100
Basal 7 58,33 5 41,67 12 100
Hofbauer
Elevada 8 4211 11 57,89 19 100
) Basal 2 66,67 1 33,33 3 100
Decidua
Elevada 13 46,43 15 53,57 28 100

A Tabela 9 apresenta a analise da expressdo do marcador RIG-1 nos diferentes

compartimentos da placenta. Nos grupos Caso e Controle, o marcador apresentou

predominancia de expressdo elevada no trofoblasto, células de Hofbauer e decidua, enquanto

no compartimento amnio e cérion a expressao basal foi observada em trés amostras. Esses

resultados sugerem uma resposta inflamatoria mais ativa relacionada ao marcador RIG-1,

distribuida em varios compartimentos, sem grandes diferencas entre os grupos. A figura 6

ilustra as caracteristicas da reatividade imuno-histoquimica do biomarcador RIG-1 na placenta.



Figura 6 - Expressdo imuno-histoquimica de RIG-1
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Legenda: A) Reatividade de RIG-1 com forte intensidade e distribuida em cerca de 60% das células da decidua
basal (x10); B) Reatividade de RIG-1 com forte intensidade e distribuida em cerca de 100% do trofoblasto (x40).

Fonte: Acervo pessoal da autora.

Considerando o produto das categorias da intensidade pela distribui¢do, todos 0s

compartimentos da placenta (Amnio e cérion; Trofoblasto; Hofbauer; e Decidua) apresentaram

predominio de escores de hiperexpressao do biomarcador RIG-1.

A Tabela 10 fornece informac6es sobre a expressdo do marcador IFN-y nos diversos

compartimentos placentarios.

Tabela 10 - Escore da Expressdo Imuno-histoquimica de IFN-y

Caso Controle Total
Local Expressdo
n % n % n %
. . Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Amnio e corion
Elevada 0 0 0 0 0 0
Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Trofoblasto
Elevada 0 0 0 0 0 0
Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Hofbauer
Elevada 0 0 0 0 0 0
; Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Decidua
Elevada 0 0 0 0 0 0
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A Tabela 10 apresenta os escores de expressdo do marcador IFN-y nos compartimentos
placentarios. Em todos os compartimentos (amnio e cérion, trofoblasto, células de Hofbauer e
decidua), tanto no grupo Caso quanto no Controle, a expressao foi exclusivamente basal. 1sso
demonstra uma auséncia de ativacdo deste marcador inflamatorio nas amostras analisadas,
indicando que o IFN-y ndo esteve envolvido significativamente nos processos inflamatorios nas
condicGes avaliadas. A figura 7 ilustra as caracteristicas da reatividade imuno-histoquimica do

biomarcador IFN-y na placenta.

Figura 7 - Expressdo imuno-histoquimica de IFN-y

[E]

Legenda: A) Reatividade de IFN-y com fraca intensidade e distribuida em cerca de 20% das células da decidua
basal (x10); B) Auséncia de reatividade de IFN-y em cerca de 100% do trofoblasto (x40).
Fonte: Acervo pessoal da autora.

Considerando o produto das categorias da intensidade pela distribui¢do, todos o0s
compartimentos da placenta (Amnio e cérion; Trofoblasto; Hofbauer; e Decidua) apresentaram

predominio de escores basais de expressdo do biomarcador IFN-y.

A Tabela 11 explora a expressdo do marcador CASP-1 nos compartimentos analisados,
com o objetivo de investigar o envolvimento deste marcador em processos inflamatorios

placentarios nos grupos Caso e Controle.



Tabela 11 - Escore da Expressao Imuno-histoquimica de Caspase-1
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3 Caso Controle Total
Local Expressédo
n % n % n %
. . Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Amnio e cérion
Elevada 0 0 0 0 0 0
Basal 7 41,18 10 58,82 17 100
Trofoblasto
Elevada 8 57,14 6 42,86 14 100
Basal 15 48,39 16 51,61 31 100
Hofbauer
Elevada 0 0 0 0 0 0
) Basal 14 46,67 16 53,33 31 100
Decidua
Elevada 0 0 0 0 0 0

A Tabela 11 descreve o0s escores de expressdio do marcador CASP-1 nos

compartimentos analisados. A expressdo foi basal na maioria dos compartimentos, exceto no

trofoblasto, onde houve maior proporgéo de expresséo elevada no grupo Caso (57,14%) em

relagdo ao grupo Controle (42,86%). Esses resultados indicam uma potencial ativacdo

localizada da via inflamatoria associada ao marcador CASP-1, particularmente no trofoblasto

de placentas expostas ao SARS-CoV-2/COVID-19. A figura 8 ilustra as caracteristicas da

reatividade imuno-histoquimica do biomarcador Caspase-1 na placenta.

