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RESUMO

MARQUES, Barbara Bruno Fagundes. Avaliacdo de biomarcadores bucais e
salivares em pacientes com COVID-19. 2022. 49 f. Dissertacao (Mestrado em
Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Objetivo: os objetivos do presente estudo foram: a) avaliar os aspectos
morfolégicos das células epiteliais do dorso da lingua e a expressdo da proteina
Spike do SARS-CoV-2 nessas células, em pacientes com e sem COVID-19; b)
avaliar também a presenca e niveis de I1gG e IgA em saliva de pacientes controle de
antes da pandemia, negativos e convalescentes para COVID-19. Métodos:
individuos com pelo menos um sintoma de COVID-19 foram recrutados. Pacientes
com teste positivo para COVID-19 por RT-PCR foram incluidos no grupo caso e 0s
com teste negativo foram incluidos no grupo controle para avaliar a expressao de
proteina spike. Esfregacos citologicos do dorso da lingua foram obtidos dos
pacientes e analisadas por imunohistoquimica dirigida contra a proteina Spike do
SARS-CoV-2. As alterac6es morfologicas nas células epiteliais foram analisadas em
microscopia de luz. Ja na avaliacdo de anticorpos, os participantes do estudo foram
divididos em 4 grupos, Grupo 1 - Pré-COVID-19, Grupo 2 — Negativo, Grupo 3 -
Convalescente <1 més, e Grupo 4 - Convalescente >3 meses. As amostras de saliva
foram coletadas pelo préprio paciente em coletor universal estéril. IgG total humano
e IgA presente na saliva foram testados usando ELISA indireto contra proteina S1
recombinante humana do SARS-CoV-2. Resultados: A imunohistoquimica mostrou
que 71% dos pacientes com COVID-19 apresentavam células epiteliais positivas
para a presenca da proteina Spike do SARS-CoV-2, e todas as células provenientes
de pacientes do grupo controle foram negativas. A andlise citolégica mostrou
diferencas significativas ao comparar células epiteliais de pacientes positivos e
negativos para COVID-19. Na avaliacdo salivar através de ELISA observou-se que
apesar de nao haver diferencas estatisticamente significantes entre os grupos com
amostras coletadas apés o inicio da pandemia, o grupo 3 foi o grupo com niveis
mais elevados de IgG e IgA, os grupos 4 e 2 também expressaram IgG e IgA,
porém em menor proporcdo. Contudo, foram observadas diferencas significativas
nos niveis de 1gG nos grupos 2, 3 e 4 em comparac¢do ao grupo 1. Com relacdo aos
niveis de IgA, ndo houve diferenca significativa nos niveis de anticorpos. Houve um
percentual significativamente maior de individuos positivos para IgG e IgA contra
Sars-Cov-2 na saliva nos pacientes convalescentes de COVID-19 do que nos
controles. Conclusdo: COVID-19 pode gerar alteracdes dimensionais nas células
epiteliais da lingua; entretanto, mais estudos sdo necessarios para entender como
isso acontece. A utilizacdo da saliva como método nao-invasivo para coleta de
amostras biolégicas tem se mostrado uma ferramente Util e promissora, capaz de
revelar exposi¢des prévias ao virus.

Palavras-chave: COVID-19. Saliva. Células epiteliais. Anticorpos. Sars-Cov-2.



ABSTRACT

MARQUES, Barbara Bruno Fagundes. Evaluation of oral and salivary biomarkers in
patients with COVID-19. 2022. 49 f. Dissertacao (Mestrado em Odontologia) -
Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

Objective: The objectives of the present study were: a) to evaluate the
morphological aspects of the tongue dorsum epithelial cells and the expression of the
Spike SARS-CoV-2 protein in these cells, in patients with and without COVID-19; b)
also evaluate the presence and levels of IgG and IgA in the saliva of control patients
before the pandemic, negative and convalescent for COVID-19. Methods: individuals
with at least one symptom of covid-19 were recruited from. Patients testing positive
for covid-19 by RT-PCR were included in the case group and those testing negative
were included in the control group to assess spike protein
expression. Cytological smears from the dorsum of the tongue were obtained from
the patients and analyzed by immunohistochemistry directed against the spike
protein of Sars-Cov-2. Morphological changes in epithelial cells were analyzed under
light microscopy. In the assessment of antibodies, the study participants were divided
into 4 groups, Group 1 - Pre-COVID-19, Group 2 - Negative, Group 3 - Convalescent
<1 month, and Group 4 - Convalescent >3 months. Saliva samples were collected by
the patient himself in a steril universal collector. Igg and iga present in saliva were
tested using indirect elisa against recombinant human sars-cov-2 sl protein. Results:
Immunohistochemistry showed that 71% of patients with COVID-19 had epithelial
cells positive for the presence of the SARS-CoV-2 Spike protein, and all cells from
patients in the control group were negative. Cytological analysis showed significant
differences when comparing epithelial cells from COVID-19 positive and negative
patients. In the salivary evaluation through ELISA, it was observed that although
there were no statistically significant differences between the groups with samples
collected after the beginning of the pandemic, group 3 was the group with the highest
levels of IgG and IgA, groups 4 and 2 also expressed IgG and IgA, but in a smaller
proportion. However, significant differences were observed in 1gG levels in groups 2,
3 and 4 compared to group 1. Regarding IgA levels, there was no significant
difference in antibody levels. There was a significantly higher percentage of
individuals positive for IgG and IgA against Sars-Cov-2 in saliva in patients
convalescent from COVID-19 than in controls. Conclusion: COVID-19 can generate
dimensional changes in tongue epithelial cells; however, more studies are needed to
understand how this happens. The use of saliva as a non-invasive method for
collecting biological samples has shown to be a useful and promising tool, capable of
revealing previous exposures to the virus.

Keywords: COVID-19. SALIVA. Epithelial cells. Antibodies. Sars-Cov-2.
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INTRODUCAO

Desde dezembro de 2019, quando a doenca COVID-19 foi inicialmente
relatada na China, ela vem se espalhando mundialmente, com mais de 296 milhGes
de casos confirmados e mais de 5 milhdes de mortes relatadas globalmente (em 06
de janeiro de 2022)"2.

O patogeno foi reconhecido como um novo beta-coronavirus de RNA
envelopado® e no presente momento é conhecido como sindrome respiratéria aguda
grave de coronavirus 2 (SARS-CoV-2), que tem uma semelhanca filogenética com o
SARS-CoV*. Coronavirus s&@o virus de RNA envelopados extensivamente
distribuidos entre humanos, outros mamiferos e aves e que causam doencas
agudas e cronicas respiratdrias, entéricas, hepaticas e neurolégicas®.

