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RESUMO

A emergéncia do novo coronavirus, SARS-CoV-2 (do inglés Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2), tornou-se rapidamente uma ameaga a saide mundial. A doenga
causada por esse coronavirus ¢ denominada COVID-19 (do inglés Coronavirus Disease 2019),
sendo o agente etioldgico transmitido pelas vias aéreas. Sua patogenia varia desde assintomatica
até uma sindrome respiratéria aguda grave e uma multipla faléncia dos 6rgdos, podendo levar
a morte. Para ocorrer a infec¢do € necessario que a proteina de superficie do envelope viral,
denominada Spike (S), ligue-se ao receptor celular, a enzima conversora de angiotensina 2
(ACE2), e sofra a acdo da serina protease da transmembrana 2 (TMPRSS2) permitindo a
entrada de SARS-CoV-2 na célula do hospedeiro. Visto que ACE2, além do seu papel de
importancia na infec¢do viral, faz parte do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS),
convertendo Angiotensina II (Ang II), um vasoconstritor potente quando ndo convertida por
ACE2, em Angiotensina 1-7 (Ang 1-7), um vasodilatador; e TMPRSS2 ser necessaria para o
andamento do processo infeccioso, essas proteinas vém sendo foco de estudos que buscam
correlacionar a expressdo génica dessas proteinas com o desenvolvimento sintomatico da
COVID-19. Porém esses estudos avaliam amostras de pacientes ja infectados pelo virus,
surgindo a questdo de como essas proteinas se comportam nos periodos pré e pos a infecgao.
De forma diversa aos estudos mencionados, neste estudo foram avaliados os niveis de expressao
génica de ACE2 e TMPRSS2 pré-infeccdo, durante a infec¢ao e pos-infecgcao por SARS-CoV-
2, em um grupo de 26 pacientes. Para a analise da expressdo génica, amostras de nasofaringe
foram coletadas, o RNA total foi extraido, dosado, diluido para igualar as concentracdes das
amostras e submetido a uma transcri¢ao reversa para producao de cDNA. A partir desse cDNA,
dados de quantifica¢do absoluta foram obtidos utilizando a técnica de qPCR em conjunto com
padrdes plasmidiais. Ao comparar sintomaticos e assintomaticos, os sintomaticos apresentaram
uma menor expressao de ACE2 nos periodos pré e pos, tendo aumento no periodo de infecgao;
e uma maior expressdo de TMPRSS2 previamente infeccdo, reduzindo nos periodos durante e
p6s infecgdo. Os assintomaticos somente demonstraram uma diferenca significativa durante a
infec¢do, tendo uma alta expressdo de TMPRSS2. Visto a baixa expressdo de ACE2 e alta
expressao de TMPRSS2 pré infec¢do em pacientes sintomadticos, € hipotetizado que ocorre uma
competicao por ACE2 entre SARS-CoV-2 e Ang II, sendo que o virus com sua rapida dindmica
ocupa a maior parte dos receptores fazendo com que Ang II ndo fosse convertida por ACE2
surtindo seus efeitos vasoconstritores; e a grande disponibilidade de TMPRSS2 permite uma
maior entrada, e consequentmente disseminagao viral, visto seu papel crucial nesses processos.
Quando dentro do organismo, SARS-CoV-2 aparenta influenciar os padrdes expressionais
dessas proteinas, como € possivel observar pelo aumento de ACE2, e diminuicdo de TMPRSS2
em pacientes sintomaticos no periodo de infeccdo. Dado esses resultados, os niveis
expressionais de ambas ACE2 e TMPRSS2 prévios a infec¢do se demonstram como potenciais
fatores de risco para o desenvolvimento de um quadro sintomatico de COVID-19, e a presenca
de SARS-CoV-2 aparenta modular a expressao dessas proteinas.

Palavras-chave: Infeccdo viral; parasita-hospedeiro; patogenia; patofisiologia.



ABSTRACT

The emergence of a new coronavirus, SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2), quickly became a worldwide threat to public health. COVID-19 (Coronavirus
Disease 2019) is the disease caused by the infectious process caused by this new virus, which
has its dissemination via the upper airways. The pathogenicity of this disease varies, going from
asymptomatic to severe acute respiratory syndrome and a multiple organ failure, possibly
leading to death. For the virus to infect the cell the viral protein Spike (S) needs to bind to the
ACE2 (Angiotensin Converting Enzyme 2) receptor, which interacts with the TMPRSS2
(Transmembrane Protease Serine 2) that cleaves the Spike protein, exposing its subdomains S1
and S2, allowing the viral entry in the cell. Knowing that ACE2, besides being of major
importance to the SARS-CoV-2 infection process, belongs to the Renin-Angiotensin-
Aldosterone System (RAAS) converting Angiotensin II (Ang II), a potent vasoconstrictor when
not converted by ACE2, into Angiotensin 1-7 (Ang 1-7) a vasodilator; and that TMPRSS?2 is
necessary to the progress of the viral infection, these proteins have been on the spotlight of
studies that aimed to find a relation between their expression levels and the development of
COVID-19 symptoms. However, those studies evaluated strictly SARS-CoV-2 positive
patients, so in this study, we evaluated the expression levels of both proteins in pre, during, and
post-infection nasopharyngeal samples of 26 patients. From these samples, total RNA was
isolated, measured, diluted to equalize the concentrations between samples and reverse
transcripted into cDNA. Using the cDNA, absolute quantification data was obtained via qPCR
alongside plasmid patterns. When comparing symptomatic and asymptomatic patients, the
symptomatic presented with a lower ACE2 expression in pre and post infection periods, having
an uprise during the infection; and a higher TMPRSS2 levels before the infection, lowering in
the following periods. Asymptomatic only showed a significant difference during the infection,
with a high TMPRSS2 expression. With the low ACE2, and high TMPRSS2 levels in
symptomatic patients before the infection it’s suggested that a competition between SARS-
CoV-2 and Ang II for ACE2 occurs, but the virus with its rapid dynamic occupies most of the
receptors causing Ang II not being converted by ACE2, triggering its vasoconstriction effects;
and the vast availability of TMPRSS2 allows a greater viral entrance and dissemination, seeing
that it has a crucial part in these processes. When inside the host, SARS-CoV-2 apparently
influences the expressional patterns of both proteins, as is possible to observe with the increase
of ACE2 and decrease of TMPRSS2 expression levels in symptomatic patients during the
infection. Given these results, ACE2 and TMPRSS2 levels previous to the infection show
themselves as potential risk factors for the development of a symptomatic COVID-19 case, and
the presence of SARS-CoV-2 seems to modulate the expression of both proteins.