Figura 8 - Expressdo imuno-histoquimica de Caspase-1

Legenda: A) Reatividade de Caspase-1 com moderada intensidade e distribuida em cerca de 60% das células da
decidua basal (x10); B) Reatividade de Caspase-1 com moderada intensidade e distribuida em cerca de 80% do

trofoblasto (x40).
Fonte: Acervo pessoal da autora.
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Considerando o produto das categorias da intensidade pela distribuicdo, somente o
compartimento do trofoblasto da placenta apresentou escores de hiperexpressao do

biomarcador Caspase-1.

A Tabela 12 apresenta os resultados da analise da expressao do marcador inflamatério
IL-1B nos diferentes compartimentos da placenta, comparando as frequéncias de expressao

basal e elevada entre os grupos Caso e Controle.

Tabela 12 - Escore da Expressdo Imuno-histoquimica de IL-1

3 Caso Controle Total
Local Expresséo
n % n % n %
. . Basal 14 46,67 16 53,33 30 100
Amnio e corion
Elevada 0 0 0 0 0 0
Basal 4 50 4 50 8 100

Trofoblasto
Elevada 10 45,45 12 54,55 22 100

Basal 14 46,67 16 53,33 30 100

Hofbauer
Elevada 0 0 0 0 0 0
) Basal 14 46,67 16 53,33 30 100
Decidua
Elevada 0 0 0 0 0 0

A Tabela 12 apresenta os escores de expressdo de IL-1B, um importante marcador
inflamat6rio, nos compartimentos placentarios. Assim como os marcadores anteriores, a
expressao foi predominantemente basal, exceto no trofoblasto, onde a expressdo elevada foi
observada em maior proporcéo no grupo Controle (54,55%) do que no grupo Caso (45,45%).
Este achado sugere que a ativagdo de IL-1B, embora moderada, pode ndo estar diretamente
relacionada a exposi¢do ao SARS-CoV-2/COVID-19. A figura 9 ilustra as caracteristicas da

reatividade imuno-histoquimica do biomarcador IL-1p na placenta.



Figura 9 - Expressdo imuno-histoquimica de IL-1p
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Legenda: A) Reatividade de IL-18 com moderada intensidade e distribuida em cerca de 50% das células da
decidua basal (x10); B) Reatividade de IL-1B com moderada intensidade e distribuida em cerca de 100% do

trofoblasto (x40).

Fonte: Acervo pessoal da autora.

Considerando o produto das categorias da intensidade pela distribuicdo, somente o

compartimento do trofoblasto da placenta apresentou escore de hiperexpressdo do biomarcador

IL-1B.

A Tabela 13 detalha os padrdes de expresséo do marcador IL-18 nos compartimentos

placentarios, com enfoque na identificacdo de diferencas entre 0s grupos expostos e nao
expostos ao SARS-CoV-2.

Tabela 13 - Escore da Expressdo Imuno-histoquimica de 1L-18

Caso Controle Total
Local Expressdo
n % n % n %
. . Basal 14 46,67 16 53,33 30 100
Amnio e cérion
Elevada 0 0 0 0 0 0
Basal 5 62,5 3 375 8 100
Trofoblasto
Elevada 9 40,91 13 59,09 22 100
Basal 14 46,67 16 53,33 30 100
Hofbauer
Elevada 0 0 0 0 0 0
; Basal 14 46,67 16 53,33 30 100
Decidua
Elevada 0 0 0 0 0 0
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A Tabela 13 resume os escores de expressao de 1L-18 nos compartimentos placentarios.
Observou-se expressao basal na maioria dos compartimentos, com expresséo elevada registrada
apenas no trofoblasto. No grupo Controle, a expressédo elevada foi ligeiramente mais prevalente
(59,09%) do que no grupo Caso (40,91%). Esses resultados indicam uma ativacao discreta do
marcador IL-18 no trofoblasto, sem associacdo clara com a exposicdo ao SARS-CoV-
2/COVID-19. A figura 10 ilustra as caracteristicas da reatividade imuno-histoquimica do

biomarcador IL-18 na placenta.