Os ensaios em tempo real fundamentados na transcriptase reversa - reacao
em cadeia polimerase (RT-PCR) realizados em amostras respiratorias sdo o padrao
ouro para o diagnostico de COVID-19. Contudo, novas tecnologias estdo surgindo
rapidamente com alta sensibilidade e especificidade. Apesar de existirem inUmeras
técnicas diagnésticas para pacientes sintomaticos, ainda existem lacunas para
diagndstico de pacientes assintomaticos que estao na fase de incubacao do virus,
bem como na determinacdo da inexisténcia da presenca de virus viaveis de
infeccéo, para se tomar a decis&o de encerrar o isolamento®.

Os sintomas causados pela infeccdo por SARS-CoV-2 sdo 0s mais variaveis
possiveis, e vao desde rinite leve, febre, tosse ou diarreia até pneumonia e sindrome
do desconforto respiratério agudo (SDRA). Foi também exposto que os sintomas
digestivos podem ocorrer na auséncia de qualquer sintoma respiratério tipico’.

Hoje sabe-se que a maior parte da transmissao de virus respiratérios ocorre a
partir de goticulas infectadas grandes produzidas pela tosse, espirro e respiracao
proximos de outra pessoa, e esse entendimento fez com que as autoridades em
salde estabelecessem o distanciamento social como medida protetiva a COVID-19.
Em outubro de 2020 o CDC indicou evidéncias que a transmissdo pode ocorrer
devido a exposicao aérea ao virus, e se a transmissao via goticula e aérea séo as
principais rotas de contagio, o risco de infeccdo pode ser muito menor onde se tem
melhor ventilagéo®.

A saliva é uma combinacdo da secrecdo das glandulas salivares e transudato

dos capilares abaixo dos tecidos periodontais, o chamado fluido gengival crevicular
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(FGC), que flui constantemente da fenda entre a margem gengival e os dentes, esse
fluido é um exsudato sérico que sustenta todos 0s principais componentes
moleculares (componentes complementares e anticorpos) e celulares (neutrofilos e
células plasmaticas) da resposta imune %4,

Para um hospedeiro suscetivel desenvolver a infec¢do, goticulas infecciosas
de saliva podem entrar na boca, nos olhos ou ser inalados diretamente nos
pulmdes™. Xu et al.*® descreveram que o dominio de ligacéo ao receptor do SARS-
CoV-2 tem uma forte interacdo com moléculas ACE2 humanas, e esta descoberta
sugere que as ceélulas que expressam ACE2 podem atuar como alvos e sao
suscetiveis a infeccdo por SARS-CoV-2''. Dados anteriores mostraram que ACE2 é
expresso na mucosa oral, principalmente nas células epiteliais da lingua e glandulas
salivares, estando assim o virus presente na saliva*®*°. Goticulas de saliva contém
microrganismos e a quantidade, distancia e tamanho das goticulas de saliva variam
entre os individuos, indicando que a intensidade infecciosa e a rota de transmissao
das goticulas de saliva diferem quando 0 mesmo patégeno é contraido™.

Além do receptor ACE2, foi demonstrado que outras proteinas, como a
protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) e a endopeptidase Furin, sao

importantes para a infecgéo®?

. Enquanto a TMPRSS2 é expressa no epitélio
escamoso estratificado queratinizado do dorso da lingua, a Furin foi expressa
principalmente na camada basal do epitélio escamoso estratificado?.

Foi descoberto que o SARS-CoV-2 era o unico no subtipo B p-CoV que
contém o local do decote da Furin, e que a expressdo da Furin esta distribuida em
diversos 6rgdos com pouca diferenca no nivel de expressao, o que nao ocorre com
o ACE2, que tem maiores niveis de expressdo no intestino delgado e duodeno.
Combinada com o possivel mecanismo de infeccdo do SARS-CoV-2, a distribuicdo
generalizada da Furin aumenta a infec¢cdo pelo SARS-CoV-2 de outros 6rgaos. A
possibilidade de ataque de 6rgdos é consistente com os multiplos sintomas clinicos
observados na COVID-19%. Contudo, no meio ambiente oral a localizacéo da Furin
foi observada nas partes mais profundas do epitélio escamoso estratificado, e néo
na camada superficial. Portanto, pode-se inferir que o TMPRSS2 tem um papel
maior na infecgdo. A coexpressdo ACE2 — TMPRSS2 é um alvo potencial para
infeccéo por SARS-CoV-2% e as células epiteliais escamosas do dorso da lingua
tem risco potencial de infecgéo por SARS-CoV-2%.

Com isso, 0s objetivos desse estudo foram:
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- avaliar os aspectos morfologicos das células epiteliais do dorso da lingua e a
expressdo da proteina Spike SARS-CoV-2 nessas células, em pacientes com e sem
infeccédo por COVID-19.

- avaliar a presenca e niveis de IgA e IgG anti-Sars-Cov-2 através de ELISA
em amostras de saliva em pacientes negativos para COVID-19, e convalescentes
em 2 pontos de tempo diferentes com 3 meses de intervalo e em comparagdo com

amostras de saliva de pacientes saudaveis antes da pandemia.
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1 MATERIAIS E METODOS

O relato deste estudo segue as diretrizes do STROBE (EIm et al., 2007). O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Pedro Ernesto
(CAAE-31222820.6.0000.5259), todos individuos incluidos no estudo deram
consentimento por escrito para participar, e o estudo foi realizado de acordo com a

Declaracao de Helsinque (World Medical Association, 2013).

1.1 Células epiteliais do dorso da lingua

1.1.1 Desenho e amostra do estudo

O célculo do tamanho da amostra foi feito usando o software EPI Info ™
(Centros para Controle e Prevencdo de Doencgas, Atlanta, GA, EUA) e foi baseado
nas seguintes estimativas: erro a de 0,05; erro B de 0,20 (poténcia de 80%). A
frequéncia da expressao da proteina Spike SARS-CoV-2 em pacientes COVID-19 +
foi arbitrariamente fixada em 90% e no grupo controle em 25%. Assumindo um
desenho de estudo caso-controle incomparavel com grupos de tamanhos iguais,
essas estimativas na equacdo geram um tamanho de amostra de 20 individuos (10
por grupo).