Keywords: Viral infection; host-parasite; pathogenicity; pathophysiology.
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1 INTRODUCAO
1.1 SARS-CoV-2: INFECCAO E DOENCA

Existe um historico de infec¢des causadas por virus da familia Coronaviridae, como a
Sindrome Respiratdria do Oriente Médio, causada pelo virus MERS-CoV (do inglés, Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus), que teve origem na Peninsula Arabica no ano de
2012; e a Sindrome Respiratoria Aguda causada pelo SARS-CoV (do inglés, Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronayirus), ambos altamente infectantes e com potencial patogénico.
Mais recentemente, ao final de 2019 em Wuhan, na China, foi detectada uma disseminacao de
um novo coronavirus, denominado SARS-CoV-2 (do inglés, Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronayirus 2), que viria a causar a doenca denominada COVID-19 (do inglés
Coronavirus Disease 2019). Essa infeccdo € transmitida por vias aéreas, possuindo um variado
espectro de sintomas, incluindo febre, tosse, € nos casos mais graves, uma sindrome respiratoria
aguda severa e uma faléncia multipla dos 6rgdos a qual pode vir a ser letal (RAI et al., 2020;
VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO, 2020)

SARS-CoV-2 ¢ um virus envelopado, medindo aproximadamente 125 nm (LAUE et al.,
2021) tendo como material genético uma fita simples de RNA senso positivo. O processo de
infeccdo celular pelo virus se dé pela ligacdo da proteina viral Spike (S) a Enzima Conversora
de Angiotensina 2 (ACE2), que ¢ o receptor presente na membrana da célula do hospedeiro
(BENETTI et al., 2020; LIEBERMAN et al., 2020), e pela clivagem da proteina viral Spike
pela Serina Protease da Transmembrana 2 (TMPRSS2), o que promove a entrada de SARS-
CoV-2 na célula. A outra via descrita, a qual utiliza das catepsinas para a clivagem da proteina
Spike (S) ndo ¢ tdo precisa quanto na via que utiliza a TMPRSS2, fazendo com que o virus
tenda a utilizar da via de ACE2 e TMPRSS2 (JACKSON et al., 2022). Quando dentro da célula,
ocorre o desnudamento do capsideo viral, liberando o RNA viral no citoplasma para ser
replicado e transcrito pela maquinaria celular do hospedeiro, e posterior tradugdo das proteinas
estruturais do virus empacotamento e consequente na exocitose de novas particulas virais
(BEYERSTEDT; BARBOSA CASARO; BEVILAQUA RANGEL, 2021; HOFFMANN et al.,
2020)

1.2 ACE2

A ACE2 humana ¢ uma metalopeptidase de zinco (FERRARIO; TRASK; JESSUP, 2005)
amplamente expressa nos tecidos do corpo humano (BEYERSTEDT; BARBOSA CASARO;
BEVILAQUA RANGEL, 2021; NI et al., 2020), tendo uma alta expressdo em epitélios
vasculares, pulmonares e do intestino delgado (HAMMING et al., 2004). A enzima ACE2 faz
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parte do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS), um sistema essencial para a
manutengdo da tonicidade dos vasos sanguineos e do equilibrio hemodinamico, atuando por
meio da regulagdo da pressdo arterial, do volume intersticial, e do balango de sodio e potéassio
(MUNOZ-DURANGO et al., 2016; PATEL et al., 2017). O sistema RAAS ¢ ativado a partir
do momento em que ocorre uma queda na pressdo arterial e/ou quando ocorre um desbalango
na concentragcdo de sédio (PATEL et al., 2017); nesse momento uma proteina, a Renina, ¢
produzida nos rins e entra na corrente sanguinea. Uma vez na corrente sanguinea, a Renina
sofre a acdo de mecanismos proteoliticos dando origem a sua forma ativa, a Pro-renina, a qual
cliva o Angiotensinogénio, uma glicoproteina hepatica circulante, produzindo Angiotensina I,
(Ang I). A Ang I sofre uma clivagem por duas vias: por parte da ACE produzindo a
Angiotensina II (Ang II), que ¢ a molécula efetora principal do RAAS; ou por parte de
endopeptidases, produzindo Angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)), que possui efeitos antagonistas a
Ang II. Porém Ang-(1-7) pode ser produzida por meio da clivagem de Ang II pelo seu receptor,
a ACE2 (MUNOZ-DURANGO et al., 2016; NISHIMURA, 2017). Ang II quando ndo
convertida por ACE2 pode se ligar aos seus receptores AT1 e AT2, tendo uma maior ligagao
ao ATI1 gragas a rapida internalizagdo desse receptor (DENG et al., 2001), aumentando a
pressdo arterial e podendo surtir efeitos danosos ao hospedeiro (BENIGNI; CASSIS;
REMUZZI, 2010; KUBA; IMAI; PENNINGER, 2013; RUSTER; WOLF, 2006; TURNER;
HISCOX; HOOPER, 2004).

1.3 TMPRSS2

Apesar de ndo ter seu papel fisiologico bem descrito pela literatura (ANTALIS; BUGGE;
WU, 2011), TMPRSS2 tem sua expressao modulada por vias androgénicas (BAUGHN et al.,
2020) e tem importancia reconhecida no processo de entrada de particulas virais na célula
humana, tanto do SARS-CoV-2, quando do SARS-CoV além de participar no processo de
carcinogénese de cancer de prostata (TOMLINS et al., 2005). Atuando na clivagem da proteina
viral Spike, TMPRSS2 permite uma exposi¢do precisa das subunidades S1 e S2 da proteina
viral dando segmento ao processo de entrada do virus no citoplasma (HOFFMANN et al., 2020;
ROSSI et al., 2021).

1.4 INFLUENICA DE ACE2 E TMPRSS2 NA COVID-19
Por influenciar diretamente no processo de entrada do virus na célula, e consequentemente
na infec¢@o do hospedeiro, tanto ACE2 quanto TMPRSS2 tém sido alvos de diversas pesquisas

as quais buscam uma relag@o entre a quantidade expressa destas proteinas na célula humana e
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a patogenia da COVID-19. Um estudo recente demonstrou que uma menor expressao génica da
proteina ACE2 e uma maior expressao de TMPRSS2, no trato respiratorio superior, ¢ um fator
de risco para maior dificuldade respiratoria durante o periodo de infec¢do, podendo necessitar,
inclusive, de terapia com oxigénio (ROSSI et al., 2021). Porém, os autores utilizaram somente
amostras de nasofaringe coletadas em pacientes diagnosticados com COVID-19 quando ja
estavam iniciando a terapia com oxigénio.

