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RESUMO

Maeda MFY. Transmissdo vertical em gestantes ndo vacinadas com COVID-19: coorte
prospectiva [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2022.

Introducdo: A infeccdo pelo Coronavirus 2019 (COVID-19) possui apresentacéo diferenciada
e de maior gravidade em gestantes. Estudos publicados previamente sugerem baixo risco de
transmisséo vertical, porém, a literatura ainda é escassa e heterogénea. Objetivo: Avaliar a
possibilidade de transmissdo vertical em gestantes com COVID-19, bem como elucidar os
fatores de risco associados a este desfecho. Métodos: Trata-se de um estudo de coorte
prospectivo com gestantes sintométicas e diagndstico confirmado de COVID-19 (swab e/ou
sorologia). Paratodas as pacientes, foi realizado o RT-PCR para SARS-CoV-2 no soro materno
no momento do parto e em uma ou mais amostras bioldgicas: sangue do corddo umbilical,
liquido amniotico, colostro e/ou swab da orofaringe dos recém-nascidos. A fim de determinar
possiveis fatores de risco de transmissdo vertical, foi investigada a associacdo entre 0s
parametros clinicos e obstétricos, e a presenca de SARS-CoV-2 no sangue materno e nos
compartimentos fetais (liquido amnidtico e/ou sangue de corddo), bem como, a influéncia da
positividade nos compartimentos com os desfechos neonatais. Resultados: Foram incluidas
109 gestantes no presente estudo. Todos os compartimentos estudados apresentaram resultados
positivos para SARS-CoV-2, sugerindo a possibilidade de transmissdo vertical. Dentre as
pacientes estudadas, 14,7% (16/109) apresentaram RT-PCR positivo no sangue materno, 13,9%
(6/43) no liquido amniotico, 6,7% (7/105) no sangue de cordao, 2,1% (2/97) no colostro e 3,7%
(2/54) dos recém-nascidos apresentaram RT-PCR positivo apds o nascimento. O intervalo entre
0 inicio dos sintomas de COVID-19 e o parto foi inversamente associado com a positividade
para SARS-Cov-2 no sangue materno (p = 0,002) e nos compartimentos (p = 0,049). Da mesma
forma, a presenca de SARS-CoV-2 no sangue materno apresentou associa¢do positiva com os
resultados do RT-PCR realizados no liquido amni6tico e/ou sangue de corddo no momento do
parto (p = 0,001). Conclus@es: A transmissdo vertical é possivel em gestantes com COVID-19,
e o intervalo entre o inicio de sintomas e o parto € um fator de risco para tal desfecho.

Descritores: COVID-19. SARS-CoV-2 coronavirus. Doengas transmissiveis. Transmissdo
vertical de doencas infecciosas. Infec¢Ges. Gestantes.



ABSTRACT

Maeda MFY. Vertical transmission in unvaccinated pregnant women with COVID-19: a
prospective cohort [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”;
2022.

Background: There is still little data on the effect of SARS-CoV-2 on the vertical transmission
of the virus from the mother to her baby. Objective: The aim of this study is to identify the
potential for and risk factors of SARS-CoV-2 vertical transmission. Methods: Cohort of
pregnant women with confirmed COVID-19 diagnosis (positive swab and/or serology) and with
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) for SARS-CoV-2 performed in
biological samples at delivery or after 48 hours after birth to determine the possible route of
transmission. In all cases, RT-PCR for SARS-CoV-2 was performed in maternal serum and in
at least one of the following biological samples: cord blood, amniotic fluid or colostrum and/or
the oropharyngeal swab of the neonates. The association of maternal and obstetrics parameters
with positive maternal blood and amniotic fluid and/or cord blood at delivery and the influence
of positive SARS-CoV-2 in these compartments on neonatal outcomes were investigated.
Results: In total, 109 pregnant women were included. All compartments evaluated showed
positive RT-PCR results for SARS-CoV-2, suggesting the possibility of vertical transmission.
A positive RT-PCR for SARS-CoV-2 was observed in 14.7% (16/109) maternal blood, 13.9%
(6/43) amniotic fluid, 6.7% (7/105) cord blood, 2.1% (2/97) colostrums and 3.7% (2/54)
neonatal swab. Duration of interval between COVID-19 symptoms to delivery was inversely
associated with positive SARS-Cov-2 in the maternal blood (p=0.002) and in the amniotic fluid
and/or cord blood (p=0.049). There was association between positive SARS-CoV-2 in maternal
blood with positive SARS-CoV-2 in amniotic fluid and/or cord blood (p=0.001). Conclusions:
The findings support that vertical transmission can occur in pregnant women with COVID-19,
and that a shorter interval between maternal symptoms and delivery is an influential factor.

Descriptors: COVID-19. SARS-CoV-2 coronavirus. Communicable diseases. Infectious
transmission vertical. Infections. Pregnant women.
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1 INTRODUCAO

Desde a sua primeira descri¢do na provincia de Hubei, China, no final de 2019, a infeccao
pelo virus SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), conhecida como
COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), disseminou-se rapidamente por todo o mundo, e, em
marco de 2020, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) decretou estado de pandemia.

A importancia da disseminacdo da COVID-19 reside em sua elevada taxa de transmissao
e potencial de evolugdo para quadros graves, como a sindrome respiratéria aguda grave
(SRAG), e 0 comprometimento sistémico de 6rgdos como figado, rins e coragdo.? Observa-se,
no entanto, que o comprometimento da doenca apresenta variacgao significativa de acordo com
as particularidades do individuo acometido, sendo potencialmente mais grave em idosos e
pessoas com comorbidades.? Da mesma forma, as gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2
possuem maior risco de desenvolver formas graves da doenga, com taxas superiores de SRAG,
internagdo em unidade de terapia intensiva (UTI) e 6bito.>®

Além de maior comprometimento clinico, a infeccdo pelo SARS-CoV-2 durante o
periodo gestacional tem sido associada a diversos desfechos obstétricos desfavoraveis, como o
parto prematuro, restricio de crescimento fetal, sofrimento fetal e obito intrauterino.®’ No
entanto, alguns pontos relevantes, como o potencial de transmissao vertical do SARS-CoV-2,
ainda permanecem controversos.

Define-se transmissdo vertical como a passagem de uma infeccao ou doenca da mée para
o feto dentro do Utero ou para o recém-nascido (RN) por meio da contaminagdo no parto ou
durante a amamentacdo.® Dessa forma, a comprovacdo da transmissdo vertical inclui o
isolamento do virus em tecidos fetais ou placentarios e/ou em amostras do RN apds excluséo
da contaminacdo intraparto com fluidos maternos (secrec¢do vaginal, sangue ou fezes) ou por
contato com outra pessoa infectada.

Até 0 momento, os estudos envolvendo infecgdes por virus respiratorios incluindo outros
beta-coronavirus, como 0 MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) e 0
SARS-CoV (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus),”® ndo demonstraram taxas
significativas de transmisséo vertical. Da mesma forma, as primeiras publicagdes
sobre a transmissdo vertical do SARS-CoV-2 evidenciaram baixo risco de transmissao
intrauterina.®® No entanto, por tratar-se de doenca emergente, grande parte desses resultados
foi proveniente de relatos de caso, séries de casos e meta-analises dessas séries, limitando a
analise dos resultados.®®131621 Ainda, parcela significativa dos estudos baseou-se apenas nos
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resultados dos testes moleculares e/ou soroldgicos dos RN, que, isoladamente, ndo sdo capazes
de excluir a contaminag&o apds o parto e comprovar a transmissao vertical,10-1>16.20-22

Em estudos subsequentes, alguns autores sugeriram a possibilidade de transmisséo
vertical do SARS-CoV-2 a partir da investigacdo sistematica de amostras bioldgicas, como
sangue do corddo umbilical, tecido placentério, liquido amniotico (LA) e colostro, no entanto,
0 nimero de casos descritos ainda é pequeno.!2%-30 Vivanti e cols.*® relataram um caso de
transmisséo vertical com comprovacdo da passagem transplacentaria do SARS-CoV-2 por meio
da analise de multiplos compartimentos materno-fetais. Esses autores observaram alteracdes
inflamatorias importantes e elevada carga viral em tecido placentario, sugerindo a possibilidade
de passagem transplacentaria do virus por mecanismos ainda desconhecidos.

O principal receptor da entrada celular do SARS-CoV-2 é o receptor celular da enzima
de conversdo 2 (ACE-2),31%? que é expresso em mdltiplos tecidos, como os pulmdes, rins,
intestino e coragdo.%23° O ACE-2 também esta presente no tecido placentario, sendo encontrado
no sinciciotroflobasto, citotrofoblasto, endotélio e epitélio vascular.®® No entanto, apesar do
ACE-2 estar presente na placenta em todos os trimestres gestacionais,®” sua expressio
concomitante com a protease serina transmembranar tipo |1 (TMPRSS2), mediadora da ligacédo
da proteina spike no ACE-2, raramente é observada, limitando a passagem transplacentéria do
SARS-CoV-2 por essa via.®

Acredita-se que outros mecanismos possam estar envolvidos na transmisséo intrauterina
do SARS-CoV-2. A placenta age como uma barreira fisica e imunolégica contra as infeccdes
fetais.® O epitélio trofoblastico (em especial, o sinciciotrofoblasto), que esta em contato direto
com 0 sangue materno, representa camada crucial para proteger o feto contra as infeccoes
maternas.®® Quando essa barreira fisica consegue ser transposta, as células imunes presentes na
interface materno-fetal atuam barrando a passagem transplacentaria desses agentes.® Células
natural Kkillers, macrofagos e linfocitos T estdo presentes na interface materno-fetal, sendo
elementos-chave na remodelacdo e implantacdo placentaria, alem de exercerem importante
papel imune local.®-4° O sistema imunoldgico placentario apresenta variagio dindmica ao longo
da gravidez, contribuindo para maior susceptibilidade a infec¢es fetais em alguns periodos da
gestacdo.*!

Estudos histoldgicos e imuno-histoquimicos (IHQ) com placentas de gestantes com
diagnostico de COVID-19 sugerem que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode ser responsavel por
graus variados de lesdes inflamatdrias e alteracdes na perfusio tecidual.>3942-4> Essas alteracoes
poderiam contribuir com a quebra da barreira placentaria e consequente passagem

transplacentaria do SARS-CoV-2, predispondo & infeccdo fetal.*® Assim, é possivel que
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algumas condicdes relacionadas a infecgdo pelo SARS-CoV-2 e as caracteristicas maternas,
como idade gestacional no momento da infeccdo, comorbidades e atividade da doenga no
momento do parto, poderiam associar-se a inflamacéo mais exuberante na placenta, elevando o
risco de transmissao intrauterina em alguns grupos especificos de pacientes.

Dessa forma, a fim de determinar a possibilidade de transmissdo vertical em gestantes
com infeccdo pelo SARS-CoV-2, bem como estabelecer os possiveis fatores de risco associados
a este desfecho, realizamos um estudo de coorte prospectivo com gestantes sintomaticas e
diagnostico confirmado de COVID-19 nas quais foram realizadas coletas sistematicas de
amostras bioldgicas no parto refletindo a exposi¢do do feto e do RN ao virus. Acreditamos que,
de forma semelhante a outras infec¢des no periodo gestacional, a compreensao da transmissao
vertical do SARS-CoV-2 durante a gravidez permitira o entendimento e desenvolvimento de

melhores estratégias de prevencao e controle na gestacgéo.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo realizado em pacientes nao vacinadas com diagnéstico de COVID-19

na gestacao tem como objetivos:
2.1 Objetivo geral
Avaliar a possibilidade de transmissao vertical do SARS-CoV-2.
2.2 Objetivos especificos
e Identificar a presenca de SARS-CoV-2 no sangue materno no momento do parto;
e ldentificar a presenca de SARS-CoV-2 nos compartimentos no quais o feto encontra-
se exposto durante a gestacao (LA e sangue de corddao umbilical);

e ldentificar a presenca de SARS-CoV-2 no colostro materno;

e Identificar fatores de risco para a transmissdo vertical do SARS-CoV-2.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Existem diversos patdgenos reconhecidos por sua capacidade de transmissao
transplacentaria.*’*® Da mesma forma, apesar de pouco frequente, a possibilidade de
transmissdo vertical em gestantes com COVID-19 ja foi descrita por alguns autores.?>26:3049
Assim, para avaliarmos a plausibilidade bioldgica de tal desfecho, discorreremos brevemente
sobre os mecanismos de transmissao vertical conhecidos até 0 momento, bem como, o possivel

mecanismo envolvido na transmissao vertical do SARS-CoV-2.

3.1 Mecanismos virais de transmissao vertical

3.1.1 Mecanismos virais de transmissao intrauterina

A transmissao intrauterina pode ocorrer pela via transplacentaria (via hematogénica) ou
pela via ascendente cérvico-vaginal. A maioria das infeccBes congénitas ocorre pela via
hematogénica, quando os patdgenos presentes na circulagdo materna conseguem atravessar a
barreira placentaria, atingindo os vasos fetais e causando infeccdo em diversos érgdos e
sistemas.”® Os patdgenos podem atravessar a placenta e migrar da mée para o feto de diversas

formas, sendo as vias principais:®

a. Passagem da microvasculatura endotelial materna para os trofoblastos extravilosos
endovasculares (TEVS);

b. Disseminacdo célula a célula, entre a célula imune materna infectada para o
trofoblasto;

c. Transocitose viral por meio de receptores.

