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RESUMO

O virus SARS-CoV-2 causou uma pandemia global, onde milhares de pessoas no mundo
desenvolveram a doenga COVID-19. Até o momento, foram registradas mais de seis milhGes
de mortes pela doenca, gerando um grande impacto na saude pablica. A COVID-19 pode
resultar em casos assintomaticos ou leves, porém pode evoluir devido a “tempestade de
citocinas” ocasionada e causar a SRAG (Sindrome Respiratoria Aguda Grave) resultando
diversas complicagdes e aumentando a mortalidade dessa doenga. Estudos sugerem que 0s
componentes do sistema purinérgico e do estresse oxidativo podem estar envolvidos na
progressdo dessa doenca. Explorar a relacdo entre os sintomas p6s-COVID de pacientes
acometidos com COVID-19 em distintos graus de severidade com marcadores inflamatorios
conhecidos do sistema purinérgico e estresse oxidativo. Trata-se de um estudo transversal, em
pacientes recuperados da COVID-19 atendidos na Atencdo Primaria na Unidade Basica de
Saude (UBS) de Belmonte, classificados de acordo com a gravidade da doenca. Os individuos
que apresentaram testagem reagente para COVID-19 e se recuperaram da doenca foram
organizados em quatro grupos amostrais: i. pacientes que desenvolveram a forma leve da
doenca (n= 15); ii. pacientes que desenvolveram a forma moderada da doenca (n= 15); iii.
Individuos do grupo controle (n= 15) que nédo tiveram testagem positiva e ndo desenvolveram
sindrome gripal no udltimo ano. Os participantes foram informados sobre os objetivos e
procedimentos da pesquisa e apds assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e responderam aos questionarios referentes aos sintomas que persistiram apds a doenca.
A coletada amostra de sangue periférico e dados do prontuario eletrdnico médico dos individuos
foi realizada em 2021. As amostras de sangue foram coletadas ap06s a decorréncia de no méaximo
21 dias apo6s o inicio da doenca e melhora geral dos sintomas. Nas andlises realizadas, em
linfocitos e plaquetas, a atividade da CD39 foi demonstrada através da hidrélise do ATP e ADP
e da CD73 através da hidrélise do AMP. Nas andlises de linfdcitos foi percebido um aumento
da atividade dessas enzimas no grupo leve, em compara¢do com o grupo controle. Na hidrélise
da AMP, o grupo moderado demostrou diminuicdo da atividade enzimatica, ndo havendo
diferenca significativa quando comparada com o grupo controle. No entanto, houve diferenca
quando comparado com o grupo leve, demonstrando a diminui¢do da atividade da CD73. Nosso
estudo demostrou uma diminuicao na hidrélise de ADP de pacientes do grupo leve em plaquetas
em comparag¢do com o grupo controle, o eADP é pro-inflamatério e pode contribuir para o
estado de tromboinflamacdo em pacientes com COVID-19. Apds a obtencdo dos resultados,
eles foram analisados e discutidos, avaliando se a modulacdo do sistema purinérgico pode
implicar nos parametros inflamatdrios e na consequente progressdo da doenca COVID-19.
Além disso, a sindrome pds-COVID, onde os pacientes apresentam alguns sintomas como
fadiga, dispneia, perda total ou parcial do olfato e paladar, dor no peito, dores musculares, tosse
seca, dor de garganta, febre e dor de cabe¢a podem persistir, foi percebida através da aplicacdo
de um questionario e discutidas quanto a sua implicacdo na qualidade de vida dos pacientes
apos a COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19. Sistema Purinérgico. Estresse oxidativo, Sindrome P6s-COVID.



ABSTRACT

The SARS-CoV-2 virus caused a global pandemic, where thousands of people in the world
developed the COVID-19 disease. So far, more than six million deaths from the disease have
been recorded, generating a major impact on public health. COVID-19 can result in
asymptomatic or mild cases, but it can evolve due to the “cytokine storm” caused and cause
SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome), resulting in several complications and increasing
the mortality of this disease. Studies suggest that components of the purinergic system and
oxidative stress may be involved in the progression of this disease. To explore the relationship
between post-COVID symptoms of patients affected by COVID-19 in different degrees of
severity with known inflammatory markers of the purinergic system and oxidative stress. This
IS a cross-sectional study, in patients recovered from COVID-19 treated in Primary Care at the
Basic Health Unit (UBS) in Belmonte, classified according to the severity of the disease.
Individuals who tested positive for COVID-19 and recovered from the disease were organized
into four sample groups: i. patients who developed the mild form of the disease (n=15); ii.
patients who developed the moderate form of the disease (n=15); iii. Individuals in the control
group (n=15) who did not test positive and did not develop flu syndrome in the last year. The
participants were informed about the objectives and procedures of the research and after signing
the Free and Informed Consent Form (TCLE) and answered the questionnaires referring to the
symptoms that persisted after the disease. The peripheral blood sample and data from the
individuals' electronic medical records were collected in 2021. Blood samples were collected
after a maximum of 21 days after the onset of the disease and general improvement in
symptoms. In the analyzes carried out, in lymphocytes and platelets, the activity of CD39 was
demonstrated through the hydrolysis of ATP and ADP and of CD73 through the hydrolysis of
AMP. In the analysis of lymphocytes, an increase in the activity of these enzymes was noticed
in the light group, in comparison with the control group. In AMP hydrolysis, the moderate
group showed a decrease in enzymatic activity, with no significant difference when compared
with the control group. However, there was a difference when compared with the mild group,
demonstrating the decrease in CD73 activity. Our study demonstrated a decrease in ADP
hydrolysis of patients in the mild platelet group compared to the control group, eADP is pro-
inflammatory and may contribute to the state of thromboinflammation in patients with COVID-
19. After obtaining the results, they were analyzed and discussed, assessing whether the
modulation of the purinergic system may imply the inflammatory parameters and the
consequent progression of the COVID-19 disease. In addition, the post-COVID syndrome,
where patients experience some symptoms such as fatigue, dyspnea, total or partial loss of smell
and taste, chest pain, muscle aches, dry cough, sore throat, fever and headache may persist ,
was perceived through the application of a questionnaire and discussed regarding its implication
in the quality of life of patients after COVID-19.