Assim, surgem algumas perguntas: Como sao os niveis de expressdo génica de ACE2 e
TMPRSS2 em pacientes antes da infeccao? Tais niveis prévios a infecg¢do tém relacdo com a
propensao ao agravo da doenca? O que ocorre com a expressao dessas proteinas no periodo da
infeccdo? E no pos-infeccao? Com base nessas perguntas analisamos, no presente estudo, a
expressao de ACE2 e TMPRSS2 em amostras de nasofaringe de pacientes nos periodos pré,
durante e apos a infeccdo por SARS-CoV-2, correlacionando-as com os diferentes quadros

clinicos e agravos da COVID-19.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao génica de ACE2 e TMPRSS2 em pacientes nos periodos pré-infeccao,
no momento do diagndstico e apds-infecgdo por SARS-CoV-2, em pacientes sintomaticos e

assintomaticos para a COVID-19.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar a correlacdo da expressao géncia destes maracadores como fatores preditivos de
risco para agravamento da COVID-19 a partir de amostras pré-infe¢ao;

b. Correlacionar os efeitos da infec¢ao pelo SARS-CoV-2 sobre os niveis de expressdo dos
marcadores durante o processo infeccioso;

c. Avaliar a taxa de retorno da expresdo dos marcadores para o estagio basal de expressao

(pré-infecao) apos a infe¢ao pelo SARS-CoV-2;

3 METODOLOGIA
3.1 AMOSTRAGEM

A partir dos resultados do projeto “Vigilancia e Diagnostico continuo do SARS-CoV-2 e
avaliacdo dos genotipos virais circulantes no Estado de Santa Catarina - Sul Brasil” CAAE:
31521920.8.0000.0121 (Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC), foram fornecidas

para este estudo informagdes clinicas de 26 pacientes, tendo uma amostra de cada paciente em



18

pelo menos dois dos trés periodos analisados (pré, durante ou pds infec¢cdo). Esses pacientes

foram contemplados nos seguintes grupos de estudo:

1. Pacientes que obtiveram um resultado detectado para SARS-CoV-2, desenvolveram
sintomas e possuiam amostras coletadas em, pelo menos, dois dos seguintes periodos: antes, no
momento do diagndstico ou ap6s a deteccio da infecgao;

2. Pacientes que obtiveram um resultado “detectado” para SARS-CoV-2, ndo
desenvolveram sintomas e possuiam amostras coletadas em, pelo menos, dois dos seguintes

periodos: antes, no momento do diagnostico ou apds a detecg¢ao da infecgdo.

Os dados clinicos foram obtidos apods assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXO A) no momento das coletas do estudo supracitado. A partir
desses dados, os participantes que doaram as amostras com potencial de responder aos objetivos
do presente projeto foram contactados para convite a participacdo neste estudo. Em caso de
aceite, um novo TCLE (CAAE: 57722022.2.0000.0121 — UFSC) (ANEXO B) foi apresentado
solicitando autorizacdo para o estudo da expressdo génica de ACE2 e TMPRSS2 e
preenchimento da situagdo vacinal contra COVID-19. Os pacientes que assinaram o novo
TCLE, tiveram suas amostras incluidas no estudo. No total, foram incluidas nas analises 65
amostras de 26 pacientes, sendo 8 deles assintomaticos e 18 sintomaticos, tendo suas
especificagdes dos tempos de coleta listadas no Quadro 1. Dentre os sintomaticos foram vistos
0s seguintes sintomas: cansaco, cefaléia, congestdo nasal, diarréia, dor articular, dor muscular,
febre, perda de olfato/paladar, sinusite, sudorese noturna e tosse. Esses sintomas foram
fornecidos no momento da coleta pelo paciente, e consideramos sintomadticos aqueles que

descreveram pelo menos um sintoma.
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Quadro 1 Descri¢do do nimero de pacientes, pacientes sintomaticos e assintomaticos ¢ o tempo médo entre as

coletas nos diferentes periodos de amostragem.

Periodos de Pacientes Pacientes
Pacientes Tempo médio entre coletas
Amostragem sintomaticos assintomaticos
Pré e COVID-19 11 8 3 14 semanas
COVID-19 ¢ Pos 13 10 3 22 semanas
Pré e Pos 14 8 6 33 semanas
10 semanas (Pré e COVID-
Pr¢, COVID-19 ¢ o 6 5 19)/ 28 semanas (COVID-19
Pos e P6s)/ 38 semanas (Pré e
Pos)

3.2 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Para avaliar a expressdo génica de ACE2 e TMPRSS2, as amostras foram inicialmente
centrifugadas a 1300 x g por 40 minutos, visando a concentracdo do contetido presente na
amostra. Em seguida a extra¢do de RNA total, a partir do sedimento, foi realizada utilizando o
kit RNeasy Mini Kit (Qiagen®, USA), seguindo seu protocolo para células crescidas em

suspensdo com um total de células entre 5x10°e 1x107.

3.3 DOSAGEM DE RNA E TRANSCRICAO REVERSA

Subsequente a extracdo, o RNA total foi quantificado por meio de espectrofotometria,
utilizando o equipamento Nanovue (General Electric®), buscando-se obter as concentragdes de
RNA das diferentes amostras. Sabidas as concentragdes, as concentragdes das amostras foram
igualadas (2 pg/ul), diluindo com agua livre de DNases e RNases as amostras que tinham uma
maior concentragdo. Essa equidade das amostras visa garantir que todas as reacgdes iniciariam
com uma mesma quantidade de RNA em uma mesma concentracdo, necessario para uma
analise de expressdo génica visto que se tivermos concentragdes distintas ndo temos
embasa,ento para argumentar se uma expressao ¢ maior ou menor. Apds realizada a extracao e
a dosagem/diluigdo do RNA total, foi realizada uma reagdo de transcricdo reversa,

transcrevendo o RNA humano em um DNA complementar (¢cDNA), que ¢ necessario para a
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qPCR. Para isso, foi utilizado o kit High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied

Biosystems®), seguindo o protocolo do fabricante.

3.4 gPCR E QUANTIFICACAO ABSOLUTA

A técnica de qPCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real com Transcricao
Reversa) foi utilizada para quantificar a expressdao génica de ACE2 e TMPRSS2 em células
humanas. A técnica amplificou o RNA expresso para ambas as proteinas, e para o gene humano
(B2M)) utilizado para controle de amplificagdo, sendo que esse ultimo foi escolhido pois € uma
regido conservada dentre o genoma humano. Essa amplificagdo foi realizada utilizando sondas
especificas para cada alvo, e para isso, foi utilizado o kit GoTaq® Probe Master Mix
(Promega®) em conjunto com as sondas e primers PrimePCR™ Probe Assay: ACE2, Human
(BioRad®), PrimePCR™ Probe Assay: TMPRSS2, Human (BioRad®) e PrimePCR™ Probe
Assay: B2M, Human (BioRad®), tendo suas especifica¢des listadas no Quadro 1.