A presenga do patdgeno no sangue materno € elemento crucial para a ocorréncia de
transmissdo transplacentaria. A principal via de transmissdo vertical de diversos
microrganismos, como o Toxoplasma gondii, Zika virus e Listeria monocytogenes, ocorre a
partir da viremia materna e consequente transferéncia da particula viral para o espacgo
interviloso da placenta.>® Em seguida, essas particulas atravessam o epitélio trofoblastico
(sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto), e atingem os vasos fetais e as células do estroma viloso,
disseminando para outros Orgdos fetais.® Ao contrario de algumas doencas com elevado

comprometimento fetal como o Zika virus, que possui viremia mais elevada e duradoura em
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gestantes,>! 0 SARS-CoV-2 raramente ¢ isolado no sangue® dos individuos infectados. Na
infecgdo pelo SARS-CoV-2, a presenca de viremia mais elevada geralmente esta associada a
gravidade da doenca, sendo raramente observada nos pacientes com quadros clinicos leves.>

Outro possivel mecanismo de passagem transplacentaria ocorre a partir da intermediacéo
por alguma célula materna infectada. Os TEVs formam colunas de células nas extremidades
dos vilos de ancoragem e estdo em contato direto com as células imunes e 0s vasos sanguineos
maternos, sendo, portanto, um local de transi¢do entre os tecidos maternos e fetais.® Alguns
agentes infecciosos como o Toxoplasma gondii possuem a capacidade de se replicar nas células
presentes na interface materno-fetal,>® sendo, depois, transferidos para os TEVs proximais.
Dessa forma, as células imunes maternas atuariam como vetores de transmissdo dos agentes
infecciosos para as vilosidades coribnicas e vasos fetais. Este fendmeno também pode ser
observado nas infeccdes pelo Zika virus,®* nas quais a replicagdo viral ocorre nos
citotrofoblastos e nas células de Hofbauer (macrdéfagos fetais), e nas infecgdes pelo
citomegalovirus (CMV)>® que se replicam nos macrdfagos, células dendriticas e
citotrofoblastos, com subsequente propagacédo célula a célula. Em relacdo ao SARS-CoV-2,
observa-se que o virus é capaz de infectar mondcitos, porém, com baixa capacidade de
replicacdo,'* sendo, portanto, improvavel que a passagem transplacentéria ocorra por essa via.

A passagem pela placenta também pode ocorrer por meio de receptores especificos,
como, por exemplo, nas infeccBes pelo CMV.>® O SARS-CoV-2 é um beta coronavirus
composto por proteina spike, envelope, membrana e proteinas do nucleocapsideo, envolvendo
um RNA fita Gnica. Para infectar as células humanas, o SARS-CoV-2 utiliza o receptor ACE-
2 e a TMPRSS2 para realizar o priming proteico, permitindo a fusdo do virus com as
membranas celulares.®” Dessa forma, a presenca concomitante do ACE-2 e do TMPRSS2 na
superficie celular é um indicador bioldgico de susceptibilidade da entrada do virus na célula.
Comparativamente a outros 6rgdos como o figado e pulmdes que apresentam expressao
concomitante do ACE-2 e TMPRSS2,%8 a placenta apresenta expressio do ACE-2 em todos 0s
trimestres gestacionais,®’ no entanto, 0o TMPRSS-2 raramente é observado apos a 15% semana
de gestagéo, limitando a transmiss&o vertical por essa via.'*>° Colson e cols.,®® em estudo com
31 placentas de gestantes com COVID-19, observaram que os trofoblastos de termo, mesmo na
presenca do ACE-2 e TMPRSS2, séo resistentes a infeccdo pelo SARS-CoV-2, sugerindo o
envolvimento de outros mecanismos de transmisséao vertical.

A passagem de um patdgeno pela placenta também pode ocorrer por meio da perda da
integridade do SCT por eventos injurico/isquémicos, levando ao aumento da permeabilidade

das membranas e consequente transmissdo vertical do virus, mesmo na auséncia de infeccao
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placentaria.® Esse ¢ um dos mecanismos possivelmente envolvidos na transmissdo vertical do
SARS-CoV-2, em que a inflamag&o decorrente da resposta imune ao patégeno poderia levar a
alteracdes hipdxico-isquémicas na interface materno-fetal, aumentando a permeabilidade da
barreira placentaria e consequente exposicao fetal ao virus.*3%!

O sinciciotrofoblasto é o mecanismo de defesa celular mais importante da interface
materno-fetal. Ele estd em contato com o sangue materno que circula no espaco interviloso,
sendo exposto diretamente aos patdégenos presentes na circulagido materna.*® O
sinciciotrofoblasto possui caracteristicas intrinsecas muito importantes que inibem a passagem
dos patdgenos para a circulacio coribnica e para o feto. E composto por uma Unica camada
celular, sem juncoes, e formado por uma densa rede citoesquelética que funciona como uma
eficiente barreira fisica.® Ainda, aumentam a efetividade dessa barreira a producdo de
compostos antivirais como os interferons do tipo 11 (IFN-K) e os receptores de superficie da
imunoglobulina G neonatal FcRn e FccRIII, que podem facilitar o transporte ativo de anticorpos
protetores para o feto.3® Além desses mecanismos de defesa, o sinciciotrofoblasto possui altas
taxas de autofagia basal, um processo antimicrobiano que pode restringir a replicacdo de
diversos patdgenos intracelulares.®?

Devido ao seu papel critico na interface materno-fetal, a destrui¢do do trofoblasto pode
servir como potencial mecanismo de invasdo viral nas vilosidades coribnicas, permitindo a
entrada do patégeno na circulacdo fetal.

Estudos histolégicos de placentas de gestantes com COVID-19 sdo cruciais para o
entendimento da resposta materno-fetal a infeccdo viral. Baerger e Heller,* em estudo com
placentas provenientes de gestantes com COVID-19, observaram alteracdes histoldgicas
placentarias em 50% dos casos estudados; em 9/20 placentas (45%), observou-se sinais de ma-
perfusdo vascular como depésito intramural de fibrina, focos de cariorrexe estroma-vascular
vilosa e multiplas lesdes.

Schwartz e Morotti** identificaram um padrdo de alteracdes histoldgicas nas placentas
infectadas pelo SARS-CoV-2. Os autores observaram que, diferentemente dos casos de
gestantes com COVID-19 sem evidéncia de transmissdo vertical, 0s casos com transmissao
transplacentaria confirmada apresentavam uma alteracdo conhecida como intervilosite
histiocitica cronica, caracterizada pelo acimulo de histiocitos e de outras células inflamatdrias
no espaco interviloso, associado a outras alteracdes como a necrose dos trofoblastos e a infec¢éo
do sinciciotrofoblasto pelo SARS-CoV-2.

Da mesma forma, Schwartz e cols.* realizaram analise histoldgica e IHQ de 11 placentas

de gestantes com infeccdo por SARS-CoV-2 (seis casos nativivos; cinco casos de ébito
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intrauterino). Todos os casos de infeccdo fetal apresentaram sinais de intervilosite histiocitica
cronica, necrose trofobléstica e forte positividade para SARS-CoV-2 nos sinciciotrofoblastos.
Outros achados placentarios inespecificos foram descritos nos casos sem comprovacao de
transmisséo placentaria, incluindo sinais de méa perfusdo vascular e lesdes inflamatdrias, como
corioamnionite, fusinite e vilite, sugerindo que o grau de alteracdo placentaria esteja

diretamente relacionado a transmissdo vertical pelo SARS-CoV-2.

3.1.2 Mecanismo de transmissao intraparto

A transmissdo vertical também pode ocorrer durante o trabalho de parto e o parto, e é
proveniente do contato do RN com secre¢des maternas como sangue, secrecdo vaginal, urina e
fezes. O SARS-CoV-2 raramente € detectado em secrecdo vaginal,?>®3 porém, alguns autores
demonstram que a expressdo nas fezes é elevada, sendo possivel foco de contaminacédo
intraparto.5

Em estudo com 42 pacientes com COVID-19 diagnosticada na gestacao ou até 36 horas
ap0s o parto, Ferrazzi e cols.® observaram apenas trés RN positivos para SARS-CoV-2; destes,
dois nascidos de parto vaginal (1/24), e dois casos de parto cesareo (2/18). Da mesma forma,
Walker e cols.,%® em revisdo sistematica envolvendo 49 publicacBes, descreveram 28 casos
(28/666) de RN positivos ap6s 0 nascimento, compreendendo 4% de transmissdo vertical;
desses, oito casos nasceram de parto normal (8/292; 2,7%) e 20 de parto cesareo (20/374; 5,3%),
sugerindo gue a via de parto ndo influencia o risco de transmissdo vertical em gestantes com
infeccdo pelo SARS-CoV-2.

Resultados semelhantes foram descritos por Angelidou e cols.®” Em estudo avaliando 255
gestantes com COVID-19 na gestacdo, ndo foi observada relagdo entre a via de parto e a
positividade do swab dos RNs (OR 0,39; IC 0,12-1,22 - p = 0,11). Apesar do namero limitado
de publicagdes sobre a transmissao intraparto do SARS-CoV-2, até 0 momento, as evidéncias

sugerem que ndo ha associacgao entre o risco de transmissao vertical e o parto vaginal.

3.1.3 Mecanismo de transmisséo vertical apds o parto (amamentagéo)

A transmissd@o ap0ds o nascimento pode ocorrer durante a amamentacao pela excrecéo do
patdégeno no leite ou pela contaminacdo por outras vias, como as secrecdes respiratorias
maternas. Patdgenos como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) podem infectar o RN

por meio do contato do virus presente no leite com o trato gastrointestinal do lactente. Alguns
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autores tém reportado a presencga ocasional do SARS-CoV-2 no leite materno, porém, sem
confirmagcéo de infeccdo do RN por essa via.?>®87% Kilic e cols.%® investigaram a presenca de
SARS-CoV-2 no colostro obtido de 15 pacientes com COVID-19, totalizando 26 amostras. Das
15 pacientes estudadas, quatro apresentaram PCR positivos para SARS-CoV-2 no colostro.
Esses autores ressaltam que uma das pacientes com resultado positivo ndo estava amamentando,
excluindo a possibilidade de contaminacéo reversa do leite pelas secre¢cdes do RN.

Da mesma forma, Costa e cols.®® investigaram a presenca do SARS-CoV-2 no colostro
materno por meio da realizacdo de PCR em seis amostras obtidas de duas pacientes. Os autores
observaram que metade das amostras avaliadas apresentou resultados positivos (3/6). Em uma
das pacientes, a analise de tecido placentario e de sangue de corddo também apresentou PCR
positivos para SARS-CoV-2; a segunda paciente apresentou todas as amostras negativas.
Ambos 0s RN permaneceram assintomaticos, sugerindo que a expressdo do SARS-CoV-2 no
colostro pode ocorrer de forma intermitente, no entanto, a identificacdo do virus no colostro
ndo apresenta nenhum significado clinico relevante.

Chambers e cols.™, em estudo com amostras de leite materno obtidos de lactantes com
COVID-19 (RN a 19 meses de vida), observaram um caso positivo para SARS-CoV-2 dentre
as 18 pacientes estudadas. Nessa paciente, foram coletadas multiplas amostras de leite materno:
dois dias antes dos sintomas e dias um, 12 e 41 de sintomas. Apenas a amostra obtida no
primeiro dia de sintomas apresentou resultado positivo. Ainda, a cultura viral dessa amostra foi
negativa, sugerindo que, apesar de sua rara expressdo no leite materno, o SARS-CoV-2 nao
apresenta capacidade de se replicar nesse ambiente, sendo, portanto, incapaz de provocar
infeccdo no RN.

Dessa forma, até 0 momento, ndo ha dados suficientes que comprovem a transmisséo
vertical do SARS-CoV-2 pelo leite materno, sendo o aleitamento estimulado em todos 0s casos,

com as devidas precauces respiratorias e de contato durante a fase ativa da doenca.

3.2 Publicacdes sobre transmisséo vertical do SARS-CoV-2

Desde o inicio da pandemia, houve um crescente interesse no potencial de
comprometimento fetal nas pacientes com infec¢do pelo SARS-CoV-2 durante a gestacao. De
forma semelhante ao observado com outras infec¢des respiratérias como 0 SARS-CoV, MERS,
influenza, parainfluenza e metapneumovirus,” as primeiras publicagdes sobre o tema foram
tranquilizadoras, sugerindo pouco ou nenhum risco de transmisséo vertical em gestantes com

COVID-19.1%-121% No entanto, com a propagacio da pandemia e consequente comprometimento
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de maior nimero de gestantes, comecaram a surgir as primeiras publicacdes de RNs com PCR
positivo para SARS-CoV-2 ap0s o0 parto, aumentando 0s questionamentos sobre a inocuidade
da COVID-19 durante a gestagdo.'”19:20.23.72

Em fevereiro de 2020, Wang e cols.?® reportaram o primeiro caso de infec¢io neonatal
proveniente de uma gestante com COVID-19. O RN apresentou um resultado de PCR de
nasofaringe positivo para SARS-CoV-2 36 horas ap6s o nascimento, associado a alteracdes
laboratoriais (linfopenia e elevagéo das transaminases) e radiologicas sugestivas de pneumonite
viral. Nesse caso, a gestante e 0 RN apresentaram quadro clinico leve, e a possibilidade de
transmisséo vertical ndo pode ser confirmada, uma vez que o PCR da placenta e do cordéo
umbilical foram negativos.

Alzamora e cols.!” relataram o caso de uma gestante que desenvolveu insuficiéncia
respiratoria causada pela COVID-19, submetida a parto cesareo por piora clinica materna com
33 semanas de gestacdo. Apds o parto, 0 RN permaneceu isolado da mae, e, apds 16 horas do
nascimento, apresentou PCR positivo para SARS-CoV-2, confirmado apds 48 horas de vida. O
resultado da sorologia do RN (IgM e 1gG) foi negativo. Da mesma forma, Li e cols.”? e Yu e
cols.’® também reportaram um caso de infeccio neonatal diagnosticada apds o parto, mesmo
diante de medidas protetivas. Os resultados do PCR realizados 36 horas e trés dias ap6s o
nascimento foram positivos. Nesses trés casos, ndo foram realizadas avaliagdes em amostras de
placenta, LA e sangue de cordao umbilical.