Keywords: COVID-19. Purinergic System. Oxidative stress, Post-COVID Syndrome
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1. INTRODUCAO

No final de 2019, um virus denominado SARS-CoV-2 que causa a Coronavirus 2019
(COVID-19) foi identificado pela primeira vez na cidade chinesa de Wuhan, na provincia
Hubei, e ocasionou um surto de pneumonia infecciosa atipica que causava uma doenca grave
respiratéria (WU; LEUNG; LEUNG, 2020). No dia 11 de marco de 2020, a Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) declarou estado de pandemia, devido a alta transmissibilidade do
virus e ao aumento expressivo de casos e 6bitos no mundo (WHO, 2020).

Segundo dados do Painel de Emergéncia de Satude da OMS até o dia 15 de janeiro de
2023, foram confirmados no mundo 661.545.258 de casos da doenca, sendo que desses,
6.700.519 evoluiram & 6bito. No Brasil, até data citada anteriormente, foram confirmados
36.578.865 casos de COVID-19 e 695.088 mortes (WHO, 2022). O nimero de casos pode ser
ainda maior, considerando a subnotificagcdo no pais. A notificacdo dos casos é importante para
que se possa compreender e acompanhar a evolugdo da doenca, porém, devido a réapida
disseminacdo do virus e o baixo numero de testes realizados no Brasil, a subnotificacdo da
doenca é um problema real e que precisa ser solucionado (ORELLANA et al., 2021; PRADO
et al., 2020).

O virus SARS-CoV-2 é um betacoronavirus, da linhagem viral B, envelopado, de RNA
de fita simples, medindo de 120-160 nandmetros de diametro, com aparéncia de uma coroa, da
qual se origina seu nome (LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020; WOO et al., 2010). Possui uma
glicoproteina denominada Spike de superficie, que medeia a entrada do virus na célula do
hospedeiro, ocorrendo a ligacdo desta Ultima com a Enzima Conversora de Angiotensina 2
(ECAZ2), que permite a clivagem do virus na célula-alvo, causando a infec¢do (BELOUZARD;
CHU; WHITTAKER, 2009; LI, 2016).

Os fatores de risco que desencadeiam a forma grave da doenga em individuos infectados
com o virus SARS-CoV-2 ndo sdo completamente compreendidos. A progressdo da doenca
grave pode ndo estar relacionada exclusivamente a carga viral e ser resultante de uma resposta
defeituosa na producdo de interferon tipo | (HADJADJ et al., 2020).

Os sintomas variam de acordo com a gravidade da doenga, podendo ocorrer casos de
infeccdo assintomatica (CHEN et al., 2020). Os sinais e sintomas leves da doencga sdo anosmia
(perda do olfato), ageusia (perda do paladar), coriza, diarreia, dor abdominal, febre, mialgia,
tosse, fadiga e cefaleia. Os sinais e sintomas moderados incluem febre persistente diaria ou

tosse persistente, piora progressiva de outro sintoma relacionado a COVID-19 (adinamia,
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prostracdo, hiporexia, diarreia) ou pelo menos um dos sintomas citados anteriormente e a
presenca de fator de risco (BRASIL, 2020).

O sinal de maior gravidade até o momento apresentado é o desenvolvimento da
Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) ou Sindrome Gripal que apresente:
dispneia/desconforto respiratério ou pressao persistente no térax ou satura¢éo de O2 < 95% em
ar ambiente ou cianose (BRASIL, 2020). A SRAG, que se refere ao estagio mais grave de leséo
pulmonar, é caracterizada por hipoxemia de inicio agudo, com opacidades bilaterais nas
imagens de térax ndo explicadas por insuficiéncia cardiaca congestiva. Os pacientes que
apresentam a SRAG podem necessitar de ventilagio mecénica invasiva e terapias de regate
(FAN et al., 2017).

