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RESUMO

INTRODUGCAO: Evidéncias acumuladas tém mostrado uma importante relacéo entre infecoes
virais na gravidez, especialmente pelo virus influenza, e o risco aumentado para esquizofrenia.
N&o somente a presenca do virus, mas o processo inflamatério associado a este mostra-se um
importante fator de risco para o surgimento de transtornos do neurodesenvolvimento. A
barreira hemato-placentaria € uma barreira mais permedvel, em comparacdo a barreira
hematoencefalica, permitindo a passagem para o feto de agentes infeciosos e substancias
quimicas, como citocinas inflamatorias. Neste contexto, pesquisas apontam para a placenta
como uma janela para o cérebro, podendo fornecer marcadores a serem utilizados na predicéo
de transtornos neurodenvolvimentais. OBJETIVO: Avaliar possiveis alteracdes em alvos
relacionados a sinalizacao estrogénica e inflamatdria em placentas de gestantes infectadas com
0 virus SARS-CoV-2 no ultimo trimestre de gestacdo. METODOLOGIA: Foram recrutadas
gestantes no ultimo trimestre de gestacdo, entre a 372 e 40? semanas de gestacdo, atendidas na
emergéncia da Maternidade Escola Assis Chateaubriand da Universidade Federal do Ceara. As
gestantes com e sem suspeita de COVID-19 foram submetidas a testagem e separadas em trés
grupos: controle, sindrome gripal (SG — com RT-PCR negativo para COVID-19) e COVID.
Apdbs o parto foram coletadas as placentas, dissecadas e armazenadas no laboratério. Apos
dissecacdo a placenta foi dividida em face materna (FM) e fetal (FF). Até o presente momento
analisamos expressao de genes de interesse em placentas de 5 gestantes por grupo através da
técnica de RT-PCR para determinacdo de proteinas inflamatdrias e relacionadas a via de
sinalizacdo do estrégeno. RESULTADOS: Todos os nascimentos foram a termo, maioria por
parto cesario, nenhuma crianca teve baixo peso ao nascer, maioria do sexo feminino e
nenhuma teve score de apgar abaixo de 8. Os resultados da expressao génica dos RNAm dos
marcadores selecionados mostram que na FM do grupo COVID houve aumento significativo
na expressao do proto-oncogene tirosina-proteina quinase (SRC), uma proteina intracelular
ativada por receptores de estrégeno tendo importante papel no desenvolvimento embrionario e
crescimento celular, e na FF do fator nuclear kappa B (NF-kB), um fator de transcrigéo para
inflamacdo e estresse oxidativo, em relacdo ao controle. A interleucina (IL)-6 teve uma
tendéncia de aumento em torno de 4 vezes em relagdo ao controle tanto no grupo SG como
COVID. CONCLUSAO: Os resultados obtidos apontam para a presenca de alteracdes
inflamatorias na placenta de gestacdes com exposicdo ao virus SARS-CoV-2, bem como no
caso da IL-6 também relacionado a outros virus respiratorios, o que aponta para uma possivel
exposicdo do feto a um ambiente pré-inflamatério sendo um fator de risco para o
desenvolvimento de transtornos do neurodesenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE: Inflamacdo; Placenta; Transtornos do Neurodesenvolvimento; SARS-
CoV-2.



ABSTRACT

Assessment of changes in estrogen and inflammatory signaling in placentas of pregnant
women infected with the SARS-CoV-2 virus in the last trimester of pregnancy: In search
of predictive markers of neurodevelopmental disorders.

INTRODUCTION: Accumulating evidence has shown a significant relationship between
viral infections in pregnancy, especially the influenza virus, and increased risk for
schizophrenia. Not only the presence of the virus, but the inflammatory process associated
with it, is a significant risk factor for the emergence of neurodevelopmental disorders. The
blood-placental barrier is more permeable than the blood-brain barrier, allowing the fetus to
pass infectious agents and chemicals, such as inflammatory cytokines. In this context,
research points to the placenta as a window to the brain, which may provide markers to
predict neurodevelopmental disorders. OBJECTIVE: To evaluate possible changes in targets
related to estrogen and inflammatory signaling in the placentas of pregnant women infected
with the SARS-CoV-2 virus in the last trimester of pregnancy. METHODOLOGY': Pregnant
women were recruited in the last trimester of pregnancy, between the 37th and 40th weeks of
pregnancy, at the emergency room of the Federal Maternity School Assis Chateaubriand of the
Federal University of Ceard. Pregnant women with and without suspected COVID-19 were
tested and separated into three groups: control, flu syndrome (GS - with negative RT-PCR for
COVID-19), and COVID. After delivery, placentas were collected, dissected, and stored in the
laboratory. After dissection, the placenta was divided into maternal (FM) and fetal (FF) sides.
So far, we have analyzed the expression of genes of interest in the placentas of 5 pregnant
women per group using the RT-PCR technique to determine inflammatory proteins and
proteins related to the estrogen signaling pathway. RESULTS: All births were at term, most
by cesarean section, no child had low birth weight, most were female, and none had an Apgar
score below 8. The results of the mMRNA gene expression of the selected markers show that in
FM in the COVID group, there was a significant increase in the expression of the proto-
oncogene tyrosine-protein kinase (SRC), an intracellular protein activated by estrogen
receptors having an important role in embryonic development and cell growth, and in the FF
of the nuclear factor kappa B (NF-kB ), a transcription factor for inflammation and oxidative
stress, relative to control. Interleukin (IL)-6 tended to increase around 4-fold compared to
control in both the SG and COVID groups. CONCLUSION: The results obtained point to the
presence of inflammatory changes in the placenta of pregnancies with exposure to the SARS-
CoV-2 virus, as well as in the case of IL-6 also related to other respiratory viruses, which
points to possible exposure of the fetus to a pro-inflammatory environment being a risk factor
for the development of neurodevelopmental disorders.

Keywords: Inflammation; Placenta; Neurodevelopment; SARS-CoV-2.
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1 INTRODUCAO

1.1 Eixo placenta-cérebro fetal e sua relevancia para a identificacdo, prevencédo e

tratamento de doencas cerebrais do feto

A placenta é um o6rgédo temporario e complexo com funcéo critica na reproducéo
dos mamiferos. Durante a gestacdo ela age como o pulmao, figado, intestino e rins do feto.
Também modula a fisiologia e o metabolismo maternos devido a importantes acGes
enddcrinas, sendo capaz de secretar mais de 100 horménios peptidicos e esterdides que
proporcionam um ambiente Unico para o desenvolvimento do feto (BEHURA et al, 2019).

Na gravidez, a placenta € vulneravel a vérias condicfes intrinsecas e extrinsecas
que podem resultar em aumento do risco de transtornos do neurodesenvolvimento fetal, bem
como morte fetal. A placenta controla a secre¢do neuroenddcrina no cérebro fetal como forma
de protegé-lo de exposicbes a um microambiente adverso que pode causar uma
reprogramacao fetal. Neste contexto, a placenta otimiza o desenvolvimento fetal e outras
alteracdes fisioldgicas necessarias para o sucesso reprodutivo (BEHURA et al, 2019).

H& uma grande lacuna no conhecimento sobre a interagdo funcional em nivel de
sistemas entre o cérebro fetal e a placenta. Apesar disso, presume-se a possibilidade de
modular receptores ou vias de sinalizacdo placentaria, com o intuito de prevenir ou tratar
alteracbes no cérebro fetal. Antes disso, € necessario que sejam estabelecidas correlaces
entre alteracOes placentérias e déficits no desenvolvimento cerebral do feto/crianca com o
intuito de possibilitar o desenvolvimento destas estratégias de prevencao/tratamento. Estas
estratégias trardo grande avanco na medicina de precisdo voltada para a saude do feto/crianca
(BEHURA et al, 2019).

1.2 Placenta

Foram necessarias mudancas na morfologia e fisiologia do sistema reprodutor
para o surgimento da classe dos mamiferos. Nos oviparos o ovo fertilizado deve sobreviver
com suas reservas energéticas, para isso tem-se a gema. Na viviparidade, um 0rgéo
temporario é desenvolvido, para dar suporte continuo ao desenvolvimento do feto, fornecendo
agua, gases, nutrientes, mediacdo hormonal e defesa imunoldgica que sdo fungdes que apenas
a placenta pode cumprir (ROBERTS; GREEN; SCHULZ, 2016).
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FIGURA1 - FOTOGRAFIA DE PLACENTA HUMANA
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1A) Face materna da placenta. 2A) Face fetal da placenta com corddo umbilical

No humano, durante a segunda semana de gestacdo, o trofoblasto divide-se em
duas camadas: o citotrofoblasto, um trofoblasto celular; e o sinciciotrofoblasto, uma camada
sincicial periférica expansiva. Estes, associados ao mesoderma extraembrionario e ao Utero
iniciam a formacéo da placenta (SCHOENWOLF et al, 2016).