Em marco de 2020, Dong e cols.? reportaram o caso de uma gestante submetida a parto
cesareo 23 dias apds diagnostico de COVID-19, cujo RN apresentou anticorpos (IgM e 1gG)
positivos para SARS-CoV-2 duas horas ap6s o nascimento. Considerando que o IgM néo
apresenta passagem placentaria, este achado sugere uma possivel infec¢do intrauterina. No
entanto, 0 RN apresentou testes moleculares negativos apds o nascimento, e nenhuma amostra
de LA ou sangue de corddo foi coletada na ocasido. Ainda, sabe-se que a sensibilidade e
especificidade do IgM e muito variavel, e, na auséncia de outros resultados concordantes, torna-
se dificil a exclusdo de um resultado falso-positivo.*®

Apesar dos resultados iniciais indicarem baixa probabilidade de transmisséo vertical e
infeccdo neonatal, grande parte dessas primeiras publicacdes sio relatos de casos,'”22%72 séries
de casos,!t273 revises sistematicas®®1® e metanalises?® dessas séries, com menor nivel de
evidéncia cientifica.

Com o avanco da pandemia, outras coortes maiores foram publicadas, reforgando a
possibilidade de transmissao vertical do SARS-CoV-2 em uma pequena parcela dos casos. Zeng

e cols.,! em coorte realizada em Hospital de Wuhan, China, avaliaram 33 RN nascidos de
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gestantes com diagnostico de COVID-19. Dentre os casos estudados, trés apresentaram PCR
de nasofaringe e anal positivos para SARS-CoV-2; todos nascidos de parto cesareo, dois a
termo e um prematuro (31 semanas e dois dias) indicado por sofrimento fetal. Apenas o terceiro
caso apresentou quadro clinico mais grave, que pode ser atribuido a outros fatores, como a
prematuridade; os outros dois casos apresentaram quadro clinico leve e autolimitado.

Da mesma forma, resultados iniciais do estudo PRIORITY 7 realizado com 263 gestantes,
sendo 179 com PCR positivo para SARS-CoV-2 e 84 gestantes com PCR negativo, sugeriram
baixa taxa de transmissao vertical (2/56 - 1,1%). Entre os 263 RNs incluidos no estudo, a
incidéncia de desfechos adversos (parto prematuro, admissdao em UTI e comprometimento
respiratdrio) ndo diferiu entre os grupos e nenhuma complicacdo como pneumonia ou infec¢do
do trato respiratorio inferior foi relatada nesta coorte até oito semanas de vida.

Angelidou e cols.®” realizaram estudo multicéntrico envolvendo 11 hospitais em
Massachussets, Estados Unidos, a fim de avaliar o progndéstico neonatal nos casos de infecgdo
perinatal. Foram incluidos 255 RN oriundos de gestantes com COVID-19 diagnosticados entre
trés e quatorze dias antes do parto. A maioria das pacientes era assintomatica (68%), e, dentre
as pacientes que apresentaram sintomas, a maior parte correspondia a sintomas
leves/moderados (56/79; 70,9%). Dentre os RN testados, houve cinco resultados positivos
(5/225), correspondendo a 2,2% dos casos.

Em estudo caso-controle, Cardona-Pérez e cols.”® observaram prevaléncia da doenga de
29% dentre as 240 gestantes rastreadas para COVID-19. Das 70 pacientes positivas, 86% eram
assintomaticas e apenas uma gestante precisou ser internada em UTI. Dos 217 RN vivos, 39
realizaram RT-PCR para SARS-CoV-2 24 horas ap6s o nascimento, resultando nove RN
positivos (23%). Essa taxa de prevaléncia € bem maior do que a observada por outros autores,
porém, salienta-se que esse ndo foi o principal objetivo desse estudo e ndo houve a pesquisa de
SARS-CoV-2 em nenhuma amostra bioldgica materna ou fetal. Nesse grupo, observou-se maior
taxa de complicacfes neonatais, como maior prevaléncia de disturbios respiratorios, maior
tempo de hospitalizacdo (p<0,001) e internacdo em UTI neonatal (44% versus 22%, p<0,005).

Huntley e cols.'® publicaram metanalise com 13 séries de casos totalizando 538 pacientes,
a fim de avaliar as possiveis complicagdes maternas e fetais associadas a COVID-19. Dentre o
grupo selecionado, 75,3% das pacientes apresentavam sintomas relacionados a COVID-19,
sendo 87,2 % com comprometimento leve e 3% (8/263) dos casos necessitando de cuidados em
UTI. Nenhum ébito materno foi registrado. A taxa de prematuridade foi de 20,1 %, e nenhum
caso de transmissdo vertical foi observado no grupo estudado. Yan e cols.,?” em estudo

multicéntrico retrospectivo com 116 casos de gestantes com diagndstico de COVID-19, ndo
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observaram aumento nas taxas de complicagbes como abortamento e parto prematuro
espontaneo. Da mesma forma, nenhum dos 86 RN (86/100) testados obtiveram RT-PCR
positivo para SARS-CoV-2 e as amostras de LA, sangue de corddo (0/10), secrecao vaginal
(0/6) e colostro (0/12) foram negativas.

Apesar da casuistica mais robusta, grande parte das publicacdes até 0 momento avaliou
gestantes assintomaticas ou oligo sintomaéticas, ndo representando 0s casos de maior
comprometimento materno. Ainda, grande parte desses estudos classificou como transmissédo
vertical apenas o isolamento do RNA viral no RN, ndo sendo possivel excluir a transmissdo
horizontal ou a colonizacéo transitdria pelo contato com fluidos maternos.

Sabe-se que a comprovacdo da passagem transplacentéria do virus requer o isolamento
do RNA viral em tecidos placentarios e/ou fetais, livres de qualquer contaminacdo ambiental.
No entanto, até o momento, poucos autores realizaram avaliacdo sistematica de tecidos
bioldgicos que pudessem comprovar a passagem transplacentaria do SARS-CoV-2,12:25-2730.76

Chen e cols.? descreveram, em marco de 2020, uma série de nove casos de gestantes com
COVID-19 diagnosticadas no terceiro trimestre da gestacdo. Todas as gestantes apresentaram
sintomas relacionados a infeccdo pelo SARS-CoV-2, no entanto, nenhuma paciente apresentou
quadro clinico grave, com suporte ventilatério ou internacdo em UTI. Todos os RN realizaram
RT-PCR para SARS-CoV-2, com resultados negativos. Em 6/9 casos, foi possivel realizar a
coleta de LA, sangue de corddo umbilical e colostro, também negativos para SARS-CoV-2.

Alguns autores demonstraram que a ocorréncia de transmissao vertical do SARS-CoV-2
é possivel.?>3%49 Zaigham e cols.*® relataram o caso de uma gestante de 34 semanas submetida
a parto cesareo de urgéncia por sofrimento fetal. Essa gestante encontrava-se com quadro
clinico sugestivo de COVID-19, confirmado por RT-PCR de nasofaringe na ocasido do parto.
Esses autores observaram alteragdes histopatologicas sugestivas de infecgdo pelo SARS-CoV-
2, além do isolamento do RNA viral no tecido placentario. O RN permaneceu isolado por 60
horas e apresentou RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 com 48 horas de vida e soroconverséo
(IgM e 1gG positivos) no 14° dia de vida, sugerindo infecgdo intrauterina.

Vivanti e cols.® relataram um caso de uma gestante de 35 semanas com diagndstico de
COVID-19 (PCR nasofaringe, vaginal e sangue materno) submetida a parto cesareo cinco dias
apos o inicio de sintomas, indicado por sofrimento fetal. Foram realizados PCR para SARS-
CoV-2 em amostras do LA, sangue de corddo, placenta e do RN (retal e nasofaringe). Todos 0s
resultados foram positivos. A analise IHQ da placenta evidenciou inflamacéao local importante
e elevada carga viral, sugerindo infeccao placentaria. O RN apresentou altera¢Ges neurolégicas

apos o nascimento, como irritabilidade, dificuldade de alimentacdo, hipertonia axial e
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opistétono, sendo excluidas outras causas como infecgGes e doencgas metabdlicas. O RN recebeu
alta no 18° dia de vida, ap6s melhora do quadro neuroldgico.

Fenizia e cols.?® realizaram estudo prospectivo com 31 gestantes com COVID-19 a fim
de avaliar a possibilidade de transmissdo vertical por meio da analise de multiplos espécimes
bioldgicos (swab nasofaringeo materno e do RN, secre¢do vaginal, plasma de corddo umbilical,
biopsia de placenta e corddo umbilical, LA e leite materno). Os autores encontraram PCR
positivo para SARS-CoV-2 em 6% das amostras de sangue materno (2/31), ambas provenientes
de pacientes graves. Ainda, os autores detectaram o genoma do SARS-CoV-2 em uma amostra
de sangue de corddo umbilical (3,2%), duas placentas (6,4%), um swab vaginal (3,2%) e em
uma amostra de leite (1/11; 9,1%). Além disso, observaram a presenca de anticorpos IgM e 1gG
anti-SARS-CoV-2 em uma amostra de sangue do corddo umbilical (1/30) e em uma amostra de
leite (1/10). Em um dos casos analisados, identificou-se a presenca do RNA viral em swab
vaginal, tecido placentério, corddo umbilical e PCR de nasofaringe do RN, confirmando a
transmiss&o vertical segundo a classificacdo de Shah e cols.”” O segundo caso apresentou RNA
viral em tecido placentario e no swab do RN coletado imediatamente ap6s o parto; porém, o
segundo swab realizado 24-48 horas ap6s o parto apresentou resultado negativo, e o caso foi
classificado como possivel transmisséo intraparto.

Dessa forma, diante do exposto acima, acredita-se que a transmissao vertical do SARS-
CoV-2 é possivel em pequena parcela das gestantes, porém a taxa de transmissao vertical e 0s

fatores associados a tal desfecho ainda ndo estdo bem estabelecidos.

3.3 Critérios diagndsticos de transmissao vertical do SARS-CoV-2

A fim de uniformizar as diversas publicacdes sobre o tema, alguns autores’’-"® procuraram
categorizar a transmissdo vertical do SARS-CoV-2 de acordo a probabilidade do evento. A
classificacdo dos casos de acordo com critérios pré-estabelecidos possibilita a comparagédo dos
achados entre os diversos estudos, possibilitando a escolha de medidas mais apropriadas para o
seguimento e orientacdo das gestantes.

Na categorizacdo publicada por Shah e cols.,”” sdo descritas cinco categorias de
probabilidade de infeccdo: confirmada, provavel, possivel, improvavel e ndo infectado. A
classificagdo de Shah e cols.”” de transmissdo intrauterina do SARS-CoV-2 nos casos de RN

Vivos encontra-se resumida na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificagdo da transmisséo vertical do SARS-CoV-2, adaptada de Shah e cols.,
2020

Infeccdo congénita em RN vivo

PCR positivo para SARS-CoV-2 no sangue de corddo umbilical* ou

Confirmada sangue do RN coletado nas primeiras 12 horas de vida ou LA**

PCR positivo para SARS-CoV-2 em swab de nasofaringe do RN
Provavel logo ap6s o nascimento*** E swab positivo da face fetal da placenta
em RN nascido de parto cesarea antes da rotura de membranas

PCR negativo para SARS-CoV-2 em swab de nasofaringe do RN E

M@ée com infeccéo sorologia positiva (IgM) para SARS-CoV-2 no sangue de corddo

pelo SARS-CoV-2 Possivel umbilical ou sangue do RN coletado nas primeiras 12 horas de vida
confirmada e RN OU PCR positivo em tecido placentério
com quadrg clinico PCR negativo para SARS-CoV-2 em swab de nasofaringe do RN,
sugestivo

Improvavel  sangue de corddo umbilical, sangue do RN (coletado nas primeiras
12 horas de vida) e/ou LA E sorologia desconhecida

PCR negativo para SARS-CoV-2 em swab de nasofaringe do RN,
sangue de corddo umbilical, sangue do RN (coletado nas primeiras

Nao infectado 12 horas de vida) ou LA E sorologia (IgM) negativa no sangue de
cordao umbilical ou sangue do RN coletado nas primeiras 12 horas
de vida

PCR positivo para SARS-CoV-2 no sangue de corddo umbilical* ou
sangue do RN coletado nas primeiras 12 horas de vida

PCR positivo para SARS-CoV-2 no LA** E PCR negativo no
Provével sangue de corddo umbilical ou sangue do RN coletado nas primeiras
12 horas de vida

Confirmada

Sorologia positiva (IgM) para SARS-CoV-2 no sangue de corddo do
RN ou PCR positivo em tecido placentario E PCR negativo no
sangue de corddo umbilical ou sangue do RN coletado nas primeiras
12 horas de vida ou LA

PCR negativo para SARS-CoV-2 em sangue de corddo umbilical,
Improvavel  sangue do RN (coletado nas primeiras 12 horas de vida) e/ou LA E
sorologia desconhecida

Mae com infeccdo

pelo SARS-CoV-2 Possivel

confirmada e RN
assintomatico

PCR negativo para SARS-CoV-2 em sangue de corddo umbilical,
Né&o infectado sangue do RN (coletado nas primeiras 12 horas de vida) ou LA E
sorologia (IgM) negativa no sangue de cord&o.

Fonte: Adaptada de Shah e cols., 2020.7"

PCR: polymerase chain reaction; LA: liqguido amniédtico; RN: recém-nascido; IgM: imunoglobulina M
* Coletado de forma estéril, apos limpeza do corddo umbilical

**Amostras coletadas durante o parto cesareo, antes da rotura de membranas

*** Swab realizado apés limpeza do RN

Em fevereiro de 2021, a OMS’® também divulgou uma definicdo e categorizacio da
transmisséo vertical do SARS-CoV-2. O sistema de classificagcdo proposto pela OMS para
determinar a probabilidade de transmisséo vertical e 0 momento da infec¢éo fetal/ neonatal pelo
SARS-CoV-2 é baseado em trés elementos:

1) Comprovagdo de infeccdo materna durante qualquer periodo da gestacao;

2) Exposicao fetal intrauterina ou no momento do parto ao SARS-CoV-2;

3) Persisténcia do SARS-CoV-2 ou da resposta imune no feto/RN.
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Para 0 nosso estudo, utilizamos a categorizacio proposta pela OMS (Tabela 2)."®

Tabela 2 - Classificacdo da transmissao vertical do SARS-CoV-2, OMS 2021

(#1) Infeccdo materna: suspeita, provavel ou confirmada, durante a gestacéo.