O diagndstico pode ser feito por meio de investigacdo clinico-epidemioldgica do
paciente caso este apresente sintomas caracteristicos da COVID-19 ou através do diagnéstico
laboratorial, como exames de biologia molecular (RT-PCR) e cromatogréafico (teste rapido de
pesquisa de antigeno) entre o terceiro e sétimo dia de sintomas, imunoldgico (teste rapido para
deteccdo de anticorpo IgM e/ou anticorpo IgG, teste enzimaimunoensaio - ELISA ou
imunoensaio por eletroquimioluminescéncia — ECLIA), a partir do oitavo dia de sintoma ou
atraves do diagnostico de imagem (tomografia computadorizada ou raio-X) (BRASIL, 2020).

Além desses, outros exames complementares ajudam no monitoramento da doenga,
como hemograma completo, gasometria arterial, coagulograma, proteina C-reativa sérica, perfil
metabolico completo (AST, ALT, Gama-GT, creatinina, ureia, albumina), glicemia, ferritina,
desidrogenase latica, biomarcadores cardiacos (troponina, CK-MB, Pr6-BNP), vitamina D, ions
(Na, K, Ca, Mg), hemoculturas e culturas de escarro, oximetria de pulso, eletrocardiograma
(BRASIL, 2020).

Apesar dos esforcos de medidas que previnam a transmissdo da COVID-19, a incidéncia
de casos confirmados no Brasil continua aumentando. Ha limitacdes na compreensdo da
patogénese da SARS-CoV-2 em humanos que necessitam de esclarecimentos para melhor
enfrentamento da doenca (SOUZA et al., 2021).

Durante a infeccdo pelo SARS-CoV-2, o virus desencadeia uma resposta através do
sistema imunoldgico do hospedeiro. A descompensagdo dessa resposta pode gerar inUmeros
prejuizos a funcdo pulmonar e consequente agravamento da doenca. Por outro lado, uma
resposta imune insuficiente pode contribuir para 0 aumento da replicacdo viral e pior

prognostico (LI et al., 2020).
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Apo0s anélises histopatolégicas de lesdes pulmonares em pacientes com a COVID-19,
foram observados processos inflamatdrios inespecificos no local, edema, danos nas células e
septos alveolares. Do ponto de vista patoldgico, a inflamacéo ocasionada pelo SARS-CoV-2
pode causar danos como necrose, infiltrac6es e hiperplasias. Esses danos indicam que a resposta
inflamatoria possui um papel importante na progressao da doenca, principalmente nos casos de
pneumonia (LI et al., 2020). Esses achados sugerem que a resposta inflamatdria descontrolada
tem um efeito prejudicial sobre a lesdo pulmonar induzida por COVID-19, por vezes mais
severa do que a patogenicidade viral. Portanto, é vital a adocdo de medidas para controlar a
producdo e a liberagéo as citocinas na fase critica da doenca (LI et al., 2020).

Na infeccdo pela COVID-19 as particulas de virus comecam a se espalhar pelo trato
respiratorio e infectar as células circundantes e desencadeia a chamada “tempestade de
citocinas” que promove desregulagdo nas respostas imunologicas (LI et al., 2020). Em pacientes
infectados e que progridem para a SRAG, na fase critica da doenca, e precisam de internacdo
na Unidade de Tratamento Intensivo (UTI), foi demonstrado um aumento de citocinas
inflamatdrias como 1L-2, IL-7, IL-10, TNF-a e vérias outras citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias (GUO et al., 2020; HUANG et al., 2020a). Um estudo chines comprovou que 0s
niveis plasmaticos das citocinas IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a sdo maiores em pacientes com
infeccBes graves quando comparados em individuos com infeccbes ndo graves (QIN et al.,
2020).

Mesmo ap6s a cura do COVID-19 os individuos podem apresentar sintomas como
fadiga, ma qualidade do sono e ansiedade, alguns relataram manifestacbes mais graves, como
fibrose pulmonar, insuficiéncia renal, diabetes mellitus e acidente vascular cerebral. A presenca
de manifestagdes p6s-COVID-19 pode estar relacionada a gravidade da doenca (IQBAL et al.,
2021).

Embora a caracterizacdo do estado imunoldgico e inflamatério em pacientes com
COVID-19 ainda ndo esteja totalmente esclarecida, sabe-se que hiperinflamacdo e a
coagulopatia contribuem para a evolucdo para a forma grave da doenca e morte em pacientes
infectados (MERAD; MARTIN, 2020). A replicacdo do virus no organismo, pode fazer com
que as células hospedeiras sofram piroptose, promovendo a liberacdo de ATP para 0 meio
extracelular. O ATP extracelular (eATP) atua como molécula sinalizadora pré-inflamatoria e
promove a ativacdo de componentes do sistema purinérgico. Este processo pode levar ao
acumulo de células imunoldgicas como monacitos, linfécitos T e macréfagos nos pulmdes e

danificar o tecido pulmonar, piorando o prognéstico do individuo infectado (TAY et al., 2020).
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A sinalizagéo purinérgica foi descrita em 1972 por Burnstock, e é constituida pelos
nucleotideos ATP, ADP e AMP, e nucleosideo adenosina, dos quais se ligam aos receptores P1
e P2 para exercer sua atividade bioldgica. As ectoenzimas sdo importantes constituintes desse
sistema, pois regulam 0s componentes purinérgicos e modulam indmeros processos
fisiologicos. A expressdao da CD39 e CD73 em células do sistema imunoldgico permite a
integracdo da homeostase, controle de reagdes inflamatdrias vasculares e controle da migracéo
de células imunes no local da lesdo, o que pode ser de extrema importancia para subsidiar o
compreendimento da evolucgéo clinica e progndstico da COVID-19 (ANTONIOLI et al., 2019b;
BURNSTOCK, 1972; DEAGLIO; ROBSON, 2011).