Figura 10 - Expressdo imuno-histoquimica de 1L-18

Legenda: A) Reatividade de 1L-18 com fraca intensidade e distribuida em cerca de 20% das células da decidua
basal (x10); B) Reatividade de 1L-18 com moderada intensidade e distribuida em cerca de 100% do trofoblasto
(x40).

Fonte: Acervo pessoal da autora.

Considerando o produto das categorias da intensidade pela distribuigdo, somente o
compartimento do trofoblasto da placenta apresentou escore de hiperexpressdo do biomarcador
IL-18.

Por fim, sdo apresentados os resultados dos escores imuno-histoquimicos dos
biomarcadores RIG-1, CASP-1, IL-1p e IL-18 de acordo com o padrdo morfoldgico das lesdes.
A Tabela 14 compara a expressao do marcador RIG-1 entre padrées inflamatdrios e padrdes

usuais.



Tabela 14 - Expressao imuno-histoquimica de RIG-1 por padrdo morfolégico

3 Usual Inflamatdrio Total
Local Expressédo
n % n % n %
. . Basal 1 33,33 2 66,67 3 100
Amnio e corion
Elevada 16 57,14 12 42 86 28 100
Basal 0 0 0 0 0 0
Trofoblasto
Elevada 17 54,84 14 45,16 31 100
Basal 7 58,33 5 41,67 12 100
Hofbauer
Elevada 10 52,63 9 47,37 19 100
’ Basal 1 33,33 2 66,67 3 100
Decidua
Elevada 16 57,14 12 42 86 28 100

A Tabela 14 compara a expressdo do marcador RIG-1 entre os padrdes inflamatdrio e
usual nos compartimentos analisados. A expressdo elevada foi predominante em todos o0s
compartimentos nos padrdes inflamatério e usual, com maior proporcao de expressdo elevada
observada nos grupos com padrdo usual. Os achados sugerem que o padrdo usual pode estar

associado a uma regulacdo mais homogénea do R1G-1, mesmo em contextos inflamatorios.

A Tabela 15 avalia a expressdo dos marcadores inflamatorios CASP-1, IL-1p ¢ IL-18

em padrbes usuais e inflamatdrios, explorando o papel desses mediadores no contexto de

processos inflamatorios placentarios.

Tabela 15 - Expressdo imuno-histoquimica dos biomarcadores CASP-1, IL-1p e IL-18 por padrdo

morfolégico
5 Usual Inflamatdrio Total
Marcador Expresséo
n % n % n %
Basal 11 64,71 6 35,29 17 100
CASP-1
Elevada 6 42,86 8 57,14 14 100
Basal 5 62,5 3 37,5 8 100
IL-1b
Elevada 12 54,55 10 45,45 22 100
Basal 4 50 4 50 8 100
IL-18
Elevada 13 59,09 9 40,91 22 100
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A Tabela 15 apresenta a relacdo dos marcadores CASP-1, IL-1B ¢ IL-18 com os padrdes
usual e inflamatdrio. Observou-se que a expressdo basal foi predominante para todos 0s
marcadores no padrdo usual, enquanto a expressao elevada foi mais frequente no padréo
inflamatorio. Estes resultados reforcam o papel desses marcadores na mediacdo de processos

inflamatdrios, com diferencas evidentes entre os padroes analisados.

As tabelas que apresentam os resultados detalhados das anélises de imunorreatividade
dos marcadores inflamatorios (NLRP3, RIG-1, IFN-y, CASP-1, IL-1pB e IL-18) em diferentes
compartimentos placentarios, bem como suas respectivas distribuicdes e intensidades, foram

incluidas em um anexo separado (ANEXO 1).

6 DISCUSSAO

De forma geral, o estudo demonstrou a auséncia da persisténcia do SARS-CoV-2 na
placenta nos casos de COVID-19 leve e ocorréncia de propor¢des maiores e estatisticamente
ndo significativas de lesGes inflamatdrias, como corioamnionite e vasculite agudas,
corroborando para um padrdo inflamatdrio na placenta das gestantes expostas ao SARS-CoV-
2, além das observacdes de hiperexpressdo do RIG-1 e expressdo basal de NLRP3 e IFN-y em
todos os compartimentos da placenta e hiperexpressdo dos biomarcadores Caspase-1 e IL-1p
no trofoblasto, indicando ativacdo de Caspase-1 e IL-1p independente do inflamassoma
NLRP3. Todos esses resultados foram obtidos seguindo as recomendacdes de boas praticas em

pesquisa.