Este € um estudo caso-controle. Vinte e quatro individuos foram recrutados
entre pacientes internados no Hospital Universitario Pedro Ernesto (Rio de Janeiro,
Brasil). Todos eles apresentavam pelo menos um sintoma de COVID-19 (febre,
tosse, dor de cabeca, dor de garganta, diarreia ou perda do paladar / olfato).
Quatorze desses participantes testaram positivo para COVID-19 pelo ensaio RT-
PCR (kit SARS-CoV-2 Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) e foram incluidos no
grupo de caso, e 10 dos participantes tiveram resultado negativo e foram incluidos
no grupo de controle. A Tabela 1 ( APENDICE A) mostra dados demogréaficos e
clinicos, como idade, sexo, tabagismo, distribuicdo dos sintomas, estado clinico e

etnia dos individuos dos grupos caso e controle.
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1.1.2 Andlise citolégica e imuno-histoguimica

Um esfregaco citoldgico contendo células epiteliais superficiais do dorso da
lingua por raspagem com espatula foi obtido de todos os pacientes. As células foram
distendidas em seis laminas histologicas de vidro para cada paciente e fixado em
alcool 95°. Os esfregacos foram corados com hematoxilina e eosina e Papanicolaou,
e uma lamina histolégica de cada paciente foi submetida a imuno-histoquimica
dirigido contra a proteina Spike do SARS-CoV-2 (anticorpo monoclonal de
camundongo anti-SARS-CoV-2 proteina Spike, clone 1A9, Invitrogen,
Massachusetts, EUA, diluicdo 1: 200) através da técnica de imunoperoxidase
seguida por diaminobenzidina como cromoégeno e contracoloracdo com Carazzi
hematoxilina. Os esfregagos corados com hematoxilina e eosina e Papanicolaou
foram analisados por dois examinadores (BM e TG) usando microscopia de luz em
alta poténcia, e duas células epiteliais descamadas de cada paciente foram medidas
em quatro planos: diametro maximo da célula, perpendicular maxima a esta medida,
didmetro maximo do nucleo e perpendicular méxima a esta medida. Todas as
medidas foram realizadas por meio do software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA).
Todas as laminas imunohistoquimicas foram analisadas por um Unico patologista
oral (FRP) e interpretadas como positivas ou negativas para a presenca da proteina
Spike do SARS-CoV-2.

1.2 Anticorpo anti-Sars-Cov-2 em saliva

1.2.1 Desenho e amostra do estudo

Este estudo é um estudo descritivo transversal, que conta com 52 amostras
de saliva de 44 pacientes. Vinte pacientes internados no Hospital Municipal Séo
José (Duque de Caxias, RJ - Brasil) em decorréncia da COVID-19 foram recrutados,
mas que no momento da coleta de saliva ndo apresentavam mais RT-PCR positivo

para a doenca, 15 pacientes que voluntariamente procuraram atendimento na
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Policlinica Piquet Carneiro (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro - Brasil) para realizagdo
do teste RT-PCR e que tiveram resultado negativo, 9 pacientes que tiveram sua
saliva coletada antes do inicio da pandemia de COVID-19 e foram armazenados na
Faculdade da Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, e 8
pacientes que foram positivos que retornaram ap0s 3 meses de doenga para nova
coleta de saliva. Os participantes do estudo foram entdo divididos em 4 grupos,
Grupo 1 - Pré-COVID-19, Grupo 2 — Negativo, Grupo 3 - Convalescente <1 més, e
Grupo 4 - Convalescente >3 meses. As amostras de saliva foram coletadas pelo
proprio paciente em coletor universal estéril, utilizando-se a técnica de saliva ndo

estimulada.

1.2.2 Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA)

IgG total humano e IgA presente na saliva foram testados usando ELISA
indireto contra proteina S1 recombinante humana do SARS-CoV-2 (Acrobiosystems,
cat. SIN-C52H3). Resumidamente, placas de 96 pocos MaxiSorp (Nunc, Rochester,
NY, EUA) foram revestidas com PBS contendo 100 ng/poco de proteina
recombinante. Apés incubacdo durante a noite a 4° C, as placas foram lavadas com
PBS-Tween 0,05% (T-PBS) e blogueadas por 1 h a 37° C com PBS 5% de leite em
p6é desnatado (PBS-5% M). Amostras de saliva humana, pré-centrifugadas a 15000
rpm por 10 minutos, foram diluidas cinco vezes em PBS-5% M e adicionadas em
pocos duplicados. Apds 1 h a 37° C, e trés lavagens de T-PBS, os anticorpos ligados
foram detectados usando IgG de cabra anti-humano conjugado com peroxidase
(SIGMA; 1: 2500 diluicdo) ou IgA anti-humano de cabra conjugado com peroxidase
(SIGMA, diluicdo 1: 1000) foram incubados por 1 hora a 37°C e seguido da adi¢ao
de 3,3, 5,5'-tetrametilbenzidina durante 30 minutos. A reacéo foi interrompida com
HClI 1M (Merck) e a densidade Optica foi medida a 450 nm usando um
espectrofotometro de microplaca SpectraMax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EUA). Os anticorpos IgG ou IgA totais contra a glicoproteina spyke SARS-CoV-2
humana recombinante presente em amostras de saliva humana foram calculados

interpolando a média do valor de densidade 6ptica da amostra de saliva em um
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grafico de regresséo linear de diluicdo de curva padrdo de IgG ou IgA (variando de

0,500 a 0,031 pg/mL) realizado usando as mesmas condi¢cdes descritas acima.

1.3 Anélise Estatistica

1.3.1 Células epiteliais do dorso da lingua

Os dados foram analisados usando o Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS Statistics 20, IBM Corporation, Armonk, NY, EUA). Depois de
verificar se os dados ndo tinham distribuicdo normal, o teste ndo paramétrico de

Mann-Whitney (U) foi usado. O nivel de significAncia foi estabelecido em 0,05.

1.3.2 Anticorpo anti-Sars-Cov-2 em saliva

Os dados foram analisados usando o Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS Statistics 20, IBM Corporation, Armonk, NY, EUA). Apos verificagdo
de que os dados néo apresentavam distribuicdo normal, foi utilizado o teste né&o
paramétrico de Kruskal-Wallis com teste post hoc de Dunn. O nivel de significancia
foi estabelecido em 0,05. O teste Qui-quadrado também foi realizado para avaliar a
relacdo entre os niveis de IgG e IgA e os sintomas apresentados pelos pacientes, e
também para comparar possiveis divergéncias entre as frequéncias observadas de

individuos reativos e ndo-reativos a IgG e IgA.