O sistema purinérgico funciona como um importante sinalizador e modulador de
inimeros processos fisiologicos, através das sinalizagGes extracelulares, participando de
processos como modulacdo da resposta inflamatoria e imunolégica, atua no mecanismo de dor,
agregacdo plaquetéria, vasodilatacéo, proliferacdo e morte celular (AGTERESCH et al., 1999;
BURNSTOCK; KNIGHT, 2004). Esse processo de sinalizagéo se inicia com a liberagdo de
nucleotideos e nucleosideos para o meio extracelular através de canais de anions, panexinas e
conexinas (TARUNO, 2018). A liberacdo dos nucleotideos para o meio extracelular pode
ocorrer em condicdes criticas. Quando ocorre 0 vazamento macico, pode representar lise celular
devido a lesdo no 6rgédo, choque traumético ou até mesmo em algumas condicGes inflamatorias
(YEGUTKIN, 2008).

A Adenosina trifosfato (ATP), € um nucleotideo que participa como molécula
sinalizadora do sistema purinérgico através dos purinoreceptores P2, subdivididos entre os
receptores ionotrépicos da familia P2X (1-7) e os metabotrépicos P2Y (1,2,4,6,11,14)
(ANTONIOLI et al., 2013; BURNSTOCK; KENNEDY, 1985). Os nucleosideos extracelulares
mais importantes sdo a adenosina e a inosina, que se ligam aos receptores P1, subdividos em
Al, A2A, A2B e A3, todos sao receptores acoplados a proteina G (ANTONIOLI et al., 2019a).
Os receptores P1 e P2 sdo amplamente distribuidos pelo organismo e representam importantes
alvos farmacologicos (ANTONIOLI et al., 2019b). O ATP exerce um efeito potencializador na
migracdo de neutrofilos. Ainda, via receptores P2Y 2, desempenha um importante papel na
migracdo de eosinofilos que pode resultar em seu acimulo nos pulm@es durante uma
inflamacdo alérgica (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014).

As ectoenzimas purinérgicas (ectonucleotidases) sdo enzimas com capacidade de

regular a concentragéo extracelular de ATP, ADP, AMP e adenosina, através da hidrdlise desses
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nucleotideos em seus respectivos nucleosideos, sendo importantes diversos processos
fisiologicos (LEAL et al., 2005).

As ectonucleotidases participam do processo de regulacdo da concentracdo plasmatica
dessas moléculas. Essa regulacdo pode se iniciar pelas enzimas da familia das NTPDases e
terminar por meio da agdo da enzima ecto-5'-nucleotidase (CD73) com hidrolise dos
nucleotideos (ZIMMERMANN, 1992). A ecto-5'-nucleotidase e a adenosina desaminase
(ADA), promovem a hidrolise em adenosina e posteriormente em inosina, respectivamente,
regulando as concentracGes extracelulares e plasmaticas dessas moléculas (GODING;
HOWARD, 1998)

Um dos receptores purinégicos que atrairam a atencao dos pesquisadores recentemente
para o enfrentamento da COVID-19 é o P2X7, que € ionotropico e esta presente em diversas
células do sistema imunoldgico, como macrofagos, células dendriticas, células T e neutrdfilos.
Ap0s ativado, pode aumentar a inflamagdo na doenca e piorar o progndstico. Assim, 0 uso de
substancias antagonistas do receptor P2X7 poderia contribuir para o tratamento da COVID-19,
atraves da reducdo dos efeitos pro-inflamatérios do ATP (DI VIRGILIO et al., 2020;
FRANCIOSI et al., 2021). Além disso, 0 bloqueio desse receptor pode ser uma estratégia
promissora para evitar e tratar transtornos psiquiatricos e a neuroinflamacdo em pacientes com
COVID-19 (RIBEIRO et al., 2021).

Alguns medicamentos estdo sendo avaliados para uso terapéutico em pacientes com
COVID-19 por meio de protocolos e ensaios clinicos randomizados, como por exemplo, o
dipiridamol. Esse medicamento potencializa a sinalizacdo dos receptores de adenosina. A
perspectiva € de que a droga diminua a resposta tromboinflamatdria nos individuos com a
doenca (KANTHI et al., 2020; OATES; WOOD; FITZGERALD, 1987).