A placenta além de suprir as necessidades para o desenvolvimento do feto
também deve evitar que agentes potencialmente perigosos que circulam no sangue materno
entrem em contato com o ser em formacéo, atividades distintas que a placenta é capaz de
realizar gracas a sua arquitetura e organizacdo dos sinciciotrofoblastos. A placenta madura
compreende uma massa de vilosidades fetais que se projetam para um espaco interviloso
revestido por sinciotrofoblastos que garantem sua caracteristica de invasdo ao tecido materno
sem a sua eventual rejeicdo. A placenta divide-se entdo em uma face fetal e uma face
materna, apresentadas na Figura 1 (STAUD; KARAHODA, 2018).

Cerca de 100 artérias espiraladas realizam a entrada de sangue materno nos
espacos intervilosos, permitindo a entrada de cerca de 150 mL de sangue materno, que é
substituido de 3 a 4 vezes por minuto, deixando 0s espacos intervilosos pelas veias
endometriais (SCHOENWOLF et al, 2016).

N&o é correta a ideia de que a placenta confere ao feto uma barreira. A placenta é
uma barreira bem mais permeavel quando comparada a barreira hematoencefalica. Assim,

algumas doencas que normalmente seriam facilmente debeladas pelo sistema imune, podem
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ser um grande problema para o feto, gerando infec¢Oes e colocando a gestacdo em risco
(HEEREMA-MCKENNEY, 2018).

A transmissdo materno-fetal de patdgenos pode ocorrer por quatro vias
diferentes: através do endotélio vascular materno para os trofoblastos extravilosos
endoplacentarios, através de macréfagos maternos infectados que também infectam os
trofoblastos placentarios, por infec¢do ascendente do trato urogenital, e por fim por rotas
paracelulares do sangue materno para capilares fetais (LEON-JUAREZ et al, 2017).

Quando a transmissdo materno-fetal de patdgenos € bem-sucedida o feto esta
sujeito a infeccOes. As infecces da gravidez sdo objeto de estudos ha décadas. Em 1971, o
imunologista Andres Nahmias usou pela primeira vez o acronimo TORCH para se referir a
um grupo de infec¢es fetais; sdo elas: toxoplasmose (To), rubéola (R), citomegalovirus (C) e
a herpes simplex (H), Posteriormente em 1975, Harold Fuerst prop6s adicionar a sifilis na
lista de doencas deste acronimo e revisar a sigla para STORCH. Atualmente a letra O, em
maiusculo, desvinculou-se de toxoplasmose e representa “Outras infecgdes”, a Zika é um
exemplo destas (LEUNG et al, 2020).

No Brasil, as infec¢bes congénitas sdo alvo de interesse da Saude Publica, visto
seu potencial de impacto na morbimortalidade de recém-nascidos e 0s custos que 0 mesmo
produz. Tais infeccbes podem causar efeitos teratogénicos, que levam a aborto,
malformacdes, restri¢cdes de crescimento intrauterino, entre outros (LIMA, 2018).

Além da transferéncia do proprio patdgeno, a placenta permite a transferéncia
bidirecional de citocinas inflamatorias como a interleucina (IL)-6, que pode conferir,
dependendo das suas concentracdes, risco adicional ao feto (ZARETSKY, 2004).

Outras situacdes também conferem risco a gravidez e ao feto, como, a diabetes,
sindromes hemorragicas, doencas autoimunes e sindromes hipertensivas, como a pré-
eclampsia que esta associada a substancial morbimortalidade materna e fetal e caracteriza-se
por placentacdo defeituosa, isquemia na placenta, estresse oxidativo na interface materno-

fetal e desequilibrio angiogénico que gera dano endotelial (PHIPPS et al, 2019).

1.3 SARS-CoV-2

Em Dezembro de 2019, no dia 31, a Organizacdo Mundial da Saude foi alertada
acerca de diversas notificacbes de pneumonias na regido de Wuhan. Um novo tipo de
Coronavirus havia surgido (BRASIL, 2022).

Os membros da Familia Coronaviridae sdo virus de RNA de fita simples positiva
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envelopados. Todos os coronavirus compartilham semelhangas em sua estrutura, sao elas:
uma grande glicoproteina de membrana homotrimérica chamada Proteina Spike S, uma
Glicoproteina de Membrana M, a proteina do Envelope E e a proteina N do nucleocapsideo,
uma fosfoproteina de ligacdo ao RNA (ICTV, 2021).

A primeira cepa de Coronavirus humano (HCoV) foi isolada em 1965, da
secrecdo nasal de um paciente até entdo com um resfriado comum. Desde entdo mais de 30
cepas do Coronavirus humano foram identificadas. Entre 2002 e 2003 houve a descoberta de
um Coronavirus (SARS-CoV) altamente patogénico, capaz de causar um quadro de sindrome
respiratoria aguda grave. Apos a descoberta do SARS-CoV, como ficou conhecido, mais duas
cepas de Coronavirus zoon6ticos capazes de infectar humanos de forma grave foram
descobertos. As cepas ddo origem as doencas conhecidas como: sindrome respiratéria do
Oriente Médio (MERS-CoV) descoberto em 2012, e o novo coronavirus de 2019 (SARS-
CoV-2) em Wuhan (LIU; LIANG; FUNG, 2021). Sua taxonomia, assim como alguns

exemplos de Coronavirus humano pode ser visualizada na Figura 2.

FIGURA 2 - TAXONOMIA DOS MEMBROS DA FAMILIA CORONAVIRIDADE

Familia:
Coronaviridae

Subfamilia: Subfamilia:
Coronavirinae Letovirinae

Género: Género: Género: Género:
Alphacoronavirus Betacoronavirus Deltacoronavirus Gammacoronavirus

HCoV-0C43
HCo-HKU1
SARS-CoV

SARS-CoV-2
MERS-CoV

(Pat6égenos humanos)

HCoV-229
HCoV-NL63
(Patégenos humanos)

FONTE: ICTV, 2021.
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Segundo o Painel da Organizacdo Mundial da Saude, até 13 de Junho de 2022, o
SARS-CoV-2 causou 611.421.786 casos confirmados, com 6.512.438 obitos em todo o
mundo. Sendo a Europa o continente mais afetado, e o Brasil teve 34.607.947 casos
confirmados e 685.604 Gbitos (OMS, 2022).

A transmissdo do virus ap6s anélise de evidéncias cientificas foi definida por trés
modos: contato, goticulas e aerossois. Na transmissdo por contato, a infeccdo é transmitida
por contato direto com pessoas ou objetos e superficies contaminadas, e seguido de toque em
regibes revestida por mucosa como nariz e boca. Para a transmissdo por goticulas é
necessaria a exposicdo a material respiratdrio expelido contendo virus, situagdo comum em
processo de tosse ou espirro, com uma maior probabilidade de contaminacdo, quando a
mesma estd a menos de um metro de distancia. Na transmissao por aerossois, o material
respiratério expelido contendo o virus € menor e pode passar horas suspenso no ar e sao
carregadas por mais de um metro de distancia (BRASIL, 2021).

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode variar de quadros assintomaticos a quadros
graves que evoluem para 6bito. Os sintomas mais comuns incluem febre, tosse seca, dispneia,
fadiga, alteracbes do paladar e perda de olfato, contudo outros sintomas também foram
atribuidos a esse quadro infeccioso, sdo eles: dor de cabeca, dor de garganta, rinorreia e
disturbios gastrointestinais semelhantes a um quadro de infeccdo gastrointestinal. Sintomas
graves também foram identificados, entre eles, hipoxemia, sindrome do desconforto
respiratorio agudo, complicacdes tromboembdlicas e sindrome de disfuncdo de maultiplos
orgdos (AGUIAR et al, 2021).

Apo0s a entrada no corpo humano, o SARS-CoV-2, adere as células do epitélio
respiratorio superior, gracas ao reconhecimento e ligacdo da proteina viral e superficie,
denominado Proteina S, ao receptor no tecido (BRITO et al, 2020). A enzima conversora da
angiotensina 2 (ECA2), € uma metaloprotease que exerce fungdo catalitica essencial no
sistema renina-angiotensina sendo um receptor essencial na fusdo celular nas infecgdes por
coronavirus in vivo. A ECA2 foi identificada em 2000 e esta localizada no cromossomo X,
mais precisamente na localizagdo cromossoémica Xp22 (IMAI; KUBA; PENNINGER, 2007).

O SARS-CoV-2 infecta principalmente células que expressam o receptor da
enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2) e a enzima proteolitica Serina Protease
Transmembrana 2 (TMPRSS2), tais como, pneumdcitos (SANTOS; TAVARES; MENGEL,
2020). Células da mucosa oral também sdo acometidas, visto sua maior expressao de ECA2,
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e representam um alto potencial de disseminacdo do virus, tal fato pode representar um fator
para as alteracdes gustativas presentes no curso da doenca (PORTO et al, 2021).

