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RESUMO

Zarpellon AC. Presenca dos virus SARS-CoV-2 na cavidade oral e suas
manifestacbes orais: uma avaliagdo biomolecular e imuno-histoquimica de casos
fatais de COVID-19 [tese]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2023. Versao Corrigida.

A COVID-19 é uma doenca altamente contagiosa causada pelo coronavirus SARS-
CoV-2, responsavel pela sindrome respiratéria aguda grave, e que se propagou
mundialmente como uma pandemia. De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude, o SARS-CoV-2 é transmitido pelo ar através do contato com goticulas e
aerossOis infectados, e pode ser transmitido por pessoas assintomaticas, pré-
sintomaticas e sintomaticas. Os sintomas variam de leves a graves e podem incluir
pneumonia, sindrome do desconforto respiratério agudo e complicacdes em 6rgaos
extrapulmonares, podendo levar a morte. Comprometimento do paladar e disfuncéo
salivar podem servir como indicadores preditivos. Este estudo tem como objetivo
aprofundar a compreenséo da relacdo entre o0 SARS-CoV-2 e os nichos epiteliais
orais, através da analise de autdpsias de pacientes falecidos por complicacbes da
COVID-19. Para isso, foram realizadas 11 autOpsias minimamente invasivas,
recolhendo amostras de varios locais da cavidade oral, com o objetivo de identificar e
caracterizar a presenca do virus em tecidos periodontais e papilas linguais. Foi
constatado que 5 das 7 amostras de tecido periodontal e 7 das 11 amostras de papilas
da lingua apresentaram resultados positivos para SARS-CoV-2. A analise imuno-
histoquimica revelou positividade para o anticorpo SARS em 63,63% dos casos de
papila. Todos os casos envolvendo tecido periodontal e papilar mostraram franca
positividade para ACE2 e TMPRSS2. A andlise das lesfes orais indicou a presenca
de coinfec¢des na maioria dos casos, 0 que destaca a condicao de saude fragil dos
pacientes. O uso de autdpsias para avaliar amostras bucais parece ser um método
seguro que fornece uma visdo geral da saude bucal e sistémica. No entanto, o uso de
novas técnicas biomoleculares deve ser empregado para posterior validacdo em

novas doencas com base em amostras de pacientes falecidos.



Palavras-chave: COVID-19, SARS-CoV-2, Papila lingual, Tecido Periodontal,

Autbpsia, Patologia Oral.



ABSTRACT

Zarpellon AC. Presence of SARS-CoV-2 in the oral cavity and its oral manifestations:
a biomolecular and immunohistochemical evaluation from COVID-19 fatal cases
[thesis]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2023.
Versao Corrigida.

The highly contagious COVID-19 is a pandemic illness caused by SARS-CoV-2, a
severe acute respiratory syndrome coronavirus. The World Health Organization
designates SARS-CoV-2 as an airborne pathogen that spreads through contact with
infected droplets and aerosols, transmitted by asymptomatic, pre-symptomatic, and
symptomatic individuals. The disease's symptoms range from mild to severe,
including pneumonia, acute respiratory distress syndrome, and complications in
extrapulmonary organs, potentially leading to death. Early signs of COVID-19 include
taste impairment and salivary dysfunction, which may serve as predictive indicators.
The virus enters host cells through angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) and
transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2) expression, showing intense epithelial
tropism. The objective of this research is to gain a better understanding and generate
new insights regarding the connection between SARS-CoV-2 and oral epithelial
niches through autopsies of deceased COVID-19 patients. This will involve developing
novel sample methodologies and exploring the role of autopsies in dentistry. We
conducted 11 minimally invasive autopsies, collecting samples from various sites in
the oral cavity, with the goal of identifying and characterizing the presence of SARS-
CoV-2 in periodontal tissues and tongue papillae. Additionally, we aimed to evaluate
any clinically apparent oral lesions. Using biomolecular assays, we analyzed tissues
from the tongue and gingiva and found that 5 out of 7 periodontal tissue samples and
7 out of 11 tongue papillae samples tested positive for SARS-CoV-2. The
immunohistochemical analysis revealed positivity for SARS antibody in 63.63% of
papilla cases. All cases involving periodontal and papillae tissue showed frank
positivity for ACE2 and TMPRSS2. Our evaluation of oral lesions revealed that co-
infections were present in most cases, highlighting the poor health status of the

patients. The use of autopsies to evaluate oral samples appears to be a safe method



that provides an overview of oral and systemic health. However, the use of new
biomolecular techniques should be employed for further validation in new diseases

using samples from deceased patients.

Key-words: COVID-19, SARS-CoV-2, Tongue papillae, Periodontal Tissue, Autopsy,
Oral Pathology.
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PREFACIO

Esta tese contém 3 capitulos. Cada capitulo refere-se a um dos temas

desenvolvidos durante a pesquisa de doutorado direto e esta apresentado na forma

de artigos cientificos. Eles versam sobre o tema “virus SARS-CoV-2 na cavidade oral

e suas manifestacdes orais em casos fatais de COVID-19” e traduzem a evolugéo de

um raciocinio histolégico construido ao longo de anos de estudos sobre o tema. Cada

Capitulo é uma traducao livre para o portugués do contetdo de 3 artigos cientificos

construidos ao longo do Curso de Doutorado Direto, 2 artigos publicados em

periédicos internacionais indexados e um a ser submetido.
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T, SALDIVA PHN, BRAZ-SILVA PH, CALDINI EG, DA SILVA LFF. Periodontal
tissues are targets for Sars-Cov-2: a post-mortem study. J Oral Microbiol,
v. 13, n. 1, p. 1848135, Nov 2020. ISSN 2000-2297. Disponivel em :<
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33391625 >

ZARPELLON A, MATUCK BF, DOLHNIKOFF M, DUARTE-NETO AN, MAIA G,
GOMES SC, SENDYK DI, SOUZA SCOM, MAUAD T, SALDIVA PHN, BRAZ-
SILVA PH, DA SILVA LFF. Oral lesions and SARS-CoV-2: A postmortem
study. Oral Dis, Oct 11 2021. ISSN 1601-0825. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34634156 >

A submeter. Andlise histolégica das papilas gustativas em amostras

obtidas de pacientes que faleceram de COVID-19.
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1 INTRODUGCAO

1.1 COVID-19

No final de 2019, surgiram inUmeros casos de pacientes infectados por um novo
patogeno viral que causava insuficiéncia respiratoria aguda e alta taxa de mortalidade.
Esses eventos levaram a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a declarar estado de
alerta diante de uma nova doenca, denominada COVID-19 (Coronavirus Disease
2019). O agente causador da infec¢éo respiratoria € um virus da familia Coronaviridae
conhecido como SARS-CoV-2. Desde a identificacdo da doenca até Marco de 2023,
0 numero de pessoas infectadas em todo o mundo ultrapassou 670 milhdes,
resultando em mais de 6.800.000 mortes [1].

Os primeiros pacientes infectados com a doenca manifestaram uma sindrome
respiratdria aguda semelhante a dois outros quadros pandémicos ocorridos no século
XXI: a Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) em 2002 e a Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio (MERS) em 2011 [2]. A COVID-19 pode apresentar
uma variedade de sintomas além dos respiratérios, como febre, mialgia, queixas
gastrointestinais e cefaleia, entre outros. Em casos graves, a doenca pode levar ao
Obito. Além disso, muitos outros sinais e sintomas tém sido relatados, incluindo
manifestacdes orais como dor de garganta, perda de paladar, boca seca, ulceracéo
e vermelhiddo da mucosa oral [3, 4].

Os coronavirus, incluindo o SARS-CoV (sindrome respiratéria aguda grave) e
0 MERS-CoV (sindrome respiratoria do Oriente Médio), tém a capacidade de reduzir
ou atrasar a producdo de mediadores inflamatérios, o que pode levar a respostas
inflamatorias excessivas e a um agravamento dos quadros pulmonares [5,6,7].
Acredita-se que a resposta imune desregulada do hospedeiro e a produgédo de
citocinas inflamatorias, conhecida como "tempestade de citocinas”, estejam
correlacionadas com a gravidade da doenga e com um mau prognoéstico durante a
infeccdo por SARS-CoV e MERS-CoV [5, 8]. Durante a infec¢cdo por MERS-CoV,
citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias, como CCL-2, CCL-3, IL-2 e IL-8, foram
expressas em niveis elevados. Estudos recentes mostraram que casos graves de

COVID-19 apresentam niveis plasmaticos aumentados de IL-2, IL-6, IL-7, IL-10,
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GSCF, IP-10, MCP1, MIP-12 e TNFa em comparagao com casos leves, indicando que
a resposta inflamatoria mediada pela liberacdo de citocinas € um fator critico na
progressdo da COVID-19 [9]. A analise do transcriptoma de amostras de lavado
bronco alveolar revelou um perfil distinto de citocinas inflamatorias para infec¢ao por
SARS-CoV-2, mostrando uma associacdo entre a patogénese por COVID-19 e a
liberacdo excessiva de citocinas como CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10, CCL3/MIP-1a e
CCL4/MIP1B [10].

Citocinas e quimiocinas sdo marcadores importantes do processo inflamatério
e podem ser medidos tanto na excre¢ao salivar quanto nos tecidos glandulares, o que
sugere seu potencial diagnostico e progndstico em doencas tanto da cavidade oral
guanto sistémicas [11,12,13,14]. Além disso, o0 uso deste fluido pode fornecer
informacdes valiosas sobre o perfil inflamatério da COVID-19, possibilitando a

diferenciacao de casos leves, moderados e avancados [15,16].

1.2 CORONAVIRUS

A familia de virus Coronaviridae € composta por aproximadamente 30 mil bases
em uma unica fita de RNA envelopado, ndo segmentado, o que a torna a maior familia
de virus em termos de codigo genético conhecido no mundo. Esses virus devem seu
nome a presenca de espinhos ou projecdes em sua superficie, chamados de proteinas
Spike, que dao ao patdgeno um aspecto de coroa. Essas projecdes estdo ligadas as
proteinas do envelope viral e sédo fundamentais para o ciclo de replicag&o do virus [2].
As glicoproteinas ligadas ao envelope viral possuem a capacidade de se ligar a
proteina conversora de angiotensina 2 (ACE2), uma proteina presente na membrana
celular humana [17]. Para que ocorra a ligacdo e invasado celular, é necessaria a
clivagem da subunidade spike por uma enzima chamada furina, comumente
encontrada nos tecidos pulmonares e do trato respiratério. Apos o remodelamento da
proteina spike e exposi¢édo da subunidade S2, o virus pode ser endocitado pela célula,
tornando-se uma via de entrada para o agente no corpo humano. Uma vez dentro da
célula, o virus utiliza sua enzima transcriptase reversa, bem como a maguinaria

celular, para a replicacdo, montagem e eliminacéo de novas particulas virais
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O potencial reservatério e a porta de entrada do SARS-CoV-2 na cavidade
bucal tém sido amplamente estudados, com foco na expressao da enzima conversora
de angiotensina 2 (ACE2). Alguns estudos jA mostraram a presenca do receptor ACE2
nos ductos de glandulas salivares menores e na lingua [18, 19].