A presenca do virus SARS-CoV-2 na placenta humana tem sido objeto de estudos
cientificos desde o inicio da pandemia, havendo inimeros trabalhos evidenciando a presenca
do virus na placenta de mées infectadas e correlacionando com diversas alteracdes
histopatoldgicas (ARGUETA, et al. 2022; BOYRAZ, et al. 2022; GLYNN, et al. 2022;
SHARPS, et al. 2020). Entretanto, ha outros estudos que observaram que ndo é comum a
infeccdo feto-placentaria em casos de mées com a doenga (REAGAN-STEINER, et al. 2022;

OLIVEIRA, et al. 2021). Outros ainda afirmam que a mesmo quando presente a infec¢do do
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SARS-CoV-2 na placenta ocorre de maneira irregular, podendo ndo coincidir com o local da
bidpsia, e dependem da carga viral materna (HANNA, et al. 2021). Este presente trabalho apds
arealizacao de testes RT-PCR ndo identificou a presenca viral nas placentas de ambos 0s grupos
(caso e controle).

Mais detalhadamente sobre os resultados da analise histopatolégica, a hipoplasia vilosa
distal, que é caracterizada por ocorrer quando ha uma diminui¢cdo no nimero adequado de
ramificacdes do tronco viloso, afetando assim a quantidade de vilosidades coriénicas terminais
e a troca entre o sangue fetal dentro dos capilares sanguineos vilosos e o sangue materno do
espaco interviloso (PARKS, 2007), foi a alteracdo é mais prevalente em placentas de fetos que
tiveram crescimento intrauterino restrito durante a gestacdo (SPINILLO, et al. 2019). Estudos
gue comparam placentas de mées infectadas e ndo infectadas pelo SARS-CoV-2 afirmaram que
0 achado histopatologico de hipoplasia das vilosidades distais foram observados com mais
frequéncia no grupo de mulheres que testaram negativo para COVID-19 (DEBELENKO, et al.
2021). Assim é necessario a analise pregressa completa para melhor interpretagdo, dados como
peso ao nascer, idade gestacional ao nascimento e aspectos macroscépicos das placentas sdo de
grande importancia na correlacdo deste achado histopatoldgico. Justificando desta forma o
resultado de n&o ter encontrado prevaléncia da hipoplasia vilosa distal em nenhum dos grupos
de estudo.

Bouachba e colaboradores (2020) observaram que as principais alteracdes
histopatoldgicas e que levam a um pior progndstico fetal em casos de mées que contrairam
COVID-19 durante a gestacdo, sdo a intervilosite, os trombos intervilosos e a deposicdo de
fibrina, os autores relatam que tais alteracdes podem estar relacionadas a liberacdo aumentada
de citocinas e ndo a um dano viral direto a placenta. Sabe-se que quando ha deposicdo macica
de fibrina perivilosa as vilosidades ficam aprisionadas pelo material fibrinoide e tornam-se
fibroticas e avasculares o que eleva o risco de efeitos adversos materno-fetais (SPINILLO, et
al. 2019). No presente trabalho ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre 0s
grupos, havendo autores que afirmam que a fibrina intervilosa € parte fundamental da placenta
a termo, fazendo o papel de ponte para realizacdo de trocas intervilosas (LANIR, et al. 2003),
sendo assim um achado pouco especifico, por ser fisioldgico, justificando assim o resultado
encontrado de estar presente nos dois grupos estudados.

A corangiose além de estar relacionada ao aumento da morbimortalidade, esta relacionada
a hipoperfusao, sendo mais prevalente em placentas que sofreram hipoxia, de causas variadas
como diabetes mellitus, tabagismo materno, crescimento intrauterino restrito, gestacoes

maultiplas, anemia materna e pré-eclampsia (VAFEI, et al. 2021). Apesar de alguns estudos
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associarem o achado com a infecgdo materna por COVID-19 (SHANES, et al. 2020). Neste
trabalho ndo houve uma correlagéo estatisticamente significativa, possivelmente por se tratar
de um achado de origem secundaria a histéria clinica prévia das mulheres do estudo, tal qual o
achado de congestdo. Baergen (2007) afirma que a alteragéo esta relacionada a uma perfusao
sanguinea inadequada ou obstrugdes no fluxo de retorno venoso sendo uma resposta
compensatéria de dilatacdo ou estase sanguinea que pode estar relacionada a inimeras
comorbidades pregressas maternas.