Apdbs o reconhecimento do receptor, o envelope viral funde-se a membrana
citoplasmatica, segue para o citoplasma e libera acido ribonucléico (RNA) viral de fita
simples esta acdo inicia o processo de replicagdo viral. O material viral une-se ao reticulo
endoplasmatico e posteriormente é encaminhado ao complexo de Golgi. Ao fim, ha liberagéo
por brotamento. A replicacdo acontece de forma mais ativa nas células epiteliais respiratorias
do tipo 1 e 2. Esse novo material viral pode invadir a corrente sanguinea, causando
disseminacéo por via hematogénica, proporcionando o pico de viremia (BRITO et al, 2020).

Shook (2021) e grupo, em andlise de 68 placentas (38 positivas para infeccéo por
SARS-CoV-2 e 30 negativas) verificram a expressdo de ECA2 e TMPRSS2 no tecido
placentario. Houve uma expressao ndo sobreposta de ECA2 e TMPRSS2 dentro da placenta e
uma expressao mais fraca de TMPRSS2 em comparagdo com ECA2. Entretanto, um achado
interessante foi a expressdo mais elevada de TMPRSS2 em placentas masculinas em
comparacdo placentas femininas, sugerindo uma maior expressdo de TMPRSS2 basal em

homens.

1.4 Estrogénio e seus receptores na regulacdo da funcgéo placentéaria

Os estrogénios sao os principais horménios sexuais femininos. Exercem efeitos
em diversos sistemas fisiologicos além do reprodutivo, dentre eles, tegumentar,
cardiovascular, nervoso central, imunoldgico, metabdlico, esquelético e excretor. Em
humanos, trés formas de estrogénios séo sintetizadas, Estrona (E1), Estradiol (E2) e Estriol
(E3), que sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico liso a partir do Colesterol (C-27)
(ROUHIMOGHADAM et al, 2020).

Os receptores de estrogénio (ER) sdo membros da superfamilia de receptores
nucleares e possuem dois subtipos. O receptor de estrogénio do tipo Alfa (ERa), que ¢
expresso majoritariamente no Utero, ovario, testiculo, figado, coragdo e rim, esta relacionado
a promocao da progressdo do ciclo celular e proliferacdo celular. E o receptor de estrogénio
do tipo Beta (ERp), que é expresso no ovario, Utero, testiculos, prostata, pulméo, trato
gastrointestinal, bexiga, sistemas hematopoiético e nervoso central e esta relacionado a
efeitos antagonicos ao ERa, sendo considerado assim antiproliferativo e pré-apoptético
(SAMPAIOQ, 2020).

Ambas as isoformas tambem podem ser expressas em tecidos como glandulas
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mamarias, 0sso e regifes do cérebro. Os receptores que sao constituidos por proteinas do tipo
transmembrana recebem esse sinal na superficie da célula-alvo (SAMPAIO, 2020). Na
década de 1950, Elwood V. Jensen, considerado o Pai dos receptores nucleares, descobriu o
receptor de estrogénio e posteriormente seu receptor nuclear (O’MALLEY; KHAN. 2013).
Cerca de 40 anos depois, pesquisadores encontram um receptor 0rfao que apoOs extensas
pesquisas identificam este como sendo o receptor acoplado a Proteina G de estrogénio
(GPER).

1.5 Receptores placentarios e seus papéis no desenvolvimento placentario

1.5.1 GPER, o receptor de estrogeno acoplado a proteina G

Um grupo de pesquisadores norte-americanos apresentaram resultados de
experimentos com uma linhagem de células de cancer de mama, conhecidas como SKBR3,
que até a época, ndo possuiam receptores de estrégeno conhecidos. Um receptor até entdo
orfao tornou-se um candidato, visto sua capacidade de ser expresso e intermediar a
sinalizacdo na ativacdo, dependente de estrogénio, da adenilato ciclase e do receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR) (THOMAS et al, 2005).

O GPER é um receptor de membrana com sete dominios transmembrana
acoplados a proteina G e conta com um complexo heteromérico com 3 subunidades, a, B, 7.
Quando hé ligacdo do hormbnio, acontece uma modificacdo conformacional que resulta no
desacoplamento da subunidade Go do Complexo Gy (SILVA, 2014).

Apesar de ser um receptor de membrana e por assim, presumir que este se
apresenta na membrana plasmatica, fortes evidéncias mostram que ele esta localizado em
compartimentos intracelulares, como o reticulo endoplasmaético, aparelho de Golgi e inclusive
na membrana nuclear de células cancerigenas que expressam GPER (LUO; LIU, 2020).

A ligacdo do GPER ao estrogeno ativa a proteina-quinase regulada por sinal
extracelular 1 e 2 (ERK1/2), essas proteinas participam de diversos processos como: adesdo
celular, progressdo do ciclo celular, migragdo celular, sobrevivéncia celular, diferenciacéo,
metabolismo, proliferacgdo e transcrigdo (ROSKOSKI, 2012).

Essa ativagdo do GPER ao estrogeno induz o aumento da fosforilacdo dos canais
Cav 1.3 levando ao aumento de calcio intracelular (Ca**) o que pode explicar as
caracteristicas pro-sobrevivéncia do estradiol (MACEDO, 2020). Sua via de sinalizagio

candnica e ndo candnica pode ser vista na Figura 3 para uma melhor compreensao.
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FIGURA 3 VIAS CANONICA E NAO CANONICA DE SINALIZAGAO DO ESTROGENIO
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Outros eventos sdo desencadeados apds ligacdo do estrogeno ao GPER por
sinalizacdo de segundos mensageiros, incluindo, producdo de monofosfato de adenosina
ciclico (cCAMP), geracdo de inositol trifosfato (IP3), ativacdo das quinases de proteina ativada
por mitégeno (MAPK) (FILARDO et al, 2000).

A fungdo do GPER também estd relacionada a outras proteina-quinases nao
receptoras como a c-Src, que é um membro representativo de uma familia que inclui nove
genes de tirosina quinases ndo receptoras, e tem um papel fundamental na modulacdo de
varias vias de sinalizacdo, cuja ativacdo esta relacionada aos efeitos na modulacdo direta e
indireta da sinalizacdo mitogénica, organizacdo do citoesqueleto, angiogénese, motilidade,
progressao do ciclo celular, sobrevivéncia e proliferacdo (BELLI et al, 2020). A participacdo

da Src na sinalizacdo estrogénica pode ser vista na Figura 4.
FIGURA 4. VIAS DE SINALIZAGAO DO ESTROGENIO
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1.5.2 Receptor tipo | da angiotensina (AGT1R) e seu papel no desenvolvimento

placentario

A angiotensina Il (Ang Il) € um horménio vasopressor potente e um importante
regulador da secrecdo de aldosterona. Pode ser gerado localmente na placenta e regula o
transporte sincicial, a contratilidade vascular e a invaséo trofoblastica. A Angll atua através de
dois subtipos de receptores, AGT1IR e AGT2R, que normalmente mediam a¢des antagonistas.
Ambos os receptores sdo encontrados na placenta em populacBes trofoblasticas distintas
(BALI; SINGH; JAGGI, 2014).

A ativacdo dos AGTL1Rs esta relacionada a resposta inflamatoria. Nesse contexto,
evidéncias apontam para alteracdes inflamatdrias maternas como um mecanismo ativador de
AT1R que estariam associados a pré-eclampsia. A relacdo entre a ativacdo desse receptor € a

inflamacdo esté representada na figura 5.
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FIGURA5 ENVOLVIMENTO MOLECULAR DO RECEPTOR TIPO 1 DA
ANGIOTENSINA NA INFLAMAGAO

ERK172, JNK, p

Na figura 5 o0 Receptor AGT1R é representado pela sigla AT1.
FONTE: (BALI; SINGH; JAGGI, 2014)

Um dos fatores de transcricdo relacionado a ativacdo do AGT1R € o NF-kB.
Durante a gravidez normal, NF-xB funciona para apoiar a migra¢do celular, invasdo e
producdo de proteinas angiogénicas da placenta, através da ativagdo de varios genes-alvo.
Durante gestacfes patoldgicas como pré-eclampsia (PE), NF-kB ¢ altamente expresso
conforme descrito pelas setas vermelhas da Figura 6. NFkB pode induzir expressdo de
proteinas pré-inflamatorias e antiangiogénicas, promovendo ainda mais o estresse oxidativo,
inflamacé&o e disfungdo vascular que ocorre na PE. Vale destacar que ambos GPER e AT1R a
quinase intracelular Src, que estd envolvida no mecanismo de dano em diversas doengas
inflamatoérias, sendo essencial para o recrutamento e ativacdo de monocitos, macrofagos,

neutrofilos e outras células imunes (ARMISTEAD et al., 2020).
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FIGURA 6 ACOES DO NF K B NA PLACENTA SAUDAVEL E PRE-ECLAMPTICA.
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Fonte: ARMISTEAD et al., 2020.