Classificacao

(#2) Exposicao fetal intrauterina

(#3) Persisténcia viral/resposta imune

Um ou mais amostras positivas para SARS-
CoV-2, <24 horas
- RT-PCR de amostra estéril*

Um ou mais amostras positivas para SARS-

Confirmada -Tecido placentéario (RT-PCR ou FISH) .Cg\-é:é,cegtgi iﬁ:;rgog:tsé?ﬁ*\”da
- RT-PCR de amostra néo estéril**
- Sorologia (IgM ou IgA)
Um ou mais amostras positivas para SARS-
CoV-2, <24 horas Um ou mais amostras positivas para SARS-
- RT-PCR de amostra estéril* CoV-2, entre 24-48 horas
Possivel -Tecido placentéario (RT-PCR ou FISH, HIC | RT-PCR de amostra néo estéril**
ou microscopia) ou
- RT-PCR de amostra néo estéril** - Sorologia (IgM ou IgA) entre 24 horas-7 dias
- Sorologia (IgM ou IgA)
Um ou mais amostras positivas para SARS- [Todos o0s testes realizados entre 24-48 horas de
CoV-2, <24 horas Vvida negativos para SARS-CoV-2
- RT-PCR de amostra estéril* - RT-PCR de amostra estéril*
- Tecido placentario (RT-PCR, FISH, IHQ | RT-PCR de amostra nao estéril**
ou microscopia), swab placenta ou
- RT-PCR de amostra ndo estéril** - Sorologia negativa (IgM ou IgA) entre 24
, - Sorologia (IgM ou IgA) horas-7 dias
Improvavel

Todos os testes comprovando exposicao fetal
intraltero negativos

Um ou mais amostras positivas para SARS-
CoV-2, entre 24-48 horas

- RT-PCR de amostra estéril*

- RT-PCR de amostra ndo estéril**

ou

- Sorologia positiva (IgM ou IgA) entre 24
horas-7 dias

Indeterminada

Um ou mais amostras positivas para SARS-
CoV-2, <24 horas

- RT-PCR de amostra estéril*

-Tecido placentario (RT-PCR, FISH, IHQ ou
microscopia), swab placenta

- RT-PCR de amostra néo estéril**

- Sorologia (IgM ou IgA)

Persisténcia viral ou resposta imune fetal ndo
comprovada

Avaliacdo da exposicao fetal intradtero ndo
realizada

Um ou mais amostras positivas para SARS-
CoV-2, entre 24-48 horas

- RT-PCR de amostra estéril

- RT-PCR de amostra ndo estéril*

ou

- Sorologia positiva (IgM ou 1gA) entre 24
horas-7 dias

Fonte: Categorizacdo proposta pela OMS, 20217

RT-PCR: real time polimerase chain reaction; FISH: Hibridizacdo in situ por imunofluorescéncia, IHQ: imuno-
histoquimica.

*Amostra estéril: LA (coletado com técnica estéril na cesarea, antes da rotura das membranas ou por
amniocentese), sangue do RN (sangue de cordédo necessita de confirmagdo com amostra de sangue periférico ou
outra amostra), secrecdo respiratoria baixa, obtida por broncoscopia ou lavado broncoalveolar, aspirado bréonquico
ou traqueal ou liquor;

** Amostra ndo estéril: amostra positiva de secrecéo respiratoria alta (exemplo: swab nasofaringeo) ou outras
amostras ndo estéreis (exemplo: fezes).
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4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo realizado no periodo de 12 de abril de 2020
a 30 de setembro de 2020 no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (HC-
FMUSP) e no Hospital Universitario da Universidade de S&o Paulo (HU-USP). A avaliacdo da
transmissdo vertical estd relacionada a uma coorte principal denominada “Estudo exploratorio
da COVID-19 na gestac¢do”, que ainda esta em andamento e contempla diversos outros aspectos
relacionados a COVID-19 em gestantes.

Quando a pandemia de COVID-19 se iniciou em S&o Paulo, nossa institui¢cdo organizou
o Instituto Central do HC-FMUSP para o atendimento exclusivo de pacientes com diagnostico
ou suspeita de COVID-19, enquanto o HU-USP tornou-se a referéncia para atendimento pré-
natal e de urgéncia das demais gestantes em acompanhamento na nossa instituicdo. Todas as
pacientes que apresentaram sintomas durante a gestacao e que tiveram confirmacdo diagndstica
para COVID-19 foram convidadas a participar do estudo da transmissdo vertical que incluia a
coleta de material biolégico no momento do parto tanto de pacientes com doenca ativa (HC-
FMUSP) quanto aquelas ja curadas (HU-USP).

O projeto de pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) deste estudo
foram aprovados pelo Comité de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do
HCFMUSP em 12 de abril de 2020 (CAAE: 30270820.3.0000.0068 - Anexo A) e foi registrado
no ClinicalTrial.gov (NCT04647994). Apl6s a explicacdo dos objetivos da presente
investigacao, foi solicitada a anuéncia formal as pacientes pela assinatura do TCLE (Anexo B).
Nos casos de pacientes com quadro clinico grave e indicacdo do parto préxima a internagéo, o
TCLE foi assinado retroativamente ap6s melhora clinica ou por algum responsavel legal, no

caso de pacientes que evoluiram a o6bito.

4.1 Selecdo de pacientes

4.1.1 Critérios de inclusao

Para a presente investigacdo, foram incluidas gestantes que contemplavam os seguintes

critérios:

- Gestagdo Unica;

- Feto vivo;
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- Sintomas relacionados & COVID-19 durante a gestacéo;
- Diagnostico confirmado de COVID-19 durante a gestacdo (RT-PCR de vias aéreas

ou sorologia).

4.1.2 Critérios de exclusdo

Foram excluidas as pacientes que apresentaram algum dos critérios abaixo:

- Diagnostico de abortamento ou ébito fetal;

- Impossibilidade de coleta do sangue materno no parto para investigacdo de SARS-
CoV-2 por RT-PCR,;

- Impossibilidade de coleta de amostras biologicas para investigacdo de SARS-CoV-2
por RT-PCR (LA, sangue de corddo umbilical; colostro e/ou swab RN);

- Parto em servico externo fora do completo HC-FMUSP e HU-USP.

4.2 Pacientes com COVID-19 ativa (HC-FMUSP)

Todas as pacientes com sintomas respiratdrios sugestivos de COVID-19, contactantes de
casos confirmados ou com o diagnostico de COVID-19 foram encaminhadas para atendimento
no HC-FMUSP.

A investigacdo da infeccdo pelo SARS-CoV-2 nas pacientes em estudo foi feita por meio
de RT-PCR em amostras do trato respiratorio (nasofaringe/orofaringe ou traqueia no caso das
pacientes intubadas), obtidos a partir do terceiro dia de sintomas. Nas pacientes com sintomas
sugestivos de COVID-19 e resultado negativo, foi realizada avaliagdo adicional por meio da
repeticdo do RT-PCR em 48-72 horas ou sorologia materna (IgM/IgG) nos casos tardios (ap0s
0 oitavo dia de sintomas). Ainda que o RT-PCR de vias aéreas seja considerado o padréo-ouro
para definicio diagndstica da infeccdo pelo SARS-CoV-2,% sabe-se que é um método de
sensibilidade variavel de acordo com a janela de tempo e o espécime avaliado.®? Ainda, apos a
primeira semana de doenca, a producdo de anticorpos aumenta sobremaneira, de modo que, no
15° dia de sintomas, observa-se a presenca de anticorpos totais (IgM/IgG) em 100% dos casos,
94,3% de IgM e 79,8% de 1gG.%! Dessa forma, dada a elevada suspeicdo diagnostica e as
caracteristicas laboratoriais acima descritas, a positividade em qualquer exame foi considerada

confirmatoria para a COVID-109.
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Foram considerados sintomas de COVID-19 a presenca de febre, calafrios, tosse,
dispneia, fadiga, mialgia, odinofagia, cefaleia, congestdo ou coriza, anosmia, disgeusia,
anorexia, nausea/vomitos e diarreia.

Dentre os critérios de internacdo, foram consideradas elegiveis as pacientes com
diagndstico de COVID-19 que necessitaram de suporte clinico ou obstétrico, como assisténcia
ao parto ou outras urgéncias, como doencas hipertensivas, amniorrexe prematura, sofrimento
fetal, entre outras. Foram classificadas como graves as pacientes com COVID-19 que
necessitaram de suplementacdo com oxigénio (dispneia, taquipneia >24 incursdes por minuto
ou saturacdo de oxigénio <95%) ou que necessitaram de cuidados em UTI. A indicagéo do parto
e a via do nascimento foram individualizadas considerando as condic¢des clinicas maternas e
fetais. A luz do conhecimento vigente no momento do estudo, a fim de evitar contaminacéo do
neonato com as secrecdes maternas, ndo foi permitida a realizacdo de contato pele a pele,
amamentacdo em sala de parto, e clampeamento tardio do corddo nas pacientes cujo parto foi
realizado no HC-FMUSP. Além disso, durante toda a interna¢do, os RNs foram mantidos em
isolamento até 0 momento da alta, sendo alimentados por formula lactea nesse periodo.

Para todos 0s neonatos nascidos no HC-FMUSP, foi realizada a pesquisa de infeccdo pelo
SARS-CoV-2 por meio de swab de orofaringe e/ou traqueia (RN intubados) ou duas amostras
de orofaringe ap6s 48 horas de vida. Nos casos de positividade em algum dos testes, uma nova
amostra foi realizada com 72 horas de vida para excluir resultados falso-positivos.

4.3 Pacientes que tiveram COVID-19 na gestacdo e que estavam curadas no momento
do parto (HU-USP)

Foram acompanhadas no HU-USP todas as gestantes sem diagnostico ou suspeita clinica
de COVID-19. Da mesma forma, todas as pacientes que tiveram COVID-19 durante a gestagéo
e estavam assintomaticas também foram encaminhadas para seguimento pré-natal e parto no
HU-USP apo6s o periodo de isolamento (10 a 28 dias do inicio dos sintomas a depender do
quadro clinico materno).

O diagnostico de COVID-19 foi realizado no momento da suspeita clinica, por meio da
realizacdo de RT-PCR do trato respiratorio conforme técnica descrita na se¢éo anterior, ou de
sorologia, nos casos tardios. Para as demais pacientes sem diagnostico de COVID-19
confirmado durante a gestacdo, foi realizado um inquérito sobre a presenca de sintomas
caracteristicos durante o periodo gestacional, e, nos casos suspeitos, foi realizada a sorologia
(IgM e 1gG) no momento do parto.
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Para todos o0s casos, a indicacao e a via de parto foram obstétricas. Os RNs provenientes
do HU-USP ndo foram testados para SARS-CoV-2, pois as pacientes ndo se encontravam
sintomaticas ou com doenca ativa no momento do parto, e os cuidados habituais foram

adotados, com liberacéo de alojamento conjunto e amamentacao.

4.4 Coleta de dados

4.4.1 Dados clinicos

Os dados clinicos, demograficos e obstétricos, bem como os resultados dos exames
durante a internacdo, foram armazenados em um banco de dados REDCAP criado

exclusivamente para essa finalidade.

4.4.2 Coleta das amostras bioldgicas

Foram coletadas as seguintes amostras biologicas: sangue materno, sangue de corddo
umbilical, LA, colostro e swab de vias aéreas dos RN.

O sangue materno foi coletado por meio da pungéo venosa realizada imediatamente antes
do inicio do parto e da instalacdo de medicamentos e soro. O LA (5 a 10 ml) foi obtido com a
aspiracdo utilizando agulha e seringa de 20 ml, antes da rotura da bolsa. O sangue de cordéo
umbilical (5 a 10 ml) foi obtido pela puncdo com agulha da artéria ou veia do corddo umbilical,
logo ap6s o clampeamento do corddo umbilical.

Apbs 48-72 horas do parto, foi coletado 5-10 ml de colostro por meio de ordenha manual,
apos adequada desinfeccdo das mamas com algoddo ou gaze embebida em solugéo alcodlica.

Todas as amostras coletadas foram congeladas a -80°C até o momento da analise.
4.4.3 Avaliacéo laboratorial
4.4.3.1 Diagnostico molecular de SARS-CoV-2
Foi realizada a extragdo do acido nucleico de 140 pL das amostras clinicas utilizando o
kit QIAmp Viral RNA (Qiagen, Alemanha), eluido em 60 uL e armazenado a -80 graus Celsius

até o processamento. A deteccdo do RNA viral foi realizada por meio de um RT-PCR
qualitativo — kit RealStar® SARS-CoV-2 Virus RT-PCR 1.0 RUO (Altona Diagnostic,
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Alemanha) — de acordo com as instrucdes do fabricante. A reagdo tem como alvos o gene E do
B-coronavirus e o gene SARS-CoV-2 S. O ensaio foi realizado utilizando um LightCycler® 96
Instrument (Roche, Alemanha).

As amostras foram consideradas positivas quando o valor do limite do ciclo (Ct) foi <40
para, pelo menos, um dos alvos. O ensaio foi avaliado com validagdo independente por
Visseaux e cols.,32 apresentando sensibilidade e especificidade comparaveis aos protocolos

atualmente recomendados pela OMS.

4.4.3.2 Sorologia

A avaliacdo soroldgica foi realizada com o teste Wondfo One Step COVID-19
(Guangzhou Wondfo Biotech, China). O teste foi realizado com 10uL de soro pipetado na
cavidade de amostra do dispositivo de teste, e 80 uL adicionado a cavidade abaixo da amostra,
sendo a mudanca de cor entdo comparada com o ensaio padrao. O resultado foi avaliado em 15
minutos por trés profissionais experientes no método. A sensibilidade geral do teste sorolégico
é de 85,8% (IC 95% 77,7 - 91,9%), chegando a 94,9% (85,9 - 98,9%) para casos realizados

apos 14 dias do inicio dos sintomas.

4.4.3.3 Cultura viral

Para a cultura viral, utilizamos as Células Vero (ATCC® CCL-81™) conforme a técnica
previamente descrita.3% Foi realizado o cultivo em meio essencial minimo Dulbecco
suplementado com soro fetal bovino inativado por calor (10%) e antibioticos/antimicoticos
(Cultilab, Campinas, S&o Paulo, www.cultilab.com.br).