Ainda ha controvérsias sobre as possiveis consequéncias da presenca do virus
nos tecidos bucais. A deteccdo do virus em tecidos da cavidade bucal pode
representar ndo apenas uma ameaca as células locais, mas também um reservatorio
com alto potencial de contaminac&o, uma vez que o virus é transmitido entre seres
humanos por meio de goticulas liberadas durante conversagéo, espirros e outras
formas de disseminacéo de aerossois e secrecdes orotraqueais [18, 20, 21, 22].

Dois fatores principais contribuem para o notavel sucesso na disseminacao da
doenca. O primeiro fator € o longo periodo de incubacdo em seres humanos,
permitindo que portadores assintomaticos ou pré-sintomaticos atuem como vetores
de transmissdo por um periodo prolongado, sem tomar medidas preventivas [23]. O
segundo fator se relaciona a capacidade do virus de se propagar através de goticulas,
uma habilidade eficaz de transmissao ja utilizada por outros virus respiratérios. 1sso
permite a disseminacao rapida da doenca em areas densamente povoadas [24].

A transmissibilidade da doenca esta diretamente relacionada com a carga viral
do fluido transmissor, que tem seu pico de um a dois dias antes do inicio da
sintomatologia. No entanto encontramos na literatura relatos de casos em que a carga
viral pode ser encontrada no paciente em até 40 dias apos a manifestacao do primeiro
sintoma [25].

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 geralmente ocorre por meio de goticulas que
contém fluidos pulmonares e de vias aéreas superiores, como coriza e restos
epiteliais do trato respiratorio, que se misturam com saliva. Como os pulmdes séo o
principal érgdo afetado pelo virus, a transmissdo por meio da inalacdo dessas
goticulas é uma das principais formas de infec¢do. A transmissao assintomatica do
virus ocorre quando uma pessoa infectada, sem apresentar sintomas, expele
goticulas contendo o virus, permitindo a transmisso para outras pessoas. E possivel
gue as glandulas salivares sejam também uma fonte significativa de transmissao viral
[26].
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1.3 RECEPTORES

Para o entendimento da fisiopatologia da infeccdo pelo SARS-CoV-2 é
essencial o esclarecimento do mecanismo de entrada do virus na célula eucarionte.
Existem duas vias pelas quais 0 SARS-CoV-2 pode entrar nas células do hospedeiro:
a primeira ocorre através da membrana celular, utilizando peptidases receptores de
membrana, enquanto a segunda é por meio de endocitose.

A principal forma de entrada do SARS-CoV-2 na célula é por meio da interacdo
da sua proteina Spike (proteina S) com o receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2), que é uma metalopeptidase presente na membrana celular
das células-alvo. Em seguida através de outro fator de entrada, a serina protease
transmembrana 2 (TMPRSS?2), é ativada a proteina S, tornando possivel a clivagem
do sitio S1/S2. Esse processo possibilita a fusdo das membranas do virus e da célula,
mediado pela subunidade S2 da proteina S, permitindo que o virus se funda com o
epitélio respiratdrio através da ligagdo ao ACE2 [27].

A capacidade dos tecidos em expressar receptores de angiotensina esta
diretamente relacionada com o tropismo celular do patdgeno. Estudos que utilizaram
imuno-histoquimica mostraram a expressdo desses receptores em 15 diferentes
orgaos humanos obtidos de 93 pacientes submetidos a bidpsias. Observou-se uma
expressao intensa nos pneumacitos e enterocitos [28]. Analises de RNA de célula
Unica realizadas em células pulmonares indicaram uma expressao acentuada do
receptor em pneumdcitos tipo 2, representando mais de 80% da expressao total do
pulméo [29]. Outra analise da expressdo de mRNA em multiplos 6rgdos mostrou uma
expressdo mais acentuada do receptor ACE2 nos pulmbes, sistema renal,
cardiovascular e trato gastrointestinal [30]. A intensa afinidade do SARS-CoV-2 com
os tecidos pulmonares pode explicar em parte por que o pulmdo é considerado o
orgao-alvo do virus, bem como o dano alveolar difuso e atipia celular que ele causa.

A proteina TMPRSS2 é um facilitador crucial e co-receptor para a entrada do
SARS-CoV-2 nas células hospedeiras. E uma serina protease com atividade
proteolitica intrinseca que desempenha um papel fundamental na entrada de diversos
virus. Nao apenas o SARS-CoV-2, mas também outros virus como Influenza, MERS
e SARS-CoV utilizam TMPRSS2 para iniciar sua ligacdo com a membrana celular
[31]. A TMPRSS2 cliva o subdominio S da proteina Spike do envelope viral, expondo
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os residuos ligaveis ao receptor ACE2. O TMPRSS2 é um receptor essencial para
gue a entrada do virus seja patologica e potencialmente contagiosa [32].

Ainda ndo ha tantos estudos realizados que investigam a presenca do receptor
ACE2 na cavidade oral. Embora a distribuicdo do receptor em outras areas do trato
gastrointestinal sugira uma alta presenca, como mencionado anteriormente, a
disponibilidade de dados € limitada [33]. Analises de mMRNA em tecidos normais de
uma pequena amostra de pesquisa demonstraram a presenca do receptor na
cavidade oral, mas em menor nimero do que em outros 6rgaos alvo, como pulmaoes,

rins, coracao e es6fago [34].

1.4 PERIODONTO

O periodonto é constituido pelo osso alveolar, gengiva inserida, espaco
biologico e ligamento periodontal, e é responsavel por sustentar o dente. Estudos
indicam que o receptor ACE2 esté presente em fibroblastos da gengiva e do ligamento
periodontal [35]. Pacientes com periodontite cronica podem ter um aumento de
proteases, 0 que pode aumentar o risco de invasao viral nas células do periodonto.
Esse aumento das proteases pode levar a uma maior angiogénese local e, portanto,
uma maior expressao de receptores de angiotensina, aumentando ainda mais o risco
de invasao viral [36].

Outros virus, como o Herpes simplex tipo 1 (HSV-1), Epstein-Barr (EBV) e o
Citomegalovirus humano (HCMV), foram identificados em tecidos periodontais
gengivais, placa subgengival e no fluido crevicular - um importante local que contribui
para a composic¢ao final da saliva [14, 37, 38, 39]. O mecanismo de infecc&o viral
nesses tecidos é pouco conhecido, mas acredita-se que possa ocorrer invasao direta
a partir dos queratinécitos do epitélio de revestimento da cavidade oral ou migragcédo
a partir da corrente sanguinea e do liquido intersticial, levando o patdgeno aos tecidos
periodontais [40].

A literatura suscita a possibilidade de que os tecidos periodontais de pacientes
com doengas periodontais possam atuar como nichos de replicacdo e

armazenamento do SARS-CoV-2, especialmente devido aos altos niveis de citocinas
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geralmente observados nesses individuos [41].

1.5 PAPILA

Papilas gustativas sdo estruturas encontradas principalmente na superficie da
lingua e capazes de captar estimulos de sabores. Encontram-se em 3 diferentes
formas: filiformes, fungiformes, folidceas e circunvaladas [42].

O Nervo Vago (X par craniano) e o Nervo Glossofaringeo (IX) sdo os
responsaveis pela sensacdo gustativa. O paladar € inicialmente discriminado pelas
células receptoras do paladar (TRCs) localizadas nas papilas gustativas, que sao
orgaos autbnomos encontrados principalmente nas papilas circunvaladas, papilas
foliadas e papilas fungiformes na lingua. Cada papila gustativa é suprida por fibras
nervosas, uma artéria capilar e uma veia [43, 44].

As células receptoras do sabor dentro das papilas gustativas séo responsaveis
por discriminar os cinco gostos prototipicos, que incluem salgado, doce, amargo,
umami e azedo. As papilas gustativas sdo compostas por trés tipos de TRCs distintos
gue sao responsaveis pela discriminacdo gustativa: Tipo |, que € responsavel pela
deteccéo do sabor salgado; Tipo Il, que detecta o sabor doce, amargo e umami (esses
trés sabores séo discriminados com base no envolvimento do receptor na superficie
da célula, compartilhando mecanismos de transducéo de sinal a jusante); e Tipo I,
gue detecta o sabor azedo [45].

Alteragdes quimiossensoriais de paladar s&o sintomas bem relatados na
COVID-19. A infeccédo pelo SARS-CoV-2 pode alterar ou mesmo ausentar um ou
mais desses gostos (disgeusia ou ageusia), uma vez que os TRCs contém os
mecanismos necessarios para detectar esses sabores a partir de alimentos
comumente consumidos [38]. No entanto ndo se sabe se o0 ACE2 é expresso no

receptor gustativo ou se os TRCs sao infectados diretamente.
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1.6 COVID-19 E MANIFESTACOES ORAIS

O coronavirus utiliza o receptor da enzima conversora de angiotensina 2
(ACE2) para invadir as células humanas. Isso significa que as células que possuem
o receptor ACE2 sao suscetiveis a infec¢do pelo virus e podem desencadear uma
resposta inflamatéria em 6rgéaos e tecidos relacionados, incluindo a mucosa da lingua
e as glandulas salivares [46, 47]. Além disso, a interacdo do SARS-CoV-2 com 0s
receptores ACE2 também pode afetar a sensibilidade das papilas gustativas, levando
a respostas gustativas alteradas [48].

Os sinais e sintomas orais associados ao COVID-19 incluem distarbios do
paladar, ulceracdes orais inespecificas, gengivite descamativa, petéquias e
coinfec¢bes como candidiase, conforme relatado por diversos estudos [49, 50, 51].
No entanto, ainda é incerto se essas manifestacfes constituem um padréo clinico
tipico decorrente da infec¢éo direta pelo SARS-CoV-2 ou se sdo uma consequéncia
sistémica, tendo em vista a possibilidade de coinfec¢cdes, comprometimento do
sistema imunoldgico e reacdes adversas ao tratamento médico [52]. Dessa forma, a
infeccdo aguda por COVID-19, com medidas terapéuticas associadas, pode contribuir

para resultados adversos em relacdo a saude bucal.
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2 PROPOSICAO

O SARS-CoV-2 ja foi detectado em varios orgaos e tecidos, incluindo tecidos
orais e saliva. A fim de compreender adequadamente os padrées de transmissao, é
fundamental investigar se 0 RNA do SARS-CoV-2 presente nas goticulas de saliva
esta associado a infeccao viral e replicacdo nas células epiteliais glandulares, ou se
esta ligado, em vez disso, apenas a secrecao respiratdria e a componente periodontal
da saliva.

Compreender a contribuicdo de cada tecido como um reservatorio para o
SARS-CoV-2 pode ser um passo importante para aprimorar a compreensao do perfil
do virus e elaborar estratégias para aprimorar o diagnostico e reduzir a disseminacao.