O bebbing compreende o0 nome da vacuoliza¢do do citoplasma das células do &mnio
(KURMAN, 2002) alteracdo com poucos relatos na literatura e poucas elucidagdes de possiveis
correlages clinicas. O infarto viloso pode ser morfologicamente caracterizado pelo colapso do
espaco interviloso com subsequente necrose coagulativa secundaria a perda de fluxo sanguineo
interviloso (ERNST, 2018). Estudos correlacionam esse achado anatomopatolégico com
placentas infectadas pelo SARS-CoV-2 (MENTER, et al. 2020). Entretanto neste presente
trabalho ndo houveram diferencas estatisticas entre 0s grupos, assim como quase ndo foi
detectado (ausente em 29 casos e presente somente em 2 casos do grupo controle). Sabe-se que
0 achado de necrose é relativamente comum, principalmente nos ultimos estagios da gravidez,
e caso venha a ocorrer de forma multifocal e em grande parte do disco placentario pode levar a
pré-eclampsia, retardo do crescimento fetal e alteracdes neuroldgicas fetais relacionadas a
hipoxia (BECROFT, et al. 2002).

As calcificacdes representam uma lesdo que pode representar efeitos adversos, visto que
sua presenca pode ocasionar um estreitamento progressivo dos vasos da placenta devido ao
acumulo de célcio e fibrina, resultando na diminuicdo do fluxo sanguineo materno-fetal e suas
repercussdes negativas (CHEN, et al. 2011). No entanto, ha estudos na literatura que colocam
o0 achado de calcificacbes como sendo apenas um preditor aumento de risco gestacional por ndo
encontrarem relagbes estatisticamente significativas com desfechos neonatais adversos
(QUINLAN, et al. 1982). Zhao e colaboradores (2022) observaram que apesar de haver
associacdo da calcificagdo com o aumento da chance de gravidez de risco, ndo houve relagao
estatisticamente significativa do achado histopatoldgico com resultados neonatais adversos. No
grupo de placentas incluidas neste trabalho a presenca ou ndo da calcificagdo ndo se
correlaciona exclusivamente com casos de mées que tiveram COVID-19 durante a gestagé&o.

A patogénese proposta da maturacdo acelerada das vilosidades € a remodelagéo
defeituosa das artérias espiraladas, levando a ma perfusdo da placenta, o que gera,
consequentemente, perda de funcdo por meio de estresse oxidativo, diminuicdo de area de

superficie de troca, danos ao o sinciciotrofoblasto e hipoxemia (BROSENS, et al. 2011).
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Morfologicamente observa-se vilosidade hipermaduras pequenas para a idade gestacional e
aumento do nimero de nos sinciciais. E uma lesdo predominantemente presente em casos de
insuficiéncia placentaria e pré-eclampsia (KHONG, et al. 2016). Estudos afirmam que a
maturacdo vilosa acelerada encontrou-se aumentada nas placentas de maes com COVID-19
moderada e grave. Entretanto sabe-se que esta alteracdo histopatolégica também pode ser
observada em casos de doengas reumaticas maternas, hipertensdo materna, gestacdo multipla e
tabagismo. Os riscos fetais incluem parto prematuro e descolamento prematuro da placenta
(VOGEL, 2012). O presente ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa na
comparacéo das placentas do grupo em as gestantes tiveram COVID-19 durante a gestacdo com
0 grupo controle, ndo houve também relato de casos de gravidade nas mées infectadas por
SARS-CoV-2 do presente estudo.

A corioamnionite € caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatério envolvendo
amion e corion da placa e/ ou membranas (BENIRSCHKE; KAUFMANN, 1995; FOX, 1997).
A deciduite é caracterizada por um processo inflamatdrio somente na decidua (BENIRSCHKE;
KAUFMANN, 1995). Sabe-se que a ocorréncia destes processos inflamatorios entre as
gestantes deve sempre ser levada em consideracdo por ter estreita correlacdo com aumento de
risco para parto prematuro, além de estudos apontarem a possibilidade de inducéo de alteragdes
no sistema cardiovascular, imunolégico e nervoso do feto (GUSSENHOVEN, et al. 2018;
MITCHELL, et al. 2018). Alguns estudos apontaram que a corioamnionite foi um achado
relativamente comum nas placentas de maes que tiveram COVID-19 durante a gestacdo
(SUHREN, et al. 2022). No presente trabalho ndo foram encontradas diferencas significativas
entre 0s grupos caso e controle, nem quanto a corioamnionite, nem quanto a deciduite, resultado
este em semelhanca a publicagfes que afirmam que mesmo para casos de maes que tiveram
COVID-19 durante a gestacdo o achado histopatoldgico de corioamnionite é ocasionado
principalmente por microrganismos ascendentes do trato genital inferior (CAPPELLETTI, et
al. 2020). Outros estudos ainda apontam que no fluido genital de gestantes ndo identificou-se
a presenca do virus SARS-CoV-2 indicando que quando a placenta encontra-se acometida o
processo de invasdo promovido pelo virus é exclusivamente por via hematogénica (ASLAN, et
al. 2020). Quanto a vasculite, tem-se que alguns trabalhos correlacionam a infec¢do do COVID-
19 como indutora da trombose e da endotelite (CASELLA, 2020), entretanto ndo foi vista
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, podendo ser uma alteragéo relacionada
as outras alteracOes histopatoldgicas inflamatdrias como a deciduite e a corioamnionite, essa

visdo integrada ja foi abordada em outros trabalhos (BLANC, 1981).
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Na literatura pouco se discute sobre a capacidade regenerativa da placenta diante de
agressOes durante a gestagdo. Estudos realizados “in vitro” demonstraram que o tecido
placentario foi capaz de restaurar o dano severo causado, ocorrendo a visualizacdo da morte e
reparacdo do sinciciotrofoblasto (SIMAN, et al. 2001). Assim, é possivel que tenha existido
alteraces relacionadas ao dano placentario nas placentas estudadas, mas que foram resolvidos
ao longo da gestacdo ndo sendo detectaveis na placenta a termo.

O inflamassoma NLRP3 € uma estrutura complexa do sistema imunoldgico inato,
composta por proteinas que desempenham um papel central na resposta inflamatoria. Que é
ativado por uma variedade de estimulos, como patdgenos, danos celulares e estresse, e esta
envolvido na liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1p ¢ IL-18. Sabe-se que quando
o inflamassoma NLRP3 encontra-se excessivamente ativado observa-se complicacdes
gestacionais, como a restricdo do crescimento fetal, pré-eclampsia e partos prematuros
(ALFIAN, et al. 2022; SHIRASUNA, et al. 2020). Ha especulagdes sobre a correlacdo do
NLRP3 com a COVID-19 ter comportamento semelhante a pré-eclampsia (NUNES, et al.
2022). Contudo o presente trabalho mostrou uma auséncia de ativacao significativa do NLRP3
em diferentes compartimentos da placenta (damnio, corion, trofoblasto, células de Hofbauer e
decidua).

Os RLRs desempenham um papel fundamental no controle da resposta antiviral
inflamatoria durante uma gravidez saudavel. Respostas inadequadas desses receptores podem
resultar em uma infeccdo generalizada, enquanto uma atividade pré-inflamatdria excessiva
pode causar danos aos tecidos maternos (CORNISH, et al. 2020). Os resultado encontrados
demonstram uma expressao imunohistoquimica elevada em varios compartimentos placentario,
0 que é congruente com a literatura, visto que a expressao de RIG-I no tecido placentario é
essencial para a manutencdo da gravidez normal (NIZYAEVA, et al. 2019) e explica a auséncia
de diferenca significativa entre os grupos de estudo (caso e controle), uma vez que nenhuma
das participantes apresentou casos graves de infec¢cdo por COVID-109.

Muito pouco se sabe sobre a regulacdo placentaria da expressdo de IFN-y e seus
receptores na gravidez humana, sendo sabido apenas que esta presente na placenta ao longo de
toda a gestacdo (PAULESU, et al. 1994). No presente trabalho constatou-se que houve falta de
ativacdo do IFN-y nas amostras analisadas, tanto grupo caso, quanto controle, o que pode-se
inferir que esse marcador inflamatdrio nao esteve envolvido significativamente nos processos
inflamatorios nas condicdes avaliadas.