Para o0 isolamento do virus, as amostras foram inoculadas em meio de cultura VVero Cells
em frascos plasticos (jato de biofilme, area de 12,5 cm?, capacidade de 25 mL) imediatamente
apos o processamento. As culturas inoculadas foram cultivadas em uma incubadora a 37 graus
Celsius em uma atmosfera de 5% de COa. As culturas de celulas foram mantidas por, pelo
menos, duas semanas e observadas diariamente para evidéncia do efeito citopatico.

Pelo menos, duas subculturas foram realizadas semanalmente. A detec¢do presuntiva de
virus em sobrenadantes mostrando efeito citopatico foi investigada usando um microscopio

invertido (Nikon, Japéao) e confirmada por RT-PCR especifico conforme descrito acima.
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45 Analise estatistica

O tamanho da amostra foi obtido por conveniéncia. A analise descritiva das variaveis
quantitativas foi realizada pelo céalculo de médias, medianas e desvio padrdo (DP). Para as
variaveis categoricas, foram calculadas as frequéncias absolutas e porcentagens.

A comparacédo entre os grupos foi realizada utilizando-se o teste exato de Fisher para
amostras ndo pareadas com distribuicdo normal; para a comparagdo dos dados de distribuicao
ndo paramétricos, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann Whitney U.

As diferencgas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05.
Os dados foram analisados por meio do Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
versdo 20 IBM, Armonk, NY, EUA).
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5 RESULTADOS

No periodo do estudo, 212 gestantes foram atendidas no nosso servigo com diagnostico
de COVID-19. Desse grupo inicial, 40 pacientes ndo foram incluidas na casuistica, pois eram
gestacGes gemelares (N=5) ou ndo apresentaram sintomas relacionados & COVID-19 (N=35).
Outras 63 pacientes foram excluidas da casuistica de acordo com os critérios de exclusao

previamente descritos na secdo Métodos, totalizando 109 pacientes (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma da populagdo em estudo — HCFMUSP 2020

SARS-CoV-2 positivo

N=212
Nio incluidas:
- Gemelares,N=5
- Assintomaticas, N =35
\ 4
Gestantes incluidas
N=172

Excluidas:

- Parto em servico externo ao HC e HU, N=18

- Aborto ou 6bito fetal, N=7

- SARS-CoV-2 nao analisado no sangue materno, N =29

- SARS-CoV-2 nao analisado em outros compartimentos,N=9

Amostra final
N=109

Fonte: De autoria prépria.

Do total de pacientes avaliadas, 56 foram provenientes do HC-FMUSP e 53 do HU-USP.
Dos 56 casos nascidos no HC-FMUSP, dois RNs néo realizaram RT-PCR para SARS-CoV-2,
totalizando 54 RNs avaliados apds o nascimento.

A mediana do intervalo entre o inicio dos sintomas da COVID-19 e o parto foi de 23 dias
(2-242). Uma das pacientes incluidas ndo foi capaz de definir a data de inicio dos sintomas
sendo, portanto, excluida das analises que contemplavam essa variavel (idade gestacional de
inicio de sintomas e intervalo entre os sintomas e o0 parto). A maioria das pacientes foi internada
por motivos clinicos e obstétricos relacionados 8 COVID-19 (80/109; 73,4%), sendo que 36,7%
dos casos foram classificados como graves (40/109). Dentre as pacientes classificadas como
grave, 38 necessitaram de suplementacdo com oxigénio durante a internacdo (34,9%) e 25

foram internadas em UTI (22,9%). Quatro pacientes incluidas no estudo foram a dbito por
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complicacdes relacionadas a COVID-19, correspondendo a 3,7% de letalidade nesse grupo. Os

dados clinicos e demograficos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Caracterizacdo da populacdo em estudo - dados clinicos e demograficos maternos
(N=109) — HCFMUSP 2020

N=109

Caracteristicas da populacdo o ) o .
n (%), média (DP), mediana (minimo-méaximo)

DADOS CLINICOS MATERNOS

Idade materna, anos 29,5 (7,3)
indice de massa corpérea (n= 107) 30,5 (18,7- 48,3)
Tabagismo 10 (9,2)
COMORBIDADES
Hipertensédo arterial 14 (12,8)
Diabetes mellitus pré-gestacional 4(3,7)
Outrast 31 (28,4)
INTERCORRENCIAS OBSTETRICAS
Nuliparidade 35(32,1)
Pré-eclampsia 10 (9,2)
Diabetes gestacional 21 (19,3)
PARAMETROS CLINICOS ASSOCIADOS A COVID-19
Idade gestacional do inicio dos sintomas, semanas (N= 108) 31,2 (5-40,6)
Intervalo entre inicio dos sintomas e o parto, dias (N= 108) 23,5 (2-242)
Internacdo hospitalar 80 (73,4)
Tempo de internagdo hospitalar, dias (N= 80) 7 (3-187)
Oxigenioterapia 38 (34,9)
UTI 25 (22,9)
COVID-19 grave? 40 (36,7)
Obito materno 4(3,7)

tOutras: cardiopatias, pneumopatias, disfunc¢des tireoidianas, anemia, distirbios neurologicos.
1COVID-19 grave: necessidade de suplementacdo com oxigénio e/ou internagdo em unidade de terapia intensiva;
DP: desvio padrdo; UTI: unidade de terapia intensiva.

A mediana da idade gestacional de parto foi de 37,9 semanas, sendo que 36,7% dos partos
foram prematuros (40/109). Uma parcela significativa dos RNs (31,2%) foi encaminhada para
UTI neonatal apds o nascimento, sendo que 9,2% dos casos necessitaram de ventilacdo
mecanica. Ndo houve nenhum caso de Obito dentre os RNs acompanhados. Os dados

relacionados ao parto e aos RNs encontram-se discriminados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Caracterizagdo da populacdo em estudo — dados obstétricos e neonatais (N=109) —
HCFMUSP 2020

N= 109

Caracteristicas da populacgéo L i . , .
n (%), média (DP), mediana (minimo-méaximo)

PARAMETROS DO PARTO

Idade gestacional de nascimento, semanas 37,9 (27,1-41,1)
Parto cesareo 79 (72,5)
Tempo de internacgdo apds o parto, dias 3 (2-86)
PARAMETROS NEONATAIS

Peso de nascimento, gramas 3040 (680-4215)
Apgar de 5° minuto <7 10 (9,2)
UTI neonatal 34 (31,2)
Ventilagdo mecénica 10 (9,2)
Tempo de hospitalizacdo, dias 4 (2-190)
Obito neonatal 0

DP: desvio padréo; UTI: unidade de terapia intensiva

Todos os compartimentos estudados apresentaram resultados positivos de RT-PCR para
SARS-CoV-2, sugerindo a possibilidade de transmissdo vertical. A taxa de positividade nas
amostras biologicas foi de 14,7% (16/109) no sangue materno, 13,9% (6/43) no LA, 6,7%
(7/105) no sangue de corddo umbilical e 2,1% (2/97) no colostro. Em todos os casos, tentamos
minimizar a contaminacao das amostras com fluidos maternos, a partir das técnicas previamente
descritas na secdo Métodos. No entanto, a coleta do LA seguindo tais preceitos foi desafiadora,
principalmente nas pacientes de maior gravidade, refletindo um nimero reduzido de amostras
de LA.

A Tabela 5 apresenta as distribuicdes de todas as pacientes do estudo de acordo com a

positividade para SARS-CoV-2 nos compartimentos investigados.
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Tabela 5 - Resultados do RT-PCR para SARS-CoV-2 nas amostras coletadas no parto e apds
0 nascimento (sangue materno, liquido amnidtico, sangue de cordao umbilical,

colostro e swab dos recém-nascidos; N=109) - HCFMUSP 2020

NuUmero de Sangue Sangug de Ll'q_u,id_o Colostro Swab do RN
casos materno cordao amniético
1 + + + - +
1 - + - + +
2 + + NA - -
2 - + NA - -
1 - + + - NA
1 + - + - -
1 + - + NA -
2 + NA 1(+),1() - -
1 - - + - NA
1 - - NA + -
5 + - NA - 3(-), 2 (NA)
2 + - NA NA 1(-), 1(NA)
2 + - - - -
39 - - 9 (-), 30 (NA) - NA
34 - - 16 (-), 18 (NA) - -
5 - - - NA NA
2 - - - NA -
2 - - NA NA NA
2 - - NA NA NA
1 - - NA NA -
1 - NA - - -
1 - NA NA - NA

RN= recém-nascido; NA= N&o avaliado; + resultado positivo; - resultado negativo.

A Tabela 6 sintetiza todos 0s casos com, pelo menos, uma amostra biol6gica positiva, de

acordo com o quadro clinico materno, idade de inicio de sintomas, idade gestacional do parto,

e resultado das amostras em cada compartimento.
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Tabela 6 - Detalhes dos casos com resultados positivos para SARS-CoV-2 nas amostras em
estudo (N=109) — HCFMUSP 2020

Caso  COVIDA9 IGS  IGp  Sandue Sanguede  LIGUIGO  copogg  swan RN
1 Grave 32,86 33,57 + + + - +
2 Leve/Mod 38,14 38,57 - + - + +
3 Leve/Mod 38,43 39,43 - + NA - -
4 Leve/Mod 29 38,43 - + + - NA
5 Leve/Mod 30,14 33,71 + + NA - -
6 Grave 25,57 39,14 - + NA - NA
7 Grave 38,28 39,14 + + NA - -
8 Grave 34 35,14 + - + - -
9 Grave 30,14 39,86 - - + - NA
10 Leve/Mod 37,71 38 + - + NA -
11 Leve/Mod 39,28 40 + NA + - -
12 Grave 31,43 33 - - NA + -
13 Grave 30,71 31,71 + - - - -
14 Leve/Mod 38,86 40,28 + - - - -
15 Grave 33,86 35,43 + NA - - -
16 Leve/Mod 39,28 39,85 + - NA - -
17 Leve/Mod 33,57 35,43 + - NA - -
18 Grave 31,86 32,71 + - NA - -
19 Grave 37,57 37,86 + - NA NA -
20 Leve/Mod 28,86 37,71 + - NA NA NA
21 Leve/Mod 28 39,86 + - NA - NA
22 Leve/Mod 34,28 36,71 + - NA - NA

IG_S: idade gestacional do inicio dos sintomas — semanas; IG_P: idade gestacional do parto — semanas;

Leve/Mod: leve/moderado; NA= ndo avaliado; + resultado positivo; - resultado negativo.
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A fim de identificar o potencial de replicagdo do SARS-CoV-2 no colostro materno e
potencial de infeccdo por essa via, foi realizada a cultura viral das duas amostras com RT-PCR
positivo; ambas foram negativas.

Todas as gestantes com resultados positivos de RT-PCR para SARS-CoV-2 no sangue
materno no momento do parto apresentaram sintomas de COVID-19 no terceiro trimestre (p =
0,007; Tabela 7). Além disso, um menor intervalo entre a doenga e o parto (7,5 versus 29 dias,
p = 0,002) foi um fator de risco para positividade no sangue materno no momento do parto.
Este resultado também foi observado ao considerar os intervalos < 10 ou > 10 dias (p = 0,006;
Tabela 7). Nao foi observada influéncia de outros fatores maternos e obstétricos na viremia

materna no momento do parto (Tabela 7).

Tabela 7 - Associacdo entre os parametros clinicos e obstétricos, e a presenca de SARS-CoV-
2 no sangue materno no momento do parto (N= 109) - HCFMUSP 2020

Sangue Materno

Parametros RT-PCR positivo RT-PCR negativo p
para SARS-CoV-2 para SARS-CoV-2
(N=16) (N=93)

Trimestre gestacional do inicio de sintomas (N=108)

Primeiro 0(0) 3(3,3)

Segundo 0(0) 31(33,7) 0,007*

Terceiro 16 (100) 58 (63)
Internagdo hospitalar pela COVID-19 14 (87,5) 66 (71) 0,23*
COVID-19 gravet 7 (43,8) 33 (35,5) 0,58*
Intervalo de tempo entre os sintomas de COVID-19 e 75 (2-83) 29 (2-242) 0,002%*

0 parto, dias (N=108)
Intervalo de tempo entre os sintomas de COVID-19 e o parto (N=108)

<10 dias 10 (62,5) 23 (25)
. 0,006*

> 10 dias 6 (37,5) 69 (75)
IMC (N=107) 29,7 (20,9-43,7) 30,5 (18,7-48,3) 0,56**
Comorbidades

Hipertensdo arterial 0(0) 14 (15,1) 0,22*

Diabetes pré-gestacional 2(12,5) 2(2,2) 0,10*

Outrasi 5(31,3) 26 (28) 0,77*
Complicacdes obstétricas

Pré-eclampsia 0 (0) 10 (10,8) 0,35*

Diabetes Gestacional 4 (25) 17 (18,3) 0,51*
Parto cesareo 13 (81,3) 66 (71) 0,55*
Idade gestacional de nascimento, semanas 37,2 (31,7-40,3) 38,3 (27,1-41,1) 0,38**

Dados apresentados como nimero (porcentagem) e mediana (minimo-maximo)

+ COVID-19 grave: necessidade de suplementacdo com oxigénio e/ou internacdo em unidade de terapia intensiva
1Outras: cardiopatias, pneumopatias, disfuncdes tireoidianas, anemia, distdrbios neurologicos. IMC: indice de
massa corporea

*Teste exato de Fisher; ** Teste de Mann-Whitney.
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Foram avaliadas as associagdes entre os parametros clinicos e obstétricos, e a positividade
para SARS-CoV-2 no LA e/ou sangue de corddo umbilical no momento do parto. O intervalo
mais curto entre o inicio dos sintomas de COVID-19 e o parto foi associado a positividade para
SARS-CoV-2 no LA e/ou sangue de corddo umbilical no momento do parto (7 versus 27 dias,
p = 0,049). Quando estratificado por intervalos < 10 ou > 10 dias, essa associacdo também foi
positiva (p = 0,032). Além disso, a positividade para SARS-CoV-2 no soro materno no
momento do parto foi associada a positividade para SARS-CoV-2 no LA e/ou sangue de cordao
umbilical (54,5% versus 10,2%; p = 0,001- Tabela 8).