1.6 Citocinas Inflamatérias na gravidez e risco para doencas do neurodesenvolvimento

Os mediadores inflamatérios afetam o cérebro durante o desenvolvimento.
Transtornos do neurodesenvolvimento, como transtorno do espectro do autismo,
comprometimento cognitivo, paralisia cerebral, epilepsia e esquizofrenia, tém sido associados
a inflamacdo no inicio da vida. Avancos recentes mostraram os efeitos da inflamacéo
sistémica no neurodesenvolvimento infantil (JIANG et al, 2018).

A ativacdo imune materna (MIA) é a ativacdo do sistema imunoldgico inato e
adaptativo devido a infeccdo, estresse, autoimunidade, asma, alergias ou inflamacdo. A
maioria dos desencadeantes de MIA em mulheres gravidas, no entanto, ndo leva a
neuropatologias na prole, portanto, acredita-se que a MIA atue como um primer de doenca ou

primeiro “hit”, predispondo individuos suscetiveis a novas exposi¢des ou “hits” mais tarde na



25

vida. Entende-se entdo que MIA pode influenciar o desenvolvimento do SNC fetal através do
aumento da producdo de citocinas inflamatorias (JIANG et al, 2018).

Pesquisas futuras devem se concentrar na identificacdo de individuos em risco e
intervencdes eficazes precoces para prevenir deficiéncias de desenvolvimento neuroldgico a

longo prazo.
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2 RELEVANCIAE JUSTIFICATIVA

A relacdo entre infecgdes virais e 0 desenvolvimento de psicoses e esquizofrenia €
0 objeto de pesquisas recorrente nos ultimos 20 anos (FINEBERG; ELLMAN, 2013). Nesse
contexto, a relacdo entre infeccdes virais na gestacdo e sua capacidade de trazer dano ao
desenvolvimento fetal, elevar a morbimortalidade materna e perinatal e correlacionar-se com
o0 desenvolvimento de desordens afetivas e psiquiatricas na vida adulta aponta a relevancia do
assunto (OLIVEIRA; HONORIO JUNIOR; ARAGAO, 2021).

Apesar das evidéncias apontando para alteragdes placentarias como marcadores de
predicdo para o risco de transtornos do neurodesenvolvimento, esta area de estudo em
humanos ainda esta bem incipiente, sendo as principais evidéncias no momento atual
provenientes de modelos animais.

A COVID-19 em casos graves € capaz de produzir reacBes imunoldgicas
excessivas que caracterizam um quadro de hiperinflamacdo sistémica, também chamado de
tempestade de citocinas (KIM et al, 2021).

As citocinas estdo relacionadas a liberacdo do horménio cortisol. Durante a
gestacdo niveis elevados de cortisol estdo associados a uma variabilidade de anormalidades
cerebrais e dopaminérgicas (GLOVER; CONNOR; O’DONNEL, 2010; KAPOOR;
PETROPOULQOS; MATTHEWS, 2008; SANDMAN et al., 2018). Evidéncias sugerem que
bebés do sexo masculino apresentam um risco aumentado para esses atrasos no
desenvolvimento, um dos mecanismos subjacentes a esta vulnerabilidade é uma menor
expressao de enzima metabolizadora de cortisol 113-HSD2 nas placentas de fetos do sexo
masculino. Mais recentemente a expressao aumentada do receptor de estrogeno GPER foi
associada a reducdo do risco de transtornos do neurodesenvolvimento em criangas expostas a
infeccBes virais na gravidez (CHAN; NUGENT; BALE, 2018; ELLMAN et al, 2019;
FINEBERG et al., 2013),

Nesse contexto, procuramos através da presente pesquisa, buscar alteracdes na
placenta de mulheres expostas ao virus SARS-CoV2 na gestacdo que possam estar
correlacionadas com alteragdes do neurodesenvolvimento em criangas, visto que estudos
publicados previamente mostram que alteracGes inflamatdrias e em vias intracelulares estao
associadas a este risco (AGUIAR et al, 2010; ERMAKOV et al, 2021; MULLER, 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar alteragBes na sinalizagdo estrogénica e inflamatoria em tecidos placentéarios de

mulheres que foram infectadas no terceiro trimestre de gestacao por SARS-CoV-2.

3.2 Objetivos Especificos
- Analisar a expressdo génica e proteica dos receptores GPER e AT1 da angiotensina em

tecido placentario fresco;

- Analisar a expressao génica e proteica da Src, um tirosina-quinase ndo-receptora, da
proteina RELA, uma subunidade do fator de transcricdo NF-KB e da citocina IL-6 em tecido
placentario fresco;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de pesquisa
Foi realizado um estudo transversal, observacional e descritivo.

4.2 Local, populagdo e amostra

A pesquisa foi realizada na maternidade de um complexo hospitalar universitario,
referéncia para gestagdes de risco e emergéncias.

A principio, a ideia era recrutar pacientes gestantes que viessem realizar servigos
ambulatoriais ou em trabalho de parto. Entretanto, a populagéo da amostra homogeneizou-se
de forma que boa parte da populacdo do estudo foi de mulheres atendidas no servigo de
emergéncia e encaminhadas para centro cirdrgico ou centro de parto humanizado da unidade.

As participantes do estudo realizaram teste de antigeno para Sars-Cov-2 por meio
de amostras de swab de conteldo nasofaringeo e assim foram divididas em grupos de
pacientes positivas ou ndo para o0 novo Coronavirus. A unidade decidiu, por meio de protocolo
interno, que pacientes positivadas deveriam ser submetidas a parto cirtrgico e isolamento no
puerpério.

Assim, os grupos foram separados de acordo com a sintomatologia apresentada e
o resultado do exame de PCR nasofaringeo, e sdo apresentados na Figura 7. O N amostral foi

de entdo, 5 mulheres em cada grupo.

FIGURA 7. FLUXOGRAMA DE ORGANIZACAO DOS GRUPOS DA PESQUISA
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4.3 Critérios de incluséo e excluséo
Foram incluidas mulheres que:

e Tivessem cima de 37 semanas de gestacao,

e Residissem em Fortaleza e Regido Metropolitana,

e Assinassem o TCLE,

e Respondessem o questionario da pesquisa,

e Que aceitassem realizar coleta de sangue materno e fetal, coleta de liquido
amnidtico, swab naosfaringeo para exame de PCR e coleta da placenta e
corddao umbilical.

Os critérios de excluséo foram mulheres:
e Cujos recém-nascidos viessem a 6bito
e Que ndo tivessem interesse em manter contato com os pesquisadores
e Menores de idade e legalmente incapazes
e Mulheres diagnosticadas com pré-eclampsia, diabetes melitus e retencao

de crescimento intra-uterino.

4.4 Coleta de dados
Durante o primeiro semestre de 2021 uma equipe foi treinada para recolher os

materiais bioldgicos das pacientes que apresentassem sintomas de sindrome gripal,
principalmente os casos suspeitos de Sars-Cov-2 que aceitassem participar da pesquisa.

Quando da realizacdo do parto, a equipe da pesquisa era acionada a fim de
recolher material biologico, ficha de recrutamento e termo de consentimento livre e
esclarecido. A equipe teve treinamento acerca do uso de equipamentos de protecdo individual
e rotina de isolamento hospitalar.

A visita & paciente consistia em esclarecimento acerca do que se tratava a
pesquisa, a importancia da mesma e a coleta de seu consentimento para que na sequencia,
fossem realizados os questionarios e testes com as amostras bioldgicas. O questionario baseia-
se em coleta de informacGes acerca do perfil socioeconémico, evolucédo da doenca, possiveis
comorbidades associadas a gravidez atual e/ou anterior, historico familiar de doencas e
agravos, historico de salde da paciente, medicacGes utilizadas, uso de vitaminas, &lcool ou

drogas.
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4.5  Analise das amostras
Cada gestante gerou um numero consideravel de amostras, visto que diversos

tecidos foram recolhidos, entre eles: placenta, corddo umbilical, liquido amniotico, sangue
materno e swab nasofaringeo quando necessario, varios setores foram envolvidos o que
necessitou de uma organizacao logistica aplicada para todas as amostras serem analisadas sem

perdas.

45.1 Dissecacdo da placenta

A placenta foi colocada sobre uma bandeja de aco inoxidavel previamente limpa e
autoclavada, para que pudesse ser dissecada. Essa dissecacdo era iniciada pela face fetal, onde
eram divididas em quatro quadrantes, as regifes seccionadas tinham uma distancia média de
quatro cm da inser¢do do corddo umbilical e necessariamente precisariam estar localizadas
acima de um cotilédone, regides muito vascularizadas eram evitadas, visto que a placenta era
fresca e o0 sangue impedia uma visualizacdo precisa. Cada quadrante dissecado foi dividido
em trés amostras, 0 &amnio da regido seccionada também foi coletado.

A face materna foi dissecada seguindo a mesma ldgica da face fetal, e
necessariamente foi retirada do mesmo cotilédone, nesta face ndo ha presenca de amnio.

As amostras da face fetal e face materna foram acondicionados em microtubos
graduados de 2 ml, onde em um microtubo havia 500ul de uma solugdo tampéo fosfato-salino
esterilizado, outro microtubo havia 300 pul de uma solucdo inibidora de RNAse(SIGMA-
ALDRICH®) , e por fim um microtubo sem nenhuma solucdo ou aditivo quimico.