21

2 RESULTADOS

2.1 Células epiteliais do dorso da lingua

Um coeficiente de correlacdo intraclasse para determinar a concordancia
entre os dois examinadores (BM e TG) nos quatro planos medidos foi calculado e
variou de 0,97 a 0,99.

A andlise citolégica mostrou diferencas significativas em todas as medidas ao
comparar células epiteliais descamadas derivadas de pacientes COVID-19-positivos
e COVID-19-negativos, apresentadas na tabela 2 (APENDICE B). A
imunoistoquimica mostrou que 10 dos 14 (71%) dos pacientes com COVID-19
apresentaram células epiteliais positivas para a presenca da proteina Spike SARS-
CoV-2 e todas as células provenientes dos pacientes do grupo controle foram

negativas (Figura 1).

Figura 1 — Células epiteliais de dorso de lingua
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Legenda: Imunoexpressao da proteina Spike em células epiteliais descamadas da lingua.
Fonte: A autora, 2021.
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Ao comparar as medidas celulares e nucleares em células obtidas de
pacientes COVID-19 expressando (10 pacientes) ou ndo (4 pacientes) a proteina
Spike do SARS-CoV-2, ndo foram encontradas diferencas significativas. Em
contraste, ao comparar as células obtidas de pacientes COVID-19 que expressam a
proteina Spike do SARS-CoV-2 com células de todos os outros pacientes que nao
expressam a proteina Spike do SARS-CoV-2 (14 pacientes), o diametro
perpendicular maximo da célula foi maior no segundo grupo, enquanto nenhuma
diferenca foi encontrada para as outras trés medidas (Figura 2). Nenhuma outra
alteracdo morfolégica sugestiva de infecgdo viral (como multinucleacéo,
hipercromatismo nuclear e vacuolizacdo) foi observada em células obtidas de
pacientes com COVID e em células que expressam a proteina Spike do SARS-CoV-

2. Nenhuma leséo intraoral foi observada nesta populacao.

Figura 2 — Células epiteliais do dorso da lingua grupos caso e controle

D

Legenda: Caracteristicas citologicas de células epiteliais descamadas da lingua derivadas de
um paciente infectado com COVID-19 (grupo de teste). (2a, ampliacdo 100x; 2b, ampliacédo
400x) em comparagdo com células epiteliais descamadas da lingua derivadas de um paciente
néo infectado por COVID-19 (grupo de controle) (2c, ampliacdo 100x; 2d, ampliacdo 400x).
Fonte: A autora, 2021.
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Neste estudo, a origem étnica, o sexo, a proporcdo de tabagistas e a
distribuicdo dos sintomas foram semelhantes nos dois grupos. No entanto, a média
de idade do grupo controle foi menor (34,9 anos) do que no grupo caso (55,4 anos),

0 que pode ter atuado como um fator de confuséao.

2.2 Anticorpo anti-Sars-Cov-2 em saliva

O teste de Kruskal-Wallis foi usado para fazer comparac¢des mdultiplas entre o
os niveis de IgG e IgA salivar (representados pelo indice de reatividade) para Sars-
Cov-2 nos 4 grupos e mostrar se haviam diferencas significativas entre eles.

Apesar de nao haver diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
nas amostras coletadas apos o inicio da pandemia, 0 grupo 3 apresentou niveis
mais elevados de 1gG e IgA (Graficos 1 e 2), seguido dos grupos 4 e 2 em niveis
menores. O grupo 1 ndo apresentou niveis detectaveis de anticorpos contra Sars-
Cov-2. Na comparagdo entre pares, pode-se observar que as diferencas
significativas nos niveis de IgG sao encontradas entre o Grupo 1 e os trés outros
grupos (p = 0,000).

Com relacédo aos niveis de IgA, ndo houve diferenca significativa nos niveis
de anticorpos (p = 0,055).

Avaliando os niveis das imunoglobulinas, observamos que ha 3 individuos
considerados “outliers” ou “fora da curva” no grupo 2 1gG e 2 individuos no grupo 2
IgA, o que sugere fortemente que os mesmos foram previamente expostos ao
patdgeno e desenvolveram uma resposta imune.

Dentre os individuos com niveis de IgG detectaveis no grupo 4 todos
apresentaram o sintoma dor de cabeca (p<0,05), enquanto 0s outros grupos e
sintomas ndo mostraram nenhum correlagéo significativa.

Houve um percentual significativamente maior de individuos reativos para 1gG
e IgA salivar nos grupos 3 e 4 quando comparados com os grupos 2 e 1 (p<0,05).

A Tabela 3 (APENDICE C) mostra a Porcentagem de pacientes reativos e
néo-reativos a IgG e IgA em amostras de saliva e a tabela 4 (APENDCE D) mostra o
status clinico desses pacientes. O teste Qui-quadrado demonstrou que ndo ha

diferencas estatisticamente significante entre os grupos.
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Neste estudo, a proporgéo de tabagistas e a distribuicdo dos sintomas foram
semelhantes entre os grupos. No entanto, a distribuicdo de individuos de sexo
masculino foi maior nos grupos 2 e 4, enquanto o sexo feminino foi mais prevalente
no grupo 3 (p<0,00), e a média de idade do grupo 2 foi menor (39,9 anos) do que

nos grupos 3 (57,5 anos) e 4 (48,1 anos), o que pode ter atuado como um fator de
confuséo.
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3 DISCUSSAO

3.1 Células epiteliais do dorso da lingua

Neste estudo, as alteracbes morfolégicas nas células epiteliais foram
particularmente associadas a positividade do ensaio RT-PCR em swabs
nasofaringeos, uma vez que esse método é o padrdo ouro para o diagnostico da
infeccdo por SARS-CoV-2° e é uma técnica de deteccédo muito mais sensivel do que
a imunohistoquimica. E possivel que a menor sensibilidade do ensaio
imunohistoquimico possa ter influenciado os resultados.

A expressdo de ACE2, furina e TMPRSS2 foi demonstrada em células
epiteliais da lingua, o que reforca a perspectiva de que a mucosa oral, e
especificamente esta regido anatébmica, € uma via de acesso a infeccdo por SARS-
CoV-2**. Foi sugerido que essas caracteristicas explicariam o mecanismo da
disgeusia nesses pacientes e também que a remocédo da saburra lingual reduziria o
risco de exposicéo ao virus?.