H& estreita correlacdo entre o aumento da Caspase-1 e o processo de destruicdo

placentéria, o estudo que correlacionam esse marcador inflamatdrio em placentas de mées que
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tiveram COVID-19 afirma que a expressdo de Caspase-1 encontra-se aumentada e pode ser
ainda maior se tiver como comorbidade a pré-eclampsia associada. (BACHNAS, et al. 2023).
Neste presente trabalho ndo se observou diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
estudados.

A IL-1B é uma das principais citocinas inflamatorias associadas a obesidade e as
complicacdes na gravidez (SENO, et al. 2017), sendo visto com expressdo aumentada em
gestantes com pré-eclampsia (RINEHART, et al. 1999). Entretanto sabe-se que quando
secretado pelas diferentes células uterinas em niveis habituais é essencial nos processos de
decidualizacéo e implantacdo (PRUTSCH, et al. 2012). Sua correlacdo especifica na placenta
de maes infectadas com SARS-CoV-2 ndo é bem documentada na literatura, no presente
trabalho apesar da expressdo mais elevada no trofoblasto ndo foram observadas diferencas
significativas entre as placentas caso e controle.

A IL-18 é uma citocina pré-inflamatoria predominantemente sintetizada por macréfagos
e mondcitos (HUANG, et al. 2005), e encontra-se presente na placenta, sendo expressa pelo
corion e pela decidua (HUANG, et al. 2005). Os niveis séricos de I1L-18 sdo significativamente
elevados durante a gestacdo normal, com elevacGes ainda maiores no momento do parto e em
algumas complicagdes gestacionais (IDA, et al. 2000; PACORA, et al. 2000). Assim como com
a IL-1B carece estudos com sua correlacdo especifica nas placentas de maes que tiveram
COVID-19 durante a gestacdo. A andlise deste mestrado ndo encontrou achados
estatisticamente significativos sobre a expressao de I1L-18.

Ao longo do seu desenvolvimento, o estudo apresentou limitacdes, como o ndmero
relativamente pequeno de participantes durante o periodo destinado a realizacdo do subprojeto.
Entretanto, 0 nimero de amostras examinadas se aproxima de outros estudos sobre a COVID-
19 na gravidez. Quanto a historia clinica pregressa das pacientes ndo houve a exclusdo de
pacientes com comorbidades, havendo a possibilidade de que tais achados clinicos como
doencas cronicas tenham impactado no desenvolvimento da placenta. Outra limitacdo se deve
exatamente ao numero relativamente pequeno de estudos sobre patologia placentaria no
contexto da COVID-19 e também outras infecgdes virais, em particular quanto a anélise imuno-
histoquimica de biomarcadores imunolégicos e inflamatdrios. Entretanto, essas limitacbes ndo

prejudicaram as analises morfoldgicas e interpretacfes dos resultados.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados demonstram a nédo persisténcia do SARS-CoV-2 na placenta
na COVID-19 leve e a presenca de maiores proporcdes relativas de lesdes inflamatorias néo

associadas ao inflamassoma NLRP3.
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ANEXO 1 — DESCRICAO DAS VARIAVEIS HISTOPATOLOGICAS

Variavel

Categoria

Descricéo

Deposicéo de
fibrina

Calcificacéo

Necrose

Hemossiderina

Congestéo

Vilo avascular

Cariorrexe

Bebbing

Fusao celular

Perda das juncdes
celulares

Aterose

0

R O kP OFRr O kP O kP ORrO Fkr O K

Auséncia de depositos de exsudato fibrinoso

Presenta de depdsitos de fibrina em 3% ou mais das
vilosidade coribnica

Auséncia de focos de calcificagdo

Presenca de pequenos focos (>5 focos) ou um grande
foco de calcificacdo

Auséncia de necrose

Presenca de focos de necrose em 3% ou mais dos vilos
Auséncia de depositos de hemossiderina

Presenca de macréfagos (no minimo uma célula) com
depositos de hemossiderina

Auséncia de congestao

Presenca de multiplos focos de congestdo em multiplas
areas

Auséncia de vilos avasculares

Presenca de vilos avasculares

Auséncia de cariorrexe

Presenca de > 3 focos de 2 a 4 vilos terminais com
extravasamento de eritrocitos nucleados

Auséncia de vacuolizagdo intracitoplasmatica
Vacuolizacdo intracitoplasmatica em multiplos focos do
amnio

Auséncia de pseudo-estratificacdo colunar das células
do &minio

Pseudo-estratificacdo colunar das células do @minio em
maultiplos focos

Auséncia de alteragdes colunares nas células do @amnio
Presenca de alteragGes colunares em 30% ou mais das
células do amnio