No ano de 1985 foi formulado e descrito, pela primeira vez, o conceito de estresse
oxidativo (SIES, 2015). A relacdo entre fatores oxidantes e antioxidantes no organismo, é um
fator importante para manutencdo da homeostase. Quando ha um desequilibrio entre esses
fatores, ocorre o que chamamos de estresse oxidativo. O dano oxidativo ocorre quando um
atomo ganha ou perde elétrons, forma-se entdo radicais livres que ficam altamente reativos.
Diversos componentes do organismo ficam suscetiveis a oxidagdo, como por exemplo lipideos,
proteinas e DNA (LICHTENBERG; PINCHUK, 2015; YANG; CHEN; SHI, 2019).

Grande parte dos radicais livres sdo produtos do metabolismo celular, como o
metabolismo mitocondrial e do reticulo endoplasmaético, na degradac&o lipidica e no processo

de envelhecimento. As espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), sdo
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moléculas altamente reativas e podem contribuir para a progressdo de diversas patologias
quando em desequilibrio com propor¢do de moléculas antioxidantes (LIGUORI et al., 2018;
MUHAMMAD et al., 2021; NTYONGA-PONO, 2020).

Os danos quando o organismo esta em condicdes de estresse oxidativo sdo inimeros e
podem afetar o organismo de forma geral, afetando membranas celulares e DNA, ocorrendo o
processo de oxidacdo e desnaturacdo proteica e induzindo a respostas inflamatérias (ZHANG;
RONG; LI, 2019).

As principais enzimas antioxidantes do organismo sdo a superoxido dismutase (SOD),
a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSHPx). O &cido ascorbico (vitamina C), a
glutationa (GSH), vitamina A e vitamina E fazem parte da defesa antioxidante ndo enzimatica,
que neutralizam os radicais livres, protegendo o organismo dos agentes oxidantes nocivos
(MARTINS et al., 2021). Porém, a producdo das ERO ndo é totalmente prejudicial ao
organismo, ela possui uma funcdo benéfica em infecgdes virais, através da sinalizacéo
intracelular, necessaria para erradicacdo do dos virus que sdo fagocitados por células do sistema
imunoldgico. Entretanto, até o momento, ndo estd comprovado o envolvimento do estresse
oxidativo nas células das vias aéreas dos pacientes com COVID-19 (CHERNYAK et al., 2020;
YANG et al., 2013).

A COVID-19 é uma doenga infecciosa que afeta milhares de pessoas no mundo,
resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade, além de diversas complicacfes ap6s a
infeccdo pelo virus SARS-CoV-2. A inflamacédo aguda é um problema frequente em pacientes
acometidos por essa doenca. Sabe-se que a sinalizacdo purinérgica e estresse oxidativo
participam diretamente na regulacdo do sistema imunoldgico, porém, ha poucos estudos sobre
0 seu papel na modulacdo da fisiopatologia da COVID-19. Sendo assim, é de fundamental
importancia conhecer 0s mecanismos do sistema purinérgico e do estresse oxidativo envolvidos
na COVID-19, a fim de que uma abordagem terapéutica eficaz no sentido de prevenir a prépria

infeccdo ou reduzir a sua evolucéo.
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1.2 JUSTIFICATIVA

O virus SARS-CoV-2 causou uma pandemia global e milhares de pessoas no mundo
desenvolveram a doenga COVID-19. Até o momento, foram registradas mais de seis milhdes
de mortes pela doenca, gerando um grande impacto na saude publica. A COVID-19 pode
resultar em casos assintomaticos ou leves, porém pode evoluir devido a “tempestade de
citocinas” ocasionada e causar a SRAG resultando diversas complicacdes ¢ aumentando a
mortalidade dessa doenca.

A alta concentragéo de adenosina durante a COVID-19, por exemplo, pode exercer uma
acdo imunossupressora Via receptores A2A e A2B nas células do sistema imunolégico do
hospedeiro (ABOUELKHAIR, 2020). O aumento da atividade das enzimas CD39 e CD73
contribuem para a reducdo dos niveis de ATP e aumento da quantidade de adenosina. Isso
poderia conter a “tempestade de citocinas” causada pela COVID-19 e promover um ambiente
anti-inflamatorio no local da infecgdo (CEKIC; LINDEN, 2016; FRANCIOSI et al., 2021).

A descompensacdo do sistema imunoldgico ocorre na COVID-19 e o papel da
sinalizacdo purinérgica e do estresse oxidativo nesse processo ainda ndo sdo totalmente
compreendidos, além de como o organismo se comporta apos essa infeccdo. A presente
pesquisa parte da premissa que o sistema purinérgico e o estresse oxidativo tem participacéo
nas alteracGes patoldgicas na COVID-19 e que estas alteracfes podem ter uma relagdo com a
progressao da doenca COVID-19.