Tabela 8 - Associa¢do entre os parametros clinicos e obstétricos, e a presenca de SARS-CoV-
2 nos compartimentos estudados no momento do parto — liquido amni6tico e sangue
de corddo umbilical (N= 109) —- HCFMUSP 2020

Compartimentos

Parametros RT-PCR positivo para RT-PCR negativo para
SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 P
(N=11) (N=98)
Idade gestacional de inicio dos sintomas, por trimestre (n=108)
Primeiro 0 (0) 3(3,1) 0.33%
Segundo 1(9,1) 30 (30,9) '
Terceiro 10 (90,9) 64 (66)
Internacgdo hospitalar pela COVID-19 10 (90,9) 70 (71,4) 0,28*
COVID-19 gravet 5 (45,5) 35(35,7) 0,53*
(Ijril;irzlslzol%rg)re 0s sintomas de COVID-19 e o parto, 7 (2-95) 27 (2-242) 0,049%*
Intervalo entre os sintomas de COVID-19 e o parto (N=108)
<10 dias 7 (63,6) 26 (26,8)
. 0,032*
> 10 dias 4 (36,4) 71 (73,2)
RT-PCR positivo no sangue materno 6 (54,5) 10 (10,2) 0,001*
Parto cesareo 9 (81,8) 70 (71,4) 0,72*
Idade gestacional de nascimento, semanas 38,6 (33,6-40) 37,8 (27,1-41,1) 0,72**
IMC (N=107) 29,4 (23,1-46,2) 30,6 (18,7-48,3) 0,47**
Comorbidades
Hipertensao arterial 0 (0) 14 (14,3) 0,35*
Diabetes pré-gestacional 1(9,1) 3(31) 0,35*
Outrasi 3(27,3) 28 (28,6) 1,00*
Complicagdes obstétricas
Pré-eclampsia 1(9,1) 9(9,2) 1,00*
Diabetes Gestacional 1(9,1) 20 (20,4) 0,69*

Dados apresentados como nimero (porcentagem) e mediana (minimo-maximo)

 COVID-19 grave: necessidade de suplementacdo com oxigénio e/ou internacdo em unidade de terapia intensiva
+Outras: cardiopatias, pneumopatias, disfuncdes tireoidianas, anemia, distlrbios neuroldgicos. LA: liquido amniético;
IMC: indice de massa corporea

*Teste exato de Fisher; ** Teste de Mann-Whitney.
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Com o objetivo de investigar se a positividade nos compartimentos (LA e cordao
umbilical) apresentaria alguma influéncia nos resultados neonatais, analisamos a associacao
entre a positividade para SARS-CoV-2 no LA e/ou sangue de corddo umbilical e o desfecho
clinico dos 54 RNs testados para SARS-CoV-2 (Tabela 9). Ndo houve associacdo entre 0s

parametros avaliados e a positividade nos compartimentos estudados.

Tabela 9 - Associacdo entre parametros neonatais e a positividade para SARS-CoV-2 nos
compartimentos (liquido amni6tico e/ou sangue de corddo umbilical), nos casos
testados ap06s o nascimento (N=54) - HCFMUSP 2020

Compartimentos

Parametros neonatais RT-PCR positivo para RT-PCR negativo para  p

SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
(N=18) (N=46)
Idade gestacional no parto, semanas 38,3 (33,6-40) 35,6 (27,1-41,1) 0,20**
Sexo

Feminino 3(37,5) 22 (47,8)

Masculino 5 (62,5) 24 (52,2) 0.
Peso de Nascimento, gramas 3080 (1732-3490) 2490 (680-3870) 0,22**
Escore de Apgar no 5° minuto de vida < 7 1(12,5) 8 (17,4) 1,00*
UTI neonatal 2 (25) 26 (56,5) 0,13*
Tempo de internag&o, dias 5,5 (2-29) 6 (2-190) 0,39**
Ventilacdo mecénica 0(0) 10 (21,7) 0,33*

Dados apresentados como nimero (porcentagem) e mediana (minimo-maximo);
UTI: unidade de terapia intensiva;
* Teste exato de Fisher;** Teste de Mann-Whitney.

5.1 Descricédo dos casos com suspeita de transmisséo vertical

Dois RNs (3,7%; 2/54) apresentaram resultados positivos de RT-PCR para SARS-CoV-
2 em orofaringe, sugerindo possivel transmissdo vertical. Estes dois casos representam 25%
(2/8) das amostras de LA ou cordao umbilical positivas para SARS-CoV-2, dentre 0s casos em
gue o RN foi investigado (N = 54). Nos dois casos com suspeita de transmissdo vertical, o
SARS-CoV-2 foi identificado em outros compartimentos; no primeiro caso, obtivemos RT-
PCR positivo para SARS-CoV-2 no sangue materno, LA e sangue de corddo umbilical, €, no
segundo caso, as amostras de sangue de cordao e colostro foram positivas para SARS-CoV-2
(Tabela 6, casos 1 e 2).

Os dois RNs com suspeita de transmisséo vertical nasceram no HC e a descricdo dos

casos sera detalhada a seguir. O primeiro caso positivo (caso 1, Tabela 6) foi de um RN do sexo
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feminino, nascido de parto cesareo com 33 semanas e 4 dias. A gestante internou por um quadro
grave de COVID-19, necessitando de cuidados intensivos e suporte ventilatorio, tendo o parto
sido indicado no sexto dia de sintomas devido a deterioracdo clinica materna. O RN nasceu em
boas condicdes, peso de nascimento de 2130 gramas, adequado para idade gestacional, e o
Apgar de quinto minuto foi nove. A pesquisa de SARS-CoV-2 no RN foi realizada com 48
horas de vida, com resultado positivo, o que indicou uma segunda coleta com 72 horas de vida,
que confirmou a positividade do teste. O RT-PCR para SARS-CoV-2 também foi avaliado no
17° dia de vida, mantendo-se ainda positivo, e tornando-se negativo no 22° dia ap6s o parto. A
sorologia realizada no 23° dia de vida mostrou positividade para 1gG.

No terceiro dia de vida, o neonato apresentou diminuigdo da saturacdo de oxigénio com
necessidade de oxigenioterapia até o 14° dia de vida. Foram realizados exames de imagem para
avaliacdo pulmonar, com radiografia de térax normal no quinto dia de vida; no entanto, a
ultrassonografia pulmonar revelou a presenca de linhas B coalescentes e consolidagcdes
subpleurais na base do pulméo esquerdo. Além disso, a tomografia computadorizada de torax
evidenciou opacidades e atelectasias em lobo superior direito, e atenuacéo discreta e difusa do
parénquima pulmonar. Ndo houve nenhuma alteracdo laboratorial significativa durante a
internacdo. Com 22 dias, 0 lactente apresentou quadro de enterorragia, necessitando de
transfusdo sanguinea. Todos os quadros clinicos foram autolimitados, e 0 RN recebeu alta
hospitalar no 26° dia de vida em bom estado geral. Durante todo o periodo de internacdo, ndo
houve contato com a mae ou outros familiares, e o aleitamento foi realizado exclusivamente
por formula.

O segundo caso (caso 2, Tabela 4) foi de um RN do sexo masculino, nascido a termo. A
paciente estava com 38 semanas e 4 dias na ocasido, apresentava-se no quarto dia de sintomas
de COVID-19 (quadro clinico leve), e teve um parto normal espontaneo, com rotura das
membranas duas horas antes do nascimento. O indice de Apgar no quinto minuto foi nove e o
peso de nascimento foi de 2980 gramas. Os resultados do RT-PCR para SARS-CoV-2 coletados
no segundo dia de vida e confirmado com 72 horas de vida foram positivos. No terceiro dia, 0
neonato apresentou bradicardia sinusal assintomatica associada a hipocalcemia. Apos trés dias
de infusdo de calcio enteral, a frequéncia cardiaca e os niveis séricos de calcio foram
normalizados. No sétimo dia de vida, antes da alta hospitalar, o swab foi repetido e o resultado
foi negativo. Durante a internagéo, ndo houve alteracdes nos exames laboratoriais e nos exames
de imagem. O RN foi alimentado com férmula até a alta hospitalar, que ocorreu no oitavo dia
de vida.
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo prospectivo realizado em centro Unico com gestantes nao
vacinadas com COVID-19 sugerem que: (i) a transmisséo vertical do SARS-CoV-2 é possivel;
(ii) 0 SARS-CoV-2 pode ser identificado em todos os compartimentos bioldgicos que expdem
o feto e/ou RN ao virus (sangue materno, LA, sangue de corddo umbilical e colostro); (iii) a
viremia materna no momento do parto, definida como RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 no
sangue materno, esta associada a positividade no LA e/ou sangue de corddo umbilical; (iv) a
positividade para 0 SARS-CoV-2 no sangue materno e nos compartimentos (LA e/ou sangue
de cordao) esta inversamente associada ao tempo de infec¢do materna.

A possibilidade de transmissdo vertical do SARS-CoV-2 durante a gravidez ja foi
aventada previamente.'215252730 Ngo entanto, até o0 momento, poucos estudos?>?%3 foram
capazes de comprovar a transmissdo transplacentaria do SARS-CoV-2 por meio da anélise de
amostras de LA, sangue de corddo e/ou placenta, e a taxa de transmisséo vertical, bem como,
0s possiveis fatores de risco associados a esse desfecho ainda néo estdo bem definidos. Dessa
forma, acreditamos que este estudo contribui de forma relevante para o conhecimento da
transmissao vertical em gestantes com COVID-109.

Em nosso estudo, 3,7% dos RNs oriundos de pacientes com COVID-19 na gestacdo
apresentaram swab de orofaringe positivo para SARS-CoV-2. Esse resultado é semelhante ao
descrito em metanalise publicada por Kotlyar e cols.?® com 936 RNs (3,2%), porém,
comparativamente a esse estudo, observamos maiores taxas de positividade para SARS-CoV-2
no LA (13,9% versus 0%) e no sangue de corddo umbilical (6,7% versus 2,9%).

Outros estudos?2248887 ghservaram taxas menores de transmissao vertical. Sinaci e cols.®
em estudo prospectivo com 63 gestantes com COVID-19 leve a moderada identificaram apenas
um RN com PCR positivo em orofaringe ap6s o nascimento, sendo que todas as amostras
bioldgicas relacionadas a esse paciente foram negativas. Outros dois RN apresentaram IgM e
IgG positivos para SARS-CoV-2 24 horas apds o parto, porém, sem confirmacdo com teste
molecular. Das 52 amostras bioldgicas realizadas pelos autores, apenas uma amostra da
placenta (1,9%) e duas de secrecdo vaginal (3,8%) foram positivas para SARS-CoV-2. Todas
as amostras de LA e sangue de cord&o foram negativas. Em outras publicagdes, %7888 nenhum

caso de transmissao vertical foi descrito.
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A discrepancia entre 0s nossos resultados e as demais publicacfes pode estar relacionada
as caracteristicas do nosso grupo de pacientes. Todas as gestantes incluidas apresentaram
sintomas respiratdrios associados a COVID-19, com parcela significativa de casos classificados
como graves, incluindo quatro casos de 6bito materno. Nosso estudo contemplou ainda taxas
mais elevadas de viremia materna, fato que também corrobora com a severidade da nossa
coorte. Considerando que a viremia materna e a resposta inflamatoria secundaria a infeccao
viral estdo intimamente relacionadas a transmissao placentaria, € esperado que nosso grupo
contemple taxas mais elevadas de transmissdo vertical do que os estudos realizados com
pacientes assintomaticas ou oligo sintomaticas.

Ainda, é possivel que, devido as limitacBes associadas ao método diagndstico, uma
parcela significativa dos RNs nao tenha sido adequadamente diagnosticada apds o nascimento
e, possivelmente, nossa taxa de transmissdo vertical seja ainda mais elevada. Sabe-se que a
sensibilidade do RT-PCR varia de acordo com o tempo da doenca e 0 material investigado.®!
Reconhecemos que a coleta seriada de amostras dos RNs associada a uma avaliagdo mais ampla
contemplando maultiplos sitios bioldgicos como urina, fezes e sangue do RN poderia aumentar
a sensibilidade da deteccdo viral. Essa analise poderia ser util principalmente nos casos com
resultados positivos no LA e no sangue de corddo. Infelizmente, por tratar-se de doenga
emergente e pela escassez dos recursos materiais no momento em que este estudo foi realizado,
apesar da coleta ter sido prospectiva, a analise das amostras foi realizada apés a coleta de todos
0s casos, ndo sendo possivel selecionar 0s casos em que essa estratégia deveria ser aplicada.

Importante ressaltar que a opc¢do de realizarmos a avaliacdo pds-natal apenas dos casos
nascidos no HC foi um fator limitante no nosso estudo. Apesar de termos uma casuistica grande
proveniente de um uUnico centro, em metade dos casos, ndo pudemos definir a transmissédo
vertical pela auséncia da comprovacdo viral no RN. Dessa forma, seria adequado considerar
gue outros estudos com casuistica mais robusta poderiam ter achados diferentes dos nossos,
tanto no que se refere a taxa de transmisséo vertical do SARS-CoV-2 quanto na correlagdo com
outros parametros clinicos e neonatais. Ainda assim, trata-se de uma das casuisticas com maior
namero de casos publicados até o0 momento, com avaliagdo de diversos espécimes bioldgicos
gue comprovam a transmissao vertical.