O material que serviria aos propositos da pesquisa ao fim do processo foi
armazenado em freezer a uma temperatura média de -80 °C e o restante foi devidamente

descartado visto suas caracteristicas potencialmente infectocontagiosas

45.2 Extracdo e quantificacdo de proteina total das amostras

As amostras foram descongeladas e homogeneizadas manualmente com Tampao
de lise RIPA 1X, centrifugadas e realizada quantificacdo de proteinas totais por Metodo de
Bradford.

O ensaio de Bradford foi realizado em uma placa de ELISA de 96 po¢os com um
volume final de 200uL em duplicata. A curva padrdo foi realizada com BSA e as amostras
passaram por leitura de absorbancia no comprimento de onda de 595 nm no

espectrofotémetro.
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Apos termos a quantificacdo de proteina total realizamos uma média de quanto
seria necessario de cada quadrante para gerar um pool de proteinas na concentracdo de 30ug

para a técnica de Western Blot.

45.3 Western Blot

Para a corrida, utilizamos géis de poliacrilamida. Em primeiro momento a
voltagem foi de 80V para que todas as proteinas corressem pelo gel de stacking e ficassem de
forma mais uniforme possivel. Apds esse periodo a voltagem era aumentada para 120V e
cessava-se a corrida quando a banda de interesse ficasse em evidéncia. A etapa de
transferéncia para membranas de nitrocelulose (SIGMA-ALDRICH®) acontecia ap6s
hidratacdo da mesma na ordem: Metanol, H.O Destilada ¢ Tampao Towbin por sistema semi-
dry(THERMO FISHER SCIENTIFIC®).

Apds essa etapa, inicia-se 0 bloqueio e posteriormente a incubagdo do anticorpo
primario durante toda a noite. Pela manhd, as amostras eram lavadas por 3 vezes, 5 minutos
cada, com tampdo TBS-T gelado. O anticorpo secundario era incubado por duas horas e

novamente lavado por 3 vezes de 5 minutos e revelado em fotodocumentador.

45.4 Reacdo em Cadeia de Polimerase

Para esta etapa as amostras que foram acondicionadas em solucdo inibidora de
RNASE(SIGMA-ALDRICH®) comercia e passaram por uma extragdo com TRIZOL®.0
protocolo envolvia lavagens com cloroférmio, isopropanol e centrifugacbes onde ao fim
conseguimos um pellet que era 0 nosso objetivo, 0 RNA total. Apds essa fase, seguimos para a
sintese de cDNA com Kit de transcricao reversa(SIGMA-ALDRICH®).

Um pool com as amostras como foi feito para o0 Método de Western Blot também
foi realizado para essa etapa. Ao fim foi realizado o protocolo de Reacdo em Cadeia de
Polimerase para analisar a expressdo do gene-alvo nas amostras.

A sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados nessa metodologia pode ser

vista no Quadro 1.

4.6 Aspectos éticos e legais da pesquisa
Seguindo a Resolugéo 466/12 a pesquisa comprometeu-se em respeitar a vida na
otica do individuo, das coletividades, da bioética, assegurando a autonomia, ndo maleficéncia,

beneficéncia, justica e equidade, e visando assegurar os direitos e deveres que dizem respeito
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aos participantes da pesquisa, a comunidade cientifica e ao Estado.

Aos participantes foi dado o poder de desistir a qualquer momento e escolher se
seus dados seriam utilizados ou ndo nos resultados da pesquisa. A pesquisa passou pela
apreciacdo na Plataforma Brasil e tem 0 nimero de parecer: 4.492.367.

Apo6s o consentimento da paciente o material bioldgico era levado para o
laboratério de pesquisa, onde uma bancada foi isolada para restringir a0 méaximo a

contaminacdo daqueles que se utilizavam do ambiente.

4.7 Anédlise estatistica
A andlise dos dados foi realizada através do Software GraphPad Prism para

Windows versdo 9. Foram realizados os testes de Normalidade Shapiro-Wilk. Os testes de
comparagdes multiplas de Dunn’s e Tukey’s foram escolhidos segundo o tipo de distribui¢ao

de amostra. Valores significativos para as analises foram considerados P<0,05.

Quadro 1: Sequencia de nucleotideos dos primers utilizados para expressdo génica por reacdo em cadeia de
polimerase (PCR).

(Homc;esgi)iens) Primer Forward Primer Reverse
AGTR1 AGATTGCTTCAGCCAGCGTC GAAGGCGGGACTTCATTGGG
GPER1 GTGAACATCAGCTTCCGCGA GGTGAGGAAGAAGACGCTGC
IL-6 CAGGAGCCCAGCTATGAACT GAGGTGCCCATGCTACATTT
RELA GAAGGAACGCTGTCAGAGGC CGGATGCCAGGTCTGTGAAC
SRC TCCATCCAGGCTGAGGAGTG TGGAGTAGTAGGCCACCAGC

AGTR1: Receptor de Angiotensina Il Tipo 1; GPER1: Receptor 1 de Estrogénio Acoplado & Proteina G;
IL-6: Interleucina 6; RELA: Proto-Oncogene, Subunidade NF-KB; SRC: Proto-Oncogene, Nao Receptor Tirosina
Quinase.

FONTE: Autor da Obra
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RESULTADOS

A média da idade materna das mulheres que compdem 0s grupos da pesquisa é
em torno de 23,81 anos, a média da idade gestacional é de 39,77 semanas, a do peso dos
recém-nascidos € de 3618,2 gramas e a estatura € de 49,4 centimetros. O sexo dos bebés foi
predominantemente feminino (60%), assim como o parto cesareo foi o que mais prevaleceu e
nenhuma das criangas nasceu com o escore de Apgar menor que 8.

As amostras foram divididas em trés grupos cujas caracteristicas

sociodemogréaficas podem ser vistas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas sociodemogréaficas das participantes

Grupos
Controle Exposto Covid-19 p valor
Idade Materna (anos) 25,20 + 5,630 23,80 + 6,648 27,20+ 7,563  0,7259
Idade Gestacional (semanas) 39,77 +£0,5013 39,60 +0,8857 38,08 £ 0,5483*+ 0,0031
vaginal 4 (80%) 0 (0%) 0 (0%)
Tipo de parto 0,011
cesareo 1 (20%) 5 (100%) 5 (100%)
8 3 (60%) 2 (40%) 2 (40%)
APGAR 1’ 1,000
9 2 (40%) 3 (60%) 3 (60%)
8 1 (20%) 0 (0%) 1 (20%)
APGAR 5’ 9 3 (60%) 5 (100%) 4 (80%) 0,725
10 1 (20%) 0 (0%) 0 (0%)
Masculino 2 (40%) 2 (40%) 2 (40%)
Sexo do RN o 1,000
Feminino 3 (60%) 3 (60%) 3 (60%)
Peso do RN 3586 + 337,1 3639 + 665,0 3630+ 7214  0,9889
Estatura do RN 49,20+1,924 50,20 + 2,168 48,80+2,168 0,5143

*Controle vs Covid-19, p<0,01; *Sindrome gripal vs Covid-19, p<0,01.

5.1 Analise da Expressdo Génica
Os niveis relativos de expressdo génicas dos marcadores escolhidos foram

mensurados por meio da técnica de cadeia de polimerase e calculados de acordo com o
método de Livak e Schmittgen (2001).

A figura 8 mostra a expressdo génica relativa de Src na placenta. Foi observado
que na face fetal, o grupo COVID-19 ndo apresentou diferenca em relagdo ao grupo

Controle. O grupo Exposto ndo apresentou diferenca estatistica, mas houve uma diminuicao
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da média em relagdo ao grupo controle.

Ja4 na face materna podemos observar que o grupo COVID-19 apresentou
diferenca estatistica (p=0,0158) quando comparado ao grupo Controle e quando comparado
ao grupo Exposto (p=0,0490). Nao houve diferenca entre o grupo Exposto e Controle.

Também foram comparadas as diferencgas entre as faces das placentas e entre 0s
grupos. Houve diferenca estatistica entre os grupos COVID-19 da face materna vs 0 grupo
COVID-19 da face fetal (p =0,0347*). Também surgiu diferencas entre os grupos COVID-19

face materna vs o grupo Exposto da face fetal (p=0,0043**)

FIGURA 8 - EXPRESSAO GENICA RELATIVA DE Src NA PLACENTA
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Niveis de expressdo génica relativa de SRC (Proto-Oncogene, Ndo Receptor Tirosina Quinase) na placenta em
sua face fetal, apresentando diferenca estatistica de (p=0,0490) entre os grupos COVID-19 e exposto na face
materna, (p=0,0158) entre os grupos COVID-19 e controle também na face materna. Entre as faces foi possivel
observar a diferenga estatistica de (p=0,0347*) entre o Grupo COVID-19 da Face materna e o Grupo COVID-19
da face fetal. E diferenca estatistica (p=0,0043**) entre os Grupos COVID-19 da Face materna e o grupo
Exposto da Face Fetal. Cada coluna representa a média (n=5). Testes realizados: ANOVA two-way. Pos-teste de
Tukey.