Para se obter um valor absoluto de quantificagdo, foram produzidos comercialmente, e
amplificados, plasmideos com concentra¢des conhecidas, permitindo a elaboragdo de uma
curva padrdo a qual o equipamento termociclador utiliza como referéncia para quantificar de
maneira absoluta a quantidade de RNA presente na amostra. Para cada plasmideo, a sequéncia
a ser amplificada (listadas no Quadro 1) foi submetida a um BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool - NCBI) buscando obter o gene de referéncia da qual foi obtida. A partir dos genes
de referéncia NM_021804.3 (ACE2), NM_001135099.1 (TMPRSS2) e NM_004048.4 (B2M),
foram adicionados 20 pares de base (pb) nas extremidades 5’e 3"da sequéncia do amplicon das
sondas BioRad® (listadas no Quadro 1), visando garantir o pareamento dos iniciadores. A
sequéncia dos amplicons, mais os 20 pb em ambos os sentidos, foi a utilizada para a sintese
comercial dos plasmideos, as quais também estdo listadas no Quadro 1.

Foram amplificadas triplicatas de cada amostra para cada um dos alvos e dos plasmideos
em trés concentragdes distintas, para o plasmideo com a sequéncia de ACE2 as concentragdes
utilizadas foram 1'%, 17 ¢ 1°; para TMPRSS2 e para B2M foram 119, 1° e 18. Apds a obtengdo
dos resultados foram calculados os desvios padrdes dos Ct’s (Threshold Cycle - Ciclo que a
fluorescéncia ultrapassou o limiar de detec¢do) dentre as triplicatas, e foram excluidas as

amostras com um valor superior a 0,5.
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Quadro 2 Especificagdes das sequéncias nucleotidicas dos amplicons alvo das sondas e primers comerciais

utilizados para a qPCR, e dos amplicons presentes nos plasmideos desenhados para a obteng@o da quantificagdo

absoluta.
Amplicon Sequéncia 5°- 3’
PrimePCR™ Probe | TAATGCATGCCATTCTCAATCCTTGCAGCTACACCAGTTCCCAGGCACTGTCC
Assay: ACE2, Human | TTACAAGTGATCCATCCATATTCCATACAAGATCCAACACTTGCTCCAATGA
(BioRad®) TATATCC
CAGACAAGTTCACTGTTTAATAAAAATGAAGTGACCTCTGAATCATCTCTAA
PrimePCR™ Probe

Assay: TMPRSS?2,
Human (BioRad®)

GAGTAAATCATGCACGGGGAAGCAAAACCAGCCCCATTGTTTTCTTGTAAAA
CGACGTCAAGGACGAAGACCATGTGGATTAGCCGTCTGCCCTCATTTGTCGA
TAAATCCAGTCCGTGAATACCATC

PrimePCR™ Probe
Assay: B2M, Human
(BioRad®)

TCCGTGGCCTTAGCTGTGCTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGGCCTGGAGGCTAT
CCAGCGTACTCCAAAGATTCAGGTTTACTCACGTCATCCAGCAGAGAATGGA
AAGTCAAATTTCCTGAATTGCTATGTGTCTGGGTTTCATCCATCCGAC

Sequéncia a ser
amplificada -

Plasmideo ACE2

ATGGATTAAATGAAAGTGAGCTAATGCATGCCATTCTCAATCCTTGCAGCTA
CACCAGTTCCCAGGCACTGTCCTTACAAGTGATCCATCCATATTCCATACAA
GATCCAACACTTGCTCCAATGATATATCCTTGTTTTCAACTTCAGAAAT

Sequéncia a ser
amplificada -

Plasmideo TMPRSS2

ATGGCAGAGAGTGCCAAAGCCAGACAAGTTCACTGTTTAATAAAAATGAAG
TGACCTCTGAATCATCTCTAAGAGTAAATCATGCACGGGGAAGCAAAACCA
GCCCCATTGTTTTCTTGTAAAACGACGTCAAGGACGAAGACCATGTGGATTA
GCCGTCTGCCCTCATTTGTCGATAAATCCAGTCCGTGAATACCATCACATTCC
CGTACACTCCTGG

Sequéncia a ser
amplificada -

Plasmideo B2M

TTCGGGCCGAGATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCTGTGCTCGCGCTACTCTCT
CTTTCTGGCCTGGAGGCTATCCAGCGTACTCCAAAGATTCAGGTTTACTCAC
GTCATCCAGCAGAGAATGGAAAGTCAAATTTCCTGAATTGCTATGTGTCTGG
GTTTCATCCATCCGACATTGAAGTTGACTTACTGAA

3.5 ANALISE DE DADOS E ESTATISTICA

Para a realizagdo de andlises estatisticas comparamos os grupos de amostras em pares,

porém como nimero de amostras dentre os grupos de analise ndo sdo iguais, utilizamos do teste

de Distribuigdo F de Fisher-Snedecor dentre o programa GraphPad Prism®. Sendo que para a

expressdao de ACE2 o coeficiente de variagdo dentre as amostras analisadas foi de 2,7%, e para

TMPRSS?2 foi de 1%.
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4 RESULTADOS
4.1 EXPRESSAO GENICA DE ACE2 E TMPRSS2 EM AMOSTRAS DE NASOFARINGE
NOS PERIODOS PRE, DURANTE E POS INFECCAO

Ao observar o perfil dos pacientes sintomaticos, foi observado que, previamente a
infeccdo, eles possuem uma expressao reduzida de ACE2 a qual aumenta significativamente
durante a infec¢cdo por SARS-CoV-2 (p < 0.01) e volta a reduzir apds o processo infeccioso (p
< 0.001) (Figura 1). No entanto para TMPRSS2 os pacientes sintomaticos demonstraram uma
expressao elevada prévia a infec¢do, tendo sido reduzida significativamente quando na presenga
do virus (p <0.001) (Figura 2), e diferentemente de ACE2 os niveis de expressdo ndo aparentam
retornar aos valores prévios ao processo infeccioso no periodo poés-infecgdo, visto a diferenga
significativa entre o periodo pré e pos infecgao (p < 0.01) (Figura 2).

J& nos pacientes assintomaticos ndo foram encontrados niveis de expressdo de ACE2
diferentes nos periodos avaliados (Figura 1). No entanto, apresentaram uma menor expressao
de TMPRSS?2 pré infecgdo (p < 0.05) (Figura 2), ndo apresentando diferengas significativas na

comparag¢do dos outros periodos.

Figura 1 Expressdo génica de ACE2 em amostras de nasofaringe de pacientes sintomaticos e assintomaticos nos

periodos pré, durante e pos infecgdo por SARS-CoV-2
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Comparagao dos niveis expressionais de ACE2 de pacientes sintomaticos e assintomaticos nos diferentes periodos
analisados: pré, durante e p6s infec¢do por SARS-CoV-2. Na imagem os grupos com o padrdo listrado demonstram
os resultados dos pacientes assintomaticos, e os grupos representados com cores lisas demonstram o

comportamento dos resultados dos pacientes sintomaticos. Apds a realizagdo de uma Distribui¢do F de Fisher-
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Snedecor entre os grupos se estabeleceram diferengas significativas, sendo representadas por: **p < 0.01, ***p <
0.001.

Figura 2 Expressao génica de TMPRSS2 em amostras de nasofaringe de pacientes sintomaticos e assintomaticos

nos periodos pré, durante e pos infec¢do por SARS-CoV-2

* ¥k

I LT

9x107  ——

8x107= . Sintomaticos
2 7x107= % A\ Assintomaticos
é 6x107
E 5x107=
[=}
f'o 4x107= T T
N
5 3x107= N\ §
< 2x107+ \ \
1x107= \ \
0-

Pré COVID-19 Poés Pré COVID-19 Poés

Comparagdo dos niveis expressionais de TMPRSS2 de pacientes sintomaticos e assintomaticos nos diferentes
periodos analisados: pré, durante e po6s infec¢do por SARS-CoV-2. Na imagem os grupos com o padrao listrado
demonstram os resultados dos pacientes assintomaticos, ¢ 0s grupos representados com cores lisas demonstram o
comportamento dos resultados dos pacientes sintomaticos. Apds a realizagdo de uma Distribui¢do F de Fisher-
Snedecor entre os grupos se estabeleceram diferengas significativas, sendo representadas por: *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001.

4.2 DIFERENCAS DE EXPRESSAO DE ACE2 E TMPRSS2 EM AMOSTRAS DE
NASOFARINGE DE PACIENTES SINTOMATICOS E ASSINTOMATICOS

Analisando os niveis de expressao de ACE2 (Figura 3) foi observado que pacientes
sintomaticos apresentam uma menor expressao prévia a infec¢do em relagdo aos assintomaticos
(p <0.05). Essa diferenga aparenta se manter no periodo pos infecc¢io (p < 0.05), sugerindo que
a proporc¢ao entre os niveis de expressao se mantenha. Ja no periodo de infec¢do ndo se verificou

uma diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 3 Comparagdo da expressdo génica de ACE2 de pacientes sintomaticos e assintomaticos nos diferentes

periodos de andlise.
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Avaliagao da diferenca entre os niveis expressionais de ACE2 de pacientes dentre os mesmos periodos de infecgao.
Os pacientes sintomaticos estdo representados pelas colunas em cores lisas, enquanto os assintomaticos estdo
representados pelas colunas com os padrdes listrados. Na Distribuig¢do F de Fisher-Snedecor entre os grupos se

estabeleceram diferengas significativas, sendo representadas por: *p < 0.05.

Ao observar as comparagdes dos niveis de expressdo de TMPRSS2 verificou-se uma
diferenga no periodo prévio a infec¢do por SARS-CoV-2 (Figura 4), no qual pacientes que
apresentaram sintomas tiveram uma expressao maior da protease (p < 0.001). No entanto, os
padrdes expressionais de TMPRSS2 somente apresentaram diferencas entre sintomaticos e
assintomaticos nesse periodo. Dentre os sintomaticos a infec¢ao aparenta influenciar nos niveis
de expressdo dessa proteina de tal maneira que seus niveis ndo retornam aos observados antes

da infec¢do, diferente do padrao encontrado para ACE2.
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Figura 4 Comparag@o da expressao génica de TMPRSS2 de pacientes sintomaticos e assintomaticos nos diferentes

periodos de andlise.
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Avaliagdo da diferenca entre os niveis expressionais d¢ TMPRSS2 de pacientes dentre os mesmos periodos de
infeccdo. Os pacientes sintomaticos estio representados pelas colunas em cores lisas, enquanto os assintomaticos
estdo representados pelas colunas com os padrdes listrados. Na Distribuicao F' de Fisher-Snedecor entre os grupos

se estabeleceram diferengas significativas, sendo representadas por: ***p < 0.001.

5 DISCUSSAO
5.1 NIVEIS EXPRESSIONAIS DE ACE2

No presente estudo demontrou-se que pacientes sintomaticos e assintomaticos apresentam
comportamentos distintos com relacdo a expressdo de ACE2 nos periodos pré e pos infec¢ao
por SARS-CoV-2 (Figura 1 e 3). Os assintomaticos ndo demonstraram nenhuma diferenga
significativa dentre os trés periodos, porém, ¢ notavel que pacientes sintomaticos possuem um
nivel expressional para ACE2 menor antes da infec¢ao, e maior durante a infecgao, retomando
aos niveis iniciais apds infeccao (Figura 1 e 3). Visto que a Ang II, quando ndo convertida por
ACE2, e sim pelo receptor AT1 (DENG et al., 2001), ¢ tida como um vasoconstritor potente,
tendo efeitos pro-inflamatorios, pro-fibrogénicos e proliferativos, podendo ainda induzir a
producdo de espécies reativas de oxigénio e o aumento da retencdo de sodio (BENIGNI;
CASSIS; REMUZZI, 2010; KUBA; IMAI; PENNINGER, 2013; RUSTER; WOLF, 2006;
TURNER; HISCOX; HOOPER, 2004). Quando observamos uma expressao menor de ACE2 ¢
coerente pensar que haverd maior competicao entre Ang Il e SARS-CoV-2 pelo receptor. No

entanto a afinidade do virus pelo receptor ¢ maior, fazendo com que haja uma diminui¢@o na
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conversao de Ang Il em Ang-(1-7) (PATEL et al., 2016; RODRIGUES; DE OLIVEIRA, 2021;
SINHA; SEHGAL; SEHGAL, 2020), como evidenciado na Figura 5.

Figura 5 Representacdo hipotética da membrana celular de célula humana com baixa expressdao de ACE2 quando

infectada por SARS-CoV-2.
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Representacdo hipotética da membrana celular da célula do hospedeiro infectado por SARS-CoV-2 em uma
situacdo de baixa expressao para ACE2, onde ocorre uma competi¢ao entre SARS-CoV-2 e Ang II pelo receptor
ACE2, e visto que a dindmica viral ¢ muito acelerada esse ocupa a maior parte dos receptores, fazendo com que
Ang II seja convertida por seu receptor ATI1, desencadeando efeitos pro-inflamatorios, pro-fibroticos e
proliferativos. Para o periodo pré infec¢do ndo se tem a presenga de SARS-CoV-2, porém foi levado em
consideracdo que no momento que o virus adentrou no nosso organismo o padrdo expressional estava como

sugerido na imagem (imagem gerada no programa BioRender®).

Ang-(1-7) tem efeitos antagonistas aos da Ang II (KUBA; IMAI; PENNINGER, 2013;
RUSTER; WOLF, 2006), porém a baixa expressdo de ACE2 faz com que a conversido de Ang
IT em Ang-(1-7) seja reduzida, visto que esta demosntrado que o virus ocoupa grande parte dos
receptores (PATEL et al., 2016; RODRIGUES; DE OLIVEIRA, 2021; SINHA; SEHGAL;
SEHGAL, 2020). Com isso, hipotetizamos que em uma situagao de baixa expressao para ACE2
poderia ser gerado um acumulo de Ang II, a qual podera desencadear todos seus efeitos citados
anteriormente como, vasoconstri¢do, efeitos pro-inflamatorios, pro-fibréticos, inducao a
producdo de espécies reativas de oxigénio e aumento na retengdo de sodio (BENIGNI; CASSIS;
REMUZZI, 2010; KUBA; IMAI; PENNINGER, 2013; RUSTER; WOLF, 2006; TURNER;
HISCOX; HOOPER, 2004). A partir dos resultados apresentados na Figura 1 pose-se inferir

que os pacientes sintomaticos aparentam responder a presenga do virus, aumentando a
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expressdo de ACE2 durante a infec¢do. Esse aumento poderia demonstrar uma resposta
fisiologica a baixa conversao de Ang II, buscando diminuir os efeitos adversos decorrentes da

diminui¢do da conversdao de Ang Il em Ang-(1-7) (Figura 6).

Figura 6 Representacdo hipotética da membrana celular de célula humana com alta expressdao de ACE2 quando

infectada por SARS-CoV-2.

Representacdo hipotética da membrana celular da célula do hospedeiro infectado por SARS-CoV-2 em uma
situacdo de alta expressdo para ACE2, onde ocorre a competig@o pelo receptor ndo ocorre, fazendo com que Ang
II seja convertida por ACE2 em Ang 1-7, tendo efeitos anti-inflamatorios, anti-proliferativos e antifibroticos. Para
o periodo pré infecgdo ndo se tem a presenga de SARS-CoV-2, porém foi levado em consideragdo que no momento
que o virus adentrou no nosso organismo o padrdo expressional estava como sugerido na imagem (imagem gerada

no programa BioRender®).

Cabe ressaltar que as amostras estudadas no presente trabalho representam um escopo de
amostras de nasofaringe, podendo assim demonstrar esse comportamento somente para os tipos
celulares desse tecido. Porém, ACE2 ¢ amplamente expressa nas células organismo humano,
podendo-se supor que o comportamento da expressdo de ACE2 discordante entre pacientes
sintomadticos e assintomaticos poderia ocorrer nos outros tecidos (BEYERSTEDT; BARBOSA
CASARO; BEVILAQUA RANGEL, 2021; NI et al., 2020). Isso corroboraria os achados os
quais demonstaram que ap0s a infecg@o pacientes sintomaticos reduzem a expressao de ACE2
(Figura 1), podendo-se pensar que esse perfil de expressdo poderia ser um possivel fator de

risco para o desenvolvimento de um quadro sintomatico em uma reinfecgao.
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5.2 NIVEIS EXPRESSIONAIS DE TMPRSS2

Assim como nos niveis expressionais de ACE2, para TMPRSS2 os pacientes sintomaticos
e assintomaticos apresentaram padrdes distintos de expressdao génica no periodo pré infec¢ao
por SARS-CoV-2. No caso da TMPRSS2 foi observado que pacientes sintoméaticos apresentam
um nivel de expressdo elevado pré infeccao, a importancia desse achado ¢ suportada elo fato de
que TMPRSS?2 ¢ essencial para a entrada viral na célula, e consequentemente, essencial para o
processo infeccioso (HOFFMANN et al., 2020; NI et al., 2020). Nossos resultados permitem
hipotetizar que esse alto nivel expressional poderia indicar uma maior facilidade para a
replicagdo viral (Figura 7), que consequentemente poderia refletir na manifestagdo de sintomas

decorrentes a rapida disseminacao viral pelo organismo.

Figura 7 Representagao hipotética da membrana celular em uma situacdo de alta entrada viral, acompanhada por

um nivel expressional elevado de TMPRSS2.
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Representacdo hipotética da membrana celular da célula do hospedeiro infectada por SARS-CoV-2 em uma
situacdo de alta expressdo de TMPRSS2, fazendo com que haja uma alta taxa de entrada viral, visto que existe um
numero elevado de proteases necessarias para tal. Para o periodo pré infec¢ao nao se tem a presenca de SARS-
CoV-2, porém foi levado em consideragdo que no momento que o virus adentrou no nosso organismo o padrao

expressional estava como sugerido na imagem (imagem gerada no programa BioRender®).

Complementando essa hipotese, ao observar as diferencas da expressao de TMPRSS2 dos
pacientes sintomaticos nos diferentes periodos (Figura 2), percebe-se que durante e apos a

infeccdo ocorre uma redugdo significativa nos niveis expressionais, podendo demonstrar que o
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hospedeiro estd reagindo a rapida disseminagdo viral reduzindo a expressdo de uma das
proteinas essenciais para sua entrada na célula humana (Figura 8). Ou seja, o baixo nivel de
expressao de TMPRSS2 pode, possivelmente, representar um fator protetivo contra a infec¢ao
e ao desenvolvimento de sintomas. Inclusive, ja foi demonstrado em ratos que a inibi¢ao
farmacologica de TMPRSS2 se demonstra efetiva contra a infec¢cdo por SARS-CoV (ZHOU et
al., 2015) complementando a hipotese de que a baixa expressdo de TMPRSS2 possa ser um

fator protetivo.

Figura 8 Representacdo hipotética da membrana celular em uma situagdo de menor entrada viral, acompanhada

por um nivel expressional reduzido de TMPRSS2.
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Representacdo hipotética da membrana celular da célula do hospedeiro infectada por SARS-CoV-2 em uma
situacdo de baixa expressdo de TMPRSS2, fazendo com que haja uma redugdo na taxa de entrada viral, visto que
o numero de proteases necessarias para tal esta reduzido. Para o periodo pré infec¢do nao se tem a presenca de
SARS-CoV-2, porém foi levado em consideracdo que no momento que o virus adentrou no nosso organismo o

padrio expressional estava como sugerido na imagem (imagem gerada no programa BioRender®).

J& o aumento da expressdo de TMPRSS2 durante a infeccdo observado em pacientes
assintomaticos (Figura 2) pode indicar o uso de algum mecanismo viral para aumentar a
expressdo da protease viabilizando a infec¢do celular e o ciclo viral. Essa modulacdo da
expressao por parte dos virus pode se dar através das proteinas virais ndo-estruturais visto que
essas podem ter uma fung¢do de desregular as sinalizagdes intracelulares (RAJ, 2021). A redugao
da expressao posterior a infec¢do pode complementar essa hipotese, pois quando hé a auséncia

do virus a expressao volta a niveis similares aos pr¢ infeccao.
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Naturalmente deve-se considerar juntamente aos niveis expressionais de ACE2 e
TMPRSS?2, o perfil vacinal e as variantes virais circulantes, que, no atual cenario da pandemia,
parecem ser fatores protetores independentes aos riscos potenciais observados pela baixa
expressdao de ACE2, e alta expressdo de TMPRSS2. Ressalta-se que as amostras selecionadas
para este estudo, em sua maioria, sdo do periodo de baixa cobertura vacinal e curcula¢do das

variantes mais virulentas (PADILHA et al., 2022).

6 CONCLUSAO

A patogenia da infeccdo por SARS-CoV-2 vem se demonstrando como um complexo
quebra-cabeca, tendo diversos fatores que podem influenciar e contribuir para o sucesso da
infec¢do viral. No entanto, ACE2 e TMPRSS2 tém papéis de importancia bem descritos na
literatura quando o assunto ¢ infec¢cdo por SARS-CoV-2, e com isso seus niveis expressionais
aparecem como possiveis fatores influenciadores ao desenvolvimento, ou ndo, de sintomas. No
presente estudo foi demonstrado que, uma baixa expressdo de ACE2 em junto a uma alta
expressao de TMPRSS2, em amostras de nasofaringe prévias a infec¢do, aparecem como
possiveis fatores de risco para o desenvolvimento de sintomas e agravos da COVID-19; e que
o0 processo infeccioso em si, aumenta a expressao de ACE2, e diminui TMPRSS2 em pacientes

sintomaticos.

7 PERSPECTIVAS
O presente estudo somente demonstra esse comportamento em nasofaringe, € cremos que
seria benéfica a realizagdo de um estudo avaliando esses niveis expressionais, em diferentes

periodos, em outros tecidos do corpo, apesar de sabermos que seria complexa a sua realizagdo.
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ANEXO A - TCLE DO PROJETO CAAE: 31521920.8.0000.0121 (UFSC)

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias da Saude
Centro de Ciéncias Biolégicas

CEP: 88040-970 - Florianopolis - Santa Catarina

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os Pacientes Internados

Apresentacio:

Pesquisa proposta pela For¢ca Tarefa de Diagndstico da COVID-19 integrada por
pesquisadores do CCS e CCB da UFSC e denominada “Vigilancia e Diagnéstico continuo do
SARS-CoV-2 e avaliacdo dos gendtipos virais circulantes no Estado de Santa Catarina -
Sul Brasil”, a Coordenacgdo do Estudo ¢ da professora Gislaine Fongaro do Laboratorio de
Virologia Ambiental/CCB e da professora Maria Luiza Bazzo do Laboratorio de biologia
Molecular, Microbiologia e Sorologia/CCS.

Convidamos vocé a participar deste estudo que segue os preceitos éticos da resolucao
466/12. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar
seus direitos e deveres como participante e ¢ elaborado em duas vias, serd rubricado em todas
as paginas e assinado ao final e uma via ficard com vocé e outra com os pesquisadores.

Por favor, leia com aten¢do e calma, aproveitando para esclarecer suas dividas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com as
pesquisadoras. Se voc€ ndo quiser participar ou retirar sua autorizagdo, a qualquer momento,

ndo havera nenhum tipo de penalizagdo ou prejuizo.
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Objetivo:

O presente estudo tem por objetivo: Diagnosticar, monitorar infec¢des assintomaticas e
sequenciar variantes de SARS-CoV-2 (tipos do virus) a partir de pacientes e trabalhadores de
hospitais da Capital Catarinense, Floriandpolis, possibilitando identificar origens e rotas virais

essenciais para tomada de decisdes no enfrentamento da pandemia.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé estd sendo convidado a: permitir a coleta de uma amostra
para fazer o teste molecular que detecta o virus no organismo. A melhor amostra para o caso de
pessoas sem sintomas ou no inicio da infec¢@o ¢ de dois locais um no final da lingua e comeco
da garganta (regido orofaringea) e outra do final do nariz (nasofaringea). A coleta da amostra
sera feita por um profissional treinado. Para cada um dos locais sera utilizado um cotonete de
cabo longo (swab). Essa coleta dura menos de cinco minutos. Nés também pedimos autorizagao
para consultar seu prontudrio para obter algumas informacgdes sobre vocé (idade, local de
residéncia, motivo da internag¢do, doengas que vocé pode ter, duragdo dos sintomas e tratamento
utilizado) esses dados ajudardo os pesquisadores a entender como o virus de espalha pela

cidade.

Desconfortos, Riscos e Assisténcia:

A coleta pode ser desconfortavel. Dependendo da sua sensibilidade vocé pode fazer
ansia, quando coletar a amostra do final da lingua e comego da garganta amostra (orofaringe).
A coleta do nariz pode causar espirros € muito raramente pode o nariz pode sangrar. Se algum
desses desconfortos acontecer vamos parar a coleta imediatamente. Se houver sangramento do
nariz vamos aplicar um pouco de gelo para conter o sangramento que ¢ passageiro. Ao se
restabelecer vocé decidird se quer continuar a coleta ou se prefere desistir de participar do
estudo.

Nos tomaremos todas as medidas para manter o sigilo da sua participagdo, mas o
resultado do seu exame serd informado ao seu médico. Nesses casos podera haver possibilidade
de quebra de sigilo, uma vez que pode ser necessario tomar medidas de isolamento para proteger

vocé e para evitar que o virus se espalhe.

Beneficios:
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Ao participar desta pesquisa voc€ contribuird para estudarmos como ocorre a
transmissdo do coronavirus-2 (SARS-CoV-2) na cidade e caso sua amostra teste positivo, 0s
médicos que estdo cuidando de vocé poderdo modificar o seu tratamento. Além disso, os
resultados vamos conhecer o tipo de virus que estd causando sua doenca com uma técnica
chamada de sequenciamento do virus que vai ver se houve alguma mudanca no virus que circula

em Santa Catarina e se ha localidades que necessitam de melhor monitoramento.