Os resultados deste estudo mostraram que a presenca da proteina Spike do
SARS-CoV-2 pode ser demonstrada em células epiteliais descamadas do dorso da
lingua, um dos modelos de doenca baseados em células para COVID-19%°. Também
foi demostrado que as células epiteliais obtidas do dorso da lingua de pacientes
COVID-19-positivos apresentam alteracdes morfoldégicas quando comparadas com
pacientes COVID-19-negativos, embora ndo tenham sido observadas alteracGes
morfologicas classicamente associadas a outras infec¢des virais, como demonstrado
anteriormente®.

Existem poucas informacdes publicadas sobre alteracdes citolégicas em tipos
epiteliais, endoteliais e outros tipos celulares associadas a presenca do virus SARS-
CoV-2. Alteracbes morfologicas também observadas em outras infecgbes virais,
como a presenga de queratindcitos multinucleados e / ou balonados, células
acantoliticas, ceélulas descamadas, citoplasma granular anfofilico, nucleos
hipercromaticos, bem como células apoptéticas, algumas delas com membrana de
células de hialina, foram descrito em les@es cutaneas e pulmonares associadas a

infeccdo pelo virus SARS-CoV-22"?8, Os presentes resultados mostraram que as
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células epiteliais da mucosa oral de pacientes infectados com SARS-CoV-2 nédo
apresentaram alteragdes morfologicas tipicamente associadas a infec¢des virais. No
entanto, eles mostraram menor diametro celular e nuclear quando comparados com
pacientes ndo infectados com SARS-CoV-2. Como essas alteracbes morfoldgicas
sdo descritas durante as fases iniciais da apoptose, estudos adicionais com
amostras maiores sdo encorajados a analisar sua relagédo com a presenca de SARS-

CoV-2 em células epiteliais da mucosa oral normal.

3.2 Anticorpos anti-Sars-Cov-2 em saliva

Sabe-se que atualmente a maior parte da transmissdo de virus respiratorios
ocorre a partir de goticulas infectadas de fluidos corporais produzidas pela tosse,
espirro e respiracdo proximos de outra pessoa. A expressdo de ACE2, furina e
TMPRSS2, moléculas que favorecem a entrada do virus no corpo humano, foi
demonstrada em diversos tecidos orais®, o que possibilita a entrada do virus na
cavidade oral. Muitos estudos mostraram que 0 escarro € superior aos cotonetes
nasofaringeos na deteccdo da infecgcdo pelo SARS-CoV-2, e varios relatorios
preliminares mostraram que a carga viral na saliva é comparavel a do escarro. Além
disso, a coleta de saliva é minimamente invasiva e pode ser auto-administrada.
Assim sendo, a saliva passou a ser considerada para a realizagcdo de testes
diagnésticos de Sars-Cov-2 ativos e anteriores®*.

Através do FGC a IgG e IgM entram na cavidade oral, mas se encontram
presentes em concentracdes mais baixas na saliva®, ja a IgA, é do conhecimento
comum que a saliva contém IgA mucosa ou secretora (slgA)°. Anticorpos SARS-
CoV-2 na saliva servem como primeira linha de defesa contra o virus. Eles estédo
presentes na mucosa ap0s uma infeccao recuperada e também apoés a vacina(;é033.
Os anticorpos desempenham um papel consideravel na neutralizagcdo do virus e
oferecem protecdo ao hospedeiro contra a reinfeccao viral. A resposta de anticorpos
a infeccdo por SARS-CoV-2 foi amplamente estudada no sangue (soro, plasma) de
pacientes com COVID-19, com objetivo de obter nog¢des sobre a resposta imune do
hospedeiro. Os niveis de anticorpos para a proteina Spike sdo particularmente

significativos, uma vez que esta glicoproteina trimérica abriga o dominio de ligacéo



27

ao receptor (DLR). O DLR simplifica 0 acesso do SARS-CoV-2 as células humanas
ao se ligar ao seu contra-receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE-
2)%* e os anticorpos neutralizantes demonstraram ter como alvo o DLR®. Isho et al,
fornecem evidéncias de que a resposta do IgG a proteina spike da SARS-CoV-2 em
saliva refletem as observadas em soro e persiste na saliva e no soro por pelo menos
3 meses na maioria dos pacientes®®, o que também foi observado em nosso estudo.
Pinila et al. demonstraram que mesmo ap0s 6 meses ainda é possivel observar
resposta de 1gG em saliva®>. Outros estudos também demostraram que o teste de
IgG contra SARS-CoV-2 é possivel em amostras de saliva, fornecendo uma opcéo
facil e ndo invasiva para deteccdo de infeccdo anterior, oferecendo assim uma
alternativa aos ensaios a base de soro para entender a capacidade protetora
conferida pela resposta imune adaptativa da infeccdo viral e da vacinacdo contra

futuras reinfecces®

, 0 que foi igualmente demostrado em nosso trabalho de
andlise salivar.

Apesar da slgA ser comumente observada na saliva, ela foi detectada em
menor quantidade do que a IgG em nossos experimentos, de forma semelhante ao
estudo de Martinez-Fleta et al, onde apenas um a cada doze individuos com Sars-
Cov-2 reagiam a IgA*®. Embora o IgA seja a principal imunoglobulina para imunidade
mucosa, a evidéncia de SARS-CoV-2 especifica de IgA em saliva ainda é
inconsistente. Em comparacao com o IgG, o slgA é menos correlacionado com a IgA
do soro *'. Corroborando com nossos achados, outros estudos mostraram uma
menor sensibilidade para a IgA detectar pacientes RT-PCR positivos em

comparacdo com a IgG*"%,

Por outro lado, Sterlin et al. demostraram que
concentracfes de IgA permaneceram por mais tempo em saliva do que em soro, e
gue mesmo 49 a 73 dias apds o inicio dos sintomas, ainda existia atividade de IgA
contra Sars-Cov-2 em saliva®. No presente estudo a presenca de IgA em saliva
também foi demonstrada mesmo apds 3 meses da infec¢do por COVID-19. Sterlin et
al. demonstraram que a neutralizagdo do SARS-CoV-2 esta mais correlacionada
com o IgA do que com IgG nas primeiras semanas apos o inicio dos sintomas, e que
as concentracdes de IgA foram maiores que as do IgG na saliva*’, achado esse, que

corrobora com os resultados de Dobafio et al.*3

, que observou maior presenca de
IgA do que a de IgG, o que difere dos resultados do presente estudo.
O tamanho reduzido da amostra pode ter influenciado os resultados do

presente estudo limitando o poder do mesmo. Variagcfes inter-individuais na
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resposta imune também podem ter influenciado as diferengas encontradas nos
diferentes estudos.