A figura 9 mostra a analise da expressao génica da proteina RELA (p65NF-KB),
0 grupo COVID-19 apresentou diferenca estatistica (p=0,0118) na Face materna, quando
comparado ao grupo Controle e quando comparado ao grupo Exposto ( p=0,0269). Ndo ha
diferenca estatistica entres os grupos Exposto e Controle na face fetal. Ja na face materna, o
grupo COVID-19 ndo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao grupo Controle

e Exposto. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos Exposto e Controle.
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FIGURA 9 - EXPRESSAO GENICA RELATIVA DE RELA NA PLACENTA
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Niveis de expressao génica relativa de RELA (Proto-Oncogene, Subunidade NF-KB) na placenta em sua face
materna, apresentando diferenga estatistica de (p= 0,0118) quando comparado o grupo COVID-19 com o grupo
Controle e diferenga estatistica de ( p=0,0269) quando comparado os grupos COVID-19 e Exposto. Niveis de
expressao génica relativa de RELA (Proto-Oncogene, Subunidade NF-KB) na placenta em sua face fetal ndo
foram encontrados. Cada coluna representa a média (n=5).

Em relacdo a expressdo génica do receptor de estrogeno (GPER) a figura 10
mostra que na face materna, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos COVID-19 e
Controle, mas houve um aumento da média. Nao houve aumento de expressao entre 0s
grupos Exposto e Controle. Na face fetal, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
COVID-19 e Controle e os grupos COVID-19 e Exposto, entretanto, houve uma diminuicao

da média entre os grupos Exposto e Controle.

FIGURA 10 - EXPRESSAO GENICA RELATIVA DE GPER NA PLACENTA
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Niveis de expressdo génica relativa de GPER (Receptor de estrogénio acoplado a proteina G) na placenta em sua
face fetal e materna. Cada coluna representa a média (n=5).
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Em relacdo a expressdo génica do receptor AGTR1, podemos observar na figura
11, que na face fetal, o grupo COVID-19 néo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao
grupo Controle, mas houve um aumento da média. O grupo COVID-19 ndo apresentou
diferenca estatistica em relacéo ao grupo Exposto. O grupo Exposto ndo apresentou diferenca
estatistica em relacdo ao grupo Controle, mas houve um aumento da média.

Na face materna, o grupo COVID-19 ndo apresentou diferenca estatistica em

relacdo ao grupo Controle e ao Grupo Exposto.

FIGURA 11 - EXPRESSAO GENICA RELATIVA DE AGTR1 NA PLACENTA
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Niveis de expressdo génica relativa de AGTR1 (Receptor de Angiotensina Il Tipo 1) na placenta em sua face
fetal e face materna. Cada coluna representa a média (n=5).

A figura 12 mostra a analise da expressdo génica da Interleucina-6. Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos COVID-19, Exposto e Controle na face fetal. O grupo
COVID-19 nédo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle na face
materna, mas houve um aumento de 4 vezes tanto no grupo Exposto como no grupo COVID-
19.
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FIGURA 12- EXPRESSAO GENICA RELATIVA DE IL-6 NA PLACENTA
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Niveis de expressao génica relativa de 1L-6 (Interleucina 6) na placenta em sua face fetal. Niveis de expressao
génica relativa de IL-6 (Interleucina 6) na placenta em sua face materna. Cada coluna representa a média (n=5).

5.2 Analise da expressao proteica
A expressdo de proteinas pode ser definida de forma geral como, a identificacéo

de proteinas em um determinado momento, em um conjunto de especificidades de condicdes
e em um determinado tecido. Em geral, é comparada a expressao em amostras de referéncia.
A utilizacdo do perfil de expressdo de proteinas se da pelo fato de que proteinas contém
informacdes, e esses dados especificos, se alteram em situacdes de estresse interno ou externo
ao organismo (BRADLEY; KALAMPANAYIL; O’'NEILL, 2009).

As analises proteicas ndo mostraram diferencas entre os grupos analisados. Na
Figura 13 é mostrada a expressdo relativa de proteina na Face fetal e na Face materna,

normalizado pela proteina 3-Actina entre os grupos Controle, Exposto e Covid.

FIGURA 13 — Anélise relativa de proteina na Face fetal e na Face materna das Proteinas:
GPER, AKT total, ERK total e NF-KBp65
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(A) Expresséo relativa de proteina na Face fetal de GPER. (B) Expresséo relativa de proteina na Face materna
de GPER. (C) Expressao relativa de proteina na Face fetal de AKT total. (D) Expressao relativa de proteina na
Face materna de AKT total. (E) Expressao relativa de proteina na Face fetal de ERK total. (F) Expressao
relativa de proteina na Face materna de ERK total.
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DISCUSSAO

Os resultados do estudo demonstraram, até o presente momento, que houve
alteracdes em marcadores inflamatérios e da via de sinalizacdo estrogénica nas placentas
expostas a COVID.

O cérebro humano € particularmente sensivel ao estresse oxidativo, visto seu
elevado consumo de oxigénio, a fim de manter suas funcdes fisiologicas estaveis. Para além
da placentacdo anormal, que em muitos casos esta ligado a quadros de pré-eclampsia e
resulta em quadros inflamatdrios, as infecgdes durante a gestacdo também sao responsaveis
por elevar esses quadros.

Ainda no inicio da Pandemia por SARS-CoV-2, pacientes nao gravidas
apresentaram quadros clinicos com proteinuria, hipertensdo e trombocitopenia, tais achados
caracterizam um possivel quadro de pré-eclampsia, doenga hipertensiva da gravidez que em
casos graves é associado a desfechos obstétricos fatais para mée e bebé. O mecanismo pelo
qual é possivel relacionar a pré-eclampsia ao COVID-19 é a disfuncao endotelial (JUNG et
al, 2022).

A funcéo de Src é bem estabelecida em tecido uterino e glandulas mamarias, suas
funcbes incluem a regulacéo da proliferacdo celular, angiogénese e a atividade invasiva de
outras células (JEONG et al, 2020).

Na via estrogénica um dos mecanismos de sinalizacdo, é a ativacdo de Src que
leva a uma cascata de eventos com atividades bioldgicas. No presente estudo, a expressao
relativa de Src aumentou significativamente na face materna no grupo COVID-109.

O grupo de Jeong em 2020 avaliou a expressdo de Src em 20 placentas de
mulheres com pré-eclampsia e 0s niveis de expressao relativa de Src estavam diminuidos em
placentas pré-eclampticas quando comparadas as placentas controle.

O que nos leva a crer que mesmo com o mecanismo de disfungdo endotelial
presente nas duas situacfes patoldgicas alguns biomarcadores se comportam de forma
distinta e que a via estrogénica foi mais fortemente ativada em placentas expostas ao virus do
COVID-19 (JEONG et al, 2020). Em linha com nosso achado, evidéncias mostram aumento
da Src na doenca trofoblastica gestacional

Alterac6es no momento da placentacdo forgam as células a sobreviverem em um
ambiente hipdxico, levando a um aumento de formas reativas de oxigénio. Esse estresse
oxidativo, ampara o desenvolvimento de um quadro de inflamacdo sistémica e local, regulada
por fatores de transcricdo como o fator nuclear kappa B (NF-kB) (SAKOWICZ et al, 2021).
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A placenta sintetiza uma variedade de citocinas o que levanta a possibilidade de
que exista uma producdo desses fatores que gera uma inflamagéo de grau baixo na gestacdo
em seu terceiro trimestre. Nesse contexto, 0 NF-kB apresenta funcéo fisioldgica na placenta e
guando aumentado esta relacionado a processos patoldgicos (DESOYE; MOUZON, 2007).

Como o diabetes mellitus gestacional, que j& é associada a desordens
metabdlicas, renais e oftalmicas levando, por exemplo, ao crescimento fetal excessivo.
Entretanto, novos riscos estdo sendo associados a essa patologia, como riscos
cardiovasculares e também neuropsiquiatricos, como o transtorno do espectro do autismo
(TEA), transtorno e déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) e atraso cognitivo
(SHEINER, 2020).

As anormalidades causadas pelo diabetes gestacional podem impactar
diretamente no metabolismo fetal alterando os niveis de nutrientes, como a glicose que €
critica para o desenvolvimento levando a atrasos. O metabolismo materno alterado
possivelmente estimula tanto as células adiposas, quanto as placentarias (KUNDU;
MAURER; STEVENS, 2021). O tecido adiposo e a placenta tém um rol de citocinas e genes
relacionados a inflamagdo comum (DESOYE; MOUZON, 2007).