Pacientes que desenvolveram a COVID-19 relatam manifestacdes clinicas persistentes
apos a cura da doenca, como fadiga, dores e alteragfes no apetite e sono. Durante a pandemia,
as pesquisas cientificas centraram-se, principalmente, na prevencdo e no tratamento na fase
aguda da infeccdo. E de fundamental importancia identificar os sintomas percebidos pelos
individuos apds a COVID-19 e correlacionar com aspectos inflamatdrios do estresse oxidativo
e sistema purinérgico, a fim de elucidar e contribuir para entendimento fisiopatoldgico dessa

doenca, justifica-se o0 estudo.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar a relagdo entre os sintomas pds-COVID de pacientes acometidos com COVID-
19 com grau leve e moderado com marcadores inflamatorios do sistema purinérgico e estresse

oxidativo.

1.3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a atividade das enzimas ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1 (CD39),
ecto-5’-nucleotidase (CD73) e adenosina desaminase (ADA) em linfécitos em pacientes apds
a infeccdo pela COVID-19 e que desenvolveram a doenga na forma leve e moderada e nos
individuos do grupo controle;

b) Avaliar a atividade das enzimas ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1 (CD39),
ecto-5’-nucleotidase (CD73) e adenosina desaminase (ADA) em plaquetas apds a infeccéo pela
COVID-19 e que desenvolveram a doenca na forma leve e moderada e nos individuos do grupo
controle;

C) Avaliar os pardmetros do estresse oxidativo em pacientes que desenvolveram a forma
leve e moderada da COVID-19 e nos individuos do grupo controle.

d) Caracterizar a amostra atraves dos dados clinico patoldgicos dos prontuarios medicos
nos grupos leve e moderado e comparar com 0 grupo controle.

e) Avaliar os sinais e sintomas persistentes percebidos pelos individuos ap6s o
desenvolvimento da doenca COVID-19.

f) Associar e ponderar as diferentes varidveis laboratoriais coletadas de marcadores
inflamatdrios com a suas respectivas razfes de chance na caracterizacdo do COVID-19 por
meio do modelo ModSP.

)] Elaborar a partir dos resultados dos exames laboratoriais modelos preditivos e
exploratdrios que auxiliam explicar e detectar a probabilidade de chances de um individuo
possuir COVID-19.
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2. METODOLOGIA

2.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo analitico de corte transversal, de abordagem qualitativa
e quantitativa, que analisou pacientes recuperados da COVID-19 que foram atendidos na
Unidade Basica de Saude (UBS) de Belmonte, SC, Brasil. Os individuos foram alocados de
acordo com o caso de maneira cronologica, em dois estratos de gravidade da doenca. A
testagem reagente para COVID-19 foi realizada utilizando um dos seguintes métodos
biogquimicos/biomoleculares:  teste de expressdo génica (RT-PCR), soroldgico
(Imunocromatografia), pesquisa de antigeno, teste enzimaimunoensaio (ELISA) ou
imunoensaio por eletroquimioluminescéncia (ECLIA). Trés grupos foram estabelecidos: i.
pacientes que desenvolveram a forma leve da doenca (n=15), ii. pacientes que desenvolveram
a forma moderada da doenca (n= 15), e iii. 0 grupo controle (n= 15). Neste ultimo, foram
incluidos individuos que ndo obtiveram testagem positiva e nao desenvolveram sindrome gripal
no ultimo ano de referéncia da data da coleta, em 2021. Os critérios de classificacdo da
gravidade da doenca seguiram as referéncias das Orienta¢cbes de Manejo de pacientes com
COVID-19 do Ministério da Saude (BRASIL, 2020). Todos os participantes foram informados
sobre os objetivos e procedimentos da pesquisa, as davidas esclarecidas e procedido o convite
a participacdo voluntéria do estudo, sendo que aqueles que aceitaram participar assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), conforme o Apéndice A.

A coleta de material bioldgico, informacdes de prontuario e questionario dos pacientes
leves e moderados foram realizadas no ano de 2021. O questionario de sintomas (anexo A)
foram respondidos ap0ds a coleta de material bioldgico pelos participantes da pesquisa. As
amostras foram coletadas ap6s no maximo a decorréncia de 21 dias do inicio da doenca e
melhora geral dos sintomas. Nas amostras de soro foram avaliados atividade enzimatica de
componentes do sistema purinérgico e estresse oxidativo. As analises laboratoriais foram

realizadas nos laboratérios de pesquisas da UFFS, campus Chapeco, no periodo de 2021 a 2022.

2.1.1 Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos neste estudo individuos com idade superior a dezoito (18) anos

completos, que desenvolveram a doenca da COVID-19, diagnosticados por meio de testes
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moleculares (RT-PCR), soroldgicos (Imunocromatografia) ou pesquisa de antigeno, teste
enzimaimunoensaio (ELISA) ou imunoensaio por eletroquimioluminescéncia (ECLIA). Os
individuos do grupo controle foram voluntarios, com idade acima dezoito (18) anos completos,
que ndo apresentaram sinais ou sintomas da Sindrome Gripal no Gltimo ano e/ou teste positivo
para COVID-19.

Os critérios de exclusdo compreenderam individuos gestantes, lactantes, oncoldgicos e

pacientes que fizeram uso de terapia imunossupressora.