InfeccBes potenciais que foram detectadas pelo anticorpo na saliva, mas nao
pelo RT-PCR, podem estar relacionadas a exposi¢cao a cargas virais mais baixas em
assintomaticos e em criancas*. Nossos resultados mostram que individuos do grupo
2 (COVID-19 Negativo) que apresentaram niveis detectiveis de anticorpos, mas
tiveram resultado de RT-PCR negativo para COVID-19, provavelmente foram
expostos ao patégeno e desenvolveram uma resposta imune. A utilizacdo da saliva
como método ndo-invasivo para coleta de amostras bioldgicas tem se mostrado uma

ferramente (til e promissora, capaz de revelar exposi¢cdes prévias ao virus.
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CONCLUSAO

A COVID-19 parece gerar mudancas dimensionais em células epiteliais da
lingua; entretanto, mais estudos sdo necessarios para entender como iSso ocorre.
Houve um percentual significativamente maior de individuos positivos para 1gG e IgA
contra Sars-Cov2 na saliva nos pacientes convalescentes de COVID-19 do que nos
controles sugerindo que a utilizacdo da saliva como método néo-invasivo e de facil

aceitacdo pelos pacientes é uma alternativa Util e promissora na testagem da
populacao.
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APENDICE A - Status demografico e clinico dos pacientes avaliados para expressdo da proteina SARS-CoV-2 Spike no dorso da
lingua

Tabela 1 - Status demografico e clinico dos pacientes avaliados para expressao da proteina SARS-CoV-2 Spike no dorso da lingua

(continua)
ID Género Idade Grupo Tabagista Febre Tosse Mal-estar Perdade Dor Estagio Etnia
olfato ou abdominal clinico
paladar

1 Masculino 57 COVID-19 Ex Sim Sim Nao Nao Nao Moderado Pardo
tabagista

2 Feminino 75 COVID-19 Nao Sim Sim Sim Sim Sim Moderado Pardo

3 Masculino 70 COVID-19 Ex Nao Nao Sim Nao Nao Moderado Pardo
tabagista

4  Feminino 53 COVID-19 Ex Nao Sim Nao Sim Nao Moderado Pardo
tabagista

5 Masculino 79 COVID-19 Ex Sim Sim Sim Nao Sim Moderado  Negro
tabagista

6 Masculino 47 COVID-19 Ex Nao Sim Sim Nao Sim Moderado Pardo
tabagista

7 Masculino 61 COVID-19 Nao Nao Sim Sim Nao Sim Moderado Pardo

8 Masculino 55 COVID-19 Nao Sim Sim Sim Sim Nao Moderado Pardo

9 Masculino 67 COVID-19 Ex Sim Sim Sim Sim Nao Moderado Pardo
tabagista

10 Masculino 28 COVID-19 Nao Nao Nao Nao Nao Nao Leve Branco

11 Feminino 83 COVID-19 Naéo Nao Nao Sim Nao Nao Moderado  Negro
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Tabela 1 - Status demografico e clinico dos pacientes avaliados para expressao da proteina SARS-CoV-2 Spike no dorso da lingua
(concluséo)

12 Feminino 23 COVID-19 Nao Sim Nao Sim Sim Sim Moderado Pardo
13 Masculino 46 COVID-19 Nao Sim Sim Sim Sim Nao Moderado Pardo
14 Masculino 32 COVID-19 Nao Sim Nao Nao Nao Nao Leve Pardo
15 Feminino 32 Controle Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sem Pardo
COVID-19
16 Feminino 26 Controle Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sem Pardo
COVID-19
17 Masculino 17 Controle Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sem Branco
COVID-19
18 Feminino 24 Controle Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sem Branco
COVID-19
19 Masculino 25 Controle N&o Nao N&o N&o Nao Néao Sem Negro
COVID-19
20 Feminino 53 Controle Ex Nao Nao Nao Nao Nao Sem Pardo
tabagista COVID-19
21 Masculino 53 Controle Tabagista N&o N&o N&o Nao Néao Sem Pardo
COVID-19
22 Feminino 70 Controle Tabagista N&o N&o N&o Nao Nao Sem Pardo
COVID-19
23 Feminino 24 Controle Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sem Branco
CoOVID-19
24 Masculino 25 Controle Ex Nao Nao Nao Nao Nao Sem Pardo
tabagista COVID-19

Fonte: A autora, 2022
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APENDICE B — Comparacéo das medidas citoldgicas de acordo com a infeccédo por COVID-19 e expressdo da proteina SARS-
CoV-2 Spike

Tabela 2 - Comparacdo das medidas citoldgicas de acordo com a infeccdo por COVID-19 e expresséo da proteina SARS-CoV-2

Spike

Parametros Células epiteliais Células epiteliais Valor Pacientes que Pacientes que ndo Valor
derivadas de derivadas de de P expressam a expressam a de P
pacientes pacientes sem proteina Spike proteina Spike
infectados com COVID-19 SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
COVID-19 Média(SD; +CI95%) Média(SD; +CI95%) Média(SD; +Cl95%)
Média(SD; +CI95%)

N 14 10 - 10 14 -

Didmetro maximo da 18.460 (6.30; +1.69) 23.531 (7.95; +2.55) 0.001* 18.900 (6.92; +2.22) 21.768 (7.62; +2.04) 0.104

célula (mm)

Perpendicular maximo ao 16.983 (6.16; +1.60) 20.210 (7.18; +2.3) 0.018* 16.392 (6.16; +1.97) 19.710 (6.88; +1.85) 0.015*
didmetro maximo da

célula (mm)
Didmetro méaximo do 2.763 (654,21; 3.267 (1.17; +0.37)  0.032* 2.779 (891,4; +0.28) 3.112(1.17;+0.32) 0.123
nucleo (mm) +0.26)

Perpendicular maximo ao 2.679 (935,2; +0.25) 3.120 (1.00; +0.33)  0.025* 2.695 (920,5; +0.29) 2.983 (1.01; +0.27) 0.109
didmetro maximo do
nucleo (mm)

Fonte: A autora, 2022
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APENDICE C — Porcentagem de pacientes reativos e ndo-reativos a IgG e IgA em amostras de saliva separados por grupos

Tabela 3 — Porcentagem de pacientes reativos e ndo-reativos a IgG e IgA em amostras de saliva separados por grupos (Controle

Pré-pandémico — grupo 1 , COVID-19 Negativo — grupo 2, COVID-19 Convalescente <1 més — grupo 3 e COVID-19 Convalescente

>3 més — grupo 4)

Controle Pré-

COVID-19 Negativo *

Convalescente < 1

Convalescente > 3

pandémico més * meses *
n Total 9 (100%) 16 (100%) 19 (100%) 8 (100%)
IgG Reativo 0% 50% 73,68% 87,5%
IgG N&o-reativo 100% 50% 26,31% 12,5%
IgA Reativo 0% 25% 36,84% 75%
IgA N&o-reativo 100% 75% 63,15% 25%
Reativo somente algG 0% 31,25% 42,10% 12,5%
Reativo somentealgA 0% 6,25% 5,2% 0%
Reativo a IgG e IgA 0% 18,75% 31,57% 75%
N&o-reativo 100% 43,75% 21,05% 12,5

*Apresentaram maior porcentagem de pacientes que expressaram IgG e IgA.