O ambiente inflamatério é adverso e ha possibilidade de rotura prematura de
membranas levando a prematuridade e possivel ébito da prole. A longo prazo para 0s
sobreviventes é possivel um desdobramento que leva a complicagbes como a paralisia
infantil, transtorno do espectro autista e esquizofrenia (CHUDNOVETS et al, 2020).

Bangma et al (2021), em uma pesquisa envolvendo 14 hospitais de cinco estados
nos Estados Unidos da América, durante 4 anos, observaram que recém nascidos humanos
que passassem por episodios prolongados e intermitentes de inflamacdo apresentavam risco
aumentado de lesdo cerebral perinatal, se comparados a recém nascidos que enfrentaram
apenas uma episodio inflamatdrio. Nesse estudo, bebés que com inflamacdo placentaria
associada a inflamacdo neonatal sistémica eram mais propensos a apresentar dano a
substancia branca cerebral, visto seus indicadores no ultrassom cerebral, e também a
deficiéncias do desenvolvimento aos 24 meses de idade, quando comparados a bebés que
sofreram apenas com um das injurias inflamatorias (inflamacéo placentaria ou inflamacéo
neonatal sistémica)

O NF-kB que esta envolvido nesses processos inflamatdrios, € codificado pelo
gene RELA, que na face fetal das placentas analisadas pela pesquisa, apresentou uma maior

expressdo relativa no grupo Covid quando comparado aos grupos Exposto e Controle. O que
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confirma a hipdtese de que o ambiente fetal é afetado pelos fatores inflamatdrios durante as
infeccbes na gestacdo. O aumento da média € outro ponto que chama atencéo e indaga a
reflexdo acerca do futuro dos bebés da Pandemia e sua saude neuropsiquiatrica.

Conforme Macedo et al (2020), GPER1 apresenta potencial terapéutico no
tratamento da esquizofrenia em virtude dos processos bioldgicos associados a ele como,
modulacdo da apoptose, resposta inflamatéria, imunidade inata e neurogénese. Trabalho
recente usando modelo animal mostrou que as placentas que expressam mais GPER
protegem os fetos de alteracGes causadas por virus que podem levar a doencas do
neurodesenvolvimento. Nas placentas analisadas, entretanto, ndo houve uma diferenca na
expressao relativa de GPER1 em nenhuma das faces apesar do aumento de expresséo de Src
em face materna.

O receptor de angiotensina 2 é codificado pelo gene AGTR1, este foi analisado
nas placentas estudadas e apesar do aumento da média em ambas as faces das placentas do
grupo COVID-19, um aumento significativo da expressédo relativa ndo foi encontrado. O
AT1R também sinaliza para a Src.

Apesar da ECA2 ser reconhecidamente um fator chave na entrada do virus na
célula, Piqué-Regi (2020) em andlise transcriptdmica de célula Gnica concluiu que ECA2 e
TMPRSS2 séo minimamente expressos em placentas humanas. Corroborando L, que em
analise comparativa de uma Unica célula da expressdo de ECA2 e TMPRSS2 em tecidos
adultos e fetais, concluiu que algumas células trofoblasticas expressavam ECA2 na placenta,
entretanto, a propor¢do dessas células foi muito baixa em comparacdo com outros tecidos,
sugerindo que a possibilidade de transmissdo vertical também pode ser muito baixa.

Todavia, Gengler et al (2021), em suas analises in situ por imunohistoquimica
especifica e deteccdo de SARS-CoV-2 por PCR indicam que as células trofoblasticas, que
estdo em contato direto com o sangue materno no espago interviloso, detém uma forte
expressdo de ECA2 durante a gravidez.

Em relacdo as analises realizadas para verificar a expressdo relativa da
Interleucina-6 (IL-6), ndo foram verificadas diferencas significativas entre 0s grupos.
Entretanto, houve um aumento de 4 vezes do Exposto e COVID-19 em relagdo ao controle na
face materna. Aggarwal et al (2018) verificaram por resultados de PCR o aumento da
intensidade da banda de IL-6 em casos de pré-eclampsia em comparacdo com o controle.

O papel da IL-6 na capacidade de inducdo de sintomas pré-eclampaticos em ratas

e babuinas ja foi evidenciado, o que nos leva a crer que mais analises dessa citocina devam
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ser realizadas. Além disso, nos modelos de MIA a IL-6 € uma das citocinas mais relacionadas
com alteragdes neurodesenvolvimentais na crianca. Nesse contexto, 0 uso de anticorpos anti-
IL-6 na gravidez, em modelos animais, se mostrou protetor contra o desenvolvimento de
déficits neurodesenvolvimentais. Vale destacar que a citocina IL-6 produzida tem livre
passagem pela placenta (WU, 2017).

Em uma analise de 222 filhos de mées positivas para COVID-19, Edlow (2020) e
Sseu grupo perceberam que o diagndstico de transtornos do neurodesenvolvimento de criangas
até um ano dia idade foi mais comum entre os filhos expostos, principalmente aqueles
expostos a infeccdo materna no terceiro trimestre de gestacdo. A maioria dos diagndsticos
envolveu: disturbios motor e da fala ou linguagem.

O presente estudo teve algumas limitacGes. Dentre estas podemos citar 0 pequeno
nimero amostral, visto que cada placenta gerava muitas amostras para serem dissecadas,
armazenadas, extraidas e quantificadas para que no fim pudesse realizar a producéo do pool
com a maior salvaguarda de concentracdo e pela novidade que este tecido era a rotina do

laboratdrio, sendo necessario modificacBes em protocolos assim como suas otimizacoes.
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7 CONCLUSAO

A idade gestacional das mulheres infectadas pelo virus SARS-CoV-2 foi menor em
comparagdo ao grupo exposto e controle, bem como neste grupo o parto predominante foi o
ceséareo. As analises moleculares das placentas mostraram aumento significativo da proteina
NF-kB em mulheres infectadas com COVID-19. O receptor AT1 e a citocina IL-6
apresentaram-se aumentados nas placentas expostas e com COVID-19 ativa, porém este
aumento nao foi significativo. Em conjunto os dados obtidos mostram um aumento de
mecanismos inflamatorios nas placentas de pacientes expostas a COVID-19. Estes achados
podem apontar para um maior risco para 0 desenvolvimento de doengas do

neurodesenvolvimento nas criancas expostas ao virus da COVID-19 na gravidez.
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IDENTIFICAGAO DA PACIENTE
Nome da paciente:
Datadenascimento: _ / /  Idade:___ anos IG (inicio dos sintomas): _ s d
N2 do prontuario: CPF: Telefone: ()
Nome da mae:
Nome de um contato: Parentesco: Telefone: ()

CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

A paciente comtempla os seguintes critérios?
() E maior de 18 anos.

( ) Idade gestacional acima de 20 semanas.

() Apresenta sindrome gripal com inicio nos ultimos 14 dias.

DESCRIGAO DA SINDROME GRIPAL Inicio dos sintomas: ____ /_ /_
( ) Febre ( ) Tosse

( ) Calafrios ( ) Coriza

() Dor de garganta ( ) Disturbios olfativos

( ) Dor de cabeca ( ) Distarbios gustativos

Apresenta sintomas gastrointestinais? ( ) Nao( ) Sim

Se sim, quais?

Outros sintomas:

Apresentou algum sintoma que indicasse agravamento do quadro? ( ) Nao ( ) Sim / Quais?

( ) Dispneia/desconforto respiratorio ( ) Saturacao de O2 menor que 95%
( ) Pressao persistente no térax ( ) Coloracao azulada dos labios ou rosto
( ) Outro:

Foi vacinada contra Covid-19? ( ) Nao ( ) Sim

Se sim, quantas doses recebeu? ( ) 1 dose ( ) 2 doses

DOSE 12 dose 22 dose

DATA

FABRICANTE
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Endereco:
Comp.: CEP:
Bairro: Cidade: Estado:
Nacionalidade: Naturalidade:
Etnia/Cor da pele: ( ) Parda ( ) Amarela
( ) Branca ( ) Preta ( ) Outro:
Estado Civil:
( ) Solteira ( ) Uniao Estavel ( ) Parceira do mesmo sexo
( ) Casada ( ) Separada/Divorciada () Viava

Nivel de escolaridade:
() Analfabeta

( ) Ensino Fund. incompleto

Situacao ocupacional:
( ) Assalariada

( ) Auténoma

Situacao domiciliar (mora com):

( ) Parceiro
() Pais
( ) Familiares

N2 de residentes na casa:

Renda familiar anual:

( ) Até R$ 6 mil (até R$ 500/més)
( ) R$ 6 mil - R$ 12 mil (R$ 501 - R$ 1.000/més)

Tipo de assisténcia pré-natal:
( ) Publico
( ) Convénio

( ) Outro:

( ) Ensino Fund. completo
( ) Ensino Médio incompleto

( ) Ensino Médio completo

( ) Estudante
( ) Atividades domésticas

( ) Desempregada

( ) Amigos
( ) Sozinha
( ) Parceiro e pais

Ne de filhos:

( ) Ensino Superior incomp.
( ) Ensino Superior completo

( ) Pés-Graduacgao

( ) Afastada por m. médicos
( ) Nunca trab. e/ou estudou

( ) Outro:

( ) Parceiro e familiares
( ) Parceiro e amigos

( ) Outros:

N2 de cobmodos na casa:

( ) R$ 12 mil - R$ 24 mil (R$ 1.001 - R$ 2.000/més)

( ) Particular

( ) Publico e Convénio

( ) > R$ 24 mil (> R$ 2.000/més)

( ) Publico e Particular

( ) Convénio e Particular
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Numero de gestacgdes (incluindo a gravidez atual, ectépica, aborto):

Gestas: Partos: Abortos:

Gravidez anterior:

Desfecho da gestacao* IG Ano

*Utilizar para preencher o desfecho das gestacdes anteriores: Parto vaginal; Parto cesareo; Aborto (com
quantas semanas); Perda Fetal; Doenca trofoblastica gestacional.