2.2 QUESTIONARIO DE SINTOMAS — COVID-19

Apds a assinatura do TCLE (apéndice A) os participantes do estudo receberam o
questionario em que puderam identificar os sintomas que persistiam mesmo apds a remissao ou
provavel cura da COVID-19. Logo em seguida ao preenchimento do questionario, foram
encaminhados para a coleta sanguinea para caracterizacdo de biomarcadores inflamatérios e

componentes do sistema purinérgico em linfocitos e plaquetas e do estresse oxidativo.
2.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

A coleta de sangue dos participantes foi realizada em um Unico momento apds
assinatura do TCLE e preenchimento do questionario de sintomas. Foram coletados dezoito
mililitros (18 ml) de sangue total em tubos vaccutainer com EDTA, para isolamento de
linfécitos, com citrato de sodio, para isolamento de plaquetas e em tubos sem anticoagulante
para separacdo do soro. O procedimento de coleta ocorreu na sala de coletas da UBS, sendo
realizado por profissional capacitado na area, garantindo a privacidade e sigilo dos individuos.
Todo o procedimento de coleta das amostras bioldgicas, manipulacdo e descartes de residuos

infectantes foram executados em consonancia com as normas de biosseguranca.

2.3.1 Processamento e separacdo dos componentes sanguineos

Para a obtencdo do soro, as amostras foram coletadas em um tubo contendo gel
separador, que foi centrifugado a uma rotagdo de 3.500 rpm por 15 minutos, ap6s, o soro foi
retirado e armazenado em tubos eppendorf no ultrafreezer a -80°C.

Para separacdo da camada de linfocitos utilizou-se a metodologia de Bdyum (1968),
onde as amostras de sangue foram coletadas com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
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foram diluidas em volume igual de solucdo salina. Posteriormente a amostra diluida foi
transferida para um tubo conico contendo Lymphoprep (Ficoll-Histopaque), seguida de
centrifugacdo a 1800 rpm, em temperatura ambiente, por 30 minutos. Apos a centrifugacéo,
houve a formacdo de um gradiente de densidade. Nesta etapa, uma camada forma-se, composta
pelas células mononucleares (linfocitos e mondcitos) entre as camadas de plasma e Ficoll, essas
celulas foram cuidadosamente retiradas com pipeta e transferida para tubo cénico limpo e
acrescentado salina, seguida por centrifugacdo de 10 minutos a 1500 rpm. Apo6s, ocorreu 0
descarte do sobrenadante e acrescentado salina até a lavagem completa das células e remocao
das plaquetas. As amostras de linfécitos foram armazenadas no ultrafreezer.

No processo de separacdo das plaquetas utilizou-se a metodologia de Pilla et al., (1996)
modificada por Lunkes et al., (2003) onde as amostras de sangue coletadas nos tubos de citrato
foram centrifugadas por 10 minutos a 1200 rpm. O sobrenadante foi transferido para um tubo
de ensaio, que foi centrifugado por 30 minutos a 5000 rpm para que as plaquetas se depositem
no fundo do tubo de ensaio. Ap6s, o sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado
1 ml do tampao HEPES 3,5 mM a pH 7,2, homogeneizando até a completa dissolucdo. Esse
homogeneizado foi centrifugado por mais 10 minutos a 5.000 rpm. Posteriormente, retirou-se
0 sobrenadante e foi adicionado 500ul do tampao HEPES as plaquetas. Ap6s homogeneizacao,
foi separado 250u1 da amostra em dois eppendorf, e esses foram armazenadas no ultrafreezer a
-80°C.

Para obtencdo de plasma, foi utilizado os tubos com EDTA e citrato e realizou-se a
centrifugacdo da amostra a uma rotacao de 3.500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante contendo
o plasma foi identificado, armazenado em eppendorf no ultrafreezer a -80°C para posterior
realizacdo das analises.

2.4 DETERMINAGCAO DE PROTEINAS
As proteinas foram determinadas de acordo com o método de Bradford e ajustadas nas

concentragdes de 0,1-0,2 mg/mL para amostras de linfocitos, utilizando cloreto de sddio 0,9%
quando necessario para diluicdo (BRADFORD, 1976).
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2.5 ENSAIOS ENZIMATICOS E BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

A atividade das ectoenzimas do sistema purinérgico foi verificada nos linfocitos e em
plaquetas (CD39, CD73, ADA. A atividade das enzimas CD39 e CD73 foi determinada como
previamente descrito por LEAL et al. (2005). A atividade da enzima ADA foi determinada de
acordo com o protocolo ja descrito por GIUSTI e GALANTI (1984).

Para a dosagem da vitamina C foi realizada o método de acordo com a metodologia
descrita por JACQUES-SILVA et al. (2001). A metodologia empregada para avaliacdo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) seguiu o protocolo de JENTZSCH et al.
(1996).

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

A anélise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 9.0 (San Diego, CA,
EUA). Para testar a normalidade foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas
entre 0S grupos para as atividades enzimaticas e parametros do estresse oxidativo foram
avaliadas por meio da andlise de variancia de um fator (ANOVA One-way). Os resultados
foram apresentados como média e desvio padrdo, X (DP) para as variaveis paramétricas, € Como
mediana e intervalo interquartil para modelos de distribuicdo desconhecido. Para analise dos
questionarios, a frequéncia absoluta e relativa e os testes de homogeneidade e de contagem de
Poisson foram empregados para analisar as multiplas respostas entre 0s grupos.