E importante ressaltar que nosso estudo foi realizado em periodo anterior ao inicio da
implementacdo de vacinas contra a COVID-19 no Brasil. Dessa forma, os achados acima
descritos refletem a histdria natural da doenca, que € sabidamente diferente da observada nas
gestantes imunizadas. Sabe-se que as gestantes vacinadas apresentam comportamento

divergente em relagdo ao quadro clinico®, e & producdo e passagem transplacentaria de
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anticorpos (1gG).%! Em estudo coorte prospectivo, Shook e cols.®! observaram que as gestantes
vacinadas apresentam titulos de anticorpos mais elevados no momento do parto tanto no sangue
materno (OR 2,03; p < 0,001) quanto no sangue de corddo umbilical (OR 2,13; p < 0,01) em
relacdo ao grupo de pacientes infectadas durante a gestacdo. Dessa forma, ndo podemos esperar
que 0s nossos resultados possam ser replicados no cendrio atual, no qual grande percentual das
gestantes ja se encontra imunizada.

Da mesma forma, a escassez de estudos com maior nivel de evidéncia e a falta de uma
definicdo padronizada da transmissao vertical do SARS-CoV-2 dificultam a comparacéo entre
os resultados ja publicados. No presente estudo, foram utilizados os critérios da OMS’® para
classificar a transmissdo vertical, que considera como infecgdo congénita confirmada apenas 0s
casos com exposicdo intrauterina e persisténcia viral identificada em amostra estéril apds 24-
48 horas do nascimento. Por esse critério, em nosso estudo, 3,7% dos casos foram classificados
como possivel transmissdo vertical, dado que nenhuma amostra estéril foi realizada nos RNs.

Pela classificacdo de Shah e cols.,”” nossa taxa de transmisséo vertical seria mais elevada,
no entanto, preferimos ser mais cautelosos diante de resultados ainda pouco discutidos na
literatura. Embora acreditemos que, assim como outras infecgdes congénitas, a positividade no
sangue de corddo umbilical ou no LA, provavelmente, indiqguem a passagem do virus pela
placenta, ainda ndo esta claro se a presenca do virus nos compartimentos pode de fato
comprovar a ocorréncia de infeccdo fetal. Em nosso estudo, encontramos 11 casos com
amostras de LA e/ou sangue de corddo positivos para SARS-CoV-2, porém, apenas dois casos
dentre os RNs testados (2/8) apresentaram swab positivo apds o nascimento, correspondendo a
25% desse grupo. Assim como observado neste estudo, a diferenca observada entre a taxa de
transmissdo transplacentaria e a taxa de infeccdo fetal ja € bem conhecida com outros
patdgenos,*® sendo resultado do equilibrio entre a capacidade do virus comprometer o feto e a
resposta imunolégica fetal. Outros estudos sdo necessarios para melhor entendimento desses
achados.

A escolha da classificagdo da OMS’® também se baseou no fato de que todas as nossas
coletas foram realizadas intraparto. O diagnostico inequivoco da maioria das infeccGes
congénitas é tipicamente feito pela deteccdo do organismo em cultura ou identificacdo do
RNA/DNA do patogeno no LA antes do inicio do trabalho de parto ou em sangue fetal/neonatal
coletados de forma asseptica. Apesar de todos os esfor¢os para que as amostras fossem obtidas
com a técnica adequada, de fato, ndo conseguimos excluir completamente a possibilidade de
contaminacgdo durante a coleta. Dessa forma, acreditamos que a presenca do virus em diferentes

amostras permite a comprovacao da exposicédo fetal ao virus, minimizando a possibilidade de
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contaminacdo superficial por fluidos maternos, como sangue ou secre¢do vaginal e,
consequentemente, os falso-positivos.

Em nossa amostra, observamos dois casos que apresentaram RT-PCR positivo no
colostro. Em um dos casos (caso 2, Tabela 6), o sangue de corddo também foi positivo; no
segundo caso (caso 12, Tabela 6), nenhum dos compartimentos testados resultou positivo.
Assim como demonstrado em nosso estudo, outras pesquisas também observaram a presenca
de RNA do SARS-CoV-2 no colostro e leite materno, com taxas semelhantes as nossas.
Chambers e cols.” relataram um caso positivo dentre 18 testados e Fenizia e cols.? relataram
um caso positivo em 11 amostras testadas. Em nosso estudo, a fim de avaliar a capacidade de
replicacéo e infectividade viral nas amostras, realizamos a cultura viral nos dois casos positivos
e, em ambos 0s casos, a cultura viral do colostro foi negativa. Este resultado sugere que, apesar
da possivel excrecdo no colostro, o virus ndo apresenta capacidade de replicacdo, sendo,
portanto, incapaz de causar infeccdo por essa via. No entanto, o elevado teor lipidico
caracteristico do colostro pode ter limitado o crescimento viral nessas amostras, sendo
necessarios estudos maiores e com avalia¢Ges adicionais.

Curiosamente, algumas amostras de LA e/ou sangue de corddo umbilical permaneceram
positivas por mais de quatro semanas apos a infeccdo materna. A presenca prolongada do virus
em qualquer sitio bioldgico € incomum e sua presencga ndo indica necessariamente que 0 virus
seja capaz de se replicar neste local e causar infeccdo. Dessa forma, assim como é realizado em
outras infecgdes como Toxoplasma gondii e CMV,* a realizacdo de amniocentese algumas
semanas apos a infeccdo poderia ser util na investigacdo dos casos de infeccdo materna no
primeiro e segundo trimestres gestacionais, possibilitando melhor entendimento da transmissao
vertical do SARS-CoV-2 neste grupo de pacientes. Rosen e cols,% em coorte prospectiva com
55 gestantes com COVID-19 no primeiro (28/55; 51%) e segundo trimestre de gestagao (27/55;
49%), ndo observaram nenhum caso de transmissao vertical, diagnosticada por meio da analise
do LA obtido por amniocentese (0/22). A avaliagdo por outros métodos diagnosticos como a
cultura viral pode ser Util para complementar a avaliacdo desses casos.

A idade gestacional da exposicdo materna tem grande influéncia na frequéncia e
gravidade dos casos de infeccdo congénita. Infeccbes pelo virus da rubéola e CMV, por
exemplo, apresentam comprometimento fetal inversamente proporcional a idade gestacional da
exposicdo, sendo pouco significativa em idades gestacionais mais avancadas.*® Ja na infecgéo
pelo Toxoplasma gondii, a taxa de transmissdo vertical aumenta de acordo com a idade

gestacional, apesar do comprometimento fetal ser menor nos casos mais tardios.*
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Em nosso estudo, a infeccdo pelo SARS-CoV-2 no terceiro trimestre gestacional
apresentou relacdo significativa com a presenca de viremia no momento do parto, mas ndo com
a positividade no LA ou sangue de corddo. No entanto, nossa casuistica contemplou apenas trés
pacientes com infeccdo no primeiro trimestre gestacional, limitando as conclusdes sobre a
transmissao vertical em idades gestacionais mais precoces. Até 0 momento, ainda ndo temos
dados suficientes sobre a influéncia da idade gestacional no risco de transmisséo vertical pelo
SARS-CoV-2, no entanto, dada a escassez de publicacdes com gestantes infectadas em idades
gestacionais mais precoces, € possivel que a taxa de infeccdo e o grau de comprometimento
fetal sejam maiores do que os descritos até 0 momento.

Alguns autores também buscaram identificar outros possiveis fatores de risco associados
a transmissdo vertical em gestantes com COVID-19, como a gravidade da doenca,?>*®a via de
parto®®¢’ e fatores socioecondmicos.®” Em recente publicacio realizada na Clinica Obstétrica
do HC-FMUSP, Arcos Junior e cols.® observaram que os casos de COVID-19 moderada
apresentam maior frequéncia de lesBes histoldgicas placentéarias, como a vilite, em relagdo as
placentas de gestantes com COVID-19 leve ou grave, provavelmente associados ao tempo e ao
grau de inflamacdo em resposta ao virus. No entanto, outros autores?® nio observaram
associacao entre a gravidade da doenca e o risco de transmissao vertical, ndo sendo possivel
estabelecer correlacdo entre os achados histolégicos placentarios, com o grau de
comprometimento fetal e neonatal. Outros estudos histolégicos e imunohistoquimicos com
placentas de pacientes com COVID-19 na gestacao sdo fundamentais para melhor entendimento
do mecanismo viral de transmissdo transplacentaria e dos fatores associados a este desfecho.

Um dos achados mais relevantes do nosso estudo foi de que o intervalo entre a infec¢ao
materna e o parto tem influéncia na positividade dos compartimentos que expde o feto ao virus
(LA e sangue de corddo umbilical), e, consequentemente, no risco de transmissdo vertical. Até
0 momento, este foi o primeiro estudo que conseguiu comprovar esta associagdo, que tem
grande importancia clinica. Considerando o exposto acima, acreditamos que sempre que as
condigdes clinicas maternas e fetais forem favoraveis, deve-se evitar a realizacdo do parto na
fase aguda da doenca. Ainda, baseado nos resultados encontrados, sugerimos que todos 0os RNs
oriundos de mées com COVID-19 na gestacdo devam ser testados e monitorados clinicamente,
principalmente nos casos de infeccdo recente.

Sem duavidas, a pandemia da COVID-19 foi um dos eventos mais impactantes dos ultimos
tempos. Apesar dos inUmeros avancos técnico-cientificos, foram necessarios dois anos para que
conseguissemos controlar a disseminacdo da doenca no mundo. Acreditamos que a pandemia

nos trouxe um legado muito importante, e a consciéncia de que, na iminéncia de uma epidemia,
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a resposta rapida em pesquisa é fundamental. Nos grupos de maior risco, como as gestantes,
essa acdo pode possibilitar que as pesquisas sejam mais eficientes, possibilitando melhor
assisténcia ao bindbmio materno-fetal. Com certeza, a forma de investigacdo sera diferente
diante de novos surtos se conseguirmos manter o raciocinio clinico e cientifico caminhando

paralelamente.
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7  CONCLUSOES

O presente estudo realizado com gestantes nao vacinadas com diagnéstico de COVID-19

permitiu concluir que:

- Atransmisséo vertical do SARS-CoV-2 é possivel;

- Aproximadamente, um sexto das gestantes sintomaticas com COVID-19 durante a
gestacdo apresenta RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 no sangue materno
(viremia) no momento do parto;

- O virus SARS-CoV-2 foi identificado no LA e no sangue de corddo ao nascimento;

- Foi identificada presenca de SARS-CoV-2 no colostro materno;

- Intervalo curto entre a infeccdo materna pelo SARS-CoV-2 e o parto é um fator de

risco para transmissao vertical.
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.965.120

Apresentagdo do Projeto:
As informagbes contidas nos campos "Apresentacdo do Projeto”, "Objetive da Pesquisa” e “AvaliagSo dos
Riscos e Beneficios" foram obtidas dos documentos contendo as Informagdes Basicas da Pesguisa

{(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1530161 pdf de 06/04/2020) e do Projeto Detalhado.

INTRODUCAOD

A sindrome respiratoria aguda grave causada pelo coronavirus-2 (SARS-CoV/-2) atraiu a atengio mundial
nos Gitimos meses devido sua rapida disseminagdo e complicagdes respiratorias graves, causando uma
emergéncia mundial em salde plblica. Esse virus & de alta patogenicidade e tem periodo de incubagio de
1 a 14 dias com apresentagio dos sintomas a partir do 10° dia 1.Em epidemias e pandemias virais prévias
(H1N1, SARSCoV, SARS-MERS) 2,34 as gestantes apresentaram complicagdes respiratorias mais graves
gue os demais grupos devido 4s modificagdes fisiologicas da gestag@o relacionadas aos sistemas
imunolégico e cardiopulmonar. Na experiéncia atual com o SARS-CoV-2 os poucos estudos publicados e
com casuisticas muito pequenas demonstraram gue a gestante parece nao ter comprometimento mais grave
em relago acs outros pacientes e também néo foi observada transmissdo vertical 5,6. Entretanto, como
esses estudos apresentam limitagdes, & necessario gue investiguemos as questdes relacionadas a infecgéo
pelo SARS-CoV-2 na gestagao, tais comao:
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(1) gravidade do acometimento em relago a: idade gestacicnal, associagBo de doengas de base,
associagio com complicagdes proprias da gestagao;

(2} comprometimento fetal;

(3) transmissdo vertical;

(4) resultados gestacionais;

{5) resultados necnatais.

Em vista da pandemia atual & da escassez de estudos na literatura envelvendo gestantes com quadro
clinico ou sorologia positiva aliado & necessidade de conhecer o comportamento desta infecgdo viral em
gravidas da nossa populagdo & gue vemos a necessidade da realizagBo deste estudo.

HIPOTESE

Mossa hipotese & de gue a infecgo pelo coronavirus pode se comportar de maneira diferente em gravidas.
Ademais varos fatores de risco ou uso de medicamento poderdo interferir na evolugdo da doenga & na
transmizsdo vertical.

METODOLOGIA PROPOSTA

Tipo de Estudo:

Estudo prospective.Selecdio & Seguimento dos Casos: Serdo selecionados todos 08 casos de gravidez com
suspeita clinica (febre, tosse, dor de garganta, coniza, desconforto respiratario) ou teste positivo para SARS-
CoY-2 intemados na Clinica Obatétrica do HC/FMUSP. As pacientes gue se encontrarem em estado clinico
gue pemmita o entendimento serdo convidadas a participar do estudo e receberfio as informagdes orais
sobre o projeto de pesquisa. Aguelas que aceitarem participar e assinarem o termo de consentimento livre
eaclarecido serdo incluidas no estudo.

EXECUCAD DO ESTUDO:

Todas as gestantes hospitalizadas com suspeita clinica de infeccdo por SARS-Cov-2, terfo amostra de
swab de nasofarings coletada para confirmagio diagndstica. As pacientes que cumprirem os critéries de
inclusdo serfic convidadas a participar do estudo e receberiic explicagio verbal sobre o estudo e deverio
ler & assinar o termo de consentimento que podera ser por assinatura em papel ou online. Apds
consentimento as pacientes seguirBo as orientagies de coleta dos dados.