Gravidez atual: () Unica ( ) Gemelar ( ) Tripla oumais ( )Ectépica ( )Ignorada
DUM IG (DUM) 1G (USG) DPP (DUM) DPP (USG)
1 s d s d 1 _

Desfecho gravidez atual:
Data / / Idade gestacional: S d
SexodoRN:( )F ( )M

Hora (aprox.)

Tipo de parto: Complicacoes obst.:

Histoéria de infertilidade? ( ) Nao ( ) Sim
Tratamento de infertilidade para essa gravidez?
( ) Nao ( ) Recusou

( )Sim ( ) Desconhecido

Se sim, qual tipo?

*Tratamento hormonal; Inseminacao artificial; Fertilizacao in vitro; Injecao intracitoplasmatica de
espermatozoides; Gravidez atual por ovo-doacao.
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HISTORIA FAMILIAR DE COMPLICACOES OBSTETRICAS

Algum membro familiar apresentou alguma das seguintes complicagdes: aborto, hemorragia pos-

parto, hipertensdao gest.,

Se sim, especifique abaixo:

Parentesco:

Parentesco:

Parentesco:

HISTORIA FAMILIAR DE COMORBIDADES
() Hipertensao arterial sistémica

() Diabetes Mellitus

( ) Dislipidemia

( ) Cardiopatia

( ) Anemia falciforme

( ) Obesidade

HISTORIA DA SAUDE MATERNA
( ) Hipertensao em uso de contraceptivo oral

( ) Hipertensao estagio 1 sem tratamento anti-
hipertensivo

) Diabetes Mellitus
) Diabetes Mellitus Gestacional

) Dislipidemia

(

(

(

() Cardiopatia
( ) Obesidade

( ) Anemia falciforme
(

) Infec¢@o do trato urinario durante a
gravidez / Em qual trimestre?

pré-eclampsia, eclampsia,
nascimento pré-termo, diabetes mellitus gest., 6bito fetal, ou 6bito neonatal?

Complicacao:
Complicacao:

Complicacao:

bebé < 2500g, anomalia congénita,
( )Nao( )Sim

() Artrite reumatoide

( )Asma

() Doenca inflamatdria intestinal
( ) Epilepsia

() Historia de depressao

( ) Sifilis

( ) Infeccao sexualmente transmissivel
() Artrite reumatoide

( )Asma

() Doenca inflamatdria intestinal

( ) Epilepsia

(

) Tromboembolismo com diagnéstico
confirmado

() Historia de depressao

( ) Fator V de Leiden

Sindrome do ovario policistico (SOP)? ( ) Nao( ) Sim

Se sim, foi confirmado por:
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MEDICAGOES EM USO NA GRAVIDEZ

SUPLEMENTOS VITAMINICOS E MINERAIS
Utilizou alguma suplementacao vitaminica e mineral antes de engravidar? ( ) Nao( ) Sim

Se sim, qual? Por quantos meses?

Utiliza/utilizou suplementacao vitaminica e mineral durante a gravidez? ( ) Nao( ) Sim

Qual suplementacao utilizada? (Se possivel identificar a marca)

( ) acido folico + sulfato ferroso () sulfato ferroso

( ) acido félico ( ) outra:

Em que periodo? (Indicar data de inicio e data de término, caso ndo esteja mais em uso.)
TERAPIAS ALTERNATIVAS

Utilizou terapias alternativas durante a gravidez? ( ) Nao( ) Sim

Se sim, especifique quais:

( ) Homeopatia ( ) Massagem
( ) Aromaterapia ( ) Yoga/Meditacao
( ) Acupuntura ( ) Outra:

HABITO/USO DE DROGAS

Fazia uso de alcool ou drogas antes de engravidar? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, qual(is)?

Com que frequéncia?

Parou de usar quando engravidou? ( ) Sim ( ) Nao

Faz uso de alcool ou drogas durante a gestacao atual? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, qual(is)?

Com que frequéncia?




APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Complicagcdes neuropsiquidtricas decorrentes da exposicao
pré-natal ao virus SARS-Cov2 e a complicagbes da gravidez: “Aten¢dao ao
Binomio mae-bebé”

Pesquisador Responsavel: Francisco Herlanio Costa Carvalho

Vocé estd sendo convidada a participar como voluntdrio de um estudo. Este documento,
chamado Termo de Consentimentolivre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como
participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o
pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assind-lo, vocé poderd esclarecé-las com o
pesquisador. Se preferir, pode levar para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas
antes de decidir participar. Se vocé ndo quiser participar ou retirar sua autorizacdo, a
gualqguer momento, ndo haverd nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo. Para que sua
participacdo seja possivel, serd necessdria também a autorizacdo e consentimento de um
responsavel legal, maior de idade.

Justificativa e objetivos: Com o desenvolvimento do presente projeto se pretende obter
biomarcadores de predicao para complicacbes maternos e perinatais relacionados a
exposicao ao SARS-CoV-2 e a complicagdes da gestacdo pela andlise dos exossomos
derivados da placenta obtidos través do plasma de gestantes. Exossomos constituem um
tipo de vesicula extracelular que faz a comunicagdao materno-fetal. O conhecimento destes
biomarcadores pode abrir oportunidades para a prevencao de alteragdes neuropsiquiatricas
desencadeadas pela exposicdo materna a fatores de risco como complica¢gbes da gravidez e
exposicao a virus como o SARS-CoV-2.

Procedimentos: Participando do estudo vocé estd sendo convidada a responder algumas
perguntas sobre sua gestacdo, sua salde antes de ficar gravida e da saude da sua familia. E
serdo coletadas amostras de sangue (através de uma punc¢do no braco); urina (através da
mic¢do espontanea em um frasco de coleta); placenta (apds o parto serdo retirado
fragmentos da placenta) e liquido amniético ( durante o parto por pun¢do da cavidade
amnidtica). Essas coletas serdo realizadas por profissionais do servico treinados e ja
habituados com as técnicas.

Caso vocé tenha alguma duvida durante o andamento do estudo, podera fazer
contato conosco pelo telefone (85) 33668565. Também podera procurar os pesquisadores
responsaveis em qualquer dia da semana na MEAC.

Beneficios: Futuramente, poderemos utilizar os biomarcadores descobertos na pesquisa
para prevencdo de complicacGes na gestacdo. Entretanto, ndo sdo previstos beneficios para
essa sua atual gestagao.

Riscos: O estudo ndo impde riscos as participantes, exceto pelo desconforto da puncdo
venosa e pelo incbmodo em responder as perguntas e coletar a urina.



Sigilo e privacidade: Vocé tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigilo e
nenhuma informacdo serd dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe de
pesquisadores. Na divulgacdo dos resultados desse estudo, seu nome nao sera citado.
Ressarcimento: Vocé ndo tera nenhum ressarcimento de despesas para participar deste
estudo

Contato: Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com a equipe
de pesquisadores: Dra Denise Ellen Francelino
Cordeiro e Dr Francisco Herlanio Costa. Todos aquelas que participarem do estudo e seus
responsaveis legais terdo direito as informacdes médicas, da pesquisa e quanto ao
andamento do estudo, assim como ter acesso aos resultados quando eles estiverem
disponiveis, sempre que solicitado.

Em caso de denuncias ou reclamacgdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do
estudo, vocé pode entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da MEAC: Rua: Cel. Nunes de melo S/N — Rodolfo Tedfilo — Fortaleza- Ceara_ Cep 60430-270
e-mail: cepmeac@gmail.com. O CEP é responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos
aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos, visando salvaguardar a
dignidade, os direitos, a seguranc¢a e o bem-estar dos participantes da pesquisa.

Consentimento livre e esclarecido: Apds ter sido esclarecimento sobre a natureza da
pesquisa, seus objetivos, procedimentos, beneficios previstos e potenciais riscos, aceito
participar:

Nome do(a) participante: Data: _/ / .

Nome do Responsavel Legal:

(Assinatura do seu responsavel LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador: Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo
466/2012 CNS/MS e complementares na elaboracdo do protocolo e na obtengdo deste
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido
uma copia deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP
perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados
obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou
conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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