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RESUMO

Fundamentos: A pandemia de COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, impds
importantes desafios a saiude materno-fetal. Infecgdes na gestacao representam risco
para a mae e podem influenciar o desenvolvimento fetal, dado que o sistema
imunolégico materno passa por mudangas significativas nesse periodo. Embora a
transmissdo vertical seja rara, a infeccdo materna pode modificar o ambiente
imunoldgico fetal. Assim, estudar perfis de mediadores inflamatérios sollveis em maes
e recém-nascidos € essencial para compreender o ambiente pré-natal e seus
impactos. Contudo, o efeito global do SARS-CoV-2 na interface imunoldgica
materno-fetal permanece pouco esclarecido, incluindo se o perfil imunolégico do
sangue do corddo umbilical reflete o padrao observado no soro materno.

Objetivos: Investigar a interacdo imunolégica entre mae e recém-nascido diante da
exposicdo antenatal ao SARS-CoV-2, descrevendo assinaturas distintas de
mediadores sollUveis conforme a fase da infeccado materna. Buscou-se caracterizar o
perfil de quimiocinas, citocinas pré-inflamatdrias, reguladoras e fatores de crescimento
no sangue do corddao umbilical de recém-nascidos expostos (agudo ou convalescente)
em comparagao a controles saudaveis; comparar essas assinaturas entre cordao
umbilical e soro materno por meio de fold change; identificar mediadores-chave e suas
dinAmicas de alteracdo e persisténcia nos dois compartimentos; e analisar a
conectividade das redes imunoldgicas para compreender correlagdes cruzadas entre
os microambientes materno e neonatal expostos ao SARS-CoV-2 durante a gestagao.

Métodos: Foi realizada uma analise paralela de quimiocinas, citocinas e fatores de
crescimento em amostras pareadas de soro materno e sangue do cordao umbilical dos
neonatos. Os participantes foram divididos em subgrupos baseados no momento da
infeccdo materna por COVID-19: infeccdo Aguda (até 14 dias apds o inicio dos
sintomas na hora do parto), e fases convalescentes classificadas como Inicial
(infecgdo no 3° trimestre), Intermediaria (infecgéo no 2° trimestre) e Tardio (infec¢do no
1° trimestre), além de um grupo de controles saudaveis (CS). A analise comparativa
entre os grupos foi realizada por Kruskal-Wallis seguida do pos-teste de Dunn, e a
comparagao entre amostras pareadas foi feita pelo teste de Wilcoxon. Além disso,
foram empregadas analises de rede integrativas para explorar a conectividade e o
interplay entre os mediadores inflamatérios nos microambientes materno e do sangue
do cordao umbilical.

Resultados: Os dados revelaram que amostras de sangue do cordao umbilical de
neonatos de maes com COVID-19 aguda e convalescente apresentaram niveis

aumentados de diversos mediadores inflamatérios. Notavelmente, CCL11, IFN-y,



IL1-Ra e G-CSF mostraram niveis elevados na maioria dos subgrupos de COVID-19
no sangue do corddao umbilical, com magnitudes de fold change variando de 1,6x a
8,2x em comparagdo com os controles saudaveis. A andlise comparativa de pares
mae-recém-nascido demonstrou que mediadores como CCL11, CCL4, IFN-y, PDGF e
G-CSF exibiram uma magnitude de incremento significativamente maior no sangue do
cordao umbilical em comparagdo com o soro materno, atingindo valores de até 15,7x,
particularmente na fase convalescente da COVID-19. As assinaturas dos mediadores
inflamatoérios soluveis revelaram perfis distintos para o sangue do corddao umbilical e o
soro materno: enquanto o soro materno exibiu um declinio progressivo de mediadores,
o0 sangue do cordao umbilical mostrou um conjunto crescente de moléculas desde a
fase aguda até a convalescenca da COVID-19. A analise de rede integrativa
demonstrou um aumento da conectividade e da interacdo entre os mediadores
inflamatorios em ambos os microambientes, progredindo da fase aguda para a
convalescenca tardia da COVID-19.

Conclusao: Nossos resultados fornecem fortes evidéncias de que o perfil imunolégico
do sangue do corddo umbilical ndo reflete passivamente o do soro materno, mas
apresenta assinaturas imunolégicas distintas e dindmicas em resposta a exposigcao
pré-natal ao SARS-CoV-2. A persisténcia de elevacbes em mediadores como CCL11,
IFN-y, IL1-Ra e G-CSF no sangue do cordao umbilical, independentemente do estagio
da infecgdo materna, sugere um fendbmeno de "preparagao in utero" (utero priming)
que pode modular a imunidade neonatal a longo prazo. As marcadas diferengas nos
niveis de mediadores como PDGF e G-CSF entre o soro materno e o sangue do
cordao umbilical, especialmente durante a convalescenga, reforcam a necessidade de
considerar a interface materno-fetal como compartimentos imunoldgicos distintos.
Essas descobertas apoiam a hipotese de uma complexa interagdo entre o soro
materno e o microambiente do sangue do corddo umbilical que pode impactar o
desenvolvimento fetal. Coletivamente, essas evidéncias sobre a comunicagao
materno-fetal sdo cruciais para subsidiar o aprimoramento da pratica clinica e das
politicas de saude publica, visando o manejo da exposi¢cdo pré-natal a infeccdo por

SARS-CoV-2 e a protecao da saude de maes e neonatos durante e apés a pandemia.

Palavras-chave: 1. SARS-CoV-2 2. Infec¢ao pré-natal 3. mediadores inflamatoérios

soluveis 4. Interagcao materno-fetal 5. Recém-nascido



ABSTRACT

Background: The COVID-19 pandemic, caused by SARS-CoV-2, imposed major
challenges to maternal-fetal health. Infections during pregnancy pose risks to the
mother and may influence fetal development, as the maternal immune system
undergoes significant changes throughout gestation. Although vertical transmission is
rare, maternal infection can modify the fetal immune environment. Thus, analyzing
soluble immune mediators in mothers and newborns is essential to understand the
prenatal immune milieu and its impacts. However, the overall effect of SARS-CoV-2 on
the maternal-fetal immune interface remains unclear, including whether the immune
profile in umbilical cord blood mirrors that of maternal serum.

Objectives: To investigate the immunological interaction between mother and newborn
following antenatal exposure to SARS-CoV-2, identifying distinct signatures of soluble
mediators according to the phase of maternal infection. Specifically, we aimed to
characterize profiles of chemokines, pro-inflammatory and regulatory cytokines, and
growth factors in umbilical cord blood from exposed neonates (acute or convalescent)
compared with healthy controls; compare these signatures between cord blood and
maternal serum using fold-change analyses; identify key mediators and their dynamics
of alteration and persistence in both compartments; and assess immunological network
connectivity to explore cross-correlations between maternal serum and cord blood
microenvironments following gestational SARS-CoV-2 infection.

Methods: A parallel analysis of chemokines, cytokines, and growth factors was
performed in paired maternal serum and umbilical cord blood samples. Participants
were divided into subgroups based on the timing of maternal COVID-19 infection:
Acute (up to 14 days after symptom onset at delivery), and convalescent phases
classified as Early (infection in the 3rd trimester), Intermediate (2nd trimester), and Late
(1st trimester), in addition to a healthy control (HC) group. Comparative analyses
between groups were conducted using Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post-test,
and paired comparisons were performed using Wilcoxon's test. Integrative network
analyses were also employed to explore connectivity and interplay among immune
mediators in maternal and cord blood microenvironments.

Results: Umbilical cord blood samples from neonates of mothers with acute and
convalescent COVID-19 showed increased levels of several immune mediators.
CCL11, IFN-y, IL-1Ra, and G-CSF were elevated across most COVID-19 subgroups,
with fold-change magnitudes ranging from 1.6x to 8.2x compared with healthy controls.
Paired mother—newborn comparisons demonstrated that mediators such as CCL11,
Notably, CCL4, IFN-y, PDGF, and G-CSF exhibited significantly greater increases in
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umbilical cord blood than in maternal serum, reaching up to 15.7x%, particularly during
the convalescent phase. Soluble mediator signatures revealed distinct profiles for cord
blood and maternal serum: while maternal serum showed a progressive decline in
mediators, cord blood displayed an expanding set of molecules from the acute to late
convalescent phase. Integrative network analysis demonstrated increased connectivity
and interaction among immune mediators in both microenvironments, progressing from
acute infection to late convalescence.

Conclusion: Our findings provide strong evidence that the immune profile of umbilical
cord blood does not passively reflect maternal serum but instead presents distinct and
dynamic immunological signatures in response to prenatal SARS-CoV-2 exposure. The
persistent elevation of mediators such as CCL11, IFN-y, IL-1Ra, and G-CSF in cord
blood, regardless of maternal infection stage, suggests an in utero priming effect that
may modulate long-term neonatal immunity. Marked differences in mediators such as
PDGF and G-CSF between maternal serum and cord blood—particularly during
convalescence—highlight the importance of considering the maternal—fetal interface as
distinct immunological compartments. These findings support the hypothesis of a
complex interplay between maternal serum and the cord blood microenvironment that
may influence fetal development. Collectively, these insights into maternal-fetal
immunological communication are critical for informing clinical practice and public
health policies aimed at managing prenatal exposure to SARS-CoV-2 and protecting

maternal and neonatal health during and after the pandemic.

Keywords: 1. SARS-CoV-2 2. Prenatal infection 3. Soluble immune mediators 4.

Maternal-fetal interaction 5. Newborn
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1. INTRODUGAO

1.1 COVID-19: Origem, patogénese e aspectos evolutivos ao longo do
tempo

Em marcgo de 2020, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) elevou a infecgao
causada pelo novo coronavirus, SARS-CoV-2 (coronavirus da sindrome respiratoria
aguda grave 2), oficialmente denominada COVID-19 (doenga do coronavirus 19), a
condigdo de pandemia. Desde a emergéncia dos primeiros casos na China ao final de
2019, a comunidade cientifica empreendeu esforgos significativos para elucidar a
historia natural e a evolugdo da doenca sob multiplas perspectivas. Contudo, diversas
lacunas no conhecimento persistem (1). Globalmente, a COVID-19 acumulou mais de

778 milhdes de casos confirmados, dos quais mais de 7 milhdes resultaram em 6bito

(2).

Os coronavirus sdo caracterizados por serem virus envelopados, possuindo
um genoma de RNA de fita simples com aproximadamente 30.000 pares de bases. O
SARS-CoV-2 é classificado no género Betacoronavirus, que também abrange o
SARS-CoV (virus da sindrome respiratéria aguda grave) e o MERS-CoV (virus da
sindrome respiratéria do Oriente Médio), e tem alto potencial de infec¢gdo nos humanos
(3, 4).

Embora compartilhem classificagdes, SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV
exibem distingbes notaveis. O SARS-CoV-2 e o SARS-CoV demonstram uma
coincidéncia gendmica de 79%, enquanto a similaridade entre SARS-CoV-2 e
MERS-CoV é de 50%. Clinicamente, a infecgao por SARS-CoV-2 se destaca por ser
mais contagioso e, em geral, de menor gravidade quando comparada as infecgoes
causadas por SARS-CoV e MERS-CoV (5).

As origens de SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 séo reconhecidas como
zoondticas. A génese de SARS-CoV e MERS-CoV ocorreu em morcegos,
propagando-se para humanos via hospedeiros intermediarios, como o
civeta-de-palmeira asiatica (Paradoxurus  hermaphroditus) e camelos,
respectivamente. Em contraste, o mecanismo de transmissdo animal-humano do

SARS-CoV-2 ainda nao foi completamente elucidado (6).

A deteccao direta do SARS-CoV-2 é primariamente realizada por meio de dois

métodos diagndsticos principais, ambos utilizando material biolégico coletado por
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swab nasofaringeo. Sao eles: o teste de amplificagdo de acido nucleico, cujo principal
representante € o RT-PCR (Real-Time Polymerase Chain Reaction), e o teste de
antigeno, que consiste em imunoensaios capazes de identificar proteinas virais

especificas (7, 8).

A transmissao do SARS-CoV-2 ocorre principalmente por meio de goticulas
respiratorias no ar, contato direto e secregdes. Ha também evidéncias de transmissao
fecal-oral. A disseminacdo pode ocorrer tanto por individuos sintomaticos quanto
assintomaticos. O espectro clinico da COVID-19 ¢é vasto, variando desde infec¢oes
completamente assintomaticas até quadros graves que podem culminar em obito. As
manifestagdes iniciais mais prevalentes incluem febre, tosse e dispneia. Sintomas
adicionais frequentemente observados englobam fadiga, mialgia, nauseas, vémitos,
diarreia, cefaleia, astenia, rinorreia, anosmia e ageusia. Progressivamente, este
quadro clinico pode evoluir para complicagdes severas como pneumonia, sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA), disfungdes hepaticas e cardiacas, eventos

trombaoticos e manifestagdes neurologicas (9-11).

A principal alteragdo patolégica observada em pacientes com COVID-19 é o
edema pulmonar, frequentemente seguido por lesdo alveolar difusa caracterizada pela
formagédo de membranas hialinas. Microscopicamente, os alvéolos exibem hiperplasia
de pneumdcitos tipo Il, além da presenga de macrofagos, mondcitos e mediadores

inflamatérios provenientes de células mononucleares intersticiais (12).

A patogénese da COVID-19 é intrinseca e tem sido consistentemente
relacionada a uma resposta imune disfuncional (13, 14). A falha em estabelecer uma
estratégia imune eficaz € multifatorial, abrangendo: i) a inibicdo da resposta antiviral
precoce mediada por interferons tipo | nas células hospedeiras; ii) a alteragdo da
funcdo de apresentacao de antigenos; e iii) um fendtipo de macrofagos alterados,
frequentemente observado em individuos com obesidade, diabetes, idosos e
portadores de doencas inflamatérias cronicas. Tais condicbes favorecem a
persisténcia viral e o dano tecidual prolongado, concomitante ao recrutamento de
células mieloides inflamatérias prejudiciais ao sitio da infecgao. O incremento da
mielopoiese e o0 dano vascular exacerbam a liberagdo dessas células mieloides
inflamatérias da medula 6ssea para a circulagdo, e seu subsequente recrutamento
para o local da infecgao resulta em dano tecidual extenso, lesbes vasculares e
formacado de trombos. Este cenario é particularmente comum em pacientes com

doenca grave (15).
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Apés a infeccdo das células epiteliais respiratérias, o0 SARS-CoV-2 induz uma
resposta imune que culmina na liberagdo desregulada de citocinas inflamatérias. A
intensa secrecao de citocinas pelo sistema imunoldgico, em resposta a infecgao viral
e/ou infecgdes secundarias, € sucedida pela infiltragdo de macrofagos e neutréfilos no
parénquima pulmonar, caracterizando o fendmeno da "tempestade de citocinas". O
virus é capaz de ativar linfocitos T auxiliares patogénicos (células Th1) para secretar
citocinas pré-inflamatérias, como o fator estimulador de colénias de macréfagos e
granuldcitos (GM-CSF) e a interleucina-6 (IL-6). Por sua vez, o GM-CSF estimula
monocitos patogénicos a liberar adicionalmente IL-6, fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e outras citocinas (16). Na COVID-19, a tempestade de citocinas é
primariamente marcada por elevadas concentracées de IL-6 e TNF-a (17). Nestes
cenarios, a inflamacéo descontrolada acarreta danos organicos multiplos, precipitando

a disfungao, especialmente dos sistemas cardiaco, hepatico e renal (18-20).

Para as cepas iniciais do SARS-CoV-2, o periodo médio de incubacédo era de
aproximadamente 4 a 5 dias antes do surgimento dos sintomas. O pico da carga viral
do SARS-CoV-2 era tipicamente alcancado entre 5 e 6 dias apds o inicio dos
sintomas. Em média, casos graves de COVID-19 evoluiam para a sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA) em torno de 8 a 9 dias apds o aparecimento
dos primeiros sintomas. E importante notar que este processo pode apresentar

variagdes dependendo da variante viral envolvida (21).

Com a continua evolugéo viral e o surgimento de novas variantes, surgiram
preocupacgdes acerca de um potencial aumento da patogenicidade, especialmente
devido a capacidade dessas variantes de escapar a imunidade conferida por infecgéo
prévia ou vacinagao. A identificacdo exaustiva de todas as mutacdes do SARS-CoV-2
e suas correlacbes com alteracdes patoldgicas € uma tarefa complexa, em parte
devido a grande proporcao de pacientes assintomaticos. Contudo, dados substanciais
ja foram estabelecidos para mutagdes especificas. Conforme previamente discutido, a
proteina S do SARS-CoV-2, em maior propor¢gdo nas novas variantes, interage com o
receptor ECA-2 para mediar a entrada viral na célula hospedeira. As substituicoes de
aminoacidos observadas na proteina S das novas variantes estao diretamente ligadas

a sua habilidade de invadir as células hospedeiras (22).

As variantes de preocupagado (VOCs) do SARS-CoV-2, incluindo Alfa, Beta,
Gama, Delta e Omicron, s&o caracterizadas por mutagdes notaveis que impactam sua
transmissibilidade, viruléncia e capacidade de escape imune. A variante Alfa (Reino

Unido) demonstrou maior transmissibilidade e gravidade. A Beta (Africa do Sul)
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apresentou extensas mutacbes na proteina S e rapida predominancia. A Gama
(Brasil), com 17 substituigdes, exibiu escape imune e transmissibilidade duas vezes
maior. A Delta (india) foi a mais transmissivel, superando as anteriores em pelo menos
40%, com maior gravidade e mortalidade. Por fim, a Omicron (Africa do Sul) é
marcada por mais de 30 mutagbes na proteina S, grande capacidade de evasao imune
€ maior risco de reinfecgdo, embora estudos preliminares sugiram uma doenca mais
branda (22-29).

O conhecimento sobre as consequéncias da infec¢do pelo SARS-CoV-2 e da
sindrome clinica multissistémica da COVID-19 encontra-se em continua evolucgao,

impulsionado por estudos clinicos emergentes.

1.2 A exposi¢cdao ao SARS-CoV-2 durante a gestacao

Estudos sobre exposicdao gestacional ao SARS-CoV-2 relatam riscos
aumentados de prematuridade e restricdo de crescimento intrauterino, bem como
maior necessidade de admissdo em unidade de terapia intensiva neonatal (30-35). O
risco de parto prematuro é consistente em diferentes populagdes e ocorre mesmo em
casos de infeccdo materna leve, sendo mediado principalmente por processos

inflamatérios e alteragdes placentarias (32, 33).

Os desfechos clinicos e relativos ao neurodesenvolvimento das criancas
expostas intra utero a infeccdo materna por COVID-19 apresentam resultados
heterogéneos, mas ha evidéncias de maior risco de atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor em comparagédo a controles ndo expostos, especialmente em casos
de infeccdo materna grave ou proxima ao parto (36). Estudo do nosso grupo de
pesquisa, que avaliou as criangas através das escalas Bayley-lll, revelou atraso de
desenvolvimento aos 6 e 12 meses de idade, particularmente no dominio da
linguagem (37). Tais impactos no desenvolvimento infanti ndo podem ser
caracterizados como sintomas persistentes compativeis com COVID longa no periodo
pos-natal (38-41). O conceito de COVID longa exige sintomas persistentes por pelo
menos trés meses apds a infeccdo, o que raramente é documentado em lactentes
pequenos, seja por limitagdo metodoldgica ou pela auséncia de sintomas especificos
observaveis nessa faixa etaria (42). Adicionalmente, complicagdes vasculares

decorrentes da inflamagéao sistémica e da disfungéo do sistema de coagulagdo podem
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aumentar significativamente o risco de doengas cerebrovasculares, meningoencefalite

e encefalopatia hipdxico-isquémica, particularmente em adultos (43).

A possibilidade de disturbios no neurodesenvolvimento em criangas expostas
intra utero ao SARS-CoV-2 levanta uma preocupacao significativa. Dada a vasta
quantidade de individuos expostos, mesmo um pequeno aumento no risco de
desenvolvimento neuropsicomotor adverso resultaria em um impacto consideravel em
termos de saude publica (44-50). De acordo com estimativas, mais de 59 milhdes de
pessoas nos Estados Unidos e 300 milhdes globalmente foram diagnosticadas com
COVID-19, incluindo mais de 155.500 mulheres gravidas nos Estados Unidos (50).
Considerando aproximadamente 140 milhdées de nascimentos vivos anualmente em
todo o mundo e uma prevaléncia de positividade para o SARS-CoV-2 em mulheres
gravidas atingindo até 15% em grandes centros urbanos (51), o numero de criangas
expostas a infecgcdo materna por COVID-19 in utero poderia alcancar até 20 milhdes
por ano, especialmente em virtude da baixa adesdo inicial a vacinagao contra a
COVID-19 entre as gestantes (52, 53).

Estudos de acompanhamento, incluindo um monitoramento de 12 meses de
mais de 7.000 partos em um grande sistema hospitalar, onde mais de 200 gestacdes
foram expostas a COVID-19, indicam que a infecgao pré-natal pelo SARS-CoV-2 esta
associada a um aumento no risco de diagnésticos de disturbios do
neurodesenvolvimento na prole (54). Existem varias vias potenciais pelas quais a
infeccao materna pelo SARS-CoV-2 pode impactar o cérebro fetal em

desenvolvimento (54-57):

i) Ativagcdo imune materna: Durante janelas neurodesenvolvimentais criticas na
gestacao, a ativagdo do sistema imunolégico da mae pode ocasionar efeitos adversos

no desenvolvimento neuroldgico do feto.

i) Infeccdo fetal direta: A transmissido transplacentaria do virus pode resultar na

infeccao direta dos tecidos neuroldgicos fetais.

iii) Comprometimento da funcao placentaria: A disfuncao placentaria pode acarretar
desfechos adversos na gravidez, como restricdo de crescimento fetal, descolamento
ou hematoma retroplacentario e parto prematuro, todos associados a um maior risco

de lesdes neuroldgicas.

Essas possiveis vias sublinham a complexidade das interagdes entre a

infeccdo materna por SARS-CoV-2 e o desenvolvimento fetal, reforcando, assim, a
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imperatividade de vigilancia continua e pesquisas aprofundadas para compreender
integralmente os riscos e mecanismos envolvidos. O impacto potencial em saude
publica é significativo, dado o nimero expressivo de criangas potencialmente afetadas

globalmente.

1.3 Os Mediadores Inflamatoérios na Interface Materno-Fetal

A infecgdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez acarreta riscos aumentados de
resultados maternos e neonatais adversos (32). Embora a frequéncia da transmissao
vertical do SARS-CoV-2 ainda seja debativel, estudos anteriores forneceram
evidéncias de que a infeccado viral durante a gravidez leva a varios efeitos intra
uterinos e fetais da transferéncia transplacentaria de mediadores inflamatdrios
soluveis, incluindo anticorpos especificos para virus e citocinas, em resposta a
infeccdes maternas, incluindo SARS-CoV-2 (58-61).

Infeccbes durante a gravidez ndao apenas representam um risco para a saude
materna, mas também tém implicacbes potenciais para o desenvolvimento fetal
(62-64). A transicao do sistema imunolégico materno durante a gravidez, de um estado
pré-inflamatério no inicio da gestacdo para um perfil anti-inflamatorio em estagios
intermediarios e tardios da gravidez, pode contribuir para uma maior vulnerabilidade a
infeccoes (65, 66). A interacdo dindmica entre as respostas imunolégicas
pré-inflamatérias e anti-inflamatérias que ocorrem em distintas fases gestacionais é
crucial para salvaguardar a saude materna e garantir uma gestacdo bem-sucedida
(67). O estudo dos perfis de mediadores inflamatérios em contextos materno e
neonatal tem ganhado atencado significativa devido as suas implicacdes para a
compreensdo do ambiente imunoldgico pré-natal e dos resultados fetais provocados
pela interacdo imunoldgica materno-fetal (68). As alteragbes imunoldgicas durante a
gravidez tém implicacbes significativas para as redes de mediadores soluveis na
interface materno-fetal, orquestrando o desenvolvimento fetal e a saude do

recém-nascido (69).

O impacto abrangente da infecgéo pelo SARS-CoV-2 na interface imunolégica
materno-fetal ainda € pouco compreendido, e por potencialmente atingir o crescimento
e desenvolvimento das criangas, € crucial obtermos respostas mais claras. Nessa
linha, o presente estudo teve como objetivo investigar as alteragées dos mediadores

inflamatérios soluveis em maes com COVID-19 aguda ou convalescente e seu impacto
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no microambiente imunolégico do sangue do corddo umbilical. Nossos achados
forneceram evidéncias sobre a crosstalk materno-fetal que pode, em ultima analise,
subsidiar a melhoria da pratica clinica e das politicas de saude publica para o manejo

da exposigao pré-natal a infecgao por SARS-CoV-2.
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2. OBJETIVOS

Objetivo primario

Investigar a interagdo imunoldgica e as assinaturas distintas de mediadores

inflamatérios soluveis na diade mae-recém-nascido, em resposta a exposicao

antenatal ao SARS-CoV-2, em diferentes fases da infeccdo materna.

2.2. Objetivos secundarios

Caracterizar o perfil de mediadores inflamatorios no momento do parto: Avaliar os
niveis de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias, citocinas reguladoras e fatores
de crescimento em amostras de soro materno e sangue do corddo umbilical de
recém-nascidos de maes com COVID-19 aguda ou convalescente, em
comparacao com controles saudaveis.

Comparar as assinaturas imunoldgicas: Determinar se o perfil de mediadores
inflamatérios soluveis observado no sangue do corddo umbilical se assemelha ou
difere do padrao identificado nas amostras de soro materno, quantificando as
magnitudes de fold change.

Identificar mediadores-chave e suas dindmicas: Reconhecer os mediadores
inflamatdrios soluveis que exibem as maiores alteragbes e persisténcia nos
compartimentos materno e neonatal, ao longo das distintas fases gestacionais da
infecgao por SARS-CoV-2.

Analisar a conectividade das redes imunolégicas: Construir e analisar redes
integrativas de mediadores inflamatérios para compreender a conectividade de
vizinhanga e a correlagao cruzada entre os microambientes do soro materno e do

sangue do cordao umbilical em resposta a infecgdo por SARS-CoV-2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Gerais

Este estudo faz parte de uma investigagdo observacional prospectiva maior,
denominada Projeto PROUDEST (Pregnancy Outcome and Child Development —
Effects of SARS-CoV-2 Infection Trial) (70), realizada entre julho de 2020 e dezembro
de 2021 no Distrito Federal, Brasil, durante a circulagdo das variantes B.1.1.28 e
B.1.1.33 do SARS-COV-2. Além deste estudo, o PROUDEST engloba:

e analises de desfechos clinicos de gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2;

e estudo de mediadores inflamatdrios soluveis em materiais bioldgicos coletados
no momento do parto como sangue periférico materno, liquor materno, sangue
de cordao umbilical e placenta;

e estudo longitudinal de desfechos relacionados ao neurodesenvolvimento dos
filhos de mulheres infectadas pelo SARS-CoV-2 durante a gestacgéo;

e estudo de neuroimagem de recém-nascidos filhos de mulheres infectadas pelo
SARS-CoV-2 durante a gestagao;

e estudo do olfato de recém-nascidos filhos de mulheres infectadas pelo
SARS-CoV-2 durante a gestagao;

e avaliacdo oftalmoldgica de recém-nascidos filhos de mulheres infectadas pelo
SARS-CoV-2 durante a gestacao e

e avaliacdo de saude mental materna durante a pandemia de COVID-19.

O protocolo do estudo foi submetido e aprovado pelo comité de ética da
Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, e pelo Comité de Etica Nacional -
CONEP (CAAE 32359620.0.0000.5558) e registrado na Plataforma Brasileira de
Ensaios Clinicos — REBEC (https://ensaiosclinicos.gov.br). O estudo seguiu os
principios éticos estabelecidos pela Declaragdo de Helsinki para pesquisas

envolvendo seres humanos.

No presente estudo foram analisados, no momento do parto, os mediadores
inflamatorios soluveis pareados do sangue das mées infectadas pelo SARS-CoV-2 na
gestacao e dos bebés através do sangue de corddo umbilical. As maes foram divididas

em grupos de acordo com o momento da infecgcdo durante a gestagdo. Estes
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resultados foram comparados com dados de gestantes saudaveis em todos os
trimestres gestacionais, cujo material biolégico foi colhido no periodo pré-pandémico
armazenados no biorrepositério mantido no Grupo Integrado de Pesquisas em
Biomarcadores, Instituto René Rachou, Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-Minas),

na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais (99).

3.2 Populagao do estudo

Um total de 149 parturientes foram convidadas a participar deste estudo
transversal, por amostragem de conveniéncia nao probabilistica de dois Centros de
Referéncia Publica para COVID-19 (Hospital Universitario de Brasilia - HUB e Hospital
Regional da Asa Norte - HRAN, Brasilia, DF, Brasil). O HRAN foi caracterizado pela
Secretaria de Estado da Saude do DF no inicio da pandemia como o hospital de
referéncia para gestantes com COVID-19 e o HUB corresponde ao campo de atuagao
dos profissionais envolvidos no Estudo PROUDEST. As gestantes com diagndstico de
COVID-19, inicialmente acompanhadas no Setor de Ginecologia e Obstetricia do HUB
foram encaminhadas para continuar o seguimento no HRAN, uma vez que o HUB

ficou caracterizado como servigo de suporte as gestantes sem COVID-19.

Todas as parturientes, doravante denominadas “maes”, forneceram
consentimento informado por escrito antes da inclusdo no estudo através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), apresentado no

Apéndice 1.

A populagao do estudo compreendeu amostras pareadas de sangue periférico
materno (n=149) e sangue do corddo umbilical de seus descendentes (n=149),
coletadas no parto. A populagdo do estudo foi categorizada em cinco grupos, com

base no status da mae para COVID-19, referidos como:

i) “Agudo” / “Acute” (n=18) — infeccdo aguda por SARS-CoV-2 (até 14 dias do inicio

dos sintomas no parto);

ii) “Inicial” / “Early” (n=24) — infecgdo convalescente por SARS-CoV-2 adquirida no

terceiro trimestre de gravidez (28 a 41 semanas);

iii) “Intermediario” / “Intermediate” (n=50) — infec¢cado convalescente por SARS-CoV-2

adquirida no segundo trimestre de gravidez (14 a 27 semanas);
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iv) “Tardio” / “Late” (n=39) — infec¢do convalescente por SARS-CoV-2 adquirida no

primeiro trimestre de gravidez (4 a 13 semanas) e

v) "Controles Saudaveis” (CS) / “HC” ou “Healthy controls” (n=8) - grupo controle de
referéncia compreendendo individuos saudaveis nao infectados sem histérico clinico
de COVID-19, com sorologia negativa para infecgdo por SARS-CoV-2 no parto e sem

diagnéstico posterior confirmado até 30 dias apds o parto.

A introducdo das primeiras vacinas contra a COVID-19, ocorrida
concomitantemente a selecdo das participantes do estudo, representou um potencial
fator de confusdao para a nossa analise imunolédgica, especialmente no grupo de
gestantes imunizadas. Portanto foram excluidas do estudo as maes vacinadas para
COVID-19 antes ou durante a gravidez. Também foram excluidas do estudo maes com
diagnéstico confirmado de toxoplasmose, sifilis, rubéola, herpes, doenca de Chagas,
citomegalovirus, virus Zika ou virus da imunodeficiéncia humana durante a gravidez,

bem como fumantes e usuarias de alcool/drogas ilicitas.

O diagndstico de COVID-19 pelas gestantes foi baseado em pelo menos um
dos seguintes critérios: (a) sorologia positiva para IgM ou IgG Anti-SARS-CoV-2 por
teste rapido (Biomanguinhos, FIOCRUZ, Brasil); (b) reagdo em cadeia da polimerase
em tempo real quantitativa (QRT-PCR) positiva para SARS-CoV-2 em amostras de
swab nasofaringeo ou (c¢) sintomas clinicos sugestivos de COVID-19 e uma tomografia

computadorizada de térax compativel com COVID-19.

Um compéndio da populacao e métodos do estudo é apresentado na Figura 1.



27

Figura 1 - Compéndio da populagido e métodos do estudo.
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3.3 Amostras bioldgicas

Amostras de sangue total (10 mL) foram coletadas através de pungado venosa
da veia cefalica ou basilica do antebraco de cada participante em tubos a vacuo sem
anticoagulante no momento da inclusao no estudo. As amostras de soro foram obtidas
a partir das amostras originais por centrifugacao (1400 xg, 10 min, 4 °C) dentro de até
seis horas apds a coleta de sangue. As amostras de soro foram aliquotadas e
armazenadas a uma temperatura de -80°C no freezer especialmente disponibilizado
para essa pesquisa no Hospital Universitario de Brasilia (HUB), até a quantificacdo

dos mediadores inflamatdrios solUveis séricos.

3.4 Processamento e armazenamento de soro e sangue do cordao

umbilical

Amostras de sangue periférico de um total de 149 maes foram coletadas por

venopungao, no parto, usando tubos a vacuo sem anticoagulante (CS, n=8; Agudo,
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n=18; Inicial, n=34; Intermediario, n=50 e Tardio, n=39). Um total de 149 amostras
pareadas de sangue venoso do corddo umbilical de recém-nascidos (5 mL) foram
coletadas da parte placentaria, imediatamente apds o clampeamento, usando tubos a
vacuo sem anticoagulante. As amostras de sangue periférico materno e de sangue do
cordao umbilical foram submetidas a centrifugagéo a 1.400 x g, por 10 min, 4°C, dentro
de 6 h apds a coleta, aliquotadas e armazenadas a -80°C até o processamento para

quantificagdo de mediadores inflamatoérios sollveis.

3.5 Quantificagao de mediadores inflamatoérios soluveis

Os niveis de mediadores inflamatérios soluveis foram quantificados em
amostras de sangue do corddo umbilical e soro materno por ensaio multiplex de
microbeads de alto rendimento (Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante,
no laboratério da FIOCRUZ-Minas em Belo Horizonte (MG). As concentracdes de
quimiocinas (CXCL8; CCL11; CCL3; CCL4; CCL2; CCL5; CXCL10), pro-inflamatérias
(IL-1B; IL-6; TNF-a; IL-12; IFN-y; IL-15; IL-17) e citocinas reguladoras (IL-1Ra; IL-4;
IL-5; IL-9; IL-10; IL-13), juntamente com fatores de crescimento (FGF-basico; PDGF;
VEGF; G-CSF; GM-CSF; IL-2; IL-7) foram medidas em lotes paralelos realizados por
um técnico treinado usando um Sistema Bio-Plex 200 (Hercules, CA, EUA) na
instalacdo de citometria de fluxo da FIOCRUZ-Minas. As concentragoes finais de
mediadores inflamatérios soluveis do sangue do corddo umbilical e do soro materno
foram expressas em pg/mL, de acordo com uma regressao de ajuste de curva logistica

de 5 parametros de curvas padrao.

3.6 Analise estatistica

Estatisticas descritivas foram realizadas usando o software Prism 8.0.2
(GraphPad Software, San Diego, EUA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk. Considerando a distribuicdo ndo paramétrica de todos os
conjuntos de dados, a analise comparativa multipla entre os Controles Saudaveis e os
subgrupos de COVID-19 (Agudo, Inicial, Intermediario e Tardio) foi realizada por
Kruskal-Wallis seguido pelo pods-teste de Dunn. A andlise estatistica entre amostras
pareadas de sangue do corddo umbilical e soro materno foi realizada pelo teste de

Wilcoxon. Em todos os casos, a significancia estatistica foi considerada em p<0,05.
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A andlise da magnitude do fold change em mediadores inflamatérios soluveis
foi avaliada como a razdo entre as concentragbes de soro e sangue do cordao
umbilical em subgrupos de COVID-19 dividida pelos niveis medianos observados em
controles saudaveis. Adicionalmente, a magnitude do fold change em mediadores
inflamatérios soluveis foi calculada como a razdo das concentragbes de sangue do
corddo umbilical divididas pelos valores medianos observados no soro materno. Fold
changes < 0,8x e =2 1,5x foram incluidos no conjunto de parametros considerados para
a analise do diagrama de Venn (disponivel em https://bioinformatics.psb.ugent.be)

para identificar atributos comuns e seletivos entre os subgrupos.

As assinaturas de mediadores inflamatorios soluveis foram adicionalmente
avaliadas para quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento do sangue do cordao
umbilical e soro materno. Para este propdsito, os dados originais de mediadores
soluveis, de amostras de sangue do corddo umbilical e soro materno, expressos como
variaveis continuas (pg/mL) foram convertidos em dados categdricos apresentados
como proporcado (%) de individuos com niveis acima dos valores de corte definidos
como a concentracdo mediana global de cada mediador soluvel (CXCL8 =3,1;
CCL11=6,9; CCL3=0,8; CCL4=5,4; CCL2=10,2; CCL5=244,5; CXCL10=43,3;
IL-18=0,2; IL-6=0,6; TNF-a=4,0; IL-12=0,3; IFN-y=1,5; IL-15=31,8; IL-17=1,5;
IL-1Ra=98,4; IL-4=0,2; IL-5=8,3; IL-9=2,8; IL-10=2,2; IL-13=0,6; FGF-basico=1,7;
PDGF=12,2; VEGF=8,0; G-CSF=4,1; GM-CSF=0,4; IL-2=0,8 e IL-7=2,5 pg/mL). As
assinaturas de mediadores inflamatérios soluveis do sangue do cordao umbilical e do
soro materno foram analisadas considerando o percentil 50 como uma zona cinzenta
para identificar o conjunto de mediadores inflamatérios com niveis aumentados em
cada grupo de estudo, posteriormente montados como perfis de assinatura

ascendente.

Redes integrativas de mediadores inflamatérios do sangue do cordao umbilical
e soro materno foram construidas com base na analise de correlagdo de Spearman. A
correlacado cruzada entre mediadores inflamatérios dos compartimentos do sangue do
corddo umbilical e soro materno foi avaliada usando os testes de classificacdo de
Spearman. Correlagdes significativas (p<0,05) foram empregadas para construir redes
de clusters (quimiocinas; citocinas pro-inflamatérias; citocinas reguladoras e fatores de
crescimento) usando o software Cytoscape de codigo aberto (disponivel em
https://cytoscape.org). A analise comparativa entre subgrupos foi realizada
considerando o numero de correlagdes observadas para cada cluster de mediadores

soluveis e o numero total de correlagbes computadas para cada subgrupo.


https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
https://cytoscape.org

30

Analises adicionais de mediadores inflamatoérios soluveis foram realizadas para
comparar e resumir as principais alteracbes observadas nos compartimentos do
sangue do corddo umbilical e soro materno. Para este propdésito, a normalizagao de
escores Z (Z-scores = (valor original - X) / SD) foi aplicada para construir mapas de
cores. O numero de mediadores soluveis com escore Z 24 em cada compartimento foi

identificado e subsidiou a analise comparativa entre os grupos.
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4. RESULTADOS

4.1 Mediadores inflamatérios soluveis no sangue do cordao umbilical de

recém-nascidos de maes com COVID-19 aguda ou convalescente

Os niveis de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias, citocinas reguladoras e
fatores de crescimento foram medidos em amostras de sangue do cordao umbilical de
recém-nascidos de maes com COVID-19 aguda ou convalescente e os resultados

apresentados na Figura 2.

Figura 2 - Mediadores inflamatérios solliveis no sangue do cordao umbilical de neonatos

nascidos de maes com COVID-19 aguda ou convalescente.
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Na Figura 2 sédo apresentados os mediadores inflamatérios soluveis no sangue
do corddo umbilical de neonatos nascidos de maes com COVID-19 aguda ou
convalescente. Os niveis de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento foram medidos em amostras de sangue do
cordao umbilical coletadas de neonatos nascidos de mées com infeccdo aguda por
SARS-CoV-2 (HH, n=18) até 14 dias apds o inicio dos sintomas, ou COVID-19
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convalescente devido a infecgédo prévia por SARS-CoV-2, referidos como Inicial (HH,
n=34), Intermediario (EE, n=50), ou Tardio (=, n=39), em comparagdo com
Controles Saudaveis (CS= [, n=8). Os niveis de mediadores inflamatérios soluveis
foram quantificados por um ensaio multiplex de alto rendimento, conforme descrito em
Populagado, Materiais e Métodos. Os resultados sao apresentados como distribuicdo
de dispersdo de amostras individuais sobre graficos de barras mostrando os valores
medianos da concentragdo no sangue do corddao umbilical (pg/mL). A analise
comparativa multipla foi realizada por Kruskal-Wallis seguida pelo pos-teste de Dunn.
Em todos os casos, a significancia foi considerada em p<0,05. Diferencgas significativas

foram sublinhadas pelas letras “a”, “b”, “c”, “d” e “e” para comparagbes com 0s grupos

Controle, Agudo, Inicial, Intermediario e Tardio, respectivamente.

A analise dos dados demonstrou um aumento de CCL11, CCL3, CXCL10,
IL-1B, IFN-y, IL-1Ra e G-CSF e uma diminuicao de IL-10 em amostras de sangue do
corddo umbilical de recém-nascidos de maes com infec¢cdo aguda por SARS-CoV-2
em comparacdo com os Controles Saudaveis (CS). A analise de amostras de sangue
do corddo umbilical nas fases de COVID-19 convalescente Inicial e Intermediaria
mostrou niveis aumentados de CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, IL-1B, IFN-y, IL1-Ra,
G-CSF e IL-7 e uma diminuicdo de IL-10 e IL-2 em comparagdo com os CS. Em geral,
as amostras de sangue do cordao umbilical do subgrupo convalescente Tardio
exibiram menos diferencas em comparacdo com os CS, compreendendo niveis mais
altos de CCL11, IL-1B, IFN-y, IL-4 e IL-7. No entanto, o subgrupo Tardio apresentou
niveis distintos de varios mediadores inflamatérios em comparagdo com os subgrupos
Inicial e/ou Intermediario, incluindo: niveis aumentados de CXCL8, TNF-a, IL-17, IL-5,
IL-10, IL-13, GM-CSF, juntamente com niveis reduzidos de CCL11, CCL3, CCL4,
CCL2, CCLS5, IL-1B, IL-6, IFN-y, IL-15, IL-1Ra, PDGF, G-CSF e IL-2 (Figura 2).

4.2 Fold change de mediadores inflamatérios soluveis no sangue do
cordao umbilical de recém-nascidos de maes com COVID-19 aguda ou

convalescente em relagao aos controles saudaveis

Com o objetivo de caracterizar ainda mais o perfil de quimiocinas, citocinas e
fatores de crescimento em amostras de sangue do corddo umbilical de
recém-nascidos de maes com COVID-19 aguda ou convalescente, a ordem de

magnitude dos fold changes nas concentragdes de mediadores inflamatdrios soluveis
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foi calculada de acordo com os valores medianos dos CS. Os resultados séo

mostrados na Figura 3.

Figura 3 - Fold change de mediadores inflamatérios solliveis no sangue do cordao
umbilical de neonatos nascidos de maes com COVID-19 aguda ou convalescente em

relagao aos controles saudaveis.
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Na Figura 3, os niveis de quimiocinas, citocinas pré-inflamatorias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento foram medidos em amostras de sangue do
cordao umbilical coletadas de neonatos nascidos de maes com infeccao aguda por
SARS-CoV-2 (@, n=18) até 14 dias apds o inicio dos sintomas, ou COVID-19
convalescente devido a infecgédo prévia por SARS-CoV-2, referidos como Inicial (@,
n=34), Intermediario (®, n=50) ou Tardio (©,n=39). Os niveis de mediadores
inflamatérios soluveis foram quantificados por um ensaio multiplex de alto rendimento,
conforme descrito em Populagdo, Materiais e Métodos. (A) A magnitude do fold

change é mostrada em graficos de pirulito de acordo com os valores medianos
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observados para os Controles Saudaveis (CS, n=8). A magnitude do fold change de
mediadores inflamatdrios soluveis com diferengas significativas (p<0,05) foi sublinhada
em negrito. (B) Os resultados sdo mostrados como distribuicdo de dispersdo de
valores individuais de fold change/mediana de CS. A cor cinza foi usada para rotular
mediadores inflamatérios sollveis com valores de fold changes (FC) de 0,8x < FC 2
1,5x. mediadores inflamatérios comuns observados em todos os subgrupos de
COVID-19 (Agudo, Inicial, Intermediario e Tardio) foram rotulados com * e aqueles
observados apenas nos subgrupos convalescentes (Inicial, Intermediario e Tardio)

identificados por #.

A andlise dos dados demonstrou que o sangue do corddo umbilical do
subgrupo Agudo apresentou uma gama de mediadores inflamatérios soliveis com
magnitudes de fold change superiores a 1,5x, atingindo valores tdo altos quanto 6,7x,
com CCL11 > IL1Ra > CXCL10 > CCL2 > IFN-y ~ G-CSF > CCL3 > IL-7 > IL-1B. O
sangue do corddo umbilical dos subgrupos Inicial e Intermediario exibiu um grande
conjunto de mediadores inflamatorios soluveis com magnitudes de fold change
maiores que 1,5x, atingindo 7,2x e 8,2x, respectivamente. Em geral, os dados
demonstraram uma ordem de magnitude de CCL11 > CCL2 > IFN-y > PDGF > IL-1Ra
> CCL3 > CCL4 > IL-7 > IL-1B > G-CSF > CCL5 ~ IL-12 no subgrupo Inicial e CCL11 >
CCL2 > IL-1Ra > IFN-y ~ G-CSF > CCL3 > PDGF ~ CCL5 ~ CCL4 > IL-7 > IL-1B >
IL-12 ~ IL-9 > CXCL10 no subgrupo Intermediario (Figura 3, graficos de barras). O
sangue do corddo umbilical do subgrupo Tardio mostrou um pequeno conjunto de
mediadores soluveis com fold changes aumentados, superiores a 1,5x até 3,5x: CCL11
> |L-1Ra > IL-7 ~ IFN-y > PDGF ~ VEGF > G-CSF > IL-12 ~ IL-4. Por outro lado,
magnitudes de fold change diminuidas abaixo de 0,8x foram observadas em Agudo
(IL.-2 ~ IL-17 < IL-10), Inicial (IL-2 < IL-10 < TNF-a < IL-13 ~ GM-CSF ~ CXCL8 ~
IL-17) e Intermediario (IL-2 < IL-10 < GM-CSF), sem valores abaixo de 0,8x

observados no subgrupo Tardio (Figura 3, graficos de barras).

A analise do diagrama de Venn identificou um conjunto de mediadores
inflamatérios solUveis comuns com niveis aumentados em todos os subgrupos de
COVID-19 (de 1,6x até 8,2x), compreendendo CCL11, IFN-y, IL-1Ra e G-CSF (Figura
3, * abaixo dos graficos de barras). Além disso, fold changes aumentados de PDGF
foram comumente observados apenas na COVID-19 convalescente (subgrupos Inicial,

Intermediario e Tardio) (Figura 3, # abaixo dos graficos de barras).
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4.3 Perfis de mediadores inflamatoérios soliveis de amostras pareadas de
sangue do cordao umbilical e soro de maes com COVID-19 aguda ou

convalescente

Embora a transferéncia transplacentaria da maioria dos mediadores soluveis
nao seja esperada em humanos, o perfil imunolégico materno pode interferir na
resposta imune fetal e impactar o microambiente do sangue do cordao umbilical. A fim
de avaliar se o perfil dos mediadores inflamatérios do soro materno se assemelha ao
padrdo observado nas amostras de sangue do corddo umbilical de seus
descendentes, foi realizada uma analise paralela de quimiocinas, citocinas e fatores de
crescimento nos pares mae-recém-nascido dos subgrupos Agudo, Inicial,
Intermediario e Tardio de COVID-19, bem como em controles saudaveis. Os

resultados sao apresentados na Figura 4.

Figura 4 - Perfil dos mediadores inflamatorios solliveis em amostras pareadas de sangue

de cordao umbilical e soro de maes com COVID-19 aguda ou convalescente.
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Na Figura 4, os niveis de quimiocinas, citocinas pré-inflamatorias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento foram medidos em amostras de sangue do
corddo umbilical coletadas de neonatos (circulos = O) e amostras de soro pareadas
de maes (losangos = <>) com infecgdo aguda por SARS-CoV-2 (.;0, n=18) até 14
dias apoés o inicio dos sintomas, ou COVID-19 convalescente devido a infecgcéo prévia
por SARS-CoV-2, referidos como: Inicial (@ ; 9, n=34), Intermediario (®; ® , n=50) ou
Tardio (-i..‘.'f;\>, n=39), em comparagdo com Controles Saudaveis (CS = 0:<, n=8).
Os niveis de mediadores inflamatorios soluveis foram quantificados por um ensaio
multiplex de alto rendimento, conforme descrito em Populagcido, Materiais e Métodos.
Os resultados sao apresentados como valores medianos da concentragdo no sangue
do corddo umbilical e no soro materno (pg/mL), utilizando as legendas de simbolos
conforme mostrado na figura. Linhas de conex&o foram usadas para tragar os perfis
dos mediadores inflamatdrios soluveis das amostras de sangue do corddao umbilical e
do soro materno. A analise comparativa intragrupo entre amostras pareadas foi
realizada pelo teste de Wilcoxon e a significancia foi considerada em p<0,05.
Diferencas significativas foram sublinhadas pelo asterisco vermelho “*” para

comparagoées dentro dos grupos CS, Agudo, Inicial, Intermediario e Tardio.

A analise comparativa demonstrou que a maioria dos mediadores inflamatorios
soluveis em amostras pareadas de soro materno e sangue do corddo umbilical de
controles saudaveis apresentou valores medianos semelhantes, exceto por 8 de 27
moléculas (30%), compreendendo niveis mais altos de CCL3, CCL4, CCL5, IFN-y,
IL-5, PDGF, GM-CSF e IL-2 e nivel mais baixo de IL-7 observados no sangue do
corddo umbilical em comparagdo com o soro materno (Figura 4, simbolos verdes).
Perfis distintos de mediadores inflamatérios soluveis foram identificados na analise
pareada dos subgrupos Agudo de mae-recém-nascido para 11 de 27 analitos (41%),
compreendendo niveis aumentados de CCL11, CCL4, IFN-y, PDGF, G-CSF, GM-CSF
e IL-7 e niveis diminuidos de CXCL10, IL-6, IL-17 e IL-10 em amostras de sangue do
cordao umbilical em comparagdo com o soro materno (Figura 4, simbolos roxos
escuros). Notavelmente, houve um aumento nos niveis de um conjunto maior de
mediadores inflamatérios solUveis observados em amostras de sangue do cordao
umbilical dos subgrupos convalescentes de COVID-19 (Inicial = 11/27, 41%;
Intermediario = 20/27, 74% e Tardio = 18/27, 67%) em comparagdo com O SOro
materno (Figura 4). IL-10 foi o Unico parametro que apresentou niveis medianos mais
baixos no sangue do corddo umbilical em comparagdo com o soro materno durante

toda a convalescencga da COVID-19 (Figura 4).
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Com o objetivo de identificar os mediadores inflamatérios soluveis com maior
magnitude para diferenciar amostras de sangue do cordao umbilical do soro materno,
os valores de fold change foram calculados para cada mediador imunolégico soluvel
nos subgrupos de COVID-19 de acordo com os valores medianos do soro materno

correspondente. Os resultados sao apresentados na Figura 5.

Figura 5 - Fold change dos mediadores inflamatérios soluveis no sangue de cordiao
umbilical dividido pelos valores medianos observados nas amostras pareadas de soro

de maes com COVID-19 aguda ou convalescente.
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Na Figura 5, a magnitude do fold change foi calculada para as amostras de
sangue do corddo umbilical dividida pelos valores medianos observados para o soro
materno correspondente. Os resultados sdo apresentados como distribuicdo de
dispersdo de fold changes individuais (valores medianos de sangue do cordao
umbilical/soro materno). Mediadores inflamatorios soluveis com fold changes <0,8x e
21,5x foram rotulados por formato de cor. A cor cinza foi usada para rotular
mediadores inflamatoérios soluveis com valores de fold change (FC) de 0,8x < FC =

1,5x. Mediadores inflamatérios comuns observados em todos os subgrupos de
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COVID-19 (Agudo, Inicial, Intermediario e Tardio) foram rotulados com * e aqueles
observados apenas nos subgrupos convalescentes (Inicial, Intermediario e Tardio)

identificados por #.

A analise dos dados demonstrou que o sangue do cordao umbilical do
subgrupo Agudo apresentou uma gama de mediadores inflamatérios soliveis com
magnitudes de fold change superiores a 1,5x, atingindo valores tao altos quanto 3,9x,
com PDGF > CCL11 > IL-7 > G-CSF > CCL-4 ~ IFN-y. O sangue do cordao umbilical
dos subgrupos convalescentes de COVID-19 (Inicial, Intermediario e Tardio) exibiu um
conjunto maior de mediadores inflamatdrios soluveis com magnitudes de fold change
de até 11,0x, 15,7x e 6,9x%, respectivamente. Em geral, os dados do subgrupo Inicial
demonstraram uma ordem de magnitude de PDGF > G-CSF > IFN-y ~ CCL-2 > IL-1Ra
> CCL-11 > VEGF ~ CCL4 > CCL3. Os dados do subgrupo Intermediario mostraram
uma ordem de magnitude de PDGF > IFN-y > CCL2 > CCL11 ~ G-CSF ~ IL-1Ra >
CCL4 > CCL3 > CCL5 > VEGF > TNF-a. Os resultados do subgrupo Tardio mostraram
uma ordem de magnitude de PDGF > IL-1Ra > IFN-y > G-CSF > CCL3 > CCL11 >
CCL4 ~ IL-7 > CCL5 > CCL2 ~ VEGF. Por outro lado, magnitudes de fold change
diminuidas (abaixo de 0,8x) foram observadas em Agudo (CXCL10 < IL-17 < IL-10 ~
IL-6 ~ CCL5 < VEGF < IL-4), Inicial (CXCL10 < IL-10 < IL-6 ~ IL-12) e Intermediario

(IL-10), sem valor abaixo de 0,8x observado no subgrupo Tardio (Figura 5).

A andlise do diagrama de Venn identificou um conjunto de mediadores
inflamatdérios sollveis comuns com niveis aumentados acima de 1,5x até 15,7x em
amostras de sangue do corddo umbilical em relagdo ao soro materno em todos os
subgrupos de COVID-19, compreendendo CCL11, CCL4, IFN-y, PDGF e G-CSF
(Figura 5, * abaixo dos graficos de barras). Além disso, fold changes aumentados de
CCL2, CCL3, IL-1Ra e VEGF foram comumente observados apenas na COVID-19
convalescente (subgrupos Inicial, Intermediario e Tardio) (Figura 5, # abaixo dos

graficos de barras).

4.4 Assinaturas de mediadores inflamatérios soluveis de amostras
pareadas de sangue do cordao umbilical de neonatos e soro de maes com

COVID-19 aguda ou convalescente

A fim de obter uma visao panoramica dos mediadores inflamatérios solluveis no

soro materno e no sangue do corddo umbilical de seus descendentes, as assinaturas
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de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento foram montadas para os pares
mae-recém-nascido dos subgrupos Agudo, Inicial, Intermediario e Tardio, bem como
para os controles saudaveis. As assinaturas de mediadores inflamatérios sollveis no
soro materno e no sangue do corddao umbilical foram construidas como dados
categoéricos, reportadas como a propor¢do de amostras com niveis acima do ponto de
corte mediano global determinados para amostras de soro materno e sangue do

cordao umbilical. Os resultados sao apresentados na Figura 6.

Figura 6 - Assinaturas de mediadores inflamatérios solliiveis de amostras pareadas de
sangue do cordao umbilical de neonatos e soro de maes com COVID-19 aguda ou

convalescente.
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Na Figura 6, as assinaturas de amostras pareadas de soro materno (losangos

<>) e sangue do corddo umbilical (circulos = ) foram comparadas para cada
subgrupo de COVID-19, bem como para os controles saudaveis. Linhas de conexao
foram usadas para ftragar as assinaturas de distintas categorias de perfis de
mediadores inflamatérios solUveis (quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias e

reguladoras, juntamente com fatores de crescimento). Os mediadores inflamatérios
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soluveis com propor¢ao de amostras acima do percentil 50 (zona cinza) foram
incluidos no conjunto de atributos com niveis aumentados e foram destacados por
formato de cor em negrito sublinhado. Em controles saudaveis, um pequeno conjunto
de mediadores inflamatérios com niveis aumentados foi observado para o soro
materno (7/27, 26% — CXCL8, TNF-q, IL-17, IL-10, IL-13, GM-CSF, IL-2) e amostras de
sangue do corddo umbilical (8/27, 30% — TNF-a, IL-17, IL-10, IL-13, FGF-basico,
PDGF, GM-CSF, IL-2). No subgrupo Agudo, um total de 10 de 27 mediadores
inflamatoérios (37%) estavam aumentados no soro materno (CCL3, CCL2, CXCL10,
IL-6, TNF-a, IL-17, IL-1Ra, IL-4, IL-10 e IL-2) e nas amostras de sangue do cordao
umbilical (CXCL8, CCL11, CCL2, CXCL10, TNF-a, IFN-y, IL-1Ra, PDGF, G-CSF e
GM-CSF) (Figura 6).

Perfis distintos de mediadores soluveis foram identificados no soro materno e
no sangue do cordao umbilical dos subgrupos convalescentes. Diminui¢do no conjunto
de mediadores inflamatérios observados para o soro materno dos subgrupos Inicial
(9/27, 33%), Intermediario (3/27, 11%) e Tardio (7/27, 26%). Por outro lado, um numero
maior de mediadores inflamatdrios permaneceu com niveis aumentados em amostras
de sangue do cordao umbilical nos subgrupos convalescentes (Inicial = 15/27, 56%;
Intermediario = 19/27, 70% e Tardio = 19/27, 70%) (Figura 6).

Uma analise adicional das assinaturas de mediadores inflamatdérios soluveis foi
realizada para identificar moléculas comuns e seletivas com niveis aumentados em
pares de soro materno e sangue do corddao umbilical em controles saudaveis e durante
COVID-19 aguda ou convalescente. Para este propésito, os mediadores inflamatdrios
soluveis foram classificados considerando a proporgéo ascendente de amostras com

niveis acima da mediana global e os dados apresentados na Figura 7.
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Figura 7 - Andlise descritiva das assinaturas ascendentes de mediadores inflamatérios
soliveis de amostras pareadas de sangue do corddao umbilical e soro de maes com

COVID-19 aguda ou convalescente.
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Os resultados da Figura 7 sao apresentados como perfil ascendente da
proporgao (%) de amostras com niveis de mediadores inflamatérios soluveis acima
dos valores de corte, definidos como a concentragdo mediana global geral de cada
mediador soluvel conforme descrito em Material e Métodos. Mapas de calor
(colormaps) foram criados para identificar os mediadores inflamatérios soluveis que
exibem uma propor¢do de individuos acima de 50% e selecionar o conjunto de
atributos com niveis aumentados (retdngulos de coluna), destacados por formato de
cor em negrito. A legenda de cores utilizada para a propor¢gdo numérica (%) de
amostras com niveis de mediadores inflamatérios soluveis acima dos valores de corte

(Min, 50% e Max) é fornecida na figura.

A andlise do diagrama de Venn permitiu a identificagdo de mediadores
inflamatérios comuns e seletivos observados em pares mae-recém-nascido. A analise

descritiva de mediadores inflamatérios seletivos apontou que o PDGF estava
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universalmente aumentado em amostras de sangue do cordao umbilical de todos os
grupos de estudo (CS, Agudo, Inicial, Intermediario e Tardio). IFN-y e G-CSF estavam
aumentados em amostras de sangue do cordao umbilical de todos os subgrupos de
COVID-19 (Figura 7, atributos sublinhados com *). IL-1Ra estava seletivamente
aumentado no sangue do cordao umbilical dos subgrupos convalescentes (Inicial;

Intermediario; Tardio) (Figura 7, atributos sublinhados com #).

4.5 Redes integrativas de mediadores inflamatérios soliveis em amostras
pareadas de sangue do cordao umbilical de recém-nascidos e soro de

maes com COVID-19 aguda ou convalescente

Um panorama complementar da interacdo entre mediadores inflamatdrios
sollveis de amostras de soro materno e sangue do cordao umbilical foi explorado por
analises de correlagcado e correlacdo cruzada. Os resultados sdo apresentados na

Figura 8.
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Figura 8 - Redes integrativas de mediadores inflamatérios solliveis em amostras
pareadas de sangue do cordado umbilical de neonatos e de soro de maes com COVID-19

aguda ou convalescente.
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Na Figura 8, circuitos de rede integrativa foram montados para quimiocinas
séricas, citocinas proé-inflamatdrias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento
medidos em amostras de sangue do corddo umbilical coletadas de neonatos (circulos
= O) e amostras de soro pareadas de maes (losangos = <>) na infecgdo aguda por
SARS-CoV-2 (A= @; ’, n=18) até 14 dias apds o inicio dos sintomas, ou COVID-19
convalescente devido a infecgéo prévia por SARS-CoV-2, referidos como: Inicial (E =
®:® n=34), Intermediario (I = ®; 9, n=50) ou Tardio (L = ©;<, n=39), em
comparagao com Controles Saudaveis (CS = i...?=;\>, n=8). Os niveis de mediadores
inflamatérios soluveis foram quantificados por um ensaio multiplex de alto rendimento,
conforme descrito em Material e Métodos. Os circuitos da rede foram construidos com
base na analise de correlagcdo do teste de rank de Spearman entre pares de
mediadores inflamatérios soluveis. Apenas correlagdes significativas moderadas/fortes
(escores “r" = |0,40]|) (p<0,05) foram utilizadas para construir redes com quatro

circuitos de clusters (quimiocinas; citocinas pro-inflamatérias; citocinas reguladoras e
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fatores de crescimento) utilizando a plataforma de sofftware de cddigo aberto
Cytoscape (disponivel em http:cytoscape.org). Nuvens de correlagado cruzada foram
montadas para compilar os correlogramas de mediadores inflamatérios soluveis do
soro materno e das amostras de sangue do cordao umbilical. O numero de
correlacbes dentro de cada cluster e a correlagdo total de mediadores inflamatoérios
soluveis para cada grupo sao fornecidos na tabela inserida. Mapas de cores ilustram a
analise comparativa do numero de correlagdes dentro de cada cluster entre os
subgrupos de soro materno, amostras de sangue do corddo umbilical e sua correlagéo
cruzada. A legenda de cores utilizada para o numero de correlagées (™, Min, 50° e

Max) é fornecida na Figura 8.

Anadlises de correlagbes entre quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento
foram usadas para avaliar a conectividade de vizinhanga nos microambientes de soro
materno e sangue do corddo umbilical. Adicionalmente, analises de correlagao
cruzada entre mediadores soluveis de soro materno e sangue do cordao umbilical
foram calculadas para caracterizar a interacdo de mediadores inflamatérios sollveis
entre esses compartimentos. A analise dos dados demonstrou que, em geral, o
numero de correlagcées no soro materno e no sangue do corddo umbilical, bem como a
correlagdo cruzada entre os pares mae/cordao umbilical, aumentou na COVID-19
Aguda em comparagdo com os CS (n=102 e 356; n=218 e 286; n=144 e 520,
respectivamente). Numeros aumentados de correlagdo no sangue do corddao umbilical
(n=414 e 374), juntamente com maior correlagéo cruzada entre os pares méae/cordao
umbilical (n=656 e 668), foram observados desde a infec¢gado aguda até os subgrupos

convalescentes Intermediario e Tardio (Figura 8).

4.6 Resumo das alteragcoes nos mediadores inflamatérios solliveis em
amostras pareadas de sangue do cordao umbilical e soro de maes com

COVID-19 aguda ou convalescente.

Uma visdo panoramica das alteragdes nas concentragdes gerais, assinaturas e
redes integrativas de mediadores inflamatérios sollveis foi obtida para analise
comparativa entre amostras de sangue do corddo umbilical e soro de m&es com

COVID-19 aguda ou convalescente. Os resultados sdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - Resumo das alteragées dos mediadores inflamatérios soliveis em amostras

pareadas de sangue do cordao umbilical e soro de maes com COVID-19 aguda ou

convalescente.
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Na Figura 9, um panorama de (A) as concentragdes globais, (B) as assinaturas

dos mediadores inflamatérios solluveis e (C) as redes integrativas de mediadores

inflamatdérios soluveis (quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias, citocinas reguladoras e

fatores de crescimento) foi composto por amostras de sangue do cordao umbilical

coletadas de neonatos e amostras de soro de maes com infecgao aguda por

SARS-CoV-2 (-, n=18) até 14 dias apds o inicio dos sintomas, ou COVID-19

convalescente devido a infecgao prévia por SARS-CoV-2, referidos como: Inicial (-,

n=34), Intermediario (-, n=50) ou Tardio ([:|, n=39), em comparag¢ao com Controles

Saudaveis (CS = 1, n=8). Para resumir as principais alteracbes observadas na

concentracado global de mediadores soluveis nos compartimentos de sangue do

cordao umbilical e soro materno, foi aplicada a normalizagao por escores Z (Z-scores)

e construidos colormaps (mapas de calor) para calcular o numero de mediadores

soluveis com escore Z 24 em cada compartimento. Os resultados sdo apresentados

em graficos de linha para ilustrar a analise comparativa entre os subgrupos. As

assinaturas dos mediadores inflamatérios soluveis foram compiladas para permitir
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comparagdes entre os conjuntos de mediadores soluveis com niveis aumentados no
sangue do corddo umbilical e nas amostras de soro materno de cada subgrupo.
Gréficos de linha ilustram o ritmo dos mediadores inflamatérios. As redes integrativas
foram comparadas considerando o niumero de correlagées observadas para o sangue
do corddo umbilical, o soro materno e a correlagdo cruzada entre eles em cada
subgrupo. Graficos de linha ilustram o perfil de correlagdo entre os mediadores

inflamatérios em cada subgrupo.

As construcées de mapas de calor foram montadas para analise comparativa
das concentragcbes de mediadores inflamatdrios solliveis entre os dois
compartimentos. Os dados demonstraram um perfil invertido para amostras de soro
materno e sangue do corddo umbilical. Enquanto um declinio nos mediadores soluveis
foi observado no compartimento do soro materno desde os subgrupos agudos até os
convalescentes de COVID-19, um aumento de mediadores sollveis foi observado em
amostras de sangue do cordao umbilical da COVID-19 aguda para a convalescente. A
analise das assinaturas de mediadores soluveis confirmou ainda esses achados. Um
aumento nos numeros de correlagdo foi observado no soro materno, nas amostras de
sangue do cordao umbilical e na interacdo de correlacdo cruzada dos CS até a
COVID-19 convalescente Tardio. No entanto, as formas de onda revelaram que
durante a infecgdo aguda, uma regulagao positiva mais pronunciada foi observada nos
numeros de correlagdo no soro materno e na interagcao de correlacdo cruzada em

comparagéo com as amostras de sangue do cordao umbilical (Figura 9).



47

5. DISCUSSAO

O surgimento de patdgenos recém-identificados ou de patdégenos previamente
conhecidos que se espalham para novas areas geograficas ou populagdes apresenta
desafios significativos para a saude global. A compreensao da patogénese dessas
doencas infecciosas emergentes, particularmente em uma populagao vulneravel como
mulheres gravidas, além da identificacdo de potenciais biomarcadores na interface
materno-fetal, sdo extremamente importantes para propor intervencdes clinicas. O
presente estudo tenta caracterizar o perfil de mediadores inflamatorios solUveis em
amostras de soro de maes com COVID-19 aguda e convalescente e no microambiente
do sangue do cordao umbilical de seus descendentes, em comparagcdo com controles
saudaveis, empregando abordagens estatisticas distintas para andlise de dados. O
aspecto Unico deste estudo reside na medigdo das assinaturas de mediadores
inflamatérios em diades mae/recém-nascido e na observagcdo de que essas
assinaturas diferem significativamente, destacando a importadncia de avaliar
microambientes distintos de forma independente ao monitorar gestagdes afetadas pela
COVID-19.

A compreensdo da resposta imunolégica a infecgdo por SARS-CoV-2
expandiu-se rapidamente, desde uma extensa pesquisa basica até aplicacdes clinicas
(71-73). A literatura cientifica sobre a imunidade a COVID-19 durante a gravidez
permanece limitada (74-76). As alteracdes fisioldgicas no sistema imunoldgico
observadas durante a gravidez tornam as mulheres gravidas e seus descendentes um
grupo de risco para desfechos adversos da infeccdo por SARS-CoV-2 (59,62-64).
Embora a transmissdo materno-fetal da infeccdo por SARS-CoV-2 seja rara, as
alteragdes imunoldgicas durante a gravidez podem aumentar o risco de complicagdes
em gestacdes afetadas pela COVID-19 (77,78).

A interacao entre a interface materno-fetal compreende complexas alteragdes
fisiolégicas e sofre modificagdes ao longo dos trimestres da gravidez (67). Portanto, a
analise da interface materno-fetal durante a COVID-19 aguda e convalescente é
relevante para avaliar a dindmica das alteragdes nas respostas imunolégicas das
maes e o0 impacto no microambiente do sangue do corddo umbilical.
Independentemente da relevancia deste tépico, o efeito do SARS-CoV-2 durante a
gravidez, bem como o impacto de longo prazo no desenvolvimento infantil, ainda

precisa ser elucidado.
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Nessa linha, o presente estudo teve como objetivo investigar se o perfil de
mediadores inflamatdrios soluveis no sangue do corddao umbilical espelha o observado
no soro de maes com infeccdo aguda (no parto) e convalescente
(Early/Intermediate/Late) por SARS-CoV-2 (respectivamente, 3° 2° e 1° trimestres).
Para esse propoésito, amostras pareadas de soro materno e sangue do cordao
umbilical de seus recém-nascidos foram obtidas no parto e categorizadas de acordo
com o momento da infeccdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez. Tem sido
demonstrado que infecgbes virais adquiridas no periodo perinatal podem levar a
complicagdes neonatais relevantes, e o trimestre da gravidez em que ocorre a
infeccao por SARS-CoV-2 é crucial para determinar o risco de desfechos adversos
(79-82).

Nossos resultados demonstraram que, durante a infecgcado aguda, as amostras
de sangue do corddo umbilical apresentaram um aumento de varios mediadores
inflamatérios soluveis, incluindo CCL11, CCL3, CXCL10, IL-1B, IFN-y, IL-1Ra e G-CSF
e uma diminuicdo de IL-10, assemelhando-se a tempestade de citocinas
classicamente relatada pela infecgdo por SARS-CoV-2. A regulacdo positiva em
CXCL10 foi previamente relatada durante a infeccdo por SARS-CoV-2 adquirida no 3°

trimestre de gravidez, alinhando-se com nossa observacéo (83,84).

Nossos achados mostraram que, a medida que a infecgao materna progride da
fase aguda para a convalescente, as alteragbes nos mediadores inflamatérios do
sangue do cordao umbilical nao espelham o perfil do soro materno. Esses achados
sugerem que o impacto da infecgdo por SARS-CoV-2 durante a gravidez desencadeia
alteragbes compartimentalizadas no perfil imunolégico do soro materno e do sangue
do cordao umbilical, com um efeito de longo prazo neste ultimo, contrastando com a
diminuigcdo tipica observada no soro materno. Alguns estudos relataram que a
disfuncao endotelial e as alteracdes no fluxo vascular placentario devido a infecgao por
COVID-19 favorecem a passagem de mediadores soluveis e outros componentes do
sistema imunoldgico para o sangue do cordao umbilical (85,86). O mecanismo preciso
subjacente a crosstalk entre microambientes sistémicos e compartimentalizados, como
a diade soro materno & sangue do cordao umbilical, bem como soro materno & liquido
cefalorraquidiano, ainda precisa ser elucidado. Nesse contexto, tem sido demonstrada
a existéncia de um panorama divergente de mediadores inflamatorios soluveis no soro
e no liquido cefalorraquidiano, enfatizando a relevancia de compreender a resposta
imunolégica sistémica e compartimentalizada desencadeada pela infeccédo por

SARS-CoV-2 durante a gravidez (87). Portanto, a resposta imunoldgica durante a
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gravidez é o resultado da combinagdo e especificidades do sistema imunoldgico
materno e do microambiente feto-placentario, levando a uma resposta imunoldgica
Unica (88).

A infeccdo por COVID-19 durante a gravidez provoca uma resposta
inflamatdria sistémica materna que leva a alteragdes no microambiente da placenta.
Essas alteragbes podem incitar uma disfungdo imunolégica no feto que, em Uultima
analise, apresenta efeitos de curto e longo prazo na prole (89). Nossos achados
apoiam a hipotese de participacao feto-placentaria ativa nas respostas imunoldgicas.
Conforme demonstrado por Taglauer e colegas (83), embora algumas citocinas e
quimiocinas estivessem elevadas no compartimento neonatal, sua presenca nao era
simplesmente o resultado de transferéncia passiva da circulagdo materna. Esses
achados se alinham com observacbes anteriores de que as alteragcbes nos
mediadores inflamatérios do sangue do cordao umbilical ndo representam uma
transferéncia passiva do soro materno, mas sim indicam mecanismos independentes

que ocorrem dentro da diade placentaria-fetal (67,83).

A analise da diade mae-corddo umbilical permitiu a caracterizagdo do didlogo
da resposta imunoldgica na interface materno-fetal através da COVID-19 aguda e
convalescente adquirida durante a gravidez. Independentemente do estagio da
COVID-19, as amostras de sangue do corddo umbilical de recém-nascidos de maes
com COVID-19 exibiram niveis mais altos de CCL11, IFN-y, IL-1Ra e G-CSF em
comparagao com os controles saudaveis. Notavelmente, € importante mencionar que
0 CCL4 apresentou um aumento nos subgrupos convalescentes, assim como o PDGF
também aumentou no sangue do cordao umbilical em todos os subgrupos, incluindo
os CS. Esses dados sao consistentes com os efeitos conhecidos do SARS-CoV-2, que
pode desencadear uma ativagdo imunoldgica sistémica polifuncional mesmo em
compartimentos neonatais. Além disso, esses achados estdo de acordo com a
hipétese de que as alteragdes nos mediadores inflamatérios do sangue do cordao
umbilical representam um mecanismo independente dentro da interface
placentaria-fetal (67,83,90). Nesse contexto, esse fendbmeno, referido como "priming in
utero”, mesmo na auséncia de infeccdo congénita por bactérias e virus, é
caracterizado por alteragbes em citocinas, quimiocinas fetais e outros fatores celulares
e humorais que ndo se assemelham a resposta materna (91,92). O conhecimento
desse microambiente fetal distinto em comparagdo com a resposta imunoldgica
materna traz novas percepgdes sobre a resposta imunologica compartimentalizada

induzida pela COVID-19 gestacional.
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Estudos anteriores demonstraram que a infeccao por SARS-CoV-2 durante a
gravidez induz um estado pré-inflamatério dentro da cavidade amnidtica, causando um
aumento de mediadores inflamatérios na circulagdo fetal (93). Nossos dados
destacaram a presenca de niveis elevados de CCL11 e IFN-y em amostras de sangue
do cordao umbilical, o que pode indicar um estado elevado de inflamacao na interface
materno-fetal. Além disso, os niveis mais altos de IL-1Ra, uma molécula
anti-inflamatoria, podem desempenhar um papel como mecanismo compensatério
para neutralizar o ambiente pro-inflamatério induzido pela COVID-19 materna,
protegendo os compartimentos neonatais da inflamagdo excessiva que poderia
prejudicar o desenvolvimento (94). Estudos anteriores relataram que niveis
aumentados de IL-1Ra durante a infecgdo por SARS-CoV-2 podem prever desfechos
graves de COVID-19 em pacientes e podem ser Uteis como biomarcador prognéstico

para guiar estratégias de tratamento (95).

A persisténcia de G-CSF em amostras de sangue do corddo umbilical, desde
as fases aguda até as convalescentes, sublinha ainda mais a complexidade da
resposta imunolégica na interface materno-fetal. O G-CSF ¢é conhecido por
desempenhar um papel tanto na defesa imunoldgica quanto na reparacao tecidual,
sugerindo que sua elevagdo pode refletir uma tentativa de equilibrar a ativagao
imunolégica com a homeostase tecidual (94,96). E bem sabido que o G-CSF aumenta
durante a gravidez, englobando os mapas de paisagens de citocinas de distintas fases
da resposta imunoldgica gestacional (67). Tem sido sugerido que o G-CSF atua como

mediador anti-inflamatério durante a gravidez (67).

Nossos dados demonstraram niveis mais altos de CCL4, particularmente nos
subgrupos convalescentes, sugerindo ativagdo imunolégica persistente mesmo apos a
resolugdo da infeccdo aguda. O CCL4, uma quimiocina envolvida no recrutamento de
mondcitos e linfocitos, pode contribuir para a resposta imunolédgica de longo prazo e
alguns relatos identificam essa quimiocina como uma molécula redundante em
correlagcbes entre outros componentes do sistema imunolégico na interface
materno-fetal (97). Além disso, todos os subgrupos de sangue do cordao umbilical
apresentaram niveis mais altos de PDGF, independentemente da infeccdo materna por
SARS-CoV-2. Nesse contexto, o papel dessa molécula pode refletir um processo
fisiolégico basal essencial para o desenvolvimento fetal. No entanto, € fundamental
investigacao adicional para compreender o seu papel especifico no contexto da
COVID-19 materna e da interface materno-fetal, bem como a sua travessia para os

compartimentos fetais. Essas observagdes podem refletir uma interface materno-fetal
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complexa e persistente, mesmo durante a fase convalescente da COVID-19,
sugerindo que os efeitos da infeccdo materna podem se estender além da fase aguda,
potencialmente influenciando os resultados de saude neonatal e infantil. Alguns relatos
mostraram que infecgdes virais maternas, como gripe e citomegalovirus, podem levar
a alteragbes persistentes nos perfis de citocinas fetais, com potenciais consequéncias
de longo prazo para a fungdo imunoldgica e suscetibilidade a doencas (98). Além
disso, esse tipo de transferéncia de imunidade, chamada de imunidade protetora,
refere-se a indugdo gradual do sistema imunoldégico fetal para o desenvolvimento da
memoria adaptativa in utero, e ha evidéncias de que a inflamacgao fetal também pode

ser benéfica para a indugao imunologica (92).

A analise comparativa de mediadores inflamatérios na diade
mae-recém-nascido demonstrou que certos mediadores, como PDGF e G-CSF,
estavam marcadamente elevados no sangue do cordao umbilical em relacdo ao soro
materno, especialmente durante a convalescenca, com fold changes de até 15,7x.
Esse padrao diferencial entre soro materno e sangue do corddo umbilical sugere uma
resposta imunoldgica distinta no ambiente fetal em comparagdo com a circulagao
materna. A analise de rede integrativa revelou ainda uma conectividade de vizinhanga
aumentada entre os mediadores inflamatérios em ambos os microambientes,
particularmente no contexto da COVID-19 convalescente tardia. Tem sido postulado
que as redes de resposta imunoldégica podem integrar vias pelo engajamento de trés
tipos de interagdes, incluindo cooperagao, complementagdao e compensacao (98).
Essas interagdes sao relevantes para garantir a redundéancia das vias de mediadores
inflamatérios que asseguram a robustez do sistema imunolégico. Nessa linha, no
presente estudo, exploramos o conceito de redundancia e robustez do sistema
imunolégico usando o conceito de redes integrativas, montadas de acordo com o
numero de correlagdes entre mediadores inflamatérios do soro materno e do sangue
do corddo umbilical que podem ser transpostas para os principios de cooperagao,
complementacdo e compensagado entre as propriedades funcionais dos mediadores
inflamatérios. A analise das interagcdes de mediadores inflamatérios é relevante para
uma melhor compreensdo das alteragdes imunoldgicas associadas a infecgdo por
SARS-CoV-2 durante distintas fases gestacionais. Nossos dados demonstraram que
mediadores inflamatdrios soluveis em pares mae-recém-nascido mostraram um
aumento da conectividade de vizinhanca em ambos os microambientes, bem como em
sua interagdo da COVID-19 aguda para a convalescente tardia. Acreditamos que uma
interpretacdo bioldgica razoavel para esses achados € que a infecgdo por

SARS-CoV-2 adquirida no 1° trimestre de gravidez levou a uma redundancia e
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robustez aumentadas das interagdes imunolégicas na diade mae/recém-nascido. A
medida que o sistema imunolégico ganha redundancia, o estabelecimento de
mecanismos compensatoérios adicionais € observado. Nesse sentido, a analise das
correlagbes entre mediadores inflamatérios e sua variagao representa uma abordagem
racional para caracterizar a resposta imunolégica compartimentalizada nos
microambientes do sangue do corddo umbilical e soro materno. Nossos achados
abrem caminho para futuras investigagdes sobre o papel de mediadores inflamatérios
especificos na modulagdo da imunidade neonatal e seu impacto no desenvolvimento

infantil.

O presente estudo possui algumas limitacbes. Apesar do grande nimero de
amostras pareadas mae-recém-nascido analisadas nesta investigagao exploratoria, o
desenho observacional descritivo com multiplas comparacbes sem corregdes para
comorbidades, manifestagdes clinicas, gravidade da doenga ou outras variaveis
confundidoras constituiu uma limitacdo do estudo. Como o presente estudo foi
realizado durante a circulacdo das cepas B.1.1.28 e B.1.1.33 do SARS-CoV-2, a
generalizagdo de nossos achados para cenarios epidemiolégicos de outras variantes
do SARS-CoV-2 é limitada, uma vez que distintas variantes de preocupacado podem
interferir na resposta imunoldgica. Outra limitagdo € que a presente investigacao é um
estudo de centro unico. Além disso, n&o realizamos uma analise de acompanhamento

prospectivo das criangas para monitorar seu perfil de resposta imunolégica.
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6. CONCLUSAO

Este estudo pioneiro investigou a complexa interagdo imunoldgica entre maes
com COVID-19 aguda e convalescente e seus recém-nascidos, revelando assinaturas
imunoldgicas distintas no soro materno e no sangue do corddo umbilical. Nossos
achados demonstraram perfis distintos no sangue do cordao umbilical em comparagao
com o soro materno, trazendo novas percepgdes sobre o impacto potencial da
infeccao materna por SARS-CoV-2 em diferentes fases gestacionais na saude e

desenvolvimento neonatal.

Embora a infeccdo aguda por SARS-CoV-2 na mae induza uma resposta
inflamatéria sistémica em ambos os compartimentos, a fase convalescente apresenta
um padrdo imunoldgico mais diferenciado no sangue do corddo umbilical, sugerindo
um efeito de longo prazo no ambiente fetal. A elevacdo persistente de mediadores
como CCL1, IFN-y, IL-1Ra e G-CSF no sangue do corddao umbilical,
independentemente do estagio da COVID-19 materna, ressalta a importéncia da
"indugdo in utero" e seu potencial para modular a imunidade neonatal a longo prazo.
As diferengas marcantes nos niveis de mediadores como PDGF e G-CSF entre o soro
materno e o0 sangue do corddo umbilical, especialmente durante a convalescenga,
reforcam a necessidade de avaliar o ambiente materno-fetal como compartimentos

imunoldgicos distintos.

Embora este estudo fornega insights valiosos sobre a resposta imunoldgica
materno-fetal a infecgcdo por SARS-CoV-2, reconhecemos as limitagdes inerentes ao
seu desenho observacional e a especificidade das variantes de SARS-CoV-2
circulantes durante a coleta de dados. Estudos futuros devem focar em analises
longitudinais, com maior diversidade de amostras, para monitorar os efeitos de longo

prazo da exposicdo materna ao SARS-CoV-2 na saude infantil.

Em ultima andlise, uma compreensdo detalhada da interface imunolégica
materno-fetal em resposta a COVID-19 é crucial para desenvolver estratégias eficazes
de prevengao e intervencao, visando proteger a saude de maes e recém-nascidos
durante e apos a pandemia. Juntas, essas evidéncias sobre a crosstalk materno-fetal
podem subsidiar a melhoria da pratica clinica e das politicas de saude publica para o

manejo da exposi¢ao pré-natal a infecgdo por SARS-CoV-2.
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ANEXO 1 — Aprovacido no Comité de Etica em Pesquisa
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: GERALDO MAGELA FERNANDES

Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 32359620.0.0000.5558

Instituicdo Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.055.854

Apresentacgéo do Projeto:

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

Objetivo da Pesquisa:

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

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

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

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

submetidas a raque anestesia para cesarea, no liquor. iv. Investigar a presenca de marcadores
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inflamatérios no sangue materno, sangue do cordédo

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

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

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

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

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

qualquer fase do periodo gestacional e neonatal precoce

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

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

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

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

Beneficios:

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

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

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

lgualmente, aos filhos das participantes serd garantido o acompanhamento do crescimento e

desenvolvimento no ambulatério de pediatria.
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Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Por meio de um estudo observacional pretende-se avaliar se: a exposi¢do materna a infecgcio pelo virus
SARS-CoV-2 durante a gestacdo e puerpério esta associada a riscos diretos & propria gestacéo, a gestanie
e ao feto em desenvolvimento? A gestacdo em si poderia exercer efeito protetor sobre o bindmio mae-feto
em relacdo a formas graves da COVID-19? A exposicéo intradtero a infeccéo pelo virus SARS-CoV2 esta
associada a altera¢do no desenvolvimento infantil?

Consideractes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
O projeto encontra-se elaborado de acordo com as normas e resolucoes do sistema CEP/Conep com TCLE
adequado, riscos e beneficios, critérios de inclusdo e exclusdo e cronograma.

Recomendacgodes:

Recomenda-se : 1-atualizar o cronograma 2- considerando o auto custo do orcamento informar se havera
fonte de fomento 3- 0s exames complementares especificos para o projeto serdo custeados pelo SUS ou
havera recursos financeiros para os mesmos? 4-Consta como beneficios :Um importante beneficio para as
mulheres & que serd oferecido um acompanhamento pré-natal integral, com consultas, exames laboratoriais
e de

imagem realizados no Hospital Universitario de Brasilia (HUB), assim como a assisténcia ao parto nesse
hospital.lgualmente, aos filhos das participantes serd garantido o acompanhamento do crescimento e
desenvolvimento no ambulatorio de pediatria.5- Esse termo devera ser retirado como beneficio para os
pacientes pois frata-se de procedimentos de rotina e direito dos pacientes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

O colegiado considerou que com intuito de ndo atrasar o desenvolvimento do projeto 0 mesmo ficara como
aprovado.Entretanto, as recomendacbes deverdo ser atendidas e serdo verificadas por ocasiao do relatério
parcial.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto apreciado na Reunifio Ordinaria do CEP-FM-UnB- 05/2020. Apés apresentacéo do parecer do (a)
Relator (a), aberta a discussdo para os membros do Colegiado. O projeto foi Aprovado com as
recomendacdes elencadas acima.

De acordo com a Resolucdo 466/2012-CONEP/CNS, itens X.1. - 3.b. e Xl. -2.d, este Comité chama a
atencéo da obrigatoriedade de envio do relatério parcial semestral e final do projeto de pesquisa para o CEP
-FM, através de Notificacdes submetidas pela Plataforma Brasil, contados a partir da data de aprovacao do
protocolo de pesquisa e recomenda fortemente o atendimento das
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observacOes elencadas.
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacéo
Informacées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/05/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1556469.pdi 14:40:33
Cronograma Cronograma_Proudest.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito

14:28:52 |FERNANDES
Orcamento Orcamento.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
14:26:43 | FERNANDES
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Brochura 14:24:27 |FERNANDES
Investigador
Declaracéo de Carta_pesquisadores.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:20:01 FERNANDES
Declaracdo de resumo_estruturado.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:16:59 FERNANDES
Declaracéo de 12_Termo_de_responsabilidade.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA | Aceito
Pesquisadores 14:15:06  |FERNANDES
Declaracdo de Zaconeta.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:07:51 FERNANDES
Declaracdo de Geraldo.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:07:41 FERNANDES
Declaracdo de felipe.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:07:27 FERNANDES
Declaracdo de Karina.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:58 FERNANDES
Declaracdo de Cleandro.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:45 FERNANDES
Declaracdo de larissa.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:31 FERNANDES
Declaracéo de alexandre.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:06:04 |FERNANDES
Declaracdo de jose_alfredo.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:05:43 FERNANDES
Declaracéo de Lizandra.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:05:20 FERNANDES
Declaracdo de Andreza.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:05:08 FERNANDES
Declaracéo de gecilmara.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:04:25 |FERNANDES
Declaracdo de Licia.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
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Pesquisadores Licia.pdf 14:04:06 |FERNANDES Aceito
Declaracdo de rosana.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:03:43 |FERNANDES
Declaracdo de Luiz_Claudio_Goncalves.pdf 25/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 14:03:24 |FERNANDES
Declaracdo de Debora.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 13:59:36 FERNANDES
Declaracdo de Patricia.pdf 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Pesquisadores 13:59:14 FERNANDES
TCLE / Termos de |10_TCLE_Proudest.docx 25/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
Assentimento / 13:56:17 |FERNANDES
Justificativa de
Auséncia
Declaracdo de Termo_de_ConcordanciaHRAN.pdf 24/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito
concordancia 11:07:49 |FERNANDES
Declaracdo de TermoHUB.pdf 24/05/2020 | GERALDO MAGELA| Aceito
Instituicéo e 11:05:19 |FERNANDES
Infraestrutura
Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 24/05/2020 |GERALDO MAGELA| Aceito

09:08:15 |FEBRNANDES

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacéo da CONEP:
Néo
BRASILIA, 28 de Maio de 2020
Assinado por:
Antdnio Garlos Rodrigues da Cunha
(Coordenador(a))
Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone:  (61)3107-1918 E-mail: cepfm@unb.br

Pigina 05 de 05



69

27

ANEXO 2 - Outras publicagdes relacionadas ao Estudo PROUDEST (em

parceria com outros autores)

1) Fernandes GM, Motta F, Sasaki LMP, Silva APD, Miranda AM, Carvalho AO,
Gomides APM, Soares AASM, Santos ACMD Jr, Alves CO, Gomes CM, Siracusa CC,
Araujo DA Jr, Mendonga-Silva DL, Jesus JAL, Costa KN, Castro MEC, Kurizky PS,
Franca PS, Tristdo R, Pereira YR, Castro LCG, Zaconeta AM, Albuquerque CP, Mota
LMHD. Pregnancy Outcomes and Child Development Effects of SARS-CoV-2 Infection
(PROUDEST Trial): Protocol for a Multicenter, Prospective Cohort Study. JMIR Res
Protoc. 2021 Apr 20;10(4):e26477. doi: 10.2196/26477.

2) Alves de Araujo Junior D, Motta F, Fernandes GM, Castro MEC, Sasaki LMP, Luna
LP, Rodrigues TS, Kurizky PS, Soares AASM, Nobrega OT, Espindola LS, Zaconeta
AM, Gomes CM, Martins-Filho OA, de Albuquerque CP, da Mota LMH. Neuroimaging
assessment of pediatric cerebral changes associated with SARS-CoV-2 infection
during pregnancy. Front Pediatr. 2023 May  24;11:1194114. doi:
10.3389/fped.2023.1194114.

3) Fernandes GM, Sasaki LMP, Jardim-Santos GP, Schulte HL, Motta F, da Silva AP,
de Carvalho AO, Pereira YR, Alves CO, de Araujo Junior DA, Mendonga-Silva DL,
Costa KN, de Castro MEC, Lauand L, Nery RR, Tristdo R, Kurizky PS, Nébrega OT,
Espindola LS, de Castro LCG, Alpoim PN, Godoi LC, Dusse LMSA, Coelho-Dos-Reis
JGA, do Amaral LR, Gomes MS, Bertarini PLL, Brito-de-Sousa JP, da Costa-Rocha IA,
Campi-Azevedo AC, Peruhype-Magalhdes V, Teixeira-Carvalho A, Zaconeta AM,
Soares AASM, Valim V, Gomes CM, de Albuquerque CP, Martins-Filho OA, da Mota
LMH. Panoramic snapshot of serum soluble mediator interplay in pregnant women with
convalescent COVID-19: an exploratory study. Front Immunol. 2023 Apr
12;14:1176898. doi: 10.3389/fimmu.2023.1176898.

4) Zica ACO, Novanta GR, Fernandes GM, Castro MEC, Motta F, Serra LSM, Sampaio
ALL. Avaliacdo audiolégica em bebés nascidos de méaes que tiveram covid-19 no
periodo gestacional. Arq. ciéncias saude UNIPAR ; 27(10)2023. Article em Pt | LILACS
| ID: biblio-1513182

5) Sasaki LMP, Canellas-de-Castro ME, Fernandes GM, Motta F, Aradjo Junior DA,
Schulte HL, Jardim-Santos GP, Silva AP, Carvalho AO, Pereira YR, Siracusa CC,
Rabelo IP, Santos Junior ACM, Alves CO, Lauand L, Nery RR, Mendonc¢a-Silva DL,
Tristdo R, Jesus JAL, Costa KN, Castro LCG, Kurizky PS, Nébrega OT, Espindola LS,
Coelho-Dos-Reis JGA, Brito-de-Sousa JP, Costa-Rocha |A, Campi-Azevedo AC,
Peruhype-Magalhaes V, Teixeira-Carvalho A, Gomes CM, Albuquerque CP, Soares
AASM, Zaconeta AM, Martins-Filho OA, Mota LMH. Systemic and cerebrospinal fluid
immune mediators coordinate a dichotomic microenvironment in parturients with acute
or convalescent phases of COVID-19. Immunol Lett. 2025 Aug;274:106979. doi:
10.1016/j.imlet.2025.106979.



70

6) Sasaki LP, Fernandes GM, Silva APD, Pereira YR, Carvalho AO, Motta F, Junior
DAA, Canellas de Castro ME, Jardim-Santos GP, Schulte HL, Siracusa CC, Rabelo IP,
Monteiro PS, Zucchi FCR, Santos Junior ACMD, Costa-Rocha IA, Coelho-Dos-Reis
JGA, Kurizky PS, Tristdo R, Silva DLMD, Noébrega OT, Soares AASM, Albuquerque CP,
Gomes CM, Espindola LS, Martins-Filho OA, Zaconeta AM, Mota LMHD. Clinical
characteristic and outcomes of pregnant women with COVID-19: The PROUDEST
prospective cohort study. PLoS One. 2025 Jul 3;20(7):e0327174. doi:
10.1371/journal.pone.0327174.

7) Motta F, Canellas-de-Castro ME, Fernandes GM, Sasaki LMP, de Araujo Junior DA,
Zaconeta AM, da Silva AP, Gomes CM, Albuquerque CP, Costa-Rocha IA, Santos JAT,
Jesus JAL, Costa KN, Espindola LS, Mota LMHD, Lauand L, Castro LCG, Xavier MAP,
Coelho-Dos-Reis JGA, Nobrega OT, Silva PCD, Nery RR, Santos WT, Tristdo RM,
Alves CO, Martins-Filho OA, Soares AASM; PROUDEST Study—Pregnancy Outcomes
and Child Development Effects of SARS-CoV-2 Infection. Neuropsychomotor
Development of Children Exposed to SARS-CoV-2 in Utero During COVID-19
Pandemic. Biomedicines. 2025 Sep 12;13(9):2256. doi:
10.3390/biomedicines13092256.



9. APENDICES

APENDICE 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Efeitos do SARS CoV-2 sobre gestagdo, parto, puerpério, periodo neonatal e desenwolwimento infantil: estudo de
coortes, prospectivo multicéntrico”
HUB -EB SERH

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidames o (a) Br (&) para participar como voluntino (2) da pesquisa “Efeitos do SARS CoV-2 sobre gestacio,
parto, puerpério, periodo neonatal e desenvolvimento infantil: estudo de coortes, prospectivo multicéntrico”™, que
sgnifica “Estudo do impacto da infecgio pelo novo coronavinis na gestagdo e desenvolvimento de criangas™ que estad
sob a responsabilidade da pesquisadores: Dm. LIEANDEA MOUERA PARAVIDINE 24 SAKI, Hospital Urniverstano
de Brasilia, Fone (61) 98424-8707 (coordenadora da patte das gestantes e puérperas) e Dr. GERALDO MAGELA
FERMAMDES (coordenador da parte das criancas), Universidade de B rasilia, Fone (613 981070071, Oz coordenadores
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Goal: The present study intended to evaluate whether the profile of soluble
immune mediators observed in cord blood samples resembles the pattern
identified for mother serum samples.

Methods: For this purpose, parallel analysis of chemockines, cytokines, and
growth factors was carried out in mother—newborn paired samples from acute
and convalescent COVID-19 subgroups (Early, Intermediate, and Late) as well as
healthy controls (HC).

Results: Data demonstrated that increased levels of CCL11, IFN-y, IL1-Ra, and G-CSF
were observed in cord blood samples from most COVID-19 subgroups, with fold
change magnitude from 1.6X to 8.2x as compared with HC. Comparative analysis of
mother—newborn pairs demonstrated that several immune mediators (CCL11, CCL4,
IFN-y, PDFG, and G-CSF) exhibited high increment magnitude in cord blood as
compared with mother serum, reaching values up to 15.7x, mainly at convalescent
COVID-19 infection. The signatures of soluble immune mediators revealed distinct
waveforms for cord blood and mother serum, with a waning of immune mediators in
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the latter, contrasting with the increasing set of molecules in the former from acute
toward convalescent COVID-19. Integrative network analysis of immune mediators
in mother—newborn pairs showed an increase of neighborhood connectivity both in
microenvironments and in their interplay from acute toward late convalescent
COVID-19. Our results support the hypothesis of the interplay between mother
serum and cord blood microenvironment that may impact the fetus development.

Conclusion: Together, this evidence regarding the maternal—fetal crosstalk can
ultimately subsidize the improvement of clinical practice and public health
policies for management of prenatal exposure to SARS-CoV-2 infection.

KEYWORDS

COVID-19, maternal-fetal communication, immunological mediators, umbilical cord
blood, maternal serum, prenatal exposure

Introduction

Since declared a global pandemic in, 2020, the COVID-19
caused by the SARS-CoV-2 virus has significantly disrupted the
global public health systems, representing unique challenges to
vulnerable populations such as children, elderly, and pregnant
women (1, 2).

Although the frequency of vertical transmission of SARS-CoV-
2 is still debatable, previous studies have provided evidence that
viral infection during pregnancy leads to several intrauterine and
fetal effects of transplacental transfer of soluble immune mediators,
including virus-specific antibodies and cytokines, in response to
maternal infections, including SARS-CoV-2 (3-5).

Infections during pregnancy not only pose a risk to maternal
health but also have potential implications for the fetal development
(6-8). The maternal immune system transition during pregnancy
from a pro-inflammatory state at pregnancy onset to an anti-
inflammatory profile toward mid-late pregnancy stages can
contribute to higher vulnerability to infections (9, 10). The
dynamic interplay between pro-inflammatory and anti-
inflammatory immunological responses that occur at distinct
gestational phases is crucial to safeguarding maternal health and
ensuring a successtul gestation (11).

The study of immune mediator profiles in maternal and
neonatal contexts has garnered significant attention due to its
implications for understanding the prenatal immune environment
and fetal outcomes elicited by maternal-fetal immune interaction
(12). The immunological changes during pregnancy have
significant implications for the soluble mediator networks at the
maternal-fetal interface orchestrating the fetal development and
newborn health (13). The SARS-CoV-2 infection during pregnancy
poses increased risks of adverse maternal and newborn
outcomes (14).

Frontiers in Immunology

Understanding the dynamics between maternal infection and
fetal immune responses is crucial for assessing how prenatal
exposure to SARS-CoV-2 might affect children health. The
comprehensive impact of SARS-CoV-2 infection on the
maternal—fetal immune interface is still poorly understood. In this
line, the present study aimed to investigate the changes of soluble
immune mediators in mothers with acute or convalescent COVID-
19 and their impact in the umbilical cord blood immunological
microenvironment. Our findings provided evidence regarding the
maternal-fetal crosstalk that can ultimately subsidize the
improvement of clinical practice and public health policies for

management of prenatal exposure to SARS-CoV-2 infection.

Population, materials and methods
Study population

This study is part of a larger prospective observational
investigation, named PROUDEST Project (Pregnancy Outcomes
and Child Development Effects of SARS-CoV-2 Infection Study)
(15), carried out between July, 2020 and December, 2021 in the
Federal District of Brazil, during the circulation of the B.1.1.28 and
B.1.1.33 SARS-COV-2 variants. The study protocol was submitted
and approved by the ethical committee at Faculdade de Medicina,
Universidade de Brasilia, and by the National Ethical Committee -
CONEP (CAAE, 32359620.0.0000.5558) and registered at the
Brazilian Clinical Trials Platform - REBEC (https://
ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-65qxs2). The study has followed
the ethical principles stated by the Helsinki Declaration for
research involving human beings. A total of 149 parturients were
invited to participate in this cross-sectional study, as a non-
probability convenience sampling from two Public Reference
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Centers for COVID-19 (Hospital Universitario de Brasilia and
Hospital Regional da Asa Norte, Brasilia, DF, Brazil). All
parturients, hereafter referred as “mother,” have provided a
written informed consent prior inclusion in the study. The study
population comprised paired samples of mother peripheral blood
(n=149) and umbilical cord blood from their offsprings (n=149),
collected at delivery. The study population was categorized into five
groups, based on the mother status for COVID-19, referred to as (i)
“Acute”—acute SARS-CoV-2 infection (up to 14 days of symptoms
onset at delivery); (i) “Early”—convalescent SARS-CoV-2 infection
acquired at the third pregnancy trimester (28 to 41 weeks); (iii)
“Intermediate”—convalescent SARS-CoV-2 infection acquired at
the second pregnancy trimester (14 to 27 weeks); (iv) “Late”—
convalescent SARS-CoV-2 infection acquired at the first pregnancy
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trimester (4 to 13 weeks); and (v) "HC"—reference control group
comprising non-infected healthy subjects with no clinical history of
COVID-19, with negative serology for SARS-CoV-2 infection at
delivery and no further diagnosis confirmed up to 30 days after
delivery. The exclusion criteria are as follows: mothers vaccinated
for COVID-19 before or during pregnancy, and mothers with
confirmed diagnosis of toxoplasmosis, syphil

, rubella, herpes,
Chagas disease, cytomegalovirus, Zika virus, or human
immunodeficiency virus during pregnancy. In addition, smokers
and excessive alcohol/illicit drug users were also excluded.

The COVID-19 diagnosis was based on at least one of the
following criteria: (a) positive serology for anti-SARS-CoV-2 IgM or
IgG by rapid test (Biomanguinhos, Fiocruz, Brazil); (b) positive
SARS-CoV-2 quantitative real-time polymerase chain reaction

1) Study Population - Paired Cord Blood (n=149) and Mother Peripheral Blood (n=149)
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(gqRT-PCR) on nasopharyngeal swab specimens; or (c) clinical
symptoms suggestive of COVID-19 and a chest computed
tomography compatible with COVID 19.

A compendium of the study population and methods is
provided in Figure 1.

Serum and umbilical cord blood
processing and storage

Peripheral blood samples from a total of 149 mothers were
collected by venipuncture, at delivery, using vacuum tubes without
anticoagulant (HC, n=8; Acute, n=18; Early, n=34; Intermediate,
n=50; and Late, n=39). A total of 149 newborn venous cord blood
paired samples (5 mL) were collected from the placental part,
immediately after clamping using vacuum tubes without
anticoagulant. Mother peripheral blood and cord blood specimens
were submitted to centrifugation at 1,400 x g, 10 min, 4°C within
6 h after collection, aliquoted, and stored at —80°C until processing

for quantification of soluble immune mediators.

Quantification of soluble immune
mediators

The levels of soluble immune mediators were quantified in cord
blood and mother serum samples by high-throughput microbead
multiplex assay (Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), according to the
manufacturer’s instructions. The concentrations of chemokines
(CXCL8; CCL11; CCL3; CCL4; CCL2; CCL5; CXCL10), pro-
inflammatory (IL-1B; IL-6; TNE-¢ IL-12; IFN-y; IL-15; 1L-17),
and regulatory cytokines (IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13)
along with growth factors (FGF-basic; PDGF; VEGF; G-CSF; GM-
CSF; IL-2; 1L-7) were measured in parallel batches carried out by a
trained technician using a Bio-Plex 200 System (Hercules, CA,
USA) at the flow cytometry facility at Fiocruz Minas. The final
concentrations of cord blood and mother serum soluble immune
mediators were expressed in pg/mL, according to a five-parameter

logistic curve fit regression of standard curves.

Statistical analysis

Descriptive statistics were carried out using the GraphPad Prism
8.0.2 software (GraphPad Software, San Diego, USA). Data normality
was assessed by the Shapiro-Wilk test. Considering the non-
parametric distribution of all data sets, multiple comparative
analysis among HC and COVID-19 subgroups (Acute, Early,
Intermediate, and Late) was carried out by Kruskal-Wallis followed
by Dunn’s post-test. The statistical analysis between cord blood and
mother serum paired samples was performed by Wilcoxon test. In all
cases, statistical significance was considered at p<0.05.

The analysis of fold change magnitude in the soluble immune

mediator was assessed as the ratio between serum and cord blood

Frontiers in Immunology

77

10.3389/fimmu.2025.1606582

concentrations in COVID-19 subgroups divided by the median
levels observed in healthy controls. Additionally, the fold change
magnitude in soluble immune mediators was calculated as the ratio
of cord blood concentrations divided by the median values observed
in mother serum. Fold changes <0.8x and 21.5x were included in
the set of parameters considered for Venn diagram analysis
(available at https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/)
to identify common and selective attributes among subgroups.

Soluble immune mediator signatures were further assessed to
chemokines, cytokines, and growth factors from cord blood and
mother serum. For this purpose, the original data of soluble
mediators, from cord blood and mother serum samples, expressed
as continuous variables (pg/mL) were converted into categorical
data presented as proportion (%) of subjects with levels above the
cut-off values defined as the overall global median concentration of
each soluble mediator (CXCL8 = 3.1; CCL11 = 6.9; CCL3 = 0.8;
CCL4 = 54; CCL2 = 10.2; CCL5 = 244.5; CXCL10 = 43.3; IL-
1B=0.2; IL-6 = 0.6; TNF-0t=4.0; IL-12 = 0.3; IFN-y=1.5; IL-15 = 31.8;
IL-17 = 1.5; IL-1Ra=98.4; IL-4 = 0.2; IL-5 = 8.3; IL-9 = 2.8; IL-
10 = 2.2; IL-13 = 0.6; FGF-basic=1.7; PDGF=12.2; VEGF=8.0; G-
CSF=4.1; GM-CSF=0.4; IL-2 = 0.8 and IL-7 = 2.5 pg/mL). The
signatures of cord blood, and mother serum soluble immune
mediators were analyzed considering the 50" percentile as a gray
zone to identify the set of immune mediators with increased levels
in each study group and further assemble as ascendant
signature profiles.

Integrative networks of cord blood and mother serum immune
mediators were built based on Spearman rank correlation analysis.
Cross-correlation between immune mediators from cord blood and
mother serum compartments was assessed using the Spearman rank
tests. Significant correlations (p<0.05) were employed to construct
cluster networks (chemokines; pro-inflammatory cytokines;
regulatory cytokines, and growth factors) using the open-source
Cytoscape software (available at https://cytoscape.org).
Comparative analysis among subgroups was carried out
considering the number of correlations observed for each soluble
mediator cluster and the total number of correlations computed for
each subgroup.

Additional analysis of soluble immune mediators was further
performed to compare and summarize the major changes observed in
the cord blood and mother serum compartments. For this purpose,
Z-score normalization (Z-scores = (original value — %)/SD) was
applied to construct colormaps. The number of soluble mediators
with Z-score 24 on each compartment was identified and subsidized

in comparative armlysis among groups.

Results

Soluble immune mediators in umbilical
cord blood from neonates born to mothers

with acute or convalescent COVID-19

The levels of chemokines, pro-inflammatory cytokines,

regulatory cytokines, and growth factors were measured in
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umbilical cord blood samples from neonates born to mothers with
acute or convalescent COVID-19, and the results are presented in
Figure 2. Data analysis demonstrated an increase of CCL11, CCL3,
CXCL10, IL-1[3, IFN-, IL-1Ra, and G-CSF and a decrease of IL-10
in cord blood samples from neonates born to mothers with Acute
SARS-CoV-2 infection as compared with Healthy Controls (HC).
The analysis of cord blood samples at Early and Intermediate
convalescent COVID-19 showed increased levels of CCLI11,
CCL3, CCL4, CCL2, IL-1pB, IFN-y, IL1-Ra, G-CSF, and IL-7 and a
decrease of IL-10 and IL-2 as compared with HC. Overall, cord
blood samples from the Late convalescent subgroup exhibited few
differences as compared with HC, comprising higher levels of
CCL11, IL-1B, IFN-y, IL-4, and IL-7. However, the Late subgroup
presented distinct levels of several immune mediators as compared
with Early and/or Intermediate subgroups, including increased
levels of CXCL8, TNF-a, IL-17, IL-5, IL-10, IL-13, and GM-CSF
along with decrease levels of CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, IL-
1B, IL-6, IFN-7, IL-15, IL-1Ra, PDGF, G-CSF, and IL-2 (Figure 2).
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Fold change of soluble immune mediators
in umbilical cord blood from neonates
born to mothers with acute or
convalescent COVID-19 according to
healthy controls

Aiming at further characterizing the profile of chemokines,
cytokines, and growth factors in umbilical cord blood samples from
neonates born to mothers with acute or convalescent COVID-19, the
magnitude order of fold changes in soluble immune mediator
concentrations was calculated according to HC median values. The
results are shown in Figure 3. Data analysis demonstrated that cord
blood from the Acute subgroup presented a range of soluble immune
mediators with fold change magnitudes over 1.5x reaching values as
high as 6.7x, with CCL11 > ILIRa > CXCL10 > CCL2> IFN-y ~ G-
CSF > CCL3 > IL-7 > IL-1P. Cord blood from Early and Intermediate
subgroups exhibited a large set of soluble immune mediators with
fold change magnitudes higher than 1.5x toward 7.2x and 8.2x,
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FIGURE 3

Fold change of soluble immune mediators in umbilical cord blood from neonates born to mothers with acute or convalescent COVID-19 according
to healthy controls. The levels of chemokines, pro-inflammatory cytokines, regulatory cytokines, and growth factors were measured in umbilical
cord blood samples collected from neonates born to mothers with Acute SARS-CoV-2 infection :. n=18) up to 14 days upon symptom onset or
(@ =34 Intermediate (). n=501, or Late i), n=39). The
levels of soluble immune mediators were quantified by 27-plex high-throughput microbead array as described in Population, Materials and Methods,
(A) Fold change magnitude is shown in lollipop charts according to the median values observed for Healthy Controls (HC, n=8). Fold change
magnitude of soluble immune mediators with significant differences at p<0.05 was underscored by bold underline format. (B) The results are shown
as scattering distribution of individual fold change/HC median values. Gray color was used to label soluble immune mediators with fold changes (FC)
values 0.8x < FC = L5x. Commeon immune mediators observed in all COVID-19 subgroups (Acute, Early, Intermediate, and Late) were labeled with *

convalescent COVID-19 due to previous SARS-CoV-2 infection, referred to as Earl

and those observed only at convalescent subgroups (Early, Intermediate, and Late) identified by *

respectively. Overall, data demonstrated a magnitude order of CCL11
> CCL2 > IFN-y > PDGF > IL-1Ra > CCL3 > CCL4 > [L-7 > IL-1B >
G-CSF > CCL5 ~ [L-12 in the Early subgroup and CCL11 > CCL2 >
IL-1Ra > IFN-y ~ G-CSF > CCL3 > PDGF ~ CCL5 ~ CCL4 > IL-7 >
IL-1§ > IL-12 ~ IL-9 > CXCLI10 in the Intermediate subgroup
(Figure 3, bar charts). Cord blood from the Late subgroup showed
a small set of soluble mediators with increased fold changes higher
than 1.5x up to 3.5x CCL11 > IL-1Ra > IL-7 ~ IFN-y > PDGF ~
VEGF > G-CSF > IL-12 ~ IL-4. Conversely, decreased fold change
magnitudes below 0.8x were observed in Acute (IL-2 ~ IL-17 < IL-
10), Early (IL-2 < [L-10 < TNF-ot < [L-13 ~ GM-CSF ~ CXCL8 ~ IL-
17), and Intermediate (IL-2 < IL-10 < GM-GSF) with no values below
0.8x observed in the Late subgroup (Figure 3, bar charts).

Venn diagram analysis identified a set of common soluble

immune mediators with increased levels in all COVID-19

Frontiers in Immunology 06

subgroups (from 1.6x up to 8.2x), comprising CCL11, IFN-y, IL-
1Ra, and G-CSF (Figure 3, * below bar charts). Moreover, increased
fold changes of PDGF were commonly observed only in
convalescent COVID-19 (Early, Intermediate, and Late
subgroups) (Figure 3, " below bar charts).

Soluble immune mediator profiles of
paired umbilical cord blood samples and
serum from mothers with acute or
convalescent COVID-19

Although transplacental transfer of most soluble mediators is
believed to not occur in humans, the maternal immunological

profile may interfere in the fetal immune response and impact the
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cord blood microenvironment. In order to evaluate whether the
profile of mother serum immune mediators resembles the pattern
observed in cord blood samples from their offsprings, parallel
analysis of chemokines, cytokines, and growth factors was
performed in mother-newborn pairs from Acute, Early,
Intermediate, and Late COVID-19 subgroups as well as healthy
controls. The results are presented in Figure 4. Data from paired
umbilical cord blood (circles) and mother serum samples
(diamonds) were compared for each COVID-19 subgroups as
well as healthy controls. Connecting lines were used to draw
soluble immune mediator profiles. Comparative analysis
demonstrated that most soluble immune mediators in mother
serum and cord blood paired samples from healthy controls
presented similar median values, except for 8 out of 27 molecules
(30%), comprising higher levels of CCL3, CCL4, CCL5, IFN-y, IL-5,

80
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PDGF, GM-CSF, and 1L-2 and lower levels of IL-7 observed in cord
blood as compared with mother serum (Figure 4, green symbols).
Distinct profiles of soluble immune mediators were identified in the
paired analysis of mother-newborn Acute subgroups for 11 out of
27 analytes (41%), comprising increased levels of CCL11, CCL4,
IFN-y, PDGF, G-CSF, GM-CSF, and IL-7 and decreased levels of
CXCL10, IL-6, IL-17, and IL-10 in cord blood samples as compared
with mother serum (Figure 4, dark-purple symbols). Of note were
the increased levels of a larger set of soluble immune mediators
observed in cord blood samples from convalescent COVID-19
subgroups (Early = 11/27, 41%; Inter = 20/27, 74%; and Late
18/27, 67%) as compared with mother serum (Figure 4). IL-10 was

the single parameters presenting lower median levels in cord blood

as compared with mother serum throughout convalescent COVID-
19 (Figure 4).

1o cxcls o cel . ceL3 b “ caz ceLs - CXCL10
— . .
£ * o * »
£ N
§ s * 10 09 > | 60 7 00 , 2004 :
5l g
3
— 0 o o
. e IL-1p » L6 R TNF-o 0 IL12 " IFN-y IL15 o IL17
g - * .
802 A 05 3s 2 03 20 ‘ * 30 g;.m 15 -
E
H “
2
&8
g o o 13 [} o o
=
] IL-1Ra L4 ILs L9 IL-10 113
5 500 04 15 50
2
3 H
<
£ W o« |02
3 g .
g
— o o o o 0 o
o FGFbasic o PDGF i VEGF » G-CSF on GMCSE -2 . %
;! *
22 . . . .
& 5
] H - . . o =
25, 0o XSG, 25 % | s . o -
e =
8
a?“‘EE’%"?E" 2L €52 i"EE“"-BE“EE 2 g 2 ai"fE!
R g s E1 §3Es g 5E3 §581 §iE% g a£3
Convalescent Convalescent Convalescent Convalescent Convalescent Convalescent Convalescent
COVID-19 COVID-19 CovID-19 COvID-19 COVID-19 CoviD-19 COvID-19
FIGURE 4

Soluble immune mediator profiles of paired umbilical cord blood samples and serum from mothers with acute or convalescent COVID-19. The
levels of chemokines, pro-inflammatory cytokines, regulatory cytokines, and growth factors were measured in umbilical cord blood samples

collected from neonates (circles = OZ‘ and paired serum samples from mothers (diamonds = O) at Acute SARS-CoV-2 infection l.’ n=18) up
to 14 days upon symptom onset or convalescent COVID-19 due to previous SARS-CoV-2 infection, referred as: Early ..‘ n=34), Intermediate

L.’

50) or Late (D3¢} n=39) in comparison with Healthy Controls (HC = (¢, n=8). The levels of soluble immune mediators were

quantified by 27-plex high throughput microbead array as described in Population, Materials and Methods. The results are presented as median

values of cord blood and mother serum conce

tration (pg/mL) using symbol keys as shown in the figure. Connecting lines were used to draw

soluble immune mediator profiles of cord bload and mather serum samples. Intragroup comparative analysis between paired samples was
performed by Wilcoxon test and significance considered at p<0.05. Significant differences were underscored by the red asterisk ™ for comparisons

within HC, Acute, Early, Intermediate, and Late groups.
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Aiming at identifying soluble immune mediators with higher
magnitude to differentiate cord blood samples from mother serum,
the fold change values were calculated for each soluble immune
mediator in cord blood samples from COVID-19 subgroups divided
by the median values of matching mother serum. The results are
presented in Figure 5. Data analysis demonstrated that a range of
soluble immune mediators from cord blood from the Acute subgroup
presented fold change magnitudes over 1.5x reaching values as high as
3.9%, with PDGF > CCLIl > IL-7 > G-CSF > CCL-4 ~ IFN-y.
Moreover, a larger set of soluble immune mediators from cord blood
from convalescent COVID-19 subgroups (Early, Intermediate, and
Late) exhibited fold change magnitudes up to 11.0x, 15.7x, and 6.9x,
respectively. Overall, data from the Early subgroup demonstrated high
fold change magnitude order for PDGF > G-CSF > IFN-y ~ CCL-2 >
IL-1Ra > CCL-11 > VEGF ~CCL4 > CCL3. Data from the Intermediate
subgroup showed high fold change magnitude order for PDGF > [FN-y

10.3389/fimmu.2025.1606582

> CCL2 > CCL11 ~ G-CSF ~ IL-1Ra > CCL4 > CCL3 > CCL5 > VEGF
>TNF-c. The results from the Late subgroup showed high fold change
magnitude order for PDGF > IL-1Ra > IFN-y > G-CSF > CCL3 >
CCL11 > CCL4 ~ IL-7 > CCL5 > CCL2 ~ VEGF. Conversely, decreased
fold change magnitudes (below 0.8x) were observed in Acute (CXCL10
<IL-17 < IL-10 ~IL-6 ~ CCL5 < VEGF < IL-4), Early (CXCL10 < IL-10
< IL-6 ~ IL-12), and Intermediate (IL-10) with no value below 0.8x
observed in the Late subgroup (Figure 5).

Venn diagram analysis identified a set of common soluble
immune mediators with fold change magnitude over 1.5x up to
15.7x in cord blood samples according to mother serum in all
COVID-19 subgroups, comprising CCL11, CCL4, IFN-y, PDFG,
and G-CSF (Figure 5, * below bar charts). Moreover, increased fold
changes of CCL2, CCL3, IL-1Ra, and VEGF were commonly
observed only in convalescent COVID-19 (Early, Intermediate,
and Late subgroups) (Figure 5, * below bar charts).
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Soluble immune mediator signatures of
paired umbilical cord blood samples from
neonates and serum from mothers with
acute or convalescent COVID-19

In order to take a panoramic snapshot of soluble immune
mediators in mother serum and in the cord blood from their
offsprings, the signatures of chemokines, cytokines, and growth
factors were assembled for mother-newborn pairs from Acute,
Early, Intermediate, and Late subgroups as well as healthy
controls. The signatures of soluble immune mediators in mother
serum and cord blood were built as categorical data, reported as the
proportion of samples with levels above the global median cut-off
values determined for mother serum and cord blood samples. The
results are presented in Figure 6. Signatures from paired mother

serum samples (diamonds) and umbilical cord blood (circles) were

10.3389/fimmu.2025.1606582

compared for each COVID-19 subgroups as well as healthy
controls. Connecting lines were used to draw the signatures of
distinct categories of soluble immune mediator profiles
(chemokines, pro-inflammatory and regulatory cytokines, and
growth factors). Comparative analysis was carried out to select
the set of immune mediators outside the gray zone equivalent to the
50t percentile. In healthy controls, a small set of immune mediators
with increased levels were observed for mother serum (7/27, 26%—
CXCL8, TNF-@, IL-17, IL-10, IL-13, GM-CSF, IL-2) and cord blood
samples (8/27, 30%—TNF-a, IL-17, IL-10, 1L-13, FGEF-basic,
PDGF, GM-CSF, 1L-2). In the Acute subgroup, a total of 10 out
of 27 immune mediators (37%) were increased in mother serum
(CCL3, CCL2, CXCLI10, IL-6, TNF-q, IL-17, IL-1Ra, IL-4, IL-10,
and IL-2) and cord blood samples (CXCL8, CCLI11, CCL2,
CXCL10, TNF-o, IFN-y, IL-1Ra, PDGF, G-CSF, and GM-
CSF) (Figure 6).
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Soluble immune mediator signatures of paired umbilical cord blood samples from neonates and serum frem mothers with acute or convalescent

CQOVID-19. The levels of chemokines, pro-inflam

ory cytokines, regulatory cytokines, and growth factors were measured in umbilical cord blood

samples collected from neonates (circles = OJ and paired serum samples from mothers (diamonds = <>I' at Acute SARS-CoV-2 infection t.‘

n=18) up to 14 days upon symptoms onset or convalescent COVID-19 due to previous SARS-CoV-2 infection, referred as: Early [.‘ n=34),
Intermediate ..’ n=50) or Late fo<> n=39] in comparison with Healthy Controls (HC = O<> n=8). The levels of soluble immune

mediators were quantified by 27-plex high throughput microbead array as described in Population, Materials and Methods. The results are presented
in line charts showing the proportion (%) of samples with levels of soluble immune mediators above the cut-off values defined as the overall global
median concentration of each soluble mediator from mother serum and cord blood samples as described in Population, Materials and Methods.
Connecting lines were used to draw the signatures of distinct categories of soluble immune mediator profiles (chemokines, pro-inflammatory, and
regulatory cytokines along with growth factors). The soluble immune mediators with proportion of samples above the 507 percentile (gray zone)
were included in the set of attributes with increased levels and were underscored by bold underline color format.
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Distinct profiles of soluble mediators were identified in mother
serum and cord blood from convalescent subgroups. Waning in the
set of immune mediators was observed for mother serum from the
Early (9/27, 33%), Intermediate (3/27, 11%), and Late subgroups (7/
27, 26%). On the other hand, a higher number of immune
mediators remained with increased levels in cord blood samples
in the convalescent subgroups (Early = 15/27, 56%; Intermediate =
19/27, 70%, and Late = 19/27, 70%) (Figure 6).

Additional analysis of soluble immune mediator signatures was
performed to identify common and selective molecules with

increased levels in mother serum and cord blood pairs in healthy

10.3389/fimmu.2025.1606582

controls and during acute or convalescent COVID-19. For this
purpose, the soluble immune mediators were ranked considering
the ascendant proportion of samples with levels above the global
median and data presented in Figure 7. Venn diagram analysis
allowed the identification of common and selective immune
mediators observed in mother-newborn pairs. Descriptive
analysis of selective immune mediators pointed out that PDGF
was universally increased in cord blood samples from all study
groups (HC, Acute, Early, Intermediate, and Late). IFN-y and G-
CSF were increased in cord blood samples of all COVID-19
subgroups (Figure 7, * underscored attributes). IL-1Ra was
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scendant soluble immune mediator signatures of paired umbilical cord blood samples and serum from mothers with acute

or convalescent COVID-19. The levels of chemokines (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), pro-inflammatory cytokines {IL-1B, IL-6,

TNF-e, IL-12, IFN-y, IL-15, IL -17), regulatory cytokines (IL-1Ra, IL-4, IL-5,

-9, IL-10, IL-13), and growth factors
GM- CSF, IL-2, IL-7) were measured in umbilical cord blood samples collected from neonates and serum samples from mothers a

GF-basic, PDGF, VEGF, G-CSF,
Acute SARS-

CoV-2 infection .. n=18) up to 14 days upon symptom onset or convalescent COVID-19 due to previous SARS-CoV-2 infection, referred to as

Early t.’ n=34), Intermediate A.’

soluble immune mediators were quantified by 27-plex high-throughput microbead arra

1=50), or Late .O<> n=39) in comparison with Healthy Controls (HC = OO n=8). The levels of

as described in Population, Materials and Methods. The

results as ascendant profile of the proportion (%) of samples with levels of soluble immune mediators above the cut-off values, defined as the overall

global median concentration of each soluble mediator as described in Population, Materials and Methods. Colormaps were created to identify the

soluble immune mediators displaying a proportion of subjects above 50% and select the set o

butes with increased levels (column rectangles),

underscored by bold color format. The color key used for number proportion (%) of samples with levels of soluble immune mediators above the

cut-off values (

#8: 1in, 50% and Max) is provided in the figure. Venn diagrams were constructed to identify the set of common and selective

attributes observed in cord blood and mother serum samples within the HC, Acute, Early, Intermediate, and Late groups. The common immune
mediator observed in all groups (HC, Acute, Early, Intermediate, and Late) was tagged by §; those commeonly observed in all COVID-19 subgroups

(Acute, Early, Intermediate, and L
identified by *
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selectively increased in cord blood from convalescent subgroups

(Early; Intermediate; Late) (Figure 7, * underscored attributes).

Integrative networks of soluble immune
mediators in paired umbilical cord blood
samples from neonates and serum from
mothers with acute or convalescent
COVID-19

A complementary landscape of interplay between soluble
immune mediators from mother serum and cord blood samples
was explored by correlation and cross-correlation analysis. The

10.3389/fimmu.2025.1606582

results are presented in Figure 8. Correlation analysis between
chemokines, cytokines, and growth factors was performed to
assess the neighborhood connectivity in mother serum and cord
blood microenvironments. Additionally, cross-correlation analysis
between mother serum and cord blood soluble mediators was
calculated to characterize the interplay of soluble immune
mediators between these compartments. Data analysis
demonstrated that overall, the number of correlations in mother
serum and cord blood, as well as the cross-correlation between
mother/cord blood pairs, increased in Acute COVID-19 as
compared with HC (n=102 and 356; n=218 and 286; n=144 and
520, respectively). Increased correlation numbers in cord blood
(n=414 and 374) along with higher cross-correlation between
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Integrative networks of soluble immune mediators in paired umbilical cord blood samples from neonates and serum from mothers with acute or
convalescent COVID-19. Integrative network circuits were assembled for serum chemokines, pro-inflammatory cytokines, regulatory cytokines, and
growth factors measured in cord blood samples collected from neonates (circles = O and paired serum samples from mothers (diamonds = OB at

Acute SARS-CoV-2 infection (A = .’ n=18} up to 14 days upon symptom onset or convalescent COVID-19 due to previous SARS-CoV-2

infection, referred to as Early

.:‘ n=34), Intermediate (I = .’ n=50), or Late (L = O<> n=39) in comparison with Healthy Controls

(HC = O<> n=8). The levels of soluble immune mediators were quantified by 27-plex high-throughput microbead array as described in
Population, Materials and Methods. The network circuits were built based on Spearman rank test correlation analysis between pairs of soluble
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immune mediators. Only moderatefstrong ("r” scores > |0.40|) significant correlations (p<0.05) were used to build networks with four cluster circuits
(chemokines, pro-inflammatory cytokines, regulatory cytokines, and growth factors) using the open-source Cytoscape software platform (available
at https://cytoscape.org). Cross-correlation clouds were assembled to compile the correlograms of seluble immune mediators from mother serum and
cord blood samples. The number of correlations within each cluster and the total correlation of soluble immune mediators for each group are provided
in the inserted table. Color maps illustrate the comparative analysis of correlation numbers within each cluster among subgroups from mother serum,
@ Min, 50", and Max) is provided in the figure.

cord blood samples, and their cross-correlation. The color key used for number of correlations
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mother/cord blood pairs (n=656 and 668) were observed from acute
infection toward Intermediate and Late convalescent
subgroups (Figure 8).

Summary of changes in soluble immune
mediators in paired umbilical cord blood
samples and serum from mothers with
acute or convalescent COVID-19

A panoramic snapshot of changes in the overall concentrations,
signatures, and integrative networks of soluble immune mediators
was taken for comparative analysis between cord blood samples and
serum from mothers with acute or convalescent COVID-19. The

10.3389/fimmu.2025.1606582

results are presented in Figure 9. Colormap constructs were
assembled for comparative analysis of soluble immune mediator
concentrations between the two compartments. Data demonstrated
an inverted profile for mother serum and cord blood samples.
While a decline in soluble mediator was observed in the mother
serum compartment from acute toward convalescent COVID-19
subgroups, an increase of soluble mediators was observed in cord
blood samples from acute to convalescent COVID-19. The analysis
of soluble mediator signatures further confirmed these findings. An
increase in correlation numbers was observed in mother serum and
cord blood samples and in the cross-correlation interplay from HC
toward Late convalescent COVID-19. However, the waveforms
revealed that during acute infection, a more pronounced
upregulation was observed in the correlation numbers in mother
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FIGURE 9

Summary of changes in soluble immune mediators in paired umbilical cord blood samples and serum from mothers with acute or convalescent

COVID-19. A snapshot of (A) the overall concentrations, (B) soluble immune mediator signatures, and (C) integr

ive networks of soluble immune

mediators (chemokines, pro-inflammatory cytokines, regulatory cytokines, and growth factors) was composed umbilical cord blood samples

collected from neonates and serum samples from mothers at Acute SARS-CoV-2 infection . n=18) up to 14 days upon symptom onset or

convalescent COVID-19 due to previous SARS-CoV-2 infection, referred to as Early - n=3

comparison with Healthy Controls (HC = - n=8). To summarize the major chang

Intermediate (i} n=50). or Late [[T] n=39)in

s observed in the overall concentration of scluble mediators in

cord blood and mother serum compartments, Z-score normalization was applied and colormaps constructed to calculate the number of soluble
mediators with Z-score =4 on each compartment. The results are presented in line charts to illustrate the comparative analysis armong subgroups.
The soluble immune mediator signatures were compiled to allow comparisons between the sets of soluble mediators with increased levels in cord
blood and mother serum samples from each subgroup. Line charts illustrate the rhythm of immune mediators. Integrative networks were compared
considering the number of correlations observed for cord blood, mother serum, and the cross-correlation between them in each subgroup. Line
charts illustrate the profile of correlation between immune mediators in each subgroup.
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serum and in the cross-correlation interplay as compared with cord

blood samples (Figure 9).

Discussion

The emergence of newly identified pathogens or previously
known pathogens that are spreading to new geographic areas or
populations presents significant challenges to global health. The
understanding of the pathogenesis of these emerging infectious
diseases, particularly in a vulnerable population such as pregnant
women, besides the identification of potential biomarkers in the
maternal-fetal interface are extremely important for proposing
clinical interventions. The present study attempts to characterize
the profile of soluble immune mediators in serum samples from
mother with acute and convalescent COVID-19 and in the
umbilical cord blood microenvironment of their offsprings, in
comparison to healthy controls, employing distinct statistical
approaches for data analysis. The unique aspect of this study lies
in the measurement of immune mediator signatures in mother/
newborn dyads and the observation that these signatures differ
significantly, highlighting the importance of evaluating distinct
microenvironments independently while monitoring COVID-19-
affected pregnancies.

The understanding of the immune response to SARS-CoV-2
infection has rapidly expanded from extensive basic research
toward clinical applications (16-18). The scientific literature on
COVID-19 immunity during pregnancy remains limited (4, 19, 20).
The physiological changes in the immune system observed during
pregnancy make the pregnant women and theirs offsprings a risk
group for adverse outcomes of SARS-CoV-2 infection (1, 6-8).
Although the maternal-fetal transmission of the SARS-CoV-2
infection is rare, the immunological changes during pregnancy
can increase the risk for complications in COVID-19-affected
pregnancies (21, 22).

The interplay between the maternal-fetal interface comprises
complex physiological changes and undergoes modifications along
the pregnancy trimesters (11). Therefore, the analysis of the
maternal-fetal interface during acute and convalescent COVID-
19 is relevant for assessing the dynamics of changes in the immune
responses of mothers and the impact in the umbilical cord blood
microenvironment. Regardless of the relevance of this topic, the
effect of SARS-CoV-2 during pregnancy, as well as the long-term
impact on infant development, remains to be elucidated.

In this line, the present study aimed to investigate whether the
profile of soluble immune mediators in cord blood mirrors that
observed in serum from mothers with acute (at delivery) and Early/
Intermediate/Late convalescent SARS-CoV-2 infection (3“’, 2"d,
and 1* Trimesters, respectively). For this purpose, paired samples
of mother serum and umbilical cord blood from their neonates were
obtained at delivery and categorized according to the time SARS-
CoV-2 infection during pregnancy. It has been shown that perinatal
acquired viral infections may lead to relevant neonatal
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complications, and the pregnancy trimester of SARS-CoV-2
infection is crucial to determining the risk of adverse outcomes
(23-26).

Our results demonstrated that during Acute infection, cord
blood samples presented an increase of several soluble immune
mediators, including CCL11, CCL3, CXCL10, IL-1[, IFN-y, IL-1Ra,
and G-CSF and a decrease of IL-10, resembling the classically
reported cytokine storm elicited by SARS-CoV-2 infection. The
upregulation in CXCL10 has been previously reported during
SARS-CoV-2 infection acquired at the 3rd pregnancy trimester,
aligning with our observation (27, 28).

Our findings showed that as maternal infection progresses from
acute toward the convalescent phase, the changes in cord blood
immune mediators did not mirror the mother serum profile. These
findings suggested that the impact of SARS-CoV-2 infection during
pregnancy triggers compartmentalized changes in the immunological
profile of mother serum and cord blood, with a long-term effect in the
latter contrasting with the typical waning observed for mother serum.
Some studies have reported the endothelial dysfunction and placental
vascular flow changes due to COVID-19 infection favoring the
passage of soluble mediators and other components of the immune
system into the cord blood (29, 30). The precise mechanism
underlying the crosstalk between systemic and compartmentalized
microenvironments, such as mother serum and cord blood dyad, as
well as mother serum and cerebrospinal fluid, still remains to be
elucidated. In this context, the existence of a divergent landscape of
soluble immune mediators in serum and cerebrospinal fluid has been
demonstrated, emphasizing the relevance of understanding the
systemic and compartmentalized immune response elicited by
SARS-CoV-2 infection during pregnancy (31). Therefore, the
immunological response during pregnancy is the result of the
combination and specificities from the maternal immune system
and the fetal-placental microenvironment, leading to a unique
immunological response (32).

The COVID-19 infection during pregnancy elicits a maternal
systemic inflammatory response leading to changes in the placenta
microenvironment. These changes can incite an immune dysregulation
in the fetus that ultimately portrays short- and long-term effects in
offspring (33). Our findings support the hypothesis of active fetal-
placental participation in immune responses. As demonstrated by
Taglauer and colleagues (27), whereas some cytokines and
chemokines were clevated in the neonate compartment, their
presence was not simply a result of passive transfer from maternal
circulation. These findings align with previous observations that
changes in the cord blood immune mediators do not represent a
passive transfer from mother serum but rather indicate independent
mechanisms that occur within the placental-fetal dyad (11, 27).

The analysis of the mother-cord blood dyad allowed the
characterization of the immune response dialog in the maternal-
fetal interface across acute and convalescent COVID-19 acquired
during pregnancy. Regardless of the COVID-19 stage, cord blood
samples from neonates born to mothers with COVID-19 exhibited
higher levels of CCLI11, IFN-y, IL-1Ra, and G-CSF as compared
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with healthy controls. Of note, it is important to mention that CCL4
displayed an increase in convalescent subgroups, and PDGF was
also increased in cord blood among all the subgroups, including
HC. These data are consistent with the known effects of SARS-CoV-
2, which can trigger a polyfunctional systemic immune activation
even in neonatal compartments. Moreover, these findings are in
agreement with the hypothesis that changes in the cord blood
immune mediators represent an independent mechanism within
the placental-fetal interface (11, 27, 34). In this context, this
phenomenon, referred to as utero priming, even in the absence of
congenital bacterial and virus infection, is characterized by changes
in fetal cytokines, chemokines, and other cellular and humoral
factors that do not resemble the maternal response (35, 36). The
knowledge of this distinct fetal microenvironment as compared
with the maternal immune response brings about novel insights
regarding the compartmentalized immune response induced by
gestational COVID-19.

Previous studies have demonstrated that SARS-CoV-2 infection
during pregnancy induces a proinflammatory state within the
amniotic cavity, causing an increase of immune mediators in fetal
circulation (37). Our data highlighted the presence of elevated
CCLI11 and IFN-y levels in cord blood samples that may indicate
a heightened state of inflammation at the maternal-fetal interface.
Moreover, the higher levels of IL-1Ra, an anti-inflammatory
molecule, may play a role as a compensatory mechanism to
counteract the pro-inflammatory environment induced by
maternal COVID-19, protecting the neonate compartments from
excessive inflammation that could disrupt development (38).
Previous studies have reported that increased levels of IL-1Ra
during SARS-CoV-2 infection may predict patient severe
COVID-19 outcomes and might be useful as a prognostic
biomarker to guide treatment strategies (39).

The persistence of G-CSF in cord blood samples, due to the
acute to convalescent phases, further underscore the complexity of
the immune response at the maternal-fetal interface. G-CSF is
known to play a role in both immune defense and tissue repair,
suggesting that its elevation may reflect an attempt to balance
immune activation with tissue homeostasis (38, 40). It is well
known that G-CSF increases during pregnancy, encompassing the
maps of cytokine landscapes of distinct phases of gestational
immune response (11). It has been suggested that G-CSF plays a
role as an anti-inflammatory mediator during pregnancy (11).

Our data demonstrated higher levels of CCL4, particularly in
the convalescent subgroups, suggesting psrsislenl immune
activation even after the resolution of acute infection. CCL4, a
chemokine involved in the recruitment of monocytes and
lymphocytes, may contribute to the long-term immunological
response and some reports that identify this chemokine as a
redundant molecule in correlations between other immune
system components in the maternal-fetal interface (41). In
addition, all cord blood subgroups displayed higher levels of
PDGF, regardless of the SARS-CoV-2 maternal infection. In this
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context, the role of this molecule can reflect a baseline physiological
process that is essential for fetal development. However, its specific
role in the context of maternal COVID-19 and the maternal-fetal
interface along with their crossing to the fetus compartments
warrants further investigation. These observations can reflect a
complex and persistent maternal—fetal interface even during the
convalescent phase of COVID-19, suggesting that the effects of
maternal infection may extend beyond the acute phase, potentially
influencing neonatal and childhood health outcomes. Some reports
have shown that maternal viral infections, such as influenza and
cytomegalovirus, can lead to persistent changes in fetal cytokine
profiles, with potential long-term consequences for immune
function and disease susceptibility (24). In addition, this type of
immunity transfer, called protective immunity, refers to the gradual
priming of the fetal immune system for adaptive memory
development in wutere, and there is evidence that fetal
inflammation may also be beneficial for immune priming (36).
The comparative analysis of immune mediators in the mother-
newborn dyad demonstrated that certain mediators, such as PDGF
and G-CSF, were markedly elevated in cord blood relative to
maternal serum, especially during convalescence, with fold
changes up to 15.7x. This differential pattern between maternal
serum and cord blood suggests a distinct immune response in the
fetal environment compared with the maternal circulation.
Integrative network analysis further revealed increased
neighborhood connectivity among immune mediators in both
microenvironments, particularly in the context of late
convalescent COVID-19. It has been postulated that immune
response networks can integrate pathways by the engagement of
three types of interactions, including cooperation,
complementation, and compensation (42). These interactions are
relevant to guarantee the redundancy of immune mediator
pathways that ensure the robustness of the immune system. In
this line, in the present study, we have explored the concept of
redundancy and robustness of the immune system using the
concept of integrative networks, assembled according to the
number of correlations between immune mediators from mother
serum and cord blood that can be transposed to the principles of
cooperation, complementation, and compensation among
functional properties of immune mediators. The analysis of
immune mediator interactions is relevant for better
understanding the immunological changes associated with SARS-
CoV-2 infection during distinct gestational phases. Our data
demonstrated that soluble immune mediators in mother-
newborn pairs showed an increase of neighborhood connectivity
both in microenvironments and in their interplay from acute
toward late convalescent COVID-19. We believe that a reasonable
biological interpretation for these findings is that SARS-CoV-2
infection acquired in the first pregnancy trimester led to an
increased redundancy and robustness of immune interactions in
the mother/newborn dyad. As the immune system gains
redundancy, the establishment of additional compensatory

frontiersin.org



Canellas-de-Castro et al

mechanisms is observed. In this sense, the analysis of correlations
between immune mediators and their variation represents a rational
approach to characterize the compartmentalized immune response
in the cord blood and mother serum microenvironments. Qur
findings pave the way for future investigations into the role of
specific immunological mediators in modulating neonatal
immunity and their impact on child development.

The present study has some limitations. In spite of the large
number of mother-newborn paired samples analyzed in this
exploratory investigation, the described observational design with
multiple comparisons without corrections for comorbidities,
clinical manifestations, disease severity, or other confounding
variables constituted a study limitation. As the present study was
carried out during the circulation of B.1.1.28 and B.1.1.33 SARS-
CoV-2 strains, the generalization of our findings to epidemiological
scenarios of other SARS-CoV-2 variants is limited since distinct
variants of concern may interfere in the immune response. Another
limitation is that the present investigation is a single-center study.
Moreover, we have not performed a prospective follow-up analysis
of the children to monitor their immune response profile.

In summary, this pioneering study investigated the complex
immunological interaction between mothers with acute and
convalescent COVID-19 and their newborns, revealing distinct
immunological signatures in maternal serum and umbilical cord
blood. Our findings demonstrated distinct profiles in cord blood as
compared with mother serum, bringing about novel insights
regarding the potential impact of maternal SARS-CoV-2 infection
at distinct gestational phases on neonatal health and development.
While acute SARS-CoV-2 infection in the mother induces a
systemic inflammatory response in both compartments, the
convalescent phase presents a more differentiated immunological
pattern in umbilical cord blood, suggesting a long-term effect on the
fetal environment. The persistent elevation of mediators such as
CCL11, IFN-y, IL-1Ra, and G-CSF in umbilical cord blood,
regardless of the stage of maternal COVID-19, underscores the
importance of “in utero priming” and its potential to modulate
neonatal immunity in the long term. The striking differences in the
levels of mediators such as PDGF and G-CSF between maternal
serum and umbilical cord blood, especially during convalescence,
reinforce the need to evaluate the maternal-fetal environment as
distinct immunological compartments. Although this study
provides valuable insights into the maternal-fetal immune
response to SARS-CoV-2 infection, we acknowledge the
limitations inherent in its observational design and the specificity
of the SARS-CoV-2 variants circulating during data collection.
Future studies should focus on longitudinal analyses, with greater
sample diversity, to monitor the long-term effects of maternal
SARS-CoV-2 exposure on child health. Ultimately, a detailed
understanding of the maternal-fetal immunological interface in
response to COVID-19 is crucial for developing effective prevention
and intervention strategies, aiming to protect the health of mothers
and newborns during and after the pandemic. Together, this
evidence regarding the maternal-fetal crosstalk can subsidize the
improvement of clinical practice and public health policies for

management of prenatal exposure to SARS-CoV-2 infection.
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