O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar a presenca do SARS-
CoV-2 e dos receptores ACE2 e TMPRSS2 no tecido periodontal e nas papilas
gustativas da cavidade oral além de avaliar possiveis manifestacdes orais da infeccéo
em casos fatais de COVID-19.

A caracterizacdo mencionada foi realizada por meio de uma anélise
histopatolégica que comparou os tecidos removidos de pacientes que faleceram
devido as complicacbes da COVID-19 com os padrdes normais. Metodologias
adicionais foram empregadas para estabelecer uma relacdo entre as alteracOes
observadas e a presenca do patégeno SARS-CoV-2 nesses tecidos, a fim de obter
um conjunto plural de evidéncias.

Foi elaborado um relatério clinico-patologico baseado em autépsias de
pacientes que faleceram devido a COVID-19 com o objetivo de esclarecer a
possibilidade de manifestacdes orais da doenca. Isso se deve ao fato de que existem
algumas discrepancias na literatura sobre as manifestagdes orais da COVID-19.

O proposito desta compilacdo de artigos € evidenciar a existéncia do virus
SARS-CoV-2 e dos receptores que permitem sua entrada na cavidade oral, além de

suas possiveis manifestacfes bucais.
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3 CAPITULO I: TECIDOS PERIODONTAIS SAO ALVOS DOS SARS-COV-2:
UM ESTUDO POST-MORTEM

3.1 INTRODUCAO

Uma epidemia que comecou em Wuhan (provincia de Hubei, China) com
sintomas de pneumonia, rapidamente se espalhou pelo mundo e foi anunciada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma pandemia, agora chamada de
COVID-19. Seu agente etiologico foi identificado como o novo coronavirus
responsavel por uma sindrome respiratoria aguda grave [1, 2]. A doenca leva a um
dano alveolar difuso, causando desconforto respiratorio e, eventualmente, morte [3].
Até 30 de junho de 2020, o numero de casos confirmados soma cerca de 8.860.000
com mais de 465.000 mortes, afetando 216 paises
(https:/www.who.int/emergéncias/diseases/novel-coronavirus-2019).

O SARS-CoV-2 se espalha muito mais rapidamente do que outras infeccfes
respiratérias e isso pode estar relacionado a um longo tempo de incubacgédo e a alta
capacidade da contaminacédo viral através da tosse ou espirro, durante o contato
social [4]. Devido a baixa prevaléncia de rinorreia em pacientes com COVID-19,
sugere-se que goticulas infectadas séo, ndo apenas contaminadas por escarro nasal
e fluidos respiratérios, mas também pela saliva [5]. Alguns estudos sugerem que as
descobertas consistentes de SARS-CoV-2 na saliva podem ser usadas como
tecnologias de atendimento para diagnostico e progndstico, mesmo sem ainda
entender se o virus é capaz de se replicar nos tecidos das glandulas salivares [6].

A saliva é um fluido biolégico composto por saliva, excre¢des glandulares,
fluido crevicular, secrecdo das vias respiratorias inferiores e células epiteliais
esfoliadas, nas quais o0 SARS-CoV-2 pode ser encontrado [7]. A presenca do virus na
cavidade oral pode estar relacionada a diferentes fontes. O SARS-CoV-2 infecta
células usando o receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) como
entrada [3]. Esse receptor pode ser encontrado em varios locais da cavidade oral,
como lingua (Hao X et al. 2020), células epiteliais ductais da glandula salivar [8] e
tecido periodontal [9]. O receptor ACE2 também foi expresso na gengiva e ligamento

periodontal em fibroblastos humanos [10]. Além disso, foi proposto que o aumento
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dos niveis da protease na periodontite crénica poderia potencialmente elevar o risco
de uma infeccdo de coronavirus mediado pela mucosa oral [11].

Genomas virais do virus Herpes simplex (HSV), Epstein-Barr (EBV) e
citomegalovirus humano (HCMV) [12] ja foram detectados em tecidos gengivais [13],
placa subgengival [14] e fluido do sulco gengival [15-17]. As possiveis fontes da
infeccdo podem ser as células epiteliais gengivais expostas a cavidade oral e a
migracao do virus pela corrente sanguinea [18]. Foi levantada a hipotese de que a
doenca periodontal pode ser um nicho para o novo coronavirus, devido a um ambiente
favoravel para replicar e eventualmente migrar sistemicamente através do complexo
do capilar periodontal [1]. Além disso, doencas predisponentes como, diabetes
mellitus, hipertensdo, doencas cardiovasculares e sindromes metabdlicas, que
podem contribuir a um pior prognoéstico da COVID-19, sdo altamente associadas a
doenca periodontal, possibilitando associag¢ao entre doenga periodontal e COVID-19
[19].

Devido ao risco de contagio, as analises de tecidos orais tém sido escassas.
A presenca de saliva e liquido pulmonar infectados atenuaram a possibilidade de
biépsias ou autdpsias nesses 6rgaos. Neste estudo, descrevemos um procedimento
minimamente invasivo que reduz o contato direto com a cavidade oral e pode ser uma
maneira de entender os mecanismos da COVID-19 na cavidade oral reduzindo o risco

de contaminagéo.

3.2 PACIENTES E METODOS

Este estudo foi aprovado pelos 6rgdos institucionais e federais conselho de
ética, protocolo nimero 30364720.0.0000.0068. A autdépsia minimamente invasiva foi
realizada ap0s consentimento informado do parente mais proximo.

Pacientes falecidos com teste positivo para SARS-CoV-2 (swabs
nasofaringeos) foram submetidos a autdpsia minimamente invasiva — guiada por
endoscopio. Os procedimentos foram realizados no Centro de Pesquisas PISA,
Servigo de Autopsia da Universidade de Sdo Paulo e Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.
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3.21 Protocolo de Seguranca

Realizamos autOpsia minimamente invasiva com autopsias post-mortem
guiadas por ultrassom para obter amostras, seguindo protocolos de seguranca
previamente descritos [20].

Os cadaveres foram envoltos em um saco plastico de seguranca, 0 acesso a
sala de necropsia foi restrito a trés profissionais de saude que utilizam equipamento
de protecao individual adequado. Os profissionais foram testados para SARS-CoV-2
usando PCR e todos os membros da equipe foram negativos ao longo 60 dias de

procedimentos.

3.2.2 Protocolo de Amostras

Uma equipe multidisciplinar, constituida por um patologista maxilofacial, um
especialista em otorrinolaringologia e um técnico de autépsia, realizaram a autopsia
minimamente invasiva. Usamos um video endoscopio regular (MScope — Karl-Storz
Optical, Tuttlingen — Alemanha), associado a um smartphone, para atingir a cavidade
oral e localizar os tecidos periodontais (Figura 3.1).

Todas as autdpsias foram realizadas em um procedimento semelhante: uma
incisdo de 15 cm foi feita no plastico de seguranca que envolvia o paciente; esta
abertura foi realizada na regido do labio superior, para permitir 0 acesso do
endoscopio as regides intraorais. A optica do endoscoépio foi usada para localizar o
tecido periodontal - papila interproximal mesial do primeiro molar — em dois dos casos
0 paciente nao tinha molares e o tecido coletado foi o da papila mesial do seguinte
dente disponivel.

Considerando a auséncia de fluxo salivar, utilizamos uma gaze embebida em
detergente enzimatico (Riozyme — Rioquimica, Brasil) para limpar a contaminagao
superficial da area de autépsia gengival. O periésteo Molt elevador em um movimento

de alavanca foi usado para elevar o tecido interproximal e pincas de Takahashi foram
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aplicadas para pincar e coletar amostras de tecido do local, através de um endoscépio
como guia visual.

Uma vez que os tecidos periodontais foram removidos, dois fragmentos foram
dissecados no eixo longitudinal, resultando em duas pecas semelhantes. Um deles
foi fixado em formol para analises histopatoldgicas e o outro foi congelado (-80°C) e
enviado para analises moleculares.

Uma vez que os tecidos foram coletados, a abertura no saco plastico foi

fechada com adesivo transparente para mitigar o risco de contagio.

3.2.3 Diagndstico histolégico e molecular de SARS-CoV-2

As amostras de tecido foram fixadas em formol a 10% tamponadas, embebidas
em parafina e cortes de 3 ym foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).
Amostras medindo 0,5 cm3 foram armazenados a -80°C. Amostras de tecido foram
macerados, e a extracao de acido nucleico foi realizada utilizando o reagente TRIzol®
(Invitrogen). A deteccdo molecular de SARS-CoV-2 foi realizada com o uso do
SuperScriptTM Il PlatinumTM Kit qRT-PCR (Invitrogen) e primers/conjuntos de
sondas para amplificacéo dos genes E, RdRp e N (N1) [21,22]. O gene da RNase P
humana também foi amplificado como um controle de extracédo de acido nucleico [22].

Examinamos espécimes de tecido periodontal — incluindo o epitélio juncional,
epitélio da gengiva oral adjacente e tecido conjuntivo de casos fatais de COVID 19.
Usando rRT-PCR, investigamos a presenca do RNA do SARS-CoV-2 nos tecidos e
correlacionamos com as condicdes clinicas dos pacientes, desde os primeiros
sintomas, tempo de internacdo na UTI e achados da autopsia.

As reacdes de rRT-PCR foram realizadas usando o Sistema de PCR rapido
em tempo real 7500 (Applied Biosystems) e consistiu em uma etapa de transcricao
reversa em 55°C por 10 minutos para transcri¢ao reversa, 95°C para 3 minutos e 45
ciclos a 95°C por 15 segundos e 58°C (E e genes RdRp)/55°C (genes N e RNAse
P)/por 30 segundos.
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3.3 RESULTADOS

Incluimos neste estudo 7 (sete) pacientes (trés homens/quatro mulheres).
Todos os pacientes testaram positivo para SARS-CoV-2 por swabs nasofaringeos. A
média de idade foi 47,43 anos (8-74 anos), e o numero médio de dias entre o0s
primeiros sintomas e a morte foi 20,14 dias (10-31 dias).

Todos o0s pacientes apresentaram quadro de sindrome respiratoria aguda
grave e foram internados na UTI do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo para suporte ventilatorio mecanico. Os sintomas mais
frequentes foram febre, tosse e dispneia.

A maioria dos pacientes apresentava pelo menos uma comorbidade como
diabetes mellitus, hipertensao arterial, neoplasia maligna, doenca cardiovascular,
asma ou qualquer condi¢cdo imunossupressora. Houve apenas um paciente livre de
gualquer comorbidade. Nenhum paciente apresentava habito tabagico (Tabela 3.1).

As analises histopatologicas mostraram alteracdes morfoldégicas nos
gueratindcitos do epitélio juncional, caracterizada principalmente por vacuolizagdo do
citoplasma e nucleo, e as vezes pleomorfismo nuclear (Figura 3.2). Amostras
pulmonares apresentavam dano alveolar difuso (DAD) exsudativo e proliferativo, com
atipia que se estendia por todo epitélio respiratério, conforme descrito por 20.

Detectamos SARS-CoV-2 por rRT-PCR em 5/7 amostras de tecidos
periodontais com um cycle threshould (Ct) (conjuntos de primer/sonda E) de 31,38
(27,28-36,55).

3.4 DISCUSSAO

Apresentamos as caracteristicas moleculares e histopatolégicas observadas
em sete autopsias de pacientes com COVID-19 no Brasil, cinco amostras de tecidos
periodontais de pacientes falecidos foram positivas. Das duas amostras negativas,
uma era de um menino de 8 anos. Os aspectos patoldgicos da COVID-19 em criangas
ainda ndo estéo claros, a doenca parece ter um curso suave. Uma das explicacfes

esta relacionada com a diferenca da expresséao do receptor ACE2 em criangas [23],
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que pode corroborar com a auséncia de genoma viral no tecido periodontal. A
presenca de vacuolizacdo pode ser relacionada a complicacdo durante o tempo de
hospitalizacdo. A outra paciente que teve amostra negativada, era uma paciente do
sexo feminino que apresentou 0 maior tempo entre 0s primeiros sintomas e a morte.
O tempo de internacéo prolongado pode possibilitar um esclarecimento sobre a
auséncia do virus nas células do periodonto do hospedeiro.

A autbépsia € uma ferramenta importante para compreender mecanismos
patolégicos das doencas virais. NOs tivemos uma experiéncia recente no Brasil de
outros dois surtos de infec¢des virais (febre amarela e zika virus) e dessa forma foi
exigido que nosso grupo de pesquisa desenvolvesse novos procedimentos de
autopsia para estudar e contribuir com médicos e tomadores de decisao [23]. A
autopsia minimamente invasiva guiada por ultrassom € uma alternativa confiavel para
realizar autopsias em casos de COVID-19 pois reduz consideravelmente os custos e
o producao de aerossois [23]. Este € o primeiro estudo a associar os achados da
autopsia oral com um método minimamente invasivo — guiado por videoscopio — como
uma nova abordagem para estudar virus/pandemia, doencas altamente contagiosas
e suas manifestacdes bucais.

A saliva e o fluido crevicular gengival tém sido demonstrados ser fontes de
virus humanos na cavidade oral. Um estudo recente investigou a deteccao de herpes
virus humano na saliva e no fluido do sulco gengival em pacientes com doenca renal
cronica e encontrou prevaléncias diferentes entre esses dois locais [17]. O mesmo foi
evidenciado durante a emergéncia de saude publica internacional, Zika virus;
peptideos foram identificados na saliva identificando um novo caminho para a
transmissdo da doenca [24]. Embora nossa pesquisa néo tenha analisado os
componentes da saliva ou fluido crevicular, observamos a presenca de copia RNA de
SARS-CoV-2 no tecido periodontal mesmo muitos dias apds 0s primeiros sintomas
da doenca. Este achado pode justificar a cavidade como fonte de SARS-CoV-2, como
tem sido consistentemente detectado na saliva [7, 25, 26, 27], sugerindo que pode
estar relacionado ao acesso via cavidade especifica fluido crevicular.

Nos casos apresentados, a infecgao viral parece estar em um padrao de longa
data, sugerindo que, mesmo em pacientes que tiveram um longo curso da doenca, a
infecc&o no tecido periodontal persiste. A presenca de uma alta carga viral de SARS-
CoV-2 na saliva logo apds sintomas de COVID-19 ja é conhecida [28, 27]. Semelhante

ao que encontramos, To et al. tem também relataram que particulas contagiosas de
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RNA viral poderiam ainda ser detectadas em amostras de saliva de alguns pacientes
por 20 dias ou mais ap0s os primeiros sintomas. Nossos dados evidenciaram RNA
viral de SARS-CoV-2 em tecido periodontal até 24 dias ap6s a manifestacdo dos
primeiros sintomas, em alguns pacientes.

Outros estudos tentando indicar alvos potenciais para SARS-CoV-2 mostraram
gue as células do cérebro, plexo corondide [29] e rim podem ser uma fonte
[30,31,32,33] sugerindo que o organotropismo pode indicar o curso que a doenca vai
tomar. Neste estudo, avaliamos um possivel organotropismo que pode influenciar a
transmissibilidade. A saliva € o principal componente das goticulas e responsavel pelo
alto padrao de contagio do COVID-19. Nesse contexto, a presenca de SARS-CoV-2
no tecido periodontal pode ser um dos componentes que contribui com a carga viral
da saliva.

A deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 nos tecidos periodontais chama a atencéo
para possiveis implicacées no tratamento periodontal para pacientes com COVID-19.
Desbridamento supra e subgengival, mesmo sem geracao de aerossois, podem ser
eventos potencialmente contaminantes. Escarificadores ultrassonicos, seringas ar-
agua e pecas de mao para terapia de manutencéo e alisamento radicular sdo mais
propensas a facilitar a transmissao devido ao spray que pode conter particulas em
gotas de saliva, fluido crevicular gengival, sangue e outros detritos. Os Centros de
Controle e Prevencgao de Doengas (CDC, EUA)
(https:/lwww.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/hcp/dental-settings.html) recomendam
gue devem ser priorizadas as visitas urgentes e os profissionais devem seguir 0s
rigidos protocolos de biosseguranca. Os cirurgides dentistas e as equipes
odontoldgicas devem estar cientes da importancia de usar equipamentos de protecao
individual, desinfec¢éo e esterilizacao.

Os resultados desta investigagéo devem ser interpretados com cautela devido
a algumas limitacdes. Primeiro, nossas observacdes sdo baseadas apenas em sete
casos. Possivelmente, uma maior compreensdo da presenca do virus no fluido
crevicular gengival e tecidos surgirdo como novas descobertas quando maiores
nameros de casos forem relatados. Além disso, devido a fatalidade os casos descritos
aqui representam pacientes gravemente enfermos com COVID-19, com periodos
prolongados de hospitalizagdo, ventilagdo mecénica e alimentacdo enteral em
cuidados intensivos, exigindo tubos orais e nasais, que poderia explicar as alteracdes

histopatoldgicas observadas. Finalmente, é possivel que a resposta do tecido
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periodontal seja diferente em individuos com COVID-19 que s&do assintomaticos ou
tém apenas sintomas leves.

Concluimos que a autépsia minimamente invasiva via oral — guiada por
videoscopio — é um procedimento seguro para obter amostras que possam ser
realizadas analises biomoleculares e ensaios histopatoldgicos, incluindo autopsias
realizadas durante uma situacdo de pandemia altamente contagiosa. Este € o
primeiro estudo a realizar autdépsias minimamente invasivas e nossos achados
mostram que o tecido periodontal parece ser um alvo para SARS-CoV-2, podendo
contribuir por muito tempo para a presenca do virus em amostras de saliva. Essas
descobertas podem indicam uma nova abordagem para entender a contaminagao
padrédo de COVID19.
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Figura 3.1 - Autdpsia minimamente invasiva — Guiada por videoscopio — A. Dois profissionais de saude
com equipamento de protecéo individual (EPI) durante o procedimento de autdpsia; B.

Videoscépio (MScope, Karl-Storz Optical 4 mm, 30°) acoplado a um smartphone para
visualizag&o inspecao e remocao de amostras.

Fonte: O autor.

Figura 3.2 - Avaliagdo histopatoldgica — A. Epitélio juncional, sem infiltracao por células inflamatorias
(20 x); B. Pleomorfismo celular e nuclear (20 x); C. Vacuolizacao celular (20 x — seta); D.
Epitélio juncional com edema intracelular e vacuolizacao parabasal (40 x — seta).

Fonte: O autor.
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Tabela 3.1 - Caracteristicas dos pacientes incluidos neste estudo e resultados da detecgdo de SARS-
CoV-2 em tecidos periodontais usando um conjunto de primer/sonda de gene E.

N £ ¢
2 = £
E g 5]
=1 - - =] =
c % e T E S
% c g Period of Time from symptoms CT PCR-RT ER- o
J $ Age DM SAH ] hospitalization (days) onset to death (days) Periodontal tissue =a =
1 F 51 No  No No 14 n Negative No No
2 F 7 Yes  Yes No 1 16 2941 No Yes
3 F 15 No No No 9 24 3323 No No
4 F 74 No Yes No(Ex-smoker) 9 23 27.28 Yes No
5 M 64 Yes Yes No 12 14 3047 No No
[ M 49 Yes No No 13 23 36.55 Yes Yes
7 M 8 No No No 6 10 Negative No Yes

DM: Diabetes melito.
SAH: Hipertenséo arterial sistémica.
CT-PCR-RT: Limiar do ciclo — Reac&o em Cadeia da Polimerase em Tempo real.

Fonte: O autor.
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4 CAPITULO II: MANIFESTACOES ORAIS E SARS-COV-2: UM ESTUDO
POST-MORTEM

A entrada do SARS-CoV-2 na cavidade oral ocorre através do receptor da
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), cuja expressdo foi encontrada no
epitélio ductal da glandula salivar (Liu et al., 2011), lingua (Xu et al., 2020) e tecido
periodontal (Fernandes Matuck et al., 2020). Assim, células com receptores ACE2
podem ser hospedeiras para SARS-CoV-2 e estar relacionadas a manifestacdes
orais de COVID-19 e a respostas inflamatérias orais (Xu et al., 2020). Estudos
preliminares relataram manifestagcbes orais possivelmente relacionadas com a
COVID-19 (Amorim Dos Santos et al., 2020; Ansari, Gheitani, & Heidari, 2020; Martin
Carreras-Presas, Amaro Sanchez, Lépez-Sanchez, Jané-Salas, & Somacarrera
Pérez, 2020). Manifesta¢des clinicas mostrando multiplas leses ulcerativas parecem
ser a caracteristica mais comum. Alguns estudos reportaram manifestacdes orais em
casos suspeitos de COVID-19, mas sem diagnéstico confirmado da infec¢do por
SARS-CoV-2 e acreditamos que isso pode ter influenciado os resultados (Martin
Carreras-Presas et al., 2020). Os autores ndo excluem gque os efeitos do estresse
possam ser um gatilho para o desenvolvimento de lesdes bucais, pois é conhecido
como um possivel fator causal neste tipo de afec¢des (Gallo, Mimura e Sugaya,
2009).

Apresentamos um estudo clinico-patolégico de autépsias de pacientes que
morreram de COVID-19 a fim de elucidar a possibilidade de manifestacfes orais da
COVID-19 pois existem algumas divergéncias na literatura quanto ao efeito do virus
na cavidade oral.

Vinte e seis pacientes falecidos (15 mulheres e 11 homens) com SARS-CoV-2
foram submetidos a exame oral durante os procedimentos de autépsia minimamente
invasiva (Duarte-Neto e outros, 2019). Todos os pacientes apresentavam sindrome
respiratéria aguda grave e foram internados na UTI do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo para suporte ventilatorio
mecanico. Apenas 0s casos positivos de SARS-CoV-2 foram incluidos. Os testes RT-
PCR de SARS-CoV-2 foram realizados durante a internagéao hospitalar ou internacéo
na UTI através de swabs nasofaringeos ou secrecdo broncoalveolar. A média de

idade foi 50 anos (8-76 anos), a média de dias de internagéo foi de 15,30 dias (3-40
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dias), e o numero médio de dias em ventilacdo mecéanica na UTI foi 12,36 dias
(0-43 dias). O tempo médio entre o diagnostico e o 6bito foi de 10,55 dias, e o tempo
médio entre a morte e a autépsia foi de 16,95 horas (5-22 horas). Vinte e quatro
pacientes eram ndo ou ex-fumantes e apenas dois pacientes apresentavam habitos
tabagicos (narguilé e maconha). Dos 26 pacientes, dez (38,46%) estavam livres de
comorbidades e os demais tinham pelo menos uma doenca (ou seja, hipertenséo ou
diabetes).

Um dentista e um otorrinolaringologista examinaram as regifes intraorais e
periorais durante a autépsia. A avaliacdo oral incluiu palato duro, lingua, mucosa jugal
e gengival, pilar tonsilar anterior e labios internos. As bidpsias foram realizadas com
bisturis e pin¢a punch, resultando em multiplos fragmentos : trés fragmentos da lingua
(apice, lateral e posterior), dois fragmentos gengivais de tecidos periodontais, um
fragmento amigdala e um fragmento da mucosa interna do labio. Em pacientes que
apresentavam alguma lesado oral diagnosticada durante a avaliacdo clinica, foram
realizadas biopsias. As amostras de tecidos foram fixadas em formol tamponado a
10% e embebidas em parafina, os cortes foram feitos e corados com hematoxilina e
eosina (H&E). Para a coloracao imuno-histoquimica foi utilizado o anticorpo policlonal
Abcam Anti-HSV1 (Ab9533), e Anti-Glicoproteina B do citomegalovirus
(Abcam17073).

Os pacientes 1 e 2 apresentavam lesdes ulcerativas em labio inferior, bem
como uma lesdo em lingua também. Ambos o0s pacientes eram edéntulos e
permaneceram na UTI sob ventilagdo mecanica por 10 e 25 dias, respectivamente.
Foi realizada bidpsia e a andlise histopatologica revelou infiltracdo difusa de células
mononucleares inflamatodrias, o que valida nossos achados clinicos de lesdes
traumaticas decorrentes do uso de tubos orotraqueais para suporte ventilatorio
mecanico (FIGURA 4.2).

Os pacientes 3 e 4 apresentavam lesdes vesiculo-bolhosas e ulcerativas
dispersas na mucosa oral, lingua e mucosa jugal. A colora¢do imuno-histoquimica foi
realizada e indicou a presenca do herpes virus simplex (HSV-1) em ambos os casos
(FIGURA 4.2). Sabe-se que pacientes criticos tém grande potencial de desenvolver
reativacdo de alguns herpes virus devido a UTI e internacéo prolongada (Simonnet e
outros, 2021). O paciente 3 ainda apresentava coinfec¢cdo por formas fangicas

compativeis com Candida spp (esporos, pseudohifas e hifas).
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O paciente 5 apresentava lesfes ulcerativas e a analise histopatolédgica
mostrou co-infec¢do por coldnias tipicas de Sarcina ventriculi (FIGURA 4.2). S.
ventriculi € um coco gram-positivo que geralmente aparece em bidpsias gastricas com
esvaziamento gastrico tardio e sua presenca pode indicar uma patologia gastrica (Al
Rasheed & Senseng, 2016). Pacientes em estado grave ou pacientes
imunocomprometidos tém maior probabilidade de sofrer infec¢des fungicas invasivas
e co-infeccbes bacterianas e esses achados sdo consistentes com relatérios
anteriores (Salehi e outros, 2020).

A integridade da mucosa oral estava preservada em todos 0s outros casos
(FIGURA 4.1). Nenhum outro paciente examinado apresentou manifesta¢des bucais
atipicas, como les@es vesiculo-bolhosas ou ulceracfes no epitélio queratinizado. As
caracteristicas histopatologicas dos casos sem manifestacao clinica em lingua, papila
gengival, mucosa labial interna e pilar tonsilar anterior mostraram algumas alteracdes
morfolégicas nos queratindcitos do epitélio de revestimento, caracterizadas
principalmente por vacuolizacdo do citoplasma e ndcleo, e as vezes pleomorfismo
nuclear. Raramente foi observada infiltracdo de células inflamatérias mononucleares
ou polimorfonucleares, mesmo em casos de deterioracao oral grave (FIGURA 4.2).

As manifestagdes bucais encontradas em nossos pacientes e as relatadas em
outros estudos corroboram com a hipotese de lesdes orais secundarias induzidas por
coinfeccdo e imunossupressao ocorrendo possivelmente como uma reagao adversa
da terapia e medidas de suporte para a COVID-19 (Amorim Dos Santos et al., 2021,
Amorim Dos Santos et al., 2020; Martin Carreras-Presas et al., 2020; Putra, Adiarto,
Dewayanti, & Juzar, 2020).

A auséncia de lesdes bucais relacionadas ao SARS-CoV-2 em nossa
casuistica néo exclui a possibilidade da presenca viral nos tecidos orais. Uma vez que
0 novo virus tenha este organotropismo distinto, é l6gico que médicos e dentistas
tentem buscar uma ligacéo entre uma nova doenca e achados orais (Puelles et al.,
2020). Andlises histopatolégicas, imuno-histoquimicas e biomoleculares sdo o
padrdo-ouro para a compreensao das relacdes de causa e efeito e, portanto, sdo
essenciais para uma correta ligacdo entre manifestacoes e infecgéo por SARS-CoV-
2.

Pacientes internados em UTI sdo susceptiveis a lesdes decorrentes da

ventilagdo mecanica, alimentacéo enteral, tubos orotraqueais e deterioracao da
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saude (Dziedzic & Wojtyczka, 2020). Portanto, exames clinicos e fisicos séo
altamente recomendados e indispensaveis durante o periodo de internacdo e as
vezes devem incluir bidépsias quando necesséario. A bidpsia € uma ferramenta
importante para relacionar condicdes clinicas a agentes etioldgicos. Outros estudos,
principalmente aqueles em manifestacdes pulmonares, estao tentando encontrar uma
correlacdo entre caracteristicas histopatologicas e condi¢des clinicas (Duarte-Neto et
al., 2020). Em manifestacdes cutaneas, as analises histolégicas mostram infiltrado
inflamatorio inespecifico, 0 que € consistente com outros exantemas virais (Amatore
etal., 2020). Em nosso estudo, realizamos bidpsia post-mortem em alguns sitios orais
devido a presenca de algumas atividades inflamatorias, sendo que em alguns casos
encontramos a presenca do virus herpes simplex. Avaliagbes in situ devem ser
consideradas (por exemplo, hibridizacdo ou imuno-histoquimica para SARS-CoV-2)
para saber se essas lesbes estdo relacionadas a condigcbes externas ou efeito
citopético.

As manifestactes orais de COVID-19 encontradas em nosso relato de caso
post-mortem sdo lesdes secundarias relacionadas a eventos traumaticos,
coinfec¢cdes envolvendo bactérias, Candida spp, Sarcinia ventriculi, virus herpes
simplex, comprometimento imunoldgico devido a propria doenca e reacdes adversas
das intervencdes terapéuticas. A maioria dos pacientes falecidos avaliados tiveram
internacdo de longo prazo, receberam suporte de ventilagdo mecanica e alguns
desenvolveram lesdes bucais durante a internacdo. Diferente do que a literatura
sugeriu no inicio da pandemia, as lesdes orais encontradas em casos graves de
pacientes infectados com COVID-19 parecem néo estar relacionadas

especificamente ao SARS-CoV-2 ou a um evento citopéatico que afeta a mucosa oral.
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Figura 4.1 - Aspectos clinicos de regifes orais em pacientes falecidos por COVID-19. A, B:
Descamacdo epitelial devido ao choque, integridade da mucosa mastigatoria
preservada; C, D E: Pacientes sem altera¢des na integridade da mucosa; F, G: Presenca
de deterioragdo da saude bucal com carie e perda dentaria; H, I, J: Les&o ulcerativa —
Seta apontando lesfes eritematosas na lateral de lingua, palato e gengiva; K: Grandes
lesBes ulcerativas em labio inferior devido a trauma causado pelo uso prolongado de
tubo orotraqueal; H: Les8es ulcerativas na parte superior e labio inferior, estendendo-se
até a gengiva e lingua. Barras da escala: 50 ym. 79 x 160 mm (300 x 300 DPI)

Fonte: O autor.
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Figura 4.2 - Fotomicrografia de um bloco de células dos pacientes retratados na FIG 4.1. H — A;
coloracdo hematoxilina e eosina de rotina (HE). Amostra de leséo ulcerativa em labio
inferior. Cocos de Sarcina ventriculi caracterizados por mdltiplos arranjos tetraédricos,
gram-positivos basofilicos, coloridos, espalhados no epitélio. B, C: Imuno-histoquimica de
um bloco de células - anti-HSV1 (abcam9533), Amostra de uma lesédo ulcerada no dorso
da lingua e mucosa bucal. Imunopositividade observada no interior da célula epitelial a
partir da camada basal. 100 x 179 mm (96 x 96 DPI)

Fonte: O autor.
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5 CAPITULO lIl: ANALISE HISTOPATOLOGICA DAS PAPILAS GUSTATIVAS
EM AMOSTRAS OBTIDAS DE PACIENTES QUE FALECERAM DE COVID-109.

5.1 INTRODUCAO

A doenca coronavirus 2019 (COVID-19) se tornou a maior pandemia desde a
pandemia de influenza (H1IN1) de 1918. O virus SARS-CoV-2 se espalhou
rapidamente em todo o mundo e o contagio ocorre por tosse e espirro com goticulas
infectadas [1]. Muitos sintomas nao respiratérios de COVID-19 foram relatados.
ManifestagcOes orais de COVID-19, incluindo dor de garganta, perda de paladar, boca
seca, ulceracdo e vermelhiddo da mucosa oral foram relatadas [2, 3]. No entanto, as
manifestacbes bucais parecem estar relacionadas ao comprometimento imunoldgico
devido a propria doenca e as reacfes adversas das intervencdes terapéuticas [4].
Além disso, a presenca de disturbios gustativos parece ser um sintoma frequente, com
frequéncia variando de 5,6% a 82% dos pacientes [3].

Os disturbios gustativos encontrados em pacientes com COVID-19 séo
relatados como hipogeusia, uma diminuicdo do paladar; disgeusia que é uma
alteracdo do paladar; e, por ultimo, ageusia que é representada por uma perda
completa do paladar. Uma revisdo sistematica (analisou 33 estudos transversais,
10.220 pacientes) relatou 45% de alteragdo do paladar incluindo disgeusia,
hipogeusia e ageusia com duracao principal de 15 dias. Observou-se associacao
entre disgeusia e casos leves/moderados de COVID-19 [2]. Outro estudo transversal
relatou que de 125 pacientes com disturbios do paladar e do olfato, 11,5% nao tiveram

recuperacéo alguma [5].

O virus SARS-CoV-2 infecta as células hospedeiras por uma via de membrana
superficial. O dominio de ligagdo ao receptor da proteina viral liga-se inicialmente a
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2). A proteina furina permite a interacao
do virus com ACE2 e cliva uma de suas subunidades spike (S1). A protease
transmembrana serina 2 (TMPRSS2), outra protease ligada a membrana, cliva a
outra subunidade do virus (S2) e expde o0 peptideo para a fusdo da membrana da

célula hospedeira. Esses eventos levam a fuséo entre o envelope viral e a membrana



60

da célula hospedeira e, assim, o genoma viral € liberado no citoplasma da célula

hospedeira [6].

Estudos tém demonstrado a presenca dos receptores ACE2 e TMPRESS2 na
cavidade oral expressos na camada intermediaria do epitélio escamoso das papilas
da lingua, mucosa bucal, também coexpressos no epitélio ductal e células acinares
das glandulas salivares [7]. Copias de RNA de SARS-CoV-2 foram detectadas em
varios tecidos orais, incluindo o epitélio ductal da glandula salivar, lingua, assoalho

da boca, mucosa bucal e tecido periodontal [8-11].

O mecanismo subjacente a presenca de distarbios gustativos e manifestacfes
orais é atualmente desconhecido. Para esclarecer a patogénese viral associada as
manifestagcdes orais de SARS-CoV-2 e ao comprometimento do paladar relacionado
a infeccao e para aplicar ainda mais as informag¢des no manejo de pacientes com 0s
distarbios, é fundamental identificar o subconjunto de tecidos que é o alvo direto de
SARS-CoV-2. Relatamos nossa pesquisa descrevendo uma técnica minimamente

invasiva de autépsias para entender os mecanismos da COVID-19 na cavidade oral.

5.2 MATERIAL E METODOS

O conselho de ética institucional e federal aprovou o estudo sob o nimero de
protocolo 30364720.0.0000.0068, e as autépsias minimamente invasivas foram

realizadas apés obter o consentimento informado dos familiares mais préximos.

Os pacientes que testaram positivo para SARS-CoV-2 via swab nasofaringeo
foram submetidos a autdpsias minimamente invasivas, guiadas por videoscopio.
Esses procedimentos foram realizados no Servico de Autdpsia da Universidade de
Sao Paulo e no centro de pesquisa PISA da Faculdade de Medicina da Universidade

de Sao Paulo.

Para obter amostras de papilas posteriores da lingua, realizamos uma autépsia
minimamente invasiva e usamos bidpsias post-mortem guiadas por ultrassom,

seguindo protocolos de seguranca estabelecidos que foram descritos anteriormente
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[12]. A autépsia minimamente invasiva foi realizada por uma equipe multidisciplinar
composta por um patologista bucomaxilo facial, um otorrinolaringologista e um
técnico de autopsia. Para visualizar e localizar os tecidos das papilas da lingua na
cavidade oral, utilizamos um sistema de video endoscépio comum (MScope — Karl-

Storz Optical, Tuttlingen -Alemanha), conectado a um smartphone.

Um procedimento padronizado foi seguido para todas as autOpsias: uma
incisdo de 15 cm foi feita em um saco plastico de seguranca que envolvia o cadaver,
com a abertura criada no plastico na regido do labio superior para permitir 0 acesso
do endoscépio aos locais intraorais. O endoscopio oOptico foi utilizado para localizar o
tecido da papila lingual. Como né&o havia fluxo salivar, utilizamos gaze embebida em
detergente enzimético (Riozyme — Rioquimica, Brasil) para limpar a contaminacao da
superficie ao redor da area da bidpsia. Pinga Takahashi foi entdo usada para pingar
e coletar amostras de tecido do local, com o endoscépio servindo como guia visual.
Depois de coletadas as amostras, elas foram dissecadas em duas partes
semelhantes ao longo do eixo longitudinal. Uma parte foi fixada em formalina para
analises histopatolédgicas, enquanto a outra parte foi congelada a -80°C e enviada
para analises moleculares. Por fim, a abertura do saco plastica foi fechada com

adesivo transparente para minimizar o risco de contagio.

A extracdo do acido nucléico total (DNA/RNA) das amostras foi realizada com
o Kit Extracta — RNA e DNA Viral em equipamento de extracado automatizada Extracta
32 (Loccus do Brasil, Ltda, Brasil) seguindo instrucées do fabricante. Antes da
extracdo, foi realizada uma etapa de maceracdo dos tecidos. O RNA viral foi
detectado com o kit de reagente SARS-CoV-2 RT-qPCR (PerkinElmer, Finlandia). As
amostras foram consideradas positivas quando um ou mais alvos (gene N e gene

ORF1ab) apresentavam valor de Ct <42, conforme informado pelo fabricante.

Para a realizac@o dos ensaios imuno-histoquimicos, foram obtidos cortes de 3
pm de blocos de tecidos fixados em solugéo de formol a 10% e embebidos em
parafina. Essas secbOes foram entdo montadas em laminas StarFrost®
silanizadas/polarizadas (Knittel Glaser, Brunsquive, BS, Alemanha) usando a técnica
de bloqueio da atividade de ligagdo a avidina. Onze amostras de papilas foram
submetidas a imuno-histoquimica usando um anticorpo monoclonal de camundongo
(6H3) da GeneTex Inc, Irvine, CA, EUA, para detectar o antigeno do nucleocapsideo

SARS-CoV-2. O anticorpo foi diluido a 1:2.000 e a recuperagéo antigénica foi
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realizada com tampao citrato em pH 6,0. A amplificacdo do sinal foi obtida usando
um polimero conjugado com fosfatase alcalina (Polink-2 AP, cat. # D24-110; GBI
Labs, Bothell, WA, EUA) e revelada usando o cromégeno Fast Red permanente (GBI-
Permanent Red Substrate, cat. # C13-120; GBI Labs). As reacdes seguiram
protocolos padronizados validados em nossos laboratérios, utilizando controles
positivos e negativos para ACE2 (Abcam, Cambridge, UK; ab15348 na diluicdo de
1:2500, tempo de incubacéo de 30 min, em tampé&o citrato pH 6,0) e TMPRSS (Abcam
; ab109131, diluicdo 1:2500, tempo de incubacdo de 30 min em tampao citrato a pH
6,0). Para ambos, a amplificacdo do sinal foi realizada usando Reveal Biotin — Free
Polyvalent HRP (Spring Bioscience Corp, Pleasanton, CA, EUA). A coloracéo positiva

foi considerada semelhante aos controles positivos pulmonares.

O controle negativo foi estabelecido usando amostras de quatro pacientes que
morreram por outras causas, selecionados aleatoriamente com resultados negativos
de RT-gPCR para SARS-CoV-2 em tecido de papila lingual e swab nasofaringeo.

Esses protocolos foram validados em nosso laboratério.

5.3 RESULTADOS

A média de idade dos pacientes que morreram por complicacdes do COVID-
19 foi de 64 anos (8-76 anos), 7 pacientes eram do sexo masculino, 4 do sexo
feminino e incluimos 4 pacientes no grupo de controle negativo. O numero médio de

dias entre os primeiros sintomas e a morte foi de 22,81 dias (9 - 39 dias).

Todos os pacientes apresentavam sindrome respiratoria aguda grave e foram
internados na UTI do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo para suporte ventilatério mecanico. Os sintomas mais
frequentes foram febre, tosse e dispneia. A maioria desses pacientes apresentava
pelo menos uma comorbidade preexistente, como diabetes mellitus, hipertenséao
arterial sistémica, doenca maligna, doenca cardiovascular, asma ou qualquer
condicdo imunossupressora. Houve apenas um paciente livre de comorbidades e

apenas nao fumantes foram incluidos.
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A analise histopatologica quantitativa revelou alteracfes na estrutura dos
gueratinécitos do epitélio. Essas alteracfes incluiam a presenca de vacuolos no
citoplasma e no nucleo, bem como varia¢des ocasionais no tamanho e na forma dos
nacleos. Em seis (6) analises foi observada a presenca de trombos endoteliais e
degeneracao neural. Em um grau de inflamagéo de O a 3 (sendo O a auséncia de
inflamacéo e 3 o maior grau de inflamacéo tecidual), a maioria dos casos avaliados
apresentou inflamacao grau 2. Dentre os casos explorados, 8 apresentaram edema
endotelial. Nenhuma amostra revelou ulceracdo epitelial. Algumas amostras
apresentaram co-infecgcdo por formas fungicas compativeis com Candida spp
(esporos, pseudo-hifas e hifas) (FIGURA 5.1).

Por imuno-histoquimica, a imunomarcacgéo do anticorpo anti-SARS-CoV-2 em
células positivas foi citoplasmatica, membranosa e nuclear. A expressao foi
observada em camadas epiteliais como em tecidos conjuntivos, células endoteliais,
células acinares e ductais, adipdcitos e células musculares esqueléticas. As células
nervosas também expressaram positividade para imunomarcacdo de SARS-CoV-2.
A imuno-histoquimica foi positiva em todos os 11 casos positivos testados, embora
as amostras expressassem diferentes escores de coloracdo. Tanto o epitélio
glandular (células acinares e ductais) quanto as células endoteliais apresentaram
intensa expressao dos receptores ACE2 e TMPRSS. Células inflamatérias, como
linfécitos, plasmacitos, neutréfilos e macrofagos expressaram sinais positivos de
ACE2 e TMPRSS2 (FIGURA 5.1).

Detectamos SARS-CoV-2 por rRT-PCR em 7/11 amostras de tecidos de
papilas de lingua com um valor médio de limiar de ciclo (Ct) (conjuntos de
primer/sonda E) de 36,60 (25,33-37,17) (TABELA 5.1).

5.4 DISCUSSAO

Apresentamos as caracteristicas moleculares e histopatoldgicas observadas
em onze autopsias de pacientes com COVID-19 no Brasil. Sete amostras de tecido
de papila lingual de pacientes falecidos foram positivas para rRT-PCR. Uma amostra

de um menino de 8 anos foi indefinida. Os aspectos patolégicos da COVID-19 em



64

criangas ainda ndo estdo claros, mas esse resultado pode indicar uma carga viral
menor. Nossos dados ndo foram capazes de determinar as cépias de RNA do virus

em pacientes que apresentaram um curso da doenga com duracao superior a 30 dias.

As andlises histopatolégicas mostraram algumas alteracdes morfolégicas nos
queratinécitos do epitélio de revestimento, caracterizadas principalmente por
vacuolizac&o do citoplasma e nucleo, e por vezes pleomorfismo nuclear. A maioria
das amostras analisadas apresentou algum infiltrado de células inflamatérias
mononucleares ou polimorfonucleares. Essas células inflamatorias expressaram
sinais imuno-histoquimicos positivos de ACE2 e TEMPRSS2. Em contraste com um
estudo imuno-histoquimico anterior que encontrou menos de 20% das células
inflamatorias expressando um sinal ACE2 positivo em amostras de tecido da lingua,
este estudo observou resultados diferentes, apesar de ter um nimero semelhante de
pacientes [13]. Necrose, inflamacdo e vasos com marginagdo de trombos foram
alteracdes encontradas em amostras de tecido cerebral de pacientes falecidos por
COVID-19 e publicadas por um grupo paralelo da mesma instituicdo de saude desta
pesquisa [14]. Embora ndo tenhamos encontrado necrose em nossas amostras

analisadas, trombos e degeneracdo neural foram observados com frequéncia.

ACE2 e TMPRSS2 sédo receptores necessarios para a entrada do virus SARS-
CoV-2. Esses receptores estdo presentes principalmente nas células do epitélio
olfatorio. O dano ao epitélio olfativo é o mecanismo identificado como a causa mais
provavel dos disturbios olfativos causados pelo SARS-CoV-2, que podem ser
agravados por lesdes no sistema nervoso central [3]. A expressao epitelial de ACE2
e TMPRSS2 encontrada nesta investigacdo aponta para um mecanismo periférico
semelhante de ageusia, ndo mediado centralmente. Semelhante ao que
encontramos, algumas pesquisas baseadas em sequenciamento de RNA nao
confirmaram a expresséao das proteinas de entrada do virus em neurdnios receptores
olfativos, portanto, o SARS-Cov-2 parece ter como alvo principal células néo

neuronais [15].

Células receptoras de sabor (TRCs) sao células epiteliais especializadas
responsaveis por distinguir entre os cinco sabores basicos: salgado, doce, amargo,
umami e azedo. Todas as papilas gustativas contém trés tipos de TRCs: tipo |

(salgado), tipo Il (doce, amargo e umami) e tipo Il (azedo). Descobertas recentes
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indicam que o receptor ACE2 esta presente nos TRCs tipo Il nas papilas gustativas
das papilas da lingua, sugerindo que o virus pode se replicar nas papilas gustativas,
0 que poderia explicar as mudancas no paladar que alguns pacientes com COVID-19

experimentam [16].

As observacoes deste estudo devem ser interpretadas com cautela devido a
algumas limitacbes, pois se baseiam em apenas onze casos. Uma maior
compreensado do papel do virus nas papilas gustativas surgird quando um ndamero
maior de casos for relatado. Os casos fatais aqui descritos representam pacientes
graves com periodos prolongados de internacao, ventilagdo mecanica e alimentacéo
enteral, necessitando de sondas orais e nasais, 0 que poderia explicar algumas das
alteracbes histopatolégicas observadas. Além disso, como apresentamos casos
fatais, ha um entendimento pobre sobre a ageusia, embora uma autopsia verbal tenha
sido realizada para coletar informagfes sobre os sintomas de um individuo
familiarizado com o falecido. Por fim, é possivel que as alteracdes observadas sejam

diferentes em individuos com COVID-19 assintoméaticos ou com sintomas leves.

Para entender completamente os mecanismos por tras da disfuncdo do
paladar em pacientes com COVID-19 e desenvolver tratamentos eficazes, €
importante integrar dados de metodologia single-cell e informacdes espaciais,
utilizando técnicas como a transcriptémica espacial. Isso permitira identificar os tipos
de células afetadas pelo virus e obter informacdes sobre os mecanismos subjacentes
a disfuncao do paladar. Além disso, o estudo das papilas gustativas no nivel de uma
Unica célula pode revelar novos alvos terapéuticos que podem ser explorados para
tratar a disfuncédo do paladar em pacientes com COVID-19. A integracdo dos dados
da metodologia de single-cell com a transcriptomica espacial permite o
desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para a disfuncdo do paladar em
pacientes infectados e pode ter implicagdes mais amplas para a compreenséo do

impacto do virus em outros tecidos e 6rgaos.
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Tabela 5.1 Descricdo das amostras de papilas gustativas

Caso  Género Idade Intervalo CTRT-PCR DM  HAS Grau de Trombo Degeneragio Tumefagéo

sintoma inflamagédo Meural Endotelial

- dbito

(dias)
1 M 51 31 Negativo N N | S S N
2 F 71 16 31,62 S S I S N S
3 M 67 10 377 N S 1l S S S
4 F 74 23 25,33 S N I N N N
5 M 64 14 30,1 S 3 I S N S
6 M 49 23 32,63 S N I N S S
T F 38 9 34,36 N N | N S N
8 M 8 10 Negativo N N | S N S
9 M 74 29 32,92 N 3 | N S S
10 M 76 47 Negativo N N I S S S
11 F 54 39 Negativo N N | N N N

(S=Sim; N=N&o; DM=Diabetes Mellitus; HAS=Hipertensdo Arterial Sistémica).

Fonte: O autor
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Figura 5.1. Achados histolégicos de bidpsia post-mortem: Papilas linguais de paciente falecido por
COVID-19: (A) Epitélio mostrando coloracdo positiva para SARS-CoV-2. Epitélio de
revestimento caracterizado por pleomorfismo nuclear. Nervo periférico (seta preta) ao lado
de um vaso sanguineo (seta vermelha); (B) Imunohistoquimica para SARS-CoV-2, mais
intensa direcionada a células suprabasais em relacdo as células basais. (C) Glandula
salivar menor mostrando colorac¢do positiva para SARS-CoV-2 e infiltracdo inflamatéria
difusa. Isso suporta a heterogeneidade que pode ser encontrada em diferentes locais da
cavidade oral; (D) Imunohistoquimica para SARS-CoV-2. Sec¢éo longitudinal e transversal
de nervo periférico (setas pretas) ao lado de um vaso sanguineo (seta vermelha); (E)
Imunohistoquimica do receptor TMPRSS, direcionada a proteina humana TMPRSS
(marrom), revelando coloragdo no endotélio (presenca de endotelite com edema endotelial
- seta vermelha). Nervo periférico (seta preta); (F) Imunohistoquimica do receptor ACE2.
Expressdo de ACE2 foi observada nos nucleos e citoplasma de células endoteliais da
lingua. Infiltracdo inflamatdria difusa abaixo da camada basal
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Fonte: O autor.
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6 CONCLUSAO

A utilizacédo de varias metodologias para estabelecer um padréo de evidéncia
desempenha um papel crucial na constru¢do do conhecimento cientifico. Ainda ha
poucos estudos que relacionam achados histopatologicos e biomoleculares com
infeccbes respiratérias na cavidade oral. Compreender a interacdo entre esses
patdgenos e os tecidos presentes na cavidade oral pode ser uma estratégia assertiva
para melhorar a compreensao dos padrdes de contaminagéo e dos mecanismos de
disseminacao dessas doencas.

Em meio a uma crise epidemiolégica global, o projeto em questdo buscou
aproveitar a disponibilidade de material bioldgico para colaborar com pesquisadores
e laboratorios de diversas areas de expertise clinica, fisiopatolégica e molecular. O
objetivo foi construir um quadro significativo da distribuicdo e dos possiveis papéis
do SARS-CoV-2 na cavidade oral.

Foi constatado que o epitélio da cavidade oral pode servir como um
reservatorio para o SARS-CoV-2, uma vez que ndo apenas é capaz de armazena-
lo, mas também favorece sua proliferacdo. A presenca do virus em tecidos da
cavidade oral foi confirmada, o que sugere a saliva como um vetor de transmissao,
inclusive em pacientes assintomaticos. O tecido periodontal se comportou como alvo
para SARS-CoV-2, e pode contribuir por muito tempo para a presenca do virus em
amostras de saliva

A utilizacdo de autopsias minimamente invasivas para obtencdo de amostras
€ uma maneira eficaz para o entendimento do processo doenca/paciente de uma
forma mais completa uma vez que € possivel analisar tecidos de diferentes 6rgéaos.
Essa metodologia permite uma compreenséo dos achados em tecidos especificos e
permite também observar sua relevancia para o paciente como um todo. Essa
abordagem permite a percep¢ao do comportamento dos tecidos da cavidade oral
diante de diferentes reacdes do 6rgdo alvo, incluindo manifestacdes orais
relacionadas ao SARS-CoV-2. Além disso, permite avaliar a gravidade do

acometimento pulmonar e das vias aéreas em pacientes com infeccao respiratoria.
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Durante muito tempo, a autépsia tem sido considerada um método de estudo
gue possibilita uma analise integral do individuo e do processo de doenca, permitindo
a integracdo entre diferentes especialidades médicas. Contudo, neste projeto, foi
possivel demonstrar que a inclusdo de técnicas para a obtencdo de amostras da
regido de cabeca e pescoco, bem como a presenca de profissionais da odontologia
em servigos de autopsia, pode ampliar esse campo de pesquisa. Além disso, pode
fornecer fundamentos para a rede de salde publica e gestdo para uma retomada
segura dos atendimentos em saude bucal em um momento critico do sistema. Essa
abordagem também destaca a importancia de novos protocolos de biosseguranca
para a realizagdo de procedimentos ambulatoriais que envolvam fluidos da cavidade
nasal e oral, seja através do contato direto com goticulas de saliva ou da presenca
de sprays de aerossol no ar.

Embora existam possibilidades de correlagédo, ndo foi conclusivamente
demonstrado que o SARS-CoV-2 seja capaz de causar lesbes e manifestacdes
bucais clinicamente evidentes como agente primario. Entretanto, a andlise dos
resultados indicou que, assim como em outros 6rgaos, a saude geral deteriorada e
as complicacfes associadas a gravidade do quadro nos 6érgaos centrais afetados
(juntamente com o prolongado tempo de internacéo) parecem ter uma influéncia

maior no aparecimento de lesdes orais do que a propria infec¢ao pelo SARS-CoV-2.
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biépsia post-mortem serd realizada por pungao de

6rgdos-alvo guiada por ultrassom ou sonda fibro-optica, por meio de sistema com agulhas Tru-CutRsemi
automaticas coaxiais de 14G, com 20 cm

de comprimento. Os seguintes 6rgdos serdo biopsiados: pardtida, glandula submandibular, glandula salivar
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e de ultraestrutura. As amostras serdo submetidas a analise histopatolégica, assim como, reacbes de
imunohistoquimica para SARS-CoV-2, ACE2,

TMPRSS2 e FURINA. A caracterizacao da inflamagao sera feita a partir da realizaclo das reacbes de IHC
para CD4, CD8 CD68, IL6, IL10.As

Amostras congeladas serdo submetidas a reagao de PCR para SARS-CoV-2 e andlise da ultraestrutura por
microscopia eletrdnica de transmissdo.
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Identificar a presenga do SARS-CoV-2 nas glandulas salivares e tecidos periodontais de casos fatais de
COVID-19; Caracterizar as alteragbes celulares do sistema glandular salivar de pacientes que morreram em
decorréncia da COVID-19; Quantificar a

expressao tecidual dos receptores ACE2, TMPRSS e Furina nos tecidos glandulares e periodontais de
pacientes que morreram em decorréncia da

COVID-19 e casos controles, Caracterizar as alteragcbes da ultraestrutura das células acinares, ductais e
miofibroblastos infectadas pelo SARSCoV-2; Caracterizar as alteragdes da ultraestrutura
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dos Fibroblastos e queratindcitos dos tecidos periodontais infectados pelo SARS-CoV-2; Quantificar a
expressao imunohistoquimica do antigeno Anti-SARS-CoV-2 nas amostras coletadas de periodonto e
glandulas salivares.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Ndo ha riscos aos cadaveres, os procedimentos realizados sdo inerentes a autopsia minimamente
invasiva ja realizada no centro de pesquisa em casos advindo do hospital das clinicas da faculdade de
medicina da universidade de Sao Paulo

Beneficios: A identificagao do virus em tecidos glandulares e periodontais, podem explicar a presenga da
alta carga viral no fluido salivar em diferentes estagios da doenga. Sendo este um érgao alvo de entrada do
virus no corpo humano, assim como, uma importante via de contaminagao pessoa-pessoa.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Pesquisa bem descrita e detalhada a respeito da pesquisa do SARS-CoV-2 em tecidos. Pesquisa sera
realizada por equipe treinada em relacao a autopsia minimamente invasiva. Apresenta descricdo detalhada
da coleta do material e do processamento do mesmo.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Apresenta TCLE ja aprovado em projeto anterior pela CONEP (CAAE: 30364720.0.0000.0068), sendo bem
descrito, e de forma simples ao familiar/ responsavel legal. Apresenta todos os itens que um TCLE deve
apresentar, e deixa bem explicitos os beneficios da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Pesquisa importante para o entendimento da fisiopatologia do virus SARS-CoV-2 nos tecidos que
apresentam os recepetores ACE2. Apresenta financiamento ja aprovado para a elaboragao do mesmo
(aprovacdo de projeto anterior CAAE: 30364720.0.0000.0068). Projeto bem descrito tanto em relaglo a
coleta do meterial e sua andlise.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 - cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado;b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final, cjapresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgéo do projeto ou a ndo publicacdo dos resultados.

Enderego: Rua Ovido Pwes de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerquess Cesar CEP: 05403010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telofone: (11)2661.7585 Fax: (11)2661.7585 E-mail:  cappesq.admEhe fm usp. be
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

SV

Investicador

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagia
Informagdes Basicas| PB_INFORMACCES_BASICAS DO P | 05/04/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1697890, pdf 10:15:11
Outros docdigital. pdf 05/04/2021 |Luiz Fernando Ferraz| Aceito

_ 10:14:35 | da Silva
Cronograma cronograma. padf 05/04/2021 |Luiz Fernando Ferraz| Aceito
10:13:20 | da Silva
Declaracio de custos. pdf 05/04/2021 |Luiz Femando Ferraz| Aceito
Instituicio & 10:12:32 | da Silva
Infraestrutura
Declara¢io de CartaCompromissoDoutorado_pdf 050472021 |Luiz Fernando Ferraz| Aceito
Pesquisadores _ 10:11:20 | da Silva
Declaragio de SVO_pdf 05/04/2021 |Luiz Fernando Ferraz| Aceito
Instituicio & 10:10:03  |da Silva
Lnfraestutura
Folha de Rosto folhaderosto. pdf 300372021 |Luiz Fernando Ferraz| Aceito
11:26:20 |da Silva
TCLE / Termos de | TCLEZ.docx 30/0372021 |Luiz Fermando Ferraz| Aceito
Assentimento / 11:21:43  |da Silva
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| projetodochMatuckBurnsglsalivar docx 05/02/2021 |Luiz Fermnando Ferraz| Aceito
Brochura 21:11:09  |da Silva

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacido da CONEP:

MNéo

Enderago:

Balrro: Cerguesrs Cesar
Municipio: SA0 PAULD

(11 |2661-T585

UF: 5P
Telefome:

SA0 PAULO, 03 de Maio de 2021

Aszszinado por:

ALFREDO JOSE MANSUR

(Coordenador({a))

Fua Ovidio Pires de Campos, 225 5% andar

CEP: 05.403-010

Fax: [11)2661-T585

E-mail:

cappesg.adm@hc frm.usp.br
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Estudos da COVID-19 fatal por meio da autopsia minimamente
invasiva guiada por ultrassom
Pesquisador principal — Marisa Dolhnikoff
Cargo / Fung¢io — Professora do Departamento de Patologia da FMUSP
Inscricio Conselho Regional de Medicina (CEM): 54500
Unidade do HCFMUSP: FMUSP, Departamento de Patologia
Departamento/Instituto — Departamento de Patologia/ Faculdade de Medicina da USP

Convidamos ofa) Sra. para participar desta pesquisa “Estudos da COVID-19 fatal por meio da
autopsia minimamente invasiva guiada por ultrassom™.

Uma pessoa de sua familia ou sob sua responsabilidade faleceu e o5 médicos que a atenderam
solicifaram a realizagio de uma autopsia para esclarecer melhor todas as possiveis causas da
morte. Atualmente, em alguns paises ja se realizam autopsias associadas aos exames de imagem,
como por exemplo, ultrassonografia e tomografia. os quais tém contribuido para explicar melhor
os motivos da morte desta pessoa.

O Hospital das Clinicas-FMUSP esta implantando aqui a autopsia minimamente invasiva
dirigida pela ultrassonografia (AMI-US), que consiste na coleta de tecido de virios orgios
para avaliacio microscopica. uvfilizando-se uma puncio por agulha, sem necessidade de
realizacio de aufodpsia com abertura do corpo. Em casos especificos, ou seja, quando houver
suspeita de eventos cardiovasculares com compromefimento de vasos de grande ou médio
calibre, incluindo tromboembolismo pulmonar e infarto agudo do miocardio, sera realizada
abertura de até 3.0 cm no torax para retirada de fragmentos maiores de coragdo e pulmio. A
avaliagio do tecido coletado permitira complementar os resultados obfidos pelos exames clinico-
laboratoriais no diagnostico da causa da morte e comorbidades e propiciara o estudo da patogenia
dessa nova doenga (COVID-19). Os tecidos coletados serdo armazenados de forma adequada sob
minha responsabilidade, e irdo fazer parte de um biorrepositorios de covid19. O biorrepositorio
€ uma cole¢io de material biologico humano, coletado e armazenado ao longo da execucdo do
estudo, conforme o regulamento e normas técnicas, éticas € operacionais pré-defimidas, sem fins
COMErciais.

Por 1sso, solicitamos sua autorizagdo para o estudo do tecido coletado pela Autopsia
Minimamente Invasiva e do sangue coletado para exames laboratoriais e para o armazenamento
dos tecidos em nosso biorrepositorio para estudos futuros.

Embora ndo haja beneficios diretos para a pessoa, a analise do tecido coletado ira contribuir
para o entendimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da COVID-19.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel
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Fstndos da COVID-12 fatal por meio da anfopsia minimamente invasiva goiada por Confidencial
nlirassem

Termo de Consentimento Livre @ Esclarecido versao 1 de da de

Home do pesquisader: Aarisa Dolhmiloeff

Hospital das Clinicas Bubrica do
da Famldade De Participante da Pesguisa [Bepresentante Legal Fubrica do Investigador
Medicina da USP Fesponsavel

Em qualquer etapa do estudo, voce tera acesso aos profissionais responsavels para
esclarecimento de eventuais dividas. A imvestigadora coordenadora do estudo € a
professora Marisa Dolhnikoff do Departamento de Patologia da FMUSP. Ela pode ser
encontrada na Av. Dr. Arnaldo, 455 — 1° andar — sala 1155 no telefone (11) 3061-8521.
Se voce tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, enire em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)— Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5 andar
—tel: (11) 2661-7585, (11) 2661- 1548, (11) 2661-1549, das 7 as 16h de segunda a sexta
feira ou por e-mail: cappesq.adm@hc fm usp br

Mesmo tendo fornecido seu consentimento, voce podera refira-lo a qualquer momento.
Nesta situacio o tecido coletado nio sera utilizado para pesquisa.

Todos os dados serdo vfilizados exclusivamente para fins de pesquisa e as informacdes
de 1denfificacdo serdo mantidas sob sigilo, garantindo a confidencialidade. Os dados
serao analisados em conjunto com outros pacientes, nao sendo divulgada a identificacio
de nenbum paciente em particular seja por nome oOU imagem que permita sua
identificacdo.

Informamos ainda que n3o ha despesas adicionais para os familiares / responsaveis em
qualquer fase do estudo, inclundo os exames realizados. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a participacio.

Os familiares/responsaveis tém direifo de serem mantidos atualizados sobre os
resultados parciais do estudo.

O material obtido da autopsia minimamente invasivo sera armazenado em um
biorreposiforio e sera analisado pelo grupo de pesquisa deste estudo e de seu colaborador
no exterior, respeitando as normas eticas previstas em lei (Resolugdo CNS n° 441 de
2011, itens 1.1l e 21I).

Porém pode acontecer que futuramente seja imteressante usar estas amostras para
outros
trabalhos de pesquisa. Neste caso, ha necessidade de consulta-lo para autorizar o uso
deste material?



(.....) SIM. Eu quero ser consultado para autonizar ou ndo cada pesquisa fufura com o
matenal.

(..)NAO. Eu dispenso a autorizagdo para cada pesquisa e estou informado (a) que a

Comité de Efica em Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) 1ra

examinar a nova pesquisa e decidir sobre a utilizacdo ou nio do material.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram hidas para mum. descrevendo a pesquisa “Estudos da COVID-19 fatal por meio da
aufopsia minimamente invasiva guiada por ultrassom™.

[Estudos da COVID-19 fatal por meio da aufepsia minimamente invasiva gniada per Confidencial
olirassom

Termo de Consentimente Livre e Esclarecide versio 1 de de de

MNome do pesguisader: Foabrica do
Mariza Dolhnilkoff Participamie da Pesquisa /Fepresentante Fubrica do Investigador
Lagal Eesponsavel

Hospital das Clinicas
da Farnldade De
Medicing da USP

Eu discuti com o Dra Marnsa Dolhnikoff sobre a minha decis3o em parficipar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconforfos e mscos, as garanfias de confidenciahdade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro tambeém que a autorizac3o para a inclusio de
meu familiar € 1senta de despesas e que tenho o direito de ser mantido atualizado sobre
os resultados parciais do estudo.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino este termo de
consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Data ! !
Assinatura do participante /representante legal

Nome do participante/representante legal

Data ! /
Aszinatura do responsavel pelo estudo
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[Estndos da COVID-19 fatal por
meio da

antopsia minimamente
imvasiva guiada por olirassom

Confidencial

Termo de Consenfimento Linte &
Esclarecido versao 1 de de de

HMome do pesguisador: AMarisa
Dolhmikoff

Hospital das Clinicas da
Faculdade De Medicina da USP

Puobrica do Participants da Pesguisa

/Fuepressntante Lagal

Bubrica do Investigador
Responsavel
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