Fonte: A autora, 2022.



APENDICE D - Status e clinico dos pacientes avaliados para expressdo 1gG e IgA em saliva

Tabela 4 - Status e clinico dos pacientes avaliados para expressao IgG e IgA em saliva (continua)

Grupo Tabagismo  Febre Tosse Mal Perda de Dor Sexo Idade

ID estar Olfato e Abdominal

Paladar

S1 Convalescente nao nao nao sim sim nao feminino 24
<1 més

S2 Convalescente nao nao nao nao sim nao masculino 64
<1 més

S3 Convalescente nao sim sim sim sim sim masculino 46
<1 més

S4 Convalescente nao sim nao sim sim sim feminino 31
<1 més

S5 Convalescente nao sim sim sim sim sim feminino 45
<1 més

S6 Convalescente Ex- sim sim sim sim nao masculino 32
<1 més tabagista

S7 Convalescente Ex- nao sim sim sim nao masculino 68
<1 més tabagista

S8 Convalescente nao sim sim sim sim nao masculino 58
<1 més

S9 Convalescente Ex- sim sim nao sim nao feminino 86
<1 més tabagista

S10 Convalescente Ex- nao nao sim nao nao masculino 70
<1 més tabagista




Tabela 4. Status e clinico dos pacientes avaliados para expressdo IgG e IgA em saliva (continuagéo)

S11 Convalescente nao nao sim sim nao sim masculino 61
<1 més
S12 Convalescente Ex- nao sim sim nao nao masculino 62
<1 més tabagista
S13 Convalescente nao sim sim sim sim sim masculino 63
<1 més
S14 Convalescente Ex- sim sim sim nao sim feminino 67
<1 més tabagista
S15 Convalescente nao sim sim sim nao nao masculino 65
<1 més
S16 Convalescente nao nao sim sim nao sim feminino 76
<1 més
S17 Convalescente nao sim nao sim sim nao feminino 73
<1 més
S18 Negativo Ex- sim sim sim sim sim feminino 66
tabagista
S19 Convalescente Ex- sim nao sim nao nao masculino 63
<1 més tabagista
S20 Convalescente nao nao sim sim sim sim feminino 39
<1 més
S21 Negativo Tabagista sim sim sim nao sim feminino 30
S22 Negativo nao nao sim sim sim nao feminino 35
S23 Negativo nao nao sim sim nao sim feminino 32

40



Tabela 4. Status e clinico dos pacientes avaliados para expressdo IgG e IgA em saliva (continuagao)

S24 Negativo nao sim sim sim sim sim feminino 29
S25 Negativo nao sim sim sim sim sim feminino 56
S26 Negativo nao sim sim sim nao sim feminino 34
S27 Negativo nao nao sim sim nao nao masculino 36
S28 Negativo nao sim sim sim nao nao masculino 48
S29 Negativo nao sim sim sim nao nao feminino 41
S29 Negativo nao sim nao sim nao sim feminino 48
S30 Negativo nao sim nao sim nao nao masculino 36
S31 Negativo Ex- sim sim sim sim nao masculino 20
tabagista
S32 Negativo nao nao nao sim nao nao feminino 38
S33 Negativo nao nao sim nao nao nao masculino 38
S34 Negativo nao sim nao sim nao nao feminino 52




Tabela 4. Status e clinico dos pacientes avaliados para expressdo IgG e IgA em saliva (conclusao)

S35 Convalescente Ex- sim nao sim nao nao masculino 63
>3 meses tabagista

S36 Convalescente nao sim sim sim nao nao masculino 65
>3 meses

S37 Convalescente nao nao sim sim sim sim feminino 39
>3 meses

S38 Convalescente nao nao nao sim sim nao feminino 24
>3 meses

S39 Convalescente nao sim sim sim sim nao masculino 32
>3 meses

S40 Convalescente nao sim sim sim sim nao masculino 58
>3 meses

S41 Convalescente nao nao nao nao sim nao masculino 58
>3 meses

S42 Convalescente nao sim sim sim sim sim masculino 46
>3 meses

Fonte: A autora, 2022.
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APENDICE E — Niveis de IgG salivar entre os grupos 1, 2, 3 e 4

Grafico 1 - Niveis de IgG salivar entre os grupos 1, 2, 3 e 4
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A linha tracejada vermelha representa o ponto de corte que separa 0S pacientes que expressaram a
imunoglobulina dos que ndo expressaram.
Fonte: A autora, 2022.
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APENDICE F — Niveis de IgA salivar entre os grupos 1, 2, 3 e 4

Grafico 2 - Niveis de IgA salivar entre os grupos 1, 2,3 e 4
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A linha tracejada vermelha representa o ponto de corte que separa 0s pacientes que expressaram a
imunoglobulina dos que ndo expressaram.
Fonte: A autora, 2022.
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ANEXO A — Comité de ética em pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo in vivo da eficacia de duas solucdes antissépticas na
reducéo da carga viral de SARS-CoV-2 na saliva de pacientes com COVID-19
Pesquisador: Justine Monteiro Monnerat Tinoco Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 31222820.6.0000.5259
Instituicdo Proponente:Faculdade de Odontologia da UERJ
Patrocinador Principal: Financiamento Prdprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.045.586

Apresentacao do Projeto:

Transcricdo editada do conteddo registrado no protocolo e dos arquivos anexados a
Plataforma Brasil.
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou que a disseminacédo desenfreada da SARS-

CoV-2 e sua doenca associada (COVID-19) é uma emergéncia de saude publica com uma
taxa de mortalidade geral atualmente conhecida como 3,4%. Dada a ampla transmissédo do
SARS-CoV-2 e os relatos de sua disseminacdo entre prestadores de servicos de saude,
estudantes e profissionais de odontologia correm alto risco de infec¢do hospitalar e podem se
tornar portadores potenciais da doenca. Esses riscos podem ser atribuidos as peculiaridades
das intervenc@es odontoldgicas, como a geracdo de aerossais e a proximidade do profissional
a regido orofaringea do paciente. Além disso, se as precaucdes adequadas ndo forem tomadas,
a clinica odontol6gica pode potencialmente expor os pacientes a contaminacéo cruzada.
Portanto, medidas preventivas de controle de infecgdo sdo importantes para proteger
estudantes e profissionais de odontologia do COVID-19. O uso pré-operatério de
antissépticos orais é capaz de reduzir a carga microbiana na saliva em até 70%. No entanto, a
eficacia dos antissépticos orais contra SARS-CoV-2 na saliva ndo é bem conhecida. O
objetivo deste projeto de pesquisa é avaliar a reducdo da carga viral salivar por meio de
antissépticos orais em pacientes com teste positivo para COVID-19.
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Objetivo da Pesquisa:
Transcricdo editada do conteudo registrado no protocolo e dos arquivos anexados a

Plataforma Brasil. O objetivo deste projeto de pesquisa € avaliar a reducdo da carga viral
salivar por antissépticos orais (clorexedina 0,12%; H202 1%) em pacientes com teste
positivo para COVID-19.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Prezado pesquisador: Caracteriza-se como risco direto para os participantes da pesquisa a

possibilidade de desconforto ou constrangimento no momento do preenchimento dos
questionarios. Os pesquisadores devem se comprometer a minimizar os riscos ou desconfortos
gue possam vir a ser causados.

Comentarios e Consideragfes sobre a Pesquisa:
Para avaliar a eficacia das solucGes antissepticas orais, serdo recrutados 36 individuos da

Policlinica Piquet Carneiro da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, com sintomas de
COVID-19 e que ja haviam testado positivo para SARS-CoV-2 usando swabs nasofaringeos.
Os pacientes serdo divididos em 3 grupos de 12 individuos e cada grupo recebera um
enxaguatorio bucal contendo: A- solucdo de clorexidina (0,12%); B: Solu¢do de H202 (1%);
ou C - placebo (a4gua). A pesquisa esta bem estruturada e o referencial tedrico e metodoldgico
estdo explicitados, demonstrando aprofundamento e conhecimento necessarios para sua
realizacdo. As referéncias estdo adequadas e a pesquisa é exequivel.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Foram avaliadas as informacdes contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram

dentro das normas vigentes e sem riscos iminentes aos participantes envolvidos de pesquisa.

Foram analisados os seguintes documentos de apresentagédo obrigatoria:
1) Folha de Rosto para pesquisa envolvendo seres humanos: Documento devidamente

preenchido, datadoe assinado
2) Projeto de Pesquisa: Adequado
3) Orcamento financeiro e fontes de financiamento: adequado/apresentado
4) Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Adequado
5) Cronograma: Adequado
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6) Documentos pertinentes a inclusdo do HUPE: Adequado

7) Curriculo do pesquisador principal e demais colaboradores: anexados e conforme as
normas.

Os documentos de apresentacédo obrigatoria foram enviados a este Comité, estando dentro das
boas préaticas e apresentando todos dados necessarios para apreciacao ética e tendo sido
avaliadas as informac6es contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das
normas vigentes e sem riscos iminentes aos participantes envolvidos de pesquisa.

Recomendacdes:
De acordo com a Resolucédo 446/12 do Conselho Nacional de Saude/CNS, o termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE), que devera seguir os seguintes itens:

Acrescentar - Contado do Comité de Etica em Pesquisa - Caso seja necessario vocé pode
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do HUPE para esclarecimentos ou
informac@es quanto a validade da pesquisa: Av. 28 de setembro, 77 térreo Vila Isabel — CEP
20551-030 - Tel: 21-2868.8253 — Email: cephupe@uerj.br.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto pode ser realizado da forma como esta apresentado. Diante do exposto e a luz da

Resolucdo CNS n°466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.

Consideracges Finais a critério do CEP:
Em consonancia com a resolucdo CNS 466/12 e a Norma Operacional CNS 001/13, o CEP

recomenda ao Pesquisador: Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e no termo de
consentimento livre e esclarecido, para analise das mudancas; Informar imediatamente
qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa; O Comité de Etica
solicita a V. S, que encaminhe relatorios parciais de andamento a cada 06 (seis) Meses da
pesquisa e ao término, encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto; Os
dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5
anos para possivel auditoria dos 6rgaos competentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Pagina 03 de
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ANEXO B — Artigo - Morphological alterations in tongue epithelial cells infected by
SARS- CoV- 2: A case-control study

Marques, B. B. F., Guimardes, T. C., Fischer, R. G., Tinoco, J. M. M., Pires, F. R., Lima
Junior, J. C., Stevens, R. H., & Tinoco, E. M. B. (2021). Morphological alterations in tongue
epithelial cells infected by SARS- CoV- 2: A case— control study. Oral Diseases, 00, 1— 6.
https://doi.org/10.1111/0di.13988

Abstract Objective: The aim of the present case—control study was to evaluate the
morphological aspects of the epithelial cells from the dorsum of the tongue and the expression
of the SARS-CoV-2 Spike protein in these cells, in patients with and without COVID-19
infection. Methods: 24 individuals with at least one symptom of COVID-19 were recruited
among inpatients from Hospital Universitario Pedro Ernesto (Rio de Janeiro, Brazil). 14
patients who tested positive for COVID-19 by RT-PCR were included in the case group, and
10 patients who tested negative were included in the control group. Cytological smears from
the dorsum of the tongue were obtained from all patients and analyzed using
immunohistochemistry directed against SARS-CoV-2-Spike protein. Morphological changes
in epithelial cells were analyzed using light microscopy. Results: Immunohistochemistry
showed that 71% of the COVID-19 patients presented epithelial cells positive for the presence
of the SARS-CoV-2 Spike protein, and all cells coming from patients in the control group
were negative. Cytological analysis showed significant differences when comparing epithelial
cells from COVID-19- positive and COVID-19-negative patients. Conclusion: COVID-19
may generate dimensional changes in tongue epithelial cells; however, further studies are
necessary to understand how this happens. KEYWORDS epithelial cells, RT-PCR, SARS-
CoV-2, spike protein
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