COLETAS DE DADOS E MATERIAL BIOLOGICO:

As informagbes referentes a dados demograficos e histdria serfo coletadas na entrada da paciente no
estudo, e atualizadas apos o parto na ocasido da alta hospitalar. Os dados do recém-nascido
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RESPOSTA: Foi excluide do fitulo, projeto & do TCLE tudo que era referents a fratamento.
AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:
Diante do exposto, a Comissdo Macional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicdes
definidas na Resolugio CNS n° 466 de 2012 & na Morma Operacional n® 001 de 2013 do CHS, manifesta-se

pela aprovago do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Profocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situago
Informagoes Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 0&/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1530161 pdf 12:16:38
Churtros CARTA_RESPOSTA PENDEMCIA_DO | 06/0472020 |Rossana Pulcinel Aceito
CUMENTAL .pdf 12:15:59 | Vieira Francisco

TCLE ! Termes de | TCLE_Final_02_04 2020 ASSINALAD | 06/04/2020 |Rossana Pulcineli Aceito

Azzentimento O docx 11:59:11 | Vieira Francisco

Justificativa de

Auszéncia

Projeto Detalhado / | COVID_19_Gravidez_projeto_02_04 20| 06/04/2020 |Rossana Pulcineli Aceito

Brochura 20_ASSINALADOD docx 11:58:40 (\ieira Francisco

Investigador

Folha de Rosto FolhaDeRosto_apos Parecer CONMEP_| 03/04/2020 |Rossana Pulcineli Aceito
Assinada. pdf 12:18:27 | Vieira Francisco

Chuitros CARTA_RESPOSTA PARECER_COM | 03/04/2020 |Rossana Pulcineli Aceito
EP.pdf 121331 [Vieira Francisco

Chitros DECLARACAD CUSTOS_APOS PAR | 03/04/2020 |Rossana Pulcinel: Aceito
ECER CONEP pdf 11:56:20 | Vieira Francisco

Chutros REGULAMENTO _BIORREPOSITORIO | 03/04/2020 |Rossana Pulcinel Aceito

APOS PARECER COMEP pdf 11:54:58 |Vieira Francisco

Cronograma CRONOGRAMA_APOS PARECER_COy 030472020 |(Rossana Pulcineli Aceito
NEP pdf 11:54:06  [Vieira Francisco

TCLE !/ Termes de  [TCLE_Final_02_D4 2020.docx 03/0472020 |Rossana Pulcinel Aceito

Assentimento / 11:53:39  [Vieira Francisco

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado ! [ COVID_19_Gravidez_projeto 02_04 20| 030472020 |Rossana Pulcineli Aceito

Brochura 20 docx 11:10:09 | Vieira Francisco

Investigador
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frequéncia respiratinia), tempo de depurago viroldgica (avaliado pela negativagio do virus em swabs no 6°
e 12° dia), tempo de ventilagdo mecénica, tempo de internagdo na UTI, tempo de intemagdo hospitalar,
complicagdes obstétricas associadas; efeitos colaterais (alteragdo eletrocardiograma, reagdes cutdneas,
hepatotoxicidade, neurctoxicidade), mortalidade matema. Se o poder da amostra ndo atingir os 80 % de
diferenga esperada em relagdo ao tempo de depurag&o virologica, novos pacientes serfo alocados nos
grupos. Caso haja evidéncia da superioridade do grupo tratamento, 4 randomizagdo sera interrompida e o
tratamento passara a ser usado para todos 08 casos graves.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes™.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Andlise das respostas ao Parecer Consubstanciado n® 3.950.901 emitido em 02/04/2020:

1 - Quanto ao Temo de Consentimento Livre e Esclarecido, arguivo “TCLE_Final_25_03_2020":

1.1. Ma pagina 2 de 3 |8-se; “15- Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos
propostes neste estudo (nexo causal comprovado), voce terd direito a tratamento médico na Instituicdo, bem
como &3 indenizagbes legalmente estabelecidas.”. Embora seja plausivel a necessidade de estabelecimento
de comprovagdo de nexo causal de danc causado pela participago na pesquisa para o2 cazos de
indenizagies, o mesmo ndo se aplica para a prestagio de assisténcia, uma vez que o estabelecimento de
nexo pode ndo ser imediato. Vizando ndo prejudicar a participante de pesguiza, solicita-se que =gja
garantida de forma clara que a prestagio de assisténcia sera feita, caso necessana, de forma integral e
imediata, sem comprovagdo de nexo causal com os procedimentos da pesquisa e cujos custos deverdo ser
integralments cobertos pela pesquisa.

RESPOSTA: No TCLE foi realizada corregio referente ao item relacionade & prestagio de assisténcia e
indenizagdes em caso de dano decorrente da pesquisa (item 13).

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2. Esta comissdo entende que o ensaio clinico proposto no protocolo & um segundo estudo, devendo ser
apresentado como um estudo a parte para apreciacdo na plataforma Brasil com todo rigor que um ensaio
clinico exige (calculo amostral, ponderagdo de rizcos, analise interina, de regras de intermupgdo etc.). Solicita
32 adequatio.
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FMUSP (LIM-60).

CRITERIO DE INCLUSEQ
- Paciente gestante com suspeita clinica ou sorologia positiva para SARS-Co'/-2.

CRITERIOS DE EXCLUSAQ

- N&o confimagdo da infecglo matema pelo SARS-Co\-2.

- Desisténcia por parte da gestante em continuar no estudo.

Objetive da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a passagem transplacentaria do SARS-CoV-2 através da investigago do virus nos seguintes
compartimentes: sangue matemo, liguido amnidfico, sangue de cordao umbilical, placenta, restos ovulares,
colosiro.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1- &valiar a evolugdo clinica e laboratorial das gestantes, a partir do diagndstico, em relagéo &

(1) idade gestacional do diagnastico,

(2) sintomas e quadro clinico,

(3) pardmetros laboratoriais,

{4) parémetros de imagens radiclogicas,

(5) presenga de doengas matemas prévias a gestagdo,

(6) presenca de complicagbes gestacionais,

(&) tempo de intemagio decomente da infecgdo pele SARS-CoV-2.

2- Comparar a evolugdo das pacientes gue estiverem sob uso de medicagBes ou sem medicages por conta
de doengas de base.

3- Avaliar a presenca de alteragbes de crescimento e de morfologia fetal apds o diagndstico matemo de
COVID-19.

4- Avaliar o aparecimento de insuficiéncia placentaria e alteragio do bem-estar fetal apds o diagndstico
matemo de COVID-19.

5 Avaliar os resultados de parto:

(1) tipo de parto,

{21 Idade gestacional no parto,

(3) presenca de complicacdes no parto.
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serdo obtidos dos prontuarios no Centro Meonatal do ICRHCFMUSP. As coletas de sangue matemo, liguido
amnidfico, sangue de corddo e placenta serdo realizadas na ocasido do parto.

Sangue matemo: Serdo coletados 10mL de sangue matemo na chegada da gestante ao Cenfro Obstétrico
do HC/IFMUSP para o parto. A coleta de sangue se dard por meio de pungo venosa periférica. O sangue
serd colocado em tubos com EDTA e tubos secos & a seguir centrifugade, separado & armazenado a -80 oC
no laboratério de investigagio médica em Obstetricia (LIM-57).

Liguido Amnidtico: Ma ocasido do parto antes de romper a bolsa amnidtica, nos casos em que o parto for
cesareana, serd coletado 10mL de liguido amnidtico em tulxo coletor & acondicionado em temperatura a -&0
oC no LIM-57 para posterior andlise.

Sangue de cordd0 umbilical:

Ma ocasifo do parto apds a dequitagdo da placenta serd coletado 10 mbL de sangue do corddo & colocado
em tubos com EDTA e seco e a seguir centrifugado, separado e armazenado a -80 oC no (LIM-37) para
posterior andlise.

Placenta e Cordéo:

As placentas serdo obtidas imediataments apos o parto. A placenta sera pesada e coletada os fragmentos
do tecido (20em x 20cm). As amostras identificadas serfo separadas em porg@o matemna (decidua basal) &
porgao fetal (cdrion viloso). As amosiras serBo colocadas separadaments em sacos de polietileno limpos &
encaminhadas para o laboratdrio de poluigio atmosférica (LIM-5) do Departamento de Patologia da FMUSP.
Os casos serdo amostrados através de um pequenc fragmento de cada fragdo da placenta e fixados em
paraformaldeido a 10%, por 24-48 horas, e entdo, posterior inclusdo em parafina e seccionadas em 6-Sum,
o restante do tecido serd mantido a — 80°C para posterior analise do coronavinus afravés da técnica de RT-
PCR.

Produtcs de abortamento e de obito:

Mos produtos de abortamento, quando ndo identificado o feto, o material sera tratado da mesma forma que
o descrito para a placenta. Nos fetos em dbito sera realizada coleta das secregbes de narinas & orofaringe,
comn swab, para investigagio de SARS-CoV-2. Nestes fetos sera também realizada a autdpsia minimamente
invasiva com coleta de tecido por agulha para investigacdo do virus. Colostro: O colostro materno (10mL)
serd coletado, 48 horas apos o parto, em tubo coletor & amazenado a -80 oC no (LIM-5T) para posterior
detecgdo do SARS-CoV-2.

Método laboratorial:

O método laboratorial utiizado para detectar a presenga do SARS-CoV-2 nos materiais bioldgicos sera a RT
-PCR. As amostras bioldgicas com exce¢do da placenta serdo investigadas para o SARS-CoV-2 no
Laboratério de Imunclogia Clinica e Alergia do Departamento de Clinica Médica da

Enderego:  SRTWN 701, Via W 5 Morte, bote O - Edificic PO 700, 3° andar

Bairmo:  Asa Nore CEP: T0.710-D40
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Telefone: (31j2315-5877 E-mail: conepi@saude.gov.br
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-
HCFMUSP - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa - Estudo exploratério em gestagées com SARS-CoV-2 positivo

Pesquisador principal — Rossana Pulcineli Vieira Francisco

Departamento/Instituto — Departamento de Obstetricia e Ginecologia - HCFMUSP

O corona virus tornou-se um problema de saide mundial e muitos detalhes a respeito da infeccdo por
este virus precisam de esclarecimentos. Sabemos que vocé tem sintomas suspeitos ou que foi
infectada por este virus. Por isso, convidamos vocé a participar desta pesquisa que investiga como
evolui a gravidez, o desenvolvimento do feto e se ocorre passagem do virus da mae para o feto. Para
isso serdo utilizadas as informagdes que constardo em seu prontuario e do seu bebé apds o
nascimento. Na ocasido do parto também serdo coletados materiais bioldgicos (sangue, liquido
amnidtico e placenta) para investigar a presenca do corona virus. Os resultados desta pesquisa no
futuro nos ajudardo a aconselhar e orientar melhor as gravidas que adquirirem esse virus.

1-

Hoje faremos algumas perguntas sobre dados pessoais, habitos de vida, doencas, gravidezes
anteriores, uso de medicagdes e sintomas atuais.

No dia do parto sera coletada uma amostra do seu sangue (cerca de 10 mL). Antes de vocé ser
submetida a anestesia é necessario a pungdo com agulha fina de uma veia no brago para
administracdo de soro e medicamentos. Nesse momento colheremos a amostra do sangue,
portanto vocé ndo terd desconfortos além daqueles que ja ocorreriam para o procedimento
anestésico.

Durante o parto, antes de romper a bolsa das aguas, serd coletado 10 mL de liquido amniético.

Depois do bebé nascer e ser entregue ao pediatra, coletaremos também uma amostra do sangue
do corddo umbilical que fica na placenta (cerca de 10 mL). Nenhuma amostra sera coletada
diretamente do bebé, portanto, ndo ha riscos para vocé e nem para o bebé ao realizarem o
procedimento.

Serd coletada uma amostra da placenta (+ 5 cm). Esse material geralmente é desprezado apds o
parto.

Para os casos de abortamentos ou morte do feto uma amostra da placenta (+ 5 cm), swab de
secrec¢do da garganta e nariz, e amostra de pulmao obtida com agulha bem fina, serdo realizadas
para checar a presenga do corona virus nos fetos.

Apds o nascimento sera coletado 5 mL de colostro, que é o primeiro leite que vocé produz.

Os materiais bioldgicos (sangue, liquido amniético, placenta, colostro) obtidos para esta pesquisa
serdo armazenados de acordo com a resolucdo 441/2011, sob-responsabilidade da instituicdo e
gerenciamento pelo pesquisador responsdvel. Esses materiais bioldgicos serdo utilizados
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especificamente para esta pesquisa e o tempo de armazenamento serd até a finalizacdo da
pesquisa e publicacdo. Apds este periodo as amostras serdo descartadas.

9- Todas as informacgdes obtidas serdo mantidas em sigilo, seu nome nao serd divulgado em nenhuma
publicacdo, e os dados serdo utilizados exclusivamente para os fins desta pesquisa.

10- Caso decida participar, ndo haverd despesas pessoais para vocé. Também ndo haverd
compensacao financeira.

11- Vocé podera retirar este consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo,
sem qualquer prejuizo ao tratamento que lhe é oferecido na Instituicdo.

12- Vocé podera saber os resultados da pesquisa quando ela tiver sido finalizada, basta entrar em
contato conosco.

13- Em caso de qualquer dano pessoal relacionado a esta pesquisa, vocé tera direito a assisténcia e
tratamento médico nesta Instituicdo, bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

14- Voceé recebera uma via deste termo de consentimento.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de duvidas. O principal investigador é a Profa. Rossana Pulcineli Vieira Francisco que
pode ser encontrada no enderego encontrada na Clinica Obstétrica, 102 andar do Instituto Central do
Hospital das Clinicas, sala 10093, na Av. Enéas de Carvalho Aguiar n2. 255, Telefone 2661-6209, e-mail:
rossana.francisco@hc.fm.usp.br. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 —-52 andar —tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549, das 7 as 16h de segunda a sexta
feira ou por e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Gestantes com SARS-CoV-2 Positivo: Evolugao
clinico-laboratorial, passagem transplacentaria, resultados gestacionais e neonatais”.
Eu discuti as informacgGes acima com o Pesquisador Responsdvel (Rossana Pulcineli Vieira
Francisco) ou pessoa por ela delegada sobre a minha
decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos,
os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo um via rubricada pelo pesquisador.

Data / /
Assinatura do participante /representante legal

Nome do participante/representante legal

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo



