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Abstract

Introduzione

Il COVID-19 (Corona Virus Induced Disease-19) causato dal coronavirus SARS-CoV-2 puo
essere grave in gravidanza. Pertanto, dal 2022 é stata raccomandata la vaccinazione con
vaccini a mRNA a seconda dello stato immunitario delle donne in eta riproduttiva e delle
donne in gravidanza. Tuttavia, finora sono disponibili solo dati preliminari sulla trasmissione
transplacentare del virus e del'mRNA dai vaccini genetici.

Metodi

La popolazione dello studio comprendeva 106 donne che hanno partorito presso il
Dipartimento di Ostetricia e Ginecologia dell'Ospedale Universitario di Wirzburg tra
novembre 2020 e ottobre 2022. Oltre ai dati medici e alla storia vaccinale, & stato eseguito
un esame immunoistochimico della placenta con anticorpi contro le proteine spike e
nucleocapside del SARS-CoV-2. L'ibridazione in situ RNAscope € stata utilizzata per
dimostrare la presenza di RNA nei tessuti placentari positivi come prova di concetto.

Risultati

Complessivamente, I'87% delle partecipanti ha ricevuto almeno una dose di vaccino contro
il SARS-CoV-2 e 56 donne (42 vaccinate, 14 non vaccinate) hanno contratto il COVID-19.
In totale, 31 placente sono risultate positive alla proteina spike. Le cellule positive alla spike
erano prevalentemente cellule di Hofbauer e trofoblasti. In tre casi di donne vaccinate e poi
infettate, & stata rilevata un'ulteriore colorazione del nucleocapside, ma non é stata
riscontrata alcuna differenza significativa nel pattern di colorazione in correlazione allo stato
vaccinale/COVID-19. E interessante notare che non abbiamo trovato RNA virale nei
campioni esaminati, ma
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hanno mostrato un'ibridazione in situ positiva di BNT162b2 e mMRNA-1273 codificante S in due
campioni individuali.

Discussione

La proteina spike del SARS-CoV-2 é stata rilevata nelle cellule placentari Hofbauer e
trofoblastiche, nonché nell'endotelio villoso dopo l'infezione e la vaccinazione, indicando un
possibile trasferimento o assorbimento transplacentare. Questi risultati potrebbero suggerire
una potenziale possibilita di trasferimento transplacentare o assorbimento cellulare; tuttavia,
la portata, i meccanismi e il significato clinico di questo fenomeno devono ancora essere
compresi appieno.

Registrazione della sperimentazione clinica: DRKS00022506.

1. Introduzione

Nel marzo 2020 I'OMS ha dichiarato la pandemia di COVID-19 (Corona Virus Induced
Disease-19)[ 1] causata dal coronavirus SARS-CoV-2[2] . | sintomi erano prevalentemente
lievi e comprendevano febbre, tosse, mal di gola, mal di testa, rinorrea e mialgia[3, 4] .
Tuttavia, in determinate circostanze, € stata osservata una comparsa secondaria acuta di
quadri clinici gravi (reazioni iperallergiche[5—7]) che hanno richiesto cure mediche
intensive e hanno portato in alcuni casi al decesso. [&]

In una meta-analisi, i sintomi piu comuni nelle donne in gravidanza erano lievi, con
febbre, tosse e dispnea9, 10]. Sono stati osservati rari effetti patologici nelle
placente delle madri con diagnosi di COVID-19 rispetto ai controlli negativi{11] . Una
revisione che riassume il decorso clinico del COVID-19 in gravidanza nel corso del 2020 ha
concluso che il rischio materno di COVID-19 grave durante la gravidanza non era maggiore
rispetto alla popolazione generale e che l'esito neonatale non era influenzato dalla malattia
[12] Tuttavia, in un'altra raccolta di dati & stato osservato un aumento del rischio di malattia
grave che porta piu frequentemente a ricoveri in terapia intensiva e terapia ECMO
(ossigenazione extracorporea a membrana) nelle donne in E;]rg\iiqig]wza. .
Inoltre, le donne in gravidanza con COVID-19 sembrano avere un rischio piu elevato di
disturbi della gravidanza come la preeclampsial 16] . Dal punto di vista fetale, nel 2021 sono
stati segnalati un numero maggiore di nascite premature e di morbilita neonatale[17] e in
seguito e stato descritto che in alcuni casi il COVID-19 potrebbe causare danni endoteliali e
un rischio piti elevato di trombosi ed embolia [18]

La placenta svolge un ruolo cruciale come barriera per la trasmissione delle infezioni
materne al feto. Dal lato fetale, & costituita dai villi coriali, formati dalle cellule
citotrofoblastiche (CTB) e dal sincitotrofoblasto (STB)[19] . All'interno dei villi coriali &
presente una forma specifica di macrofagi immaturi di origine fetale, le cellule di Hofbauer
[20]

La probabilita di trasmissione del SARS-CoV-2 dalla madre al feto &€ molto bassa[21—23]
e nella maggior parte dei casi di donne in gravidanza infette da SARS-CoV-2 identificate
mediante RT-PCR, le placente erano negative alla RT-PCR[24]. Tuttavia, in tre casi di
placente positive alla RT-PCR provenienti da donne in gravidanza con tamponi nasali
positivi alla RT-PCR per SARS-CoV-2 (due senza sintomi e una con sintomi lievi di COVID-
19



), 'RNA del SARS-CoV-2 ¢ stato confermato nel tessuto placentare con I'uso di sonde antisenso-RNA, ma solo in uno dei tre casi
l'ibridazione con la sonda senso ha indicato una replicazione virale a bassi livelli nel'STB[25] . Altre indagini hanno mostrato la
presenza di RNA virale e/o proteina spike nella placenta, ma l'impatto sul compartimento fetale sembrava essere trascurabile.

In brevissimo tempo sono stati sviluppati vari vaccini contro il virus SARS-CoV-2, concentrandosi sulla proteina spike del SARS-
CoV-2 come antigene. Disponibili dal dicembre 2020, il principio fondamentale dei nuovi vaccini genetici
(definizione secondo I'lstituto Paul Ehrlich) utilizzati in Germania era una combinazione di mRNA modificato alla base (modRNA)
allinterno di un involucro di nanoparticelle lipidiche[31], in questo caso Comirnaty (Pfizer/BioNTech) e Spikevax (Moderna).
Sebbene i vaccini genetici contro il COVID-19 non fossero stati completamente approvati per le donne in gravidanza durante il
nostro studio, la vaccinazione con mRNA & stata raccomandata dal'EMA all'inizio del 2022[32] e anche prima, a partire da
settembre 2021, dalla "Standige Impfkommission (STIKO)" tedesca[33], per le donne nel secondo trimestre di gravidanza. Questa

raccomandazione si basava sull'idea che la gravidanza stessa fosse un fattore di rischio per un decorso grave[34] . Inoltre, c'erano
prove del trasferimento transplacentare di anticorpi anti-spike indotti dal vaccino[35, 36] che si presumeva avessero un effetto
protettivo per il neonato. Nessun dato ufficiale proveniente da studi di registro suggerisce uno svantaggio della vaccinazione in
gravidanza in quei periodi[37], cosa che & stata successivamente confermata in una meta-analisi38] . Di conseguenza, e grazie a
intense campagne di marketing e a diverse restrizioni nella vita quotidiana, compreso I'accesso agli ospedali e alle sale parto per le
persone che non erano state vaccinate contro la SARS-CoV-2[39] , i tassi di vaccinazione delle donne in gravidanza e in
allattamento sono aumentati in modo significativo, ma non hanno raggiunto il

percentuali della popolazione generale[40] . Cid nonostante il fatto che al momento non fossero disponibili dati relativi a un

possibile trasferimento del vaccino o della proteina spike attraverso la placenta. Dopo il reclutamento delle nostre partecipanti, in un
modello in vitro, il modRNA derivato dal vaccino & stato assorbito nel tessuto placentare, sebbene senza effetti rilevabili. [41]

Una revisione pitl recente di Zhong C et al 2024[42] ha riassunto i dati limitati disponibili all'epoca sul trasferimento in vivo
dell'RNA del vaccino nella placenta. In un modello murino, Chen e colleghi hanno dimostrato che 'mRNA-1273 puo0 attraversare la
placenta entro un'ora dall'iniezione intramuscolare nelle topoline gravide[43] . In una lettera di ricerca del gruppo di Monica Hannah
[44] sono stati riportati due casi in cui 'RNA del vaccino & stato rilevato nei villi della placenta umana. In entrambi i casi, le madri
avevano ricevuto l'ultima delle 2-4 vaccinazioni con RNA poco prima del parto (rispettivamente 2 o 10 giorni prima). L'RNA era
rilevabile tramite PCR e ibridazione in situ basata su RNAScope, mentre la proteina spike era rilevabile tramite Western Blot solo in
una delle placente.

Nel nostro studio, ci interessava verificare se la proteina spike fosse presente nelle placente delle donne che avevano contratto il
COVID-19 durante la gravidanza o che erano state vaccinate contro il COVID-19, o entrambe le cose, mediante immunoistochimica.
Inoltre, nei casi positivi, se la proteina spike fosse localizzata sul lato materno o fetale: quest'ultimo confermava che la proteina
spike e/o le informazioni genetiche del virus o dei vaccini erano in grado di attraversare la barriera materno-fetale. Infine, era
interessante verificare se I'mRNA derivato dai vaccini fosse in grado di raggiungere il compartimento placentare nella nostra coorte
e di correlarsi con le cellule fetali positive alla proteina spike nei tessuti placentari.

2. Materiali e metodi
2.1. Descrizione dei partecipanti allo studio

La popolazione oggetto dello studio era parte dello studio GeZeCO[45] e comprendeva donne che avevano partorito presso il
Dipartimento di Ostetricia e Ginecologia dell'Ospedale Universitario di Wirzburg tra novembre 2020 e ottobre 2022. Lo studio era
conforme alla Dichiarazione di Helsinki ed € stato approvato dal comitato etico dell'Universita di Wirzburg (n. 70/20 Emendamento).
Tutte le partecipanti hanno ricevuto informazioni verbali e scritte e hanno acconsentito a partecipare con un consenso informato scritto.
In questo caso abbiamo utilizzato i seguenti criteri di inclusione: tessuto placentare sufficiente disponibile da donne con COVID-19
sintomatico documentato o che hanno ricevuto almeno una dose del vaccino COVID-19 con o senza successivo COVID-19.



Dei 106 casi analizzati, 14 non erano stati vaccinati contro il COVID-19, ma erano stati diagnosticati con tale malattia sulla base
dei sintomi e del test RT-PCR sul genoma del SARS-CoV-2. Tutti gli altri hanno ricevuto almeno una dose di vaccino contro il
COVID-19 (vediTable 1) e successivamente hanno avuto una diagnosi sintomatica confermata dal test RT-PCR per SARS-CoV-2 (n
= 42) o malattie respiratorie sintomatiche con test RT-PCR negativo (n = 20). Le restanti partecipanti vaccinate non hanno mostrato
segni di infezione (n = 30) durante la gravidanza. Le donne in gravidanza senza alcuna vaccinazione contro il SARS-CoV-2 e senza
diagnosi di COVID-19 o con campioni di placenta insufficienti sono state escluse da questa analisi.

Le donne incluse nello studio hanno partorito tra la 352 e la 422 settimana di gravidanza. In totale, sono state registrate 101
gravidanze singole e 5 gravidanze gemellari. Per quanto riguarda gli esiti neonatali e le analisi placentari, € stato preso in
considerazione solo il primo bambino. Il peso medio alla nascita era di 3441,0 g (+513,8 g [SD]). | valori APGAR minimi/massimi
erano 1/10 (media 8,89 + 1,29) dopo un minuto, 6/10 (media 9,66 + 0,77) dopo 5 minuti e 8/10 (media 9,85 + 0,45) dopo 10 minuti.
Il valore del pH dell'arteria ombelicale era 7,26 (+0,06), I'eccesso di base (BE) era pari a —4,55 (+2,77) mmol/l. Il valore del pH della
vena ombelicale era 7,35 (+0,06). { Table 2)

2.2. Raccolta dei campioni e immunoistochimica

I campioni di placenta sono stati raccolti subito dopo il parto. Cubetti di 1 cm sono stati tagliati in condizioni sterili dalle parti centrali e
periferiche della placenta, confezionati in microprovette sterili, congelati rapidamente in azoto liquido e conservati a
-80 °C.

Poiché gli anticorpi contro la proteina spike (policlonale di coniglio, ProSci #9083) e la proteina nucleocapside (monoclonale di
topo, Pros-Sci #35—720) del SARS-CoV-2, nonché le sonde per ibridazione in situ (vedi 2.3.) erano specificati per sezioni di
paraffina, i campioni di tessuto sono stati trasferiti su paraffina. A tal fine, i tessuti congelati sono stati equilibrati a -20 °C durante la
notte, scongelati per 30 minuti a 4 °C, successivamente fissati in formalina all'8% (tamponata in PBS/Dulbeccos) per 24 ore e
infine inclusi in blocchi di paraffina tramite una procedura automatizzata di disidratazione e inclusione presso I'Istituto di Patologia
dell'Universita di Wirzburg.

| blocchi di paraffina sono stati tagliati in sezioni da 2 pm, montati su vetrini (Superfrost, Langenbrink, Emmendingen, Germania)
e asciugati per una notte a temperatura ambiente (TA). Le sezioni sono state decerate due volte con xilene e reidratate in una
serie graduata di etanolo e acqua distillata (DW). Per la rimozione dell'antigene, i vetrini sono stati pretrattati in un tampone di
citrato di sodio 10 mM (pH 6,0) per 3x5 minuti (forno a microonde; 750 W/s) e poi lavati accuratamente in DW. Endogeno

Tabella 1. Sostanze utilizzate per le iniezioni di vaccino nella nostra coorte in relazione alla comparsa di
COVID-19 durante la gravidanza.

Tipo di vaccino (numero totale di iniezioni) COVID-19 durante la gravidanza
No Si

12 iniezione Comirnaty (n=71) 42 29
(n=92) Spikevax (n= 11) 4

Vaxzevria (n = 9)

Janssen (n=1) 0
22 iniezione Comirnaty (n = 74) 43 31
(n=83) Spikevax (n = 8) 3 5

Vaxzevria (n = 1)

3 iniezione Comirnaty (n = 49) 24 25
(n=49
42 iniezione (n Comirnaty (n = 1) 0 1

:]_)

al




Tabella 2. Caratteristiche ostetriche e neonatali in relazione alla vaccinazione e/o al COVID-19.

Parametro Solo COVID-19 Vaccinati, nessuna Vaccinati e Vaccinati e malattie Valore P*

(n=14) malattia COVID-19 respiratorie

(n=230) (n=42) (n=20)

Media SD Media SD Media SD Media SD
Settimana di gravidanza 39,8 1,8 39,7 1,4 40,1 1,6 39,7 15 0,60
Peso alla nascita (kg) 3,465 0,528 3,289 0,496 3,503 0,475 3,623 0,595 0,28
APGAR (1 min) 8,71 0,73 9,10 0,92 8,88 1,45 8,70 1,69 0,23
APGAR (5 min) 9,43 0,94 9,77 0,57 9,69 0,75 9,60 0,94 0,54
APGAR (10 min) 9,86 0,36 9,83 0,46 9,86 0,47 9,85 0,49 0,96
pH dell'arteria 7,25 0,06 7,27 0,05 7,26 0,07 7,28 0,06 0,35
ombelicale
pH della vena 7,33 0,07 7,35 0,05 7,34 0,06 7,37 0,05 0,313
ombelicale
Eccesso di base (mmol/l) —512 3,14 —4,10 2,64 —5,22 2,42 —3,38 3,10 0,053

* Valore p tramite test di Kruskal-Wallis_

L'attivita della perossidasi € stata bloccata con perossido di idrogeno al 3% in metanolo per 10 minuti a temperatura ambiente, quindi
i vetrini sono stati lavati in DW e equilibrati a pH 7,2 con PBS/Dulbeccos. Il possibile legame non specifico degli anticorpi al
tessuto e stato bloccato con reagente bloccante FC (innovex biosciences) per 20 minuti a temperatura ambiente prima
dell'applicazione degli anticorpi specifici. Gli anticorpi primari per I'immunoistochimica sono stati riassunti nella Tabella 3.

Le sezioni sono state incubate per una notte a 4 °C con i rispettivi anticorpi primari o anticorpi di controllo negativi non specifici
(entrambi di DAKO) diluiti in "reagente diluente" (DAKO), lavate con PBS e incubate con il corrispondente anticorpo secondario (anti-
topo/HRP o anti-coniglio/HRP, DAKO, pronto all'uso) per 30 minuti a temperatura ambiente. L'attivita della perossidasi € stata
sviluppata con il kit di substrato DAB (diaminobenzidina) plus (DAKO) per 5-10 minuti sotto controllo microscopico, ottenendo una
colorazione marrone. Per la doppia immunoistochimica sullo strumento di colorazione dei vetrini Ventana Discovery XT (Roche Ven-
tana), le sezioni spike-positive sono state lavate con il tampone di reazione Ventana, seguite da incubazione con l'anticorpo Anti-
CD68 per 30 minuti a temperatura ambiente in atmosfera umidificata. Successivamente, i vetrini sono stati incubati per 30 minuti a
temperatura ambiente con l'anticorpo anti-topo polimerico Zytochem Plus (AP) (ZUC077, Zytomed) e lavati con il tampone di
reazione Ventana. L'AP-rosso (ZUC001, Zytomed) e stato sviluppato per 10 minuti secondo il protocollo del fornitore, quindi le
sezioni sono state lavate accuratamente in acqua distillata. | tessuti sono stati controcolorati con ematossilina ed eosina (HE), fissati
in alcool graduato fino allo xilene, inclusi in Vitroculd (Langenbrink) e analizzati al microscopio ottico (Othoplan, Leica, Germania).

| campioni di controllo positivi sono stati colorati in parallelo come descritto in dettaglio in[46] . | tessuti placentari raccolti prima del
2018 sono stati utilizzati come campioni di controllo negativi. L'istologia e la colorazione sono state valutate da due osservatori
indipendenti (UK e MM).

Tabella 3. Anticorpi primari utilizzati per l'immunoistochimica.

Antigene bersaglio Fornitore Clone /Nr. Specie Diluizione
SARS-CoV-2 Spike subunita 1 ProSci 9083 Coniglio 1:500
Nucleocapside SARS-CoV-2 ProSci 35-720 Topo 1:500

CD68 (marcatore dei monociti) DAKO PG-M1 Topo 1:100
Controllo negativo topo DAKO GA750 Topo Pronto alluso

Controllo negativo coniglio DAKO GA600 Coniglio Pronto alluso

=
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2.3. Test RNAscope

Il rilevamento in situ del'mRNA derivato dal virus SARS-CoV-2 o dai vaccini a RNA su sezioni di tessuto paraffinato selezionate
risultate positive all'esame immunoistochimico ¢ stato effettuato con il test RNAscope seguendo le istruzioni del kit del produttore
(ACD, Bio-Techne Ltd, Minneapolis, MN, USA). In questo caso, sono state utilizzate sonde specifiche per la sequenza del’lRNA spike
del ceppo Wuhan del SARS-CoV-2 (sonda RNAscope V-nCoV2019-S Wuhan #848561-C1) o Pfizer/Biontech Comirnaty (RNA-scope
Probe BNT162b2-C1 #1104241-C1) o per Spikevax (RNAscope Probe S-encoding-mRNA-1273-C1 #1104251-C1) sono state applicate
su sezioni consecutive di tessuto placentare. Il rilevamento dellRNA amplificato & stato eseguito con RNA-scope® 2.5 High
Definition(HD) — RED Assay #322350s. | nuclei sono stati controcolorati con ematossilina e le immagini sono state acquisite con un
microscopio ottico (Leica, Germania).

2.4. Analisi dei dati e statistiche

| valori sono presentati come numeri assoluti o percentuali, nonché come medie con deviazioni standard (SD). Per creare tabelle ed
eseguire analisi statistiche e stato utilizzato il software IBM SPSS Statistics 28.0. Sono stati eseguiti il test U di Mann-Whitney,
test di Kruskal-Wallis e test chi-quadrato di Pearson e i valori p 0,05 sono stati considerati statisticamente significativi. Per i grafici &
stato utilizzato GraphPad Prism 9.5.1.

3. Risultati
3.1. Stato del vaccino COVID-19

Complessivamente, 92 delle 106 donne (87%) hanno ricevuto almeno una dose di vaccino contro il SARS-CoV-2. Di queste, una
donna ha riferito di aver ricevuto quattro dosi di Comirnaty (2 prima della gravidanza, 2 nel secondo trimestre), 49 hanno ricevuto
tre dosi (2 di base e un richiamo) con nove che hanno completato il richiamo prima della gravidanza, cinque nel primo trimestre, 30
nel secondo e cinque nel terzo trimestre. Delle 33 donne che hanno ricevuto due dosi, nove hanno ricevuto la seconda dose nel
terzo trimestre, sette nel secondo e tre nel primo trimestre. Una donna non ha specificato la data della seconda dose e 13 hanno
ricevuto entrambe le dosi prima della gravidanza. Delle nove che hanno ricevuto una sola dose, sei erano state vaccinate prima
della gravidanza, due nel primo trimestre e una nel terzo trimestre. Le sostanze utilizzate per la vaccinazione sono riassunte nella
Tabella 1 (e nell'appendice

S1 Tabl e)

3.2. Caratteristiche ostetriche in relazione alla vaccinazione e/o allo stato COVID-19

Delle 92 donne vaccinate, 42 (45,6%) hanno contratto il COVID-19 e sono risultate positive al SARS-CoV-2 tramite test RT-PCR,
quattro (4,3%) hanno riportato sintomi tipici del COVID-19 senza risultare positive al test, 16 (17,4%) hanno riportato un comune
raffreddore e 30 (32,6%) non hanno avuto malattie infettive sintomatiche durante la gravidanza. Non sono state riscontrate
differenze in nessuno dei dati clinici ostetrici sopra descritti (confronta Table 2)

3.3. COVID-19 e sintomi della malattia in gravidanza

Delle 56 pazienti (42 vaccinate, 14 non vaccinate) che hanno contratto il COVID-19 durante la gravidanza, cinque (8,9%) sono state
infettate nel primo trimestre, 22 (39,3%) nel secondo trimestre e 24 (42,8%) nel terzo trimestre. Tre pazienti (5,3%) non hanno fornito
informazioni sulla fase gestazionale della loro malattia COVID-19. A due donne vaccinate contro il SARS-CoV-2 e stata diagnosticata
due volte la COVID-19 sia nel secondo che nel terzo trimestre. A tutte le pazienti e stato chiesto di indicare i sintomi tipici della COVID-
19 in un questionario; i risultati sono riassunti nelle figure 1 e 2.

Con una sola eccezione, non sono state riscontrate differenze significative nella maggior parte dei sintomi e dei carichi di
malattia riportati tra le donne vaccinate e quelle non vaccinate. Senza vaccinazioni, 8 donne su 14 (57%) e con vaccinazioni 10
donne su 42 (24%) hanno riportato disturbi del gusto e dell'olfatto (p = 0,012). La maggior parte (n = 50) ha avuto congestione
nasale, seguita da mal di gola (n = 45) e tosse (n = 44). 26 donne hanno riportato difficolta respiratorie. Febbre (n = 25) e
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Fig. 1. Sintomi della malattia nelle donne affette da COVID-19 (n = 56; 14 non vaccinate, 42 vaccinate), prevalentemente sintomi comuni alle infezioni da

virus respiratori.
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Fig. 2. Distribuzione relativa dei sintomi della malattia nelle donne affette da COVID-19 tra i diversi gruppi di donne non vaccinate (n = 14) e vaccinate (n = 42). Il
test del chi quadrato ha evidenziato che solo i disturbi del gusto e dell'olfatto (F) differivano in modo significativo (p = 0,012), in quanto le donne non vaccinate hanno

riportato questo sintomo con maggiore frequenza.

Il mal di testa (n = 42) era simile tra i due gruppi, mentre i dolori muscolari e articolari hanno colpito relativamente piu donne (n
31) del gruppo vaccinato. Diverse donne hanno riportato problemi gastrointestinali con nausea e vomito (n = 27) e/o diarrea (n

15).



https://dii.org/10.1371/j0uinaI.line.0344185.g001
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Solo una donna ha avuto una malattia pit grave con ricovero ospedaliero a causa di polmonite nella fase avanzata della gravidanza (non
inclusa nel grafico). Ha riferito di aver ricevuto due vaccinazioni con BNT162b (Comirnaty) prima della gravidanza e una terza dose nel
secondo trimestre.

3.4. Esito neonatale

Dei 106 neonati contati (nel caso di gemelli, il primo nato), in totale otto presentavano malformazioni o malattie congenite. Tre di
queste diagnosi non erano rilevanti per il neonato nel periodo post-parto, quindi non & stato disposto alcun ricovero nell'unita di
terapia intensiva neonatale (UTIN). Cinque neonati sono stati sottoposti a trattamento in UTIN per malformazioni o malattie congenite
e altri sei neonati sono stati ricoverati in UTIN a causa di problemi di adattamento respiratorio, farmaci per la salute mentale materna
0 prematurita. Secondo la documentazione medica, nessun neonato di questo studio € stato ricoverato in NICU a causa di
un'infezione materna da COVID-19. Come mostrato inTable 4, non sono state riscontrate differenze significative nella diagnosi di
malattie neonatali/malformazioni congenite e nel ricovero in NICU tra i neonati del gruppo COVID-19 e i tre sottogruppi di madri
vaccinate.

3.5. Immunoistochimica

In totale, 31 placente sono risultate positive alla proteina spike in almeno un tipo di cellula (confronta supplementare Tre diS1 e)
esse provenivano da donne non vaccinate che avevano sofferto di sintomi e erano risultate positive al test
per SARS-CoV-2 durante la gravidanza (2 volte nel secondo trimestre e 1 volta nel terzo trimestre). | tessuti placentari positivi alla
proteina spike provenivano da donne vaccinate che non avevano segnalato infezioni (n = 11) o erano risultate positive al COVID-19
sintomatico (n = 12) 0 a una malattia respiratoria aspecifica (n = 5) durante la gravidanza.
In tre casi, parallelamente alla colorazione della proteina spike{Fig 3F-H), & stata rilevata un'ulteriore colorazione della proteina
nucleocapside. (Fig
3B-D) . Tutti e tre i campioni positivi alla proteina spike e alla proteina nucleocapside provenivano da donne che avevano contratto
il COVID-19 dopo la vaccinazione nelle ultime settimane di gravidanza (eta gestazionale: 36 e 37 settimane). In un caso, la proteina
nucleocapside é stata trovata solo nell'STB e negli altri due campioni anche nelle cellule dello spazio intervilloso, assomigliando
quindi ai leucociti della madre. Le cellule positive alla proteina spike sul lato fetale della placenta erano(p;ngvgygrg?mente cellule di

Hofbauer 24 casieF?O@E_(anfermato
dalla doppia colorazione con il marcatore specifico dei monociti CD86{(F1g 5) seguita da STB (Fiq 4E.F ;+FIg 519 casi),
lo strato trofoblastico(Fig L) ; 11 casi) e I'endotelio dei vasi villosi ; ‘.?r_:lasg)o combinazioni di

queste cellule. Dal lato materno, le cellule immunitarie intervillose erano positive solo in due casi

La distribuzione delle cellule positive alla proteina spike in correlazione allo stato vaccinale/COVID-19 é riassunta nella Tabella S.
Non sono state riscontrate differenze significative nei modelli di colorazione tra i sottogruppi.

E stata eseguita un'ulteriore colorazione mediante RNAscope su singoli campioni (n = 9) nei quali abbiamo ottenuto una
colorazione positiva per la proteina spike. Di questi campioni, tre erano positivi anche alla proteina nucleocapside. Complessivamente,
non abbiamo rilevato alcuna presenza di RNA derivato dal virus (negativo per la sonda V-nCOV2019-S Wuhan, che abbiamo quindi
classificato come controllo negativo)
nei campioni testati, mentre due rilevamenti positivi di mRNA con la sonda RNA specifica per il vaccino hanno mostrato la presenza di

Tabella 4. Esito neonatale in correlazione allo stato COVID-19/vaccinale della madre.

COVID-19 Vaccinata — Vaccinata + COVID-19 Vaccinata + malattia respiratoria p
(n=14) nessuna malattia (n=42) (chi-quadrato)
(n=30) (n=20)
Malattie neonatali/malformazioni No |13 28 38 19 0,928
Yes |1 2 4 1
Ricovero in terapia intensiva neonatale | No | 12 26 38 19 0,761
Yes |2 4 4 1

NICU: unita di terapia intensiva neonatale

al




Fig. 3. Risultati tipici dell'immunoistochimica su campioni placentari. A: colorazione con ematossilina ed eosina (HE) ed E: in tutti i casi & stata eseguita
un'immunoistochimica di controllo negativa. Figure rappresentative delle tre placente con colorazione positiva del nucleocapside (B-D) e dei corrispondenti risultati
positivi alla proteina spike (F-H). In questi campioni, la positivita alla proteina spike ¢ stata osservata prevalentemente nelle cellule sinciziotrofoblastiche (STB), ma
anche nelle cellule di Hofbauer (F, H; freccia) e nelle cellule endoteliali (G; freccia). A+ E: ingrandimento x100 (la barra rappresenta 1 mm); tutti gli altri:
ingrandimento x250 (la barra rappresenta 0,5 mm); controcolorazione HE, DAB+ marrone indica il legame positivo dell'anticorpo. La freccia nera indica le cellule
intervillose colorate, la freccia bianca con la punta indica le cellule STB positive al nucleocapside.

https://doi.org/10.1371/joui-n .pale.0344185.9003
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Fig. 4. Esempi tipici di rilevamento immunoistochimico delle cellule positive alla proteina spike nei principali tipi di cellule non STB. A+ B: cellule di Hofbauer
risultate positive alla proteina spike, C+ D: strato trofoblastico ed E+F cellule endoteliali dei vasi villosi A, B, E, F: ingrandimento x400 (la barra rappresenta
0,25 mm); C, D: ingrandimento x250 (la barra rappresenta 0,5 mm). Controcolorazione HE.

https://doi.org/10.137 L/journ .pche.0344185.9004

RNA derivato dal vaccino nelle cellule placentari. In una placenta, abbiamo analizzato le cellule superficiali deciduali positive per
BNT162b2 (Fig.

6A, B)La donna é stata vaccinata con Comirnaty due volte prima della gravidanza e la terza volta nel secondo trimestre. Ha
contratto il COVID-19 alla 362 settimana di gravidanza. Nell'altra placenta abbiamo rilevato cellule endoteliali villose positive per
S-encoding-mRNA-1273(Fig 6C, D) ; questo tessuto proveniva da una donna che era stata vaccinata con due iniezioni di
Spikevax prima della gravidanza(Fig 6C. D).

4. Discussione

In Germania sono state adottate molte misure di controllo delle infezioni, compreso lo sviluppo di vaccini durante la pandemia di
COVID-19, seguendo le linee guida europee[47]. Un nuovo tipo di vaccini genetici a mRNA contro il COVID-19, come BNT162B2
o Spikevax, ha ottenuto rapidamente I'approvazione per l'uso di emergenza alla fine del 2020[48, 49] ed & stato somministrato
alle donne in gravidanza in breve tempo. Ci0 era in contrasto con la pratica ostetrica generale di prestare particolare attenzione
nel trattamento delle


https://doi.org/10.1371/journ

Fig. S. Doppia immunoistochimica con anticorpi anti-spike (DAB, marrone) e anti-CD68 (AP, rosso). La cellula di Hofbauer (freccia bianca), chiaramente
colorata con l'anticorpo anti-CD68, ha mostrato anche una colorazione anti-spike positiva (freccia bianca), simile alle cellule sinciziotrofoblastiche (frecce nere). Le
sezioni sono state controcolorate con HE; ingrandimento x400; barra di scala = 250 km.

Tabella S. Tipo di cellule positive nei campioni placentari e numero di singoli tessuti con rilevamento positivo.

COVID-19 Vaccino— Vaccino + COVID-19 (n  Vaccino + malattia p
(n=14) nessuna =42) respiratoria (chi-
malattia (n=20) quadrato)
(n=30)
Spike Campioni positivi 3 (21%) 11 (37%) 12 (28%) 5 (25%)
Cellule di Hofbauer Negativo 12 21 33 16 0,659
Positivo 2 9 9 4
STB Negativo 12 23 36 16 0,570
Positivo 2 7 6 4
CTB Negativo 14 26 37 18 0,232
Positivo 0 4 5 2
Endotelio villoso Negativo 14 25 39 19 0,232
Positivo 0 5 3 1
Nucleocapside Campioni positivi 0 0 3 (7,1%) 0
STB Negativo 14 30 41 20 0,673
Positivo 0 0 2 0
Cellule intravillose Negativo 14 30 40 20 0,376
Positivo 0 0 2 0

https://doi.org/10.1371/joui-nal.piJne.0344195.t005

donne in gravidanza e in allattamento per prevenire effetti avversi sul feto o sul neonato[50] . Poiché esistono ancora molte lacune
nelle conoscenze sul COVID-19 e/o sulla vaccinazione contro il COVID-19 in gravidanza, in particolare per quanto riguarda gli
effetti sulla placenta, abbiamo consultato il materiale di una raccolta di campioni gia esistente (GeZeCO, registrazione della
sperimentazione clinica DRKS000225086, cfr[45,51]) per un'analisi retrospettiva.

Alla fine di giugno 2022, circa I'80,6% della popolazione tedesca aveva ricevuto almeno una dose di vaccino contro il COVID-
19[52] . Sebbene esistesse una raccomandazione ufficiale per le donne in gravidanza[40], il tasso di vaccinazione (circa il 60%)
era significativamente piu basso in questo gruppo rispetto alla popolazione tedesca generale. A causa dei criteri di inclusione, il
nostro gruppo di studio era composto da donne vaccinate o infette o entrambe le cose. Delle 92 donne vaccinate nel nostro
studio, il 90,2%
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Fig. 6. Ibridazione in situ RNAscope con i sensori BNT162b2 (A), V-nCOV2019-S Wuhan (B e D) e S-encoding-mRNA-1273 (C). A, B: Campione di placenta
di una donna vaccinata con Comirnaty prima e durante la gravidanza e con COVID-19 alla 362 settimana di gravidanza. C, D: Campione placentare di una donna
vaccinata con Spikevax prima della gravidanza. Cerchi = area di interesse; frecce = cellule con colorazione positiva.

L1
-l

ha ricevuto una seconda dose e il 54,3% una terza dose di vaccino contro il COVID-19. Una donna ha ricevuto 4 dosi.
L'accettazione della seconda, terza e quarta dose & chiaramente inferiore rispetto alla popolazione generale[52] ed & stata
probabilmente causata dal timore di effetti collaterali negativi e di danni al feto[40, 53] . Probabilmente a causa del numero
piuttosto basso di casi e sicuramente a causa dei nostri criteri di inclusione (parto a termine senza complicazioni), non abbiamo
notato differenze significative tra le donne vaccinate e quelle non vaccinate in relazione alle caratteristiche ostetriche di routine o
all'esito neonatale alla nascita. Questo deve essere considerato alla luce dei risultati riassunti nelle meta-analisi, in cui sono stati
segnalati meno rischi per l'esito della gravidanza (come il rischio di parto pretermine, neonati piccoli per I'eta gestazionale a
termine e natimortalita)[54] per le donne vaccinate, ma un rischio pill elevato di taglio cesareo. [55]

Le donne incinte partecipanti al nostro studio hanno riportato sintomi tipici del COVID-19 quali febbre, tosse, mal di gola, mal di
testa, rinorrea e dolori muscolari e articolari, che corrispondono ai risultati riassunti in una revisione[10] e non differiscono dai sintomi
delle donne non incinte[3, 9, 56, 57] . Ci si aspettava che i sintomi del COVID-19 fossero pil lievi nelle persone vaccinate grazie alla
presunta protezione immunitaria. Tuttavia, cid non & stato osservato nel nostro studio, presumibilmente a causa del decorso
generalmente lieve della malattia e della mancanza di una valutazione quantitativa dei singoli sintomi nella nostra coorte. L'unica
differenza significativa & stata una minore incidenza di disturbi del gusto e dell'olfatto, considerati sintomi tipici dell'infezione da SARS-
CoV-2[8], nelle donne vaccinate. Tuttavia, i sintomi del COVID-19 dipendono anche dalla variante del virus presente nelle donne in
gravidanza[58] e le partecipanti vaccinate sono state infettate prevalentemente da varianti piti recenti rispetto alle non vaccinate.


https://dci.org/10.1371/ji3rlin

Sorprendentemente, abbiamo identificato una percentuale relativamente alta (29%) di tessuti placentari (31 casi) positivi alla
proteina spike nel compartimento fetale, con tre casi che mostravano un'ulteriore colorazione della proteina nucleocapside sul sito
materno (intervilloso) della placenta. La maggior parte delle placente positive alla proteina spike proveniva da donne affette da
COVID-19 durante la gravidanza, indipendentemente dal loro stato vaccinale. Cio potrebbe essere causato dalla trasmissibilita o
dall'assorbimento del virus o del vaccino e dalla conseguente produzione locale di spike all'interno della placenta. In alternativa, il
risultato potrebbe essere causato dall'assorbimento della proteina spike solubile che si diffonde dalla circolazione materna al lato
fetale ed entra nelle cellule fetali tramite fagocitosi. Tuttavia, poiché si tratta di uno studio descrittivo su tessuti fissati, non possiamo
trarre conclusioni sui meccanismi fisiologici sottostanti o sul significato clinico di questo fenomeno.

Nei casi positivi alla proteina spike non € stato osservato alcun impatto negativo sulla placenta o sul feto. Cio potrebbe portare a
supporre che la placenta, in particolare le cellule STB e Hofbauer, sia stata in grado di intrappolare il virus/vaccino/proteina spike senza
trasmetterlo al feto o reagire con una chiara risposta infiammatoria. Cid corrisponde ai dati riassunti da Li e colleghi, che hanno
mostrato solo un raro impatto sull'integrita placentare nelle donne in gravidanza affette da COVID-

19[34] . Come visto in precedenzal26, 29, 59, 60], la proteina spike & stata trovata nella STB nel 61% delle placente positive. La
STB é a diretto contatto con il sangue materno ed esprime il principale recettore per la proteina spike, 'ACE2, che ha dimostrato di
mediare l'infezione della STB[59,61]. Inoltre, la STB esprime il secondo recettore importante per questa proteina spike SARS-
CoV-2, Neuropilin-1. J62-64], quindi € molto probabile che tali cellule assorbano qualsiasi virus circolante o proteina spike
(derivata dai vaccini e presente nel sangue delle persone vaccinate tramite esosomi[65]) . Un altro possibile meccanismo potrebbe
essere |'attraversamento delle nanoparticelle lipidiche che trasportano il modRNA, altamente stabili nel sangue[66] dal lato
materno, con conseguente trasfezione efficace delle cellule placentari che poi producono la proteina spike in base alla sequenza
codificata. Il recettore ACE2 & stato trovato anche nel CTB[59] che esprime anche Neuropilin-1[62] . Di conseguenza, in 11 casi, la
proteina spike é stata trovata anche in quei tipi di cellule nei nostri campioni, tuttavia, solo nelle placente delle donne vaccinate,
distribuita equamente nei tessuti delle donne con o senza malattie concomitanti.

Nel 77% dei tessuti positivi alla proteina spike, e stata osservata una chiara espressione della proteina spike nelle cellule di
Hofbauer. Cio corrisponde al rilevamento del'RNA virale in quelle cellule in un modello di infezione placentare umanal67]e ad altri
studi in vivo[68] Le cellule di Hofbauer positive alla proteina spike sono state osservate prevalentemente nelle placente delle donne
vaccinate e solo in due casi (6%) di donne non vaccinate infette da COVID-19. Pertanto, la mancata rilevazione di componenti
SARS-CoV-2 nelle cellule di Hofbauer pubblicata per una placenta proveniente da un caso di infezione transplacentare di un
neonato con una donna affetta da SARS-CoV-2 potrebbe corrispondere a questa rara espressione in quei casi di sola infezione[27] .
La percentuale relativamente elevata di cellule di Hofbauer positive alla proteina spike nelle donne vaccinate potrebbe riflettere il fatto
che tali cellule immunitarie raccolgono proteine estranee come le proteine spike nella loro funzione di cellule presentanti I'antigene
(APC). Inoltre, nel caso dei vaccini modRNA, il bersaglio dichiarato delle nanoparticelle lipidiche che trasportano il modRNA erano
le cellule dendritiche negli organi linfoidi{69, 70] , un tipo di APC, come le cellule di Hofbauer[7 1] . Di conseguenza, tutti i casi positivi
tranne due sono stati iniettati almeno una volta con Comirnaty, un caso con Spikevax e solo uno con Janssen. Pertanto, le cellule
immunitarie fetali potrebbero essere direttamente influenzate dalle nanoparticelle lipidiche circolanti derivanti dalla vaccinazione
materna, che circolano nel sangue materno per almeno 28 giorni dopo la vaccinazione[72] . Tuttavia, a causa del numero limitato di
campioni e del carattere puramente descrittivo della nostra indagine, possiamo solo speculare su questi possibili meccanismi
fisiopatologici.

E stata ottenuta un'ulteriore colorazione positiva della proteina nucleocapside in tre tessuti provenienti da soggetti vaccinati e

successivamente
Donne infette da COVID-19. Due hanno contratto la malattia 2-3 settimane prima del parto, rappresentando quindi un‘infezione recente,
mentre una I'ha contratta nove settimane prima del parto, mostrando una persistenza notevolmente lunga della proteina nucleocapside
nella placenta. In uno studio svizzero & stata osservata la capacita del virus di replicarsi nella placenta[73]. Cio potrebbe spiegare il
lungo periodo di persistenza della proteina nucleocapside del virus osservato. Sembra che la replicazione virale nella placenta sia
correlata a un esito negativo in termini di natimortalita[7 3] . Rispetto ad altri studi{74,75], abbiamo rilevato campioni di placenta
positivi alla proteina nucleocapside solo nel 9,6% delle donne che hanno segnalato COVID-19. Cio potrebbe essere dovuto al fatto
che, con una sola eccezione, tra le pazienti del nostro studio abbiamo avuto solo casi lievi di COVID-19. Inoltre, cid corrisponde a uno
studio condotto a New York




che non ha osservato alcuna colorazione della proteina nucleocapside in 64 placente di donne affette da COVID-19[76] . Poiché
abbiamo rilevato la proteina nucleocapside solo nelle cellule materne e non in quelle fetali, potremmo ipotizzare che la proteina
spike trovata sul lato fetale non derivi da un'infezione virale. E invece pit probabile che sia il risultato dell'assorbimento della
proteina spike subunita 1 che circola liberamente o della produzione locale di spike da parte delle cellule trasfettate dal vaccino. Le
cellule immunitarie materne che esprimono la proteina nucleocapside molto probabilmente I'nanno acquisita attraverso I'assorbimento
di cellule infette e successivamente lisate. Poiché la proteina nucleocapside € la proteina strutturale pit abbondante dei coronavirus
[77], 'assenza di subunita spike S1 rilevabile nelle cellule placentari materne potrebbe semplicemente riflettere il fatto che la
quantita di proteina spike internalizzata era inferiore alla soglia di rilevabilita. Per indagare ulteriormente una potenziale fonte locale
della proteina spike osservata, abbiamo analizzato i tre campioni positivi al nucleocapside e sei campioni aggiuntivi utilizzando la
tecnica mRNAscope.

Un risultato positivo per la sonda dell’RNA virale avrebbe consentito di valutare un‘infezione attiva della placenta, mentre un risultato
positivo per le sonde specifiche del vaccino avrebbe consentito di discutere la trasmissione transplacentare dei vaccini genetici. In
questo caso, tutti i campioni sono risultati negativi per 'mRNA del virus, come gia osservato in precedenza da Santos e colleghi[ 78] .
Tuttavia, in due campioni abbiamo riscontrato un'ibridazione specifica pronunciata delle sonde RNA specifiche del vaccino, indicante
I'esistenza di tracce del vaccino: I'RNA che rappresenta BNT162b2 in un campione di una donna che era stata vaccinata con Comirnaty
tre volte prima e durante la gravidanza e che aveva contratto il COVID-19 alla 362 settimana di gravidanza e stato osservato nelle
cellule della superficie deciduale, che rappresenta il confine tra il compartimento materno e quello fetale. Sorprendentemente, lo Spikevax
che identifica S-

Il codificante MRNA-1273 era positivo nelle cellule endoteliali dei capillari villosi di una placenta proveniente da una donna che era
stata vaccinata due volte con Spikevax prima della gravidanza. Queste osservazioni sono coerenti con il presente lavoro di Gonzalez e
coautori, che hanno trovato tracce di mRNA in modelli di trapianto[4 1] . Tracce in vivo di Comirnaty e Spikevax spike sono state rilevate
in precedenza in diverse cellule e tessut{79] . In precedenza, ImRNA poteva essere rilevato nella placenta umana utilizzando la RT-
PCR[80]. Analogamente a uno studio precedente con due placente analizzate[44], tracce di mRNA dei vaccini modRNA sono state
osservate in vivo nella placenta in due dei nove campioni individuali positivi alla proteina spike senza conseguenze significative note per
la salute della madre e del bambino. A differenza di Prahl e colleghi, che hanno escluso tracce del vaccino in 20 placente mediante
Western blot e RT-PCR[81], abbiamo ottenuto alcuni campioni positivi; ipotizziamo che debbano coincidere diversi fattori affinché
avvenga la trasmissione o l'assorbimento del'mRNA nella placenta. A causa dell'approccio esplorativo con solo nove campioni,
sebbene positivi alla proteina spike, l'interpretazione generalizzata dei nostri risultati RNAscope deve essere considerata con cautela.

A seguito di COVID-19 materno, e stata descritta anche l'insorgenza di placentite, che consiste in necrosi trofoblastica, deposito
di fibrina perivillosa e intervillosite istiocitica cronica[82] . L'insorgenza di questa triade istopatologica & stata associata a un esito
negativo della gravidanza[83, 84] . In vari studi, il tasso di placentite da SARS-CoV-2 variava fino a un massimo di un quinto o un
quarto[83,85] . Tuttavia, esiste anche letteratura pubblicata che descrive l'assenza di alterazioni istopatologiche specifiche (per
una revisione di entrambi[86] ). Di conseguenza, neanche noi abbiamo riscontrato questo fenomeno.

I limiti del nostro studio sono stati il numero relativamente esiguo di donne non vaccinate affette da COVID-19, dovuto alla
bassa incidenza dell'infezione da SARS-CoV-2 all'inizio della pandemia nella nostra regione. Inoltre, la popolazione dello studio
era composta solo da donne ricoverate in ospedale per partorire senza complicazioni, poiché la maggior parte delle donne con un
parto prematuro o complicato previsto non ha accettato di partecipare alla sperimentazione. Le donne con aborti spontanei non sono
state incluse.

5. Conclusioni

Nel nostro studio, la proteina spike del SARS-CoV-2 & stata rilevata nelle cellule placentari di Hofbauer e trofoblastiche, nonché
nell'endotelio capillare villoso dopo l'infezione e/o la vaccinazione, indicando un possibile effetto transplacentare o assorbimento o
entrambi. Inoltre, abbiamo trovato residui dell'RNA del vaccino tramite la tecnica RNAScope, ma nessun RNA virale in due campioni
individuali di proteina spike. Non é stata osservata alcuna correlazione tra il rilevamento della proteina spike o del modRNA nelle
placente e I'esito medico della madre e del bambino a causa dei nostri criteri di inclusione e della piccola coorte. Pertanto, vorremmo
incoraggiare a riprodurre questa indagine su un collettivo piu ampio.
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