Auséncia de macrofagos espumosos, ricos em lipidios,
nos vasos deciduais

Presenca de macrdfagos espumosos, ricos em lipidios,
nos vasos deciduais
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Auséncia de necrose fibrindide nos vasos deciduais
Presenca de necrose fibrindide nos vasos deciduais
Auséncia de hipertrofia muscular nos vasos deciduais
Presenca de hipertrofia muscular nos vasos deciduais

Necrose fibrindide

Hipertrofia mural

Perivasculite
Infarto viloso

Trombo interviloso

Hemorragia
intraparenquimatosa

Hemorragia
subcorionica

Aglutinacéo vilosa

Trombose vascular
fetal

Corangioma

Corangiomatose

Hipoplasia
placentaria

rFrOPFrRPFOPFRPOFRPOPFPOPFPOPFPOPFPOPFPOPFP O OO

Auséncia de perivasculite

Presenca de perivasculite

Auséncia de infarto viloso

Presenca de infarto viloso

Auséncia de trombo viloso

Presenca de trombo viloso

Auséncia de hemorragia intraparenquimatosa
Presenca de hemorragia intraparenquimatosa
Auséncia de hemorragia subcoridnica
Presenca de hemorragia subcorinica
Auséncia de aglutinacéo vilosa

Presenca de aglutinacéo vilosa

Auséncia de trombose vascular fetal
Presenca de trombose vascular fetal
Auséncia de corangioma

Presenca de corangioma

Auséncia de corangiomatose

Presenca de corangiomatose

Auséncia de hipoplasia placentaria

Presenca de hipoplasia placentaria
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Introduction The aim of this shady was io evaluabs the
dlinical, spidemiological and Isboratory aspects of SARS-
(CoN-2 infection during pragnancy and postparhem in 16
maternity hospitals.

Methods and amalysis A prospective multicentre study,
with five axes. First, fhe prevalence of SARS-CoV-2
infection among women admitied for childbirth will be
described in a cross-sectional shady. Second, maternal
=nd perinatal outcomes will be assessed in 8 prospactie
cohort study incheding pregnant or postparium women
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explors any trend among the periods befors, during and
after the pandemic. Data will systematically ba collacisd in
=n alectronic platform following standardised oparational
procedires. For quantitstive study components, an
=ppropriate statistical approach will be used for each
analysiz. For qualitative dats, in-depth interviews reconded
in sudio will be transcribed, checking the text obtained
the aid of the Miwo programme willl be parformed.
Ethics and dissemination Ethical approval was obtained
{letters of approval numbars 4.047.168, 4.170.679 and
4.083.588). All women will be fully informed fo sign the
conzent form before enmimeant in the stedy. Findings will
be dizsemmnated through peer-reviewed journals and

2 REBRACO

= Comssquences of the SARS-CoV-2 infection during
pregnancy and postpartum are still not fully wndar-
siood, especially in kow-income and middle-income
saftings.

= Brazi's dats on COVID-19 presenied an exdremaly
‘high nsmber of matemal deaths, especilly postpar-
tum, with reporied defayed hesithcars.

= Early in the pandemic, the Brazlian Network for
Studies in Reproductve and Perinatsl Health, a
team put together over 101 years ago, with expe-
nenca in multicentre shedes in matemal morbidi-
ty and praterm hirth, established = collsborative
maiticentra approach in Brazil, Latin America, col-
laborating with WHD to imderstand impacts of the
COVID-19 in pregnancy.

= The Rede Brfsileira em Estudos do COVID-19 em
sample collection of COVID-19-positive cases, in or-
der to:add to cumant gaps in knowiedge considering
metemai-fetal transmission and postpartum risks of
infection.

= A study proiocol proposed duing & pandemic of &
new infection with uncertain conssquences must
consider that other rebsvant intenventions might be
implemented and available, such == vaccination.
The coordinating team will be aware and prompt o
consider amendmenits to the initial protocol and new
seits of vanables, if necassary.

= The REde BRAsileia em estudos do COVID-19 em
Dbstetricia (REBRADD) study will perform exiensie
biological ==smple collection of COWID-19-positive
casas, in ander to add o curment gaps in knowledge
jpartum risks of infiection.

) Renato T Souza.® Rodolfo © Pacagnella,? Sivana F Bento,?

Strengths and limitations of this study
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