Sigilo e Privacidade:

Voceé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e que as informagdes
fornecidas somente serdo utilizadas em publicacdes de artigos cientificos ou outros trabalhos
em eventos cientificos, sem nunca haver men¢do a nomes ou identidade dos participantes.
Entretanto, como ja mencionamos no item riscos, o seu médico sera avisado do resultado do

S€u €xame.

Ressarcimento e Indenizacao:
As pesquisadoras se comprometem a cobrir despesas comprovadamente resultantes
desta pesquisa. Da mesma forma, as pesquisadoras garantirdo a indenizac¢ao diante de eventuais

danos decorrentes desta pesquisa.

Liberdade de Recusar ou Retirar o Consentimento:
Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo livre de penalidades.

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé€ poderd entrar em contato com Prof. Maria
Luiza Bazzo na UFSC, por e-mail marialuizabazzo@gmail.com, pelo telefone (48)37212066
ou pessoalmente no Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia, junto ao
segundo piso do Laboratdrio de Andlises Clinicas do HU/UFSC/EBSERH.
Ou entre em contato com a professora Gislaine Fongaro pelo e-mail
gislainefongaro@gmail.com ou pelo telefone (48)37212957.
Em caso de duvidas, dentincias ou reclamagdes sobre sua participagdo no estudo, vocé pode
entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEPSH/UFSC) da UFSC:

Prédio Reitoria II (Edificio Santa Clara), Rua: Desembargador Vitor Lima, numero 222, sala
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401, Trindade, Florianopolis/SC; CEP 88040400; telefone (48) 3721-6094; e-mail:
cep.propesq@contato.ufsc.br.

Consentimento Livre e Esclarecido:
Apos ter sido esclarecimento sobre a pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios

previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante:

Data: / /

(Assinatura do participante)
Responsabilidade do Pesquisador: Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo
466/2012 CNS/MS e complementares na elaboragdo do protocolo e na obteng¢ao deste Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via
deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o
projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento

dado pelo participante.

ANEXO B - TCLE DO PROJETO CAAE: 5§7722022.2.0000.0121 (UFSC)

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias da Saude
Centro de Ciéncias Biolégicas

CEP: 88040-970 - Florianopolis - Santa Catarina

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Projeto: Avaliagdo da expressiao génica para Enzima Conversora de Angiotensina
2 (ACE2) e Serina Protease da Proteina Transmembrana 2 (TMPRSS2) em pacientes
antes e apos infec¢do por SARS-CoV-2
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Apresentacio:

Convidamos vocé a participar deste estudo que segue os preceitos éticos da resolucao
466/12. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar
seus direitos e deveres como participante e ¢ elaborado em duas vias, serd rubricado em todas
as paginas e assinado ao final e uma via ficard com vocé e outra com os pesquisadores.

Por favor, leia com aten¢do e calma, aproveitando para esclarecer suas dividas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé poderd esclarecé-las com os
pesquisadores. Se vocé ndo quiser participar ou se quiser retirar sua autorizag¢do, a qualquer

momento, ndo haverd nenhum tipo de penalizacio ou prejuizo.

Objetivo:

O presente estudo tem por objetivo: Avaliar a expressdo génica de ACE2 e TMPRSS2
em pacientes ndo infectados e infectados por SARS-CoV-2 e correlacionar com quadros
clinicos e agravos de COVID-19.

ACE2 e TMPRSS?2 sdo duas proteinas que estdo nas nossas células e que permitem que
o virus entre na célula e cause a doenga. Essas duas proteinas sdo chamadas de receptores

viriais.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé estd sendo convidado a permitir a utilizacdo de uma
amostra coletada previamente (ente 2020, 2021 e 2022) quando vocé fez o teste molecular que
detecta o virus no organismo. Para este estudo vocé ndo coletard uma nova amostra, apenas
autorizaré a utilizacdo de sua amostra que estd estocada no LBMMS. Esclarecemos que, por
determinag¢do da Vigilancia Epidemioldgica, temos que manter armazenadas todas as amostras
que tiveram resultado positivo para COVID-19. O que estamos solicitando a vocé, além de

poder utilizar sua amostra, ¢ que responda a um questiondrio muito breve sobre vacinacao.

Desconfortos, Riscos e Assisténcia:
Vocé ndo terd nenhuma amostra coletada e, por isso, ndo sentird dor ou desconforto
fisico, mas podera sentir algum desconforto ou constrangimento para responder ao questionario.

Caso alguma das perguntas lhe desagrade, fique a vontade para ndo a responder.
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Beneficios:

Ao participar desta pesquisa vocé contribuira para melhorar o entendimento do processo
utilizado pelo virus para causar a infecgdo. Vamos verificar se a quantidade de receptores
celulares (locais nas células onde o virus se liga) que sua amostra tem pode estar relacionada

com a maior ou menor gravidade da infeccdo que vocé teve.

Sigilo e Privacidade:
Voceé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e que as informagdes
fornecidas somente serdo utilizadas em publicacdes de artigos cientificos ou outros trabalhos

em eventos cientificos, sem nunca haver meng¢ao a nomes ou identidade dos participantes.

Ressarcimento e Indenizac¢ao:
Os pesquisadores se comprometem a ressarcir-lhe de quaisquer despesas
comprovadamente resultantes desta pesquisa. Da mesma forma, os pesquisadores garantirdo a

indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes desta pesquisa.

Liberdade de Recusar ou Retirar o Consentimento:
Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo livre de penalidades.

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé€ poderd entrar em contato com Prof. Maria
Luiza Bazzo na UFSC, por e-mail marialuizabazzo@gmail.com, pelo telefone (48)37212066
ou pessoalmente no Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia, junto ao
segundo piso da Unidade Laboratorio de Analises Clinicas do HU/UFSC/EBSERH.

Em caso de duvidas, denuncias ou reclamagdes sobre sua participagdo no estudo, vocé
pode entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEPSH/UFSC) da
UFSC: Prédio Reitoria II (Edificio Santa Clara), Rua: Desembargador Vitor Lima, nimero 222,
sala 401, Trindade, Florianopolis/SC; CEP 88040400; telefone (48) 3721-6094; e-mail:

cep.propesq@contato.ufsc.br.

Consentimento Livre e Esclarecido:
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Apos ter sido esclarecido(a) sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,

beneficios previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante:

Data: / /

(Assinatura do participante)

Responsabilidade do Pesquisador: Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo
466/2012 CNS/MS e complementares na elaboragdo do protocolo e na obteng¢ao deste Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via
deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o
projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento

dado pelo participante.

(Assinatura do pesquisador)

Data: / /
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