Para verificar a associacdo das variaveis referentes ao sistema purinérgico e estresse
oxidativo, foi inicialmente realizada uma analise exploratdria de correspondéncia maltipla entre
as variaveis métricas. A partir da verificacdo da baixa correlagdo entre as variaveis, refutando
a multicolinearidade, todas estas foram adicionadas para constru¢do do modelo de regressao
logistica multinominal, considerando somente efeitos principais de cada. As variaveis que
apresentaram um valor do logaritmo da taxa de falsa descoberta, na analise geral do modelo,
superior a 0,5 (“cut-off”), estas foram removidas pelo método backward. Os testes de Wald e
razdo de verossimilhanca foram utilizados para verificar a contribui¢do individual de cada
variavel para o efeito global do modelo. Analise da razdo de chance e respectivo Intervalo de
Confianga (IC, 95%) foi calculada para avaliar o peso das variaveis em prever a chance destas
em categorizar o desfecho. Por fim, no intuito de gerar uma modelagem estatistica robusta, o

modelo gerado foi utilizado para gerar 10.000 permutagOes dos dados observados, sendo este
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novo banco utilizado para estabelecer a formulagdo matematica de predicdo com base das
chances das varidveis independentes categorizarem os trés grupos do presente estudo.

O software Jamovi (versdo 2.3.21) e o Microsof Excel 2016 foram utilizados para as
analises estatisticas. Foram considerados testes estatisticamente significantes aqueles cujo valor
de P foi inferior a 0,05.

2.7 CONSIDERACOES ETICAS

Para execucdo do projeto, foram solicitadas autorizacGes aos 6rgdos competentes, que
incluem a Secretaria Municipal de Satde do Municipio de Belmonte-SC. Os responsaveis pelo
estabelecimento assinaram as declaracfes de ciéncia e concordancia.

A presente pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
através da Plataforma Brasil na Universidade Federal da Fronteira Sul, aprovada pelo CAAE
47417821.5.0000.5564, nimero do parecer: 4.836.301.

3 RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Um total de 45 participantes foram incluidos no presente estudo, sendo 15 individuos
compondo o grupo gue nao teve manifestacdes sintomatoldgicas do quadro da Covid-19 (Grupo
Controle) e 30 que contrairam a COVID-19. Estes ultimos, 15 preencheram os critérios da
forma leve da doenga (Grupo Covid Leve) e os outros 15 apresentaram a forma moderada
(Grupo Covid Moderado).

Tabela 1. Caracterizacdo da amostra de acordo com género e idade.

Grupo Género Idade Peso IMC
Controle (n=15) Feminino 38,1 (9,04) 70,4 (15,43) 26,5 (5,45)
Masculino 40.4 (14,31) 79,0 (11,20) 27,5 (3,74)
Covid Leve (n=15) Feminino 445 (15,77) 70,2 (19,99) 28,7 (7,57)
Masculino 40.3 (16,71) 81,1 (15,71) 26,4 (4,06)
Covid Moderado (n=15) Feminino 48.3 (9,89) 76.0 (14,24) 29,7 (5,04)

Masculino 30.6 (10,34) 74,4 (11,61) 24.1 (2,56)
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Quanto ao género os participantes no grupo controle, 10 eram do sexo feminino (67%)
e 5 do sexo masculino (33%); no grupo leve, 8 participantes eram do sexo feminino (53%) e 7
do sexo masculino (47%), no grupo moderado, 8 participantes eram do sexo feminino (53%) e
7 do sexo masculino (47%).

A média da idade dos participantes do grupo controle foi de 38,1+9,04 anos para 0 sexo
feminino e de 40,4+14,31 anos para 0 sexo masculino. A média da idade entre os individuos do
grupo Covid Leve foi de 44,5+15,78 anos para o sexo feminino e de 40,3+16,71 anos para sexo
masculino. Ja no grupo Covid Moderado, a média de idade feminina foi de 48,3+£9,90 e de
30,6+10,34 anos no sexo masculino.

O grupo controle foi composto de individuos que ndo obtiveram testagem positiva e ndo
desenvolveram sindrome gripal no ultimo ano. Todas as amostras do grupo controle foram
testadas com teste rapido de anticorpos para COVID-19, tendo resultado negativo obrigatério

para todas as amostras para que o individuo fosse incluido na pesquisa.

3.2 PARAMETROS DO SISTEMA PURINERGICOS

Conforme demonstra a Figura 1A, a hidrélise foi aumentada em pacientes que
contrairam a COVID-19 em comparag¢do com o grupo controle. Entre o grupo leve e o grupo
controle houve diferenca na hidrélise do ATP (90,51+21,99 nmol Pi/min/mg do grupo leve vs.
59,11+12,71 nmol Pi/min/mg do controle, com valor de p=0,0008) e entre o grupo moderado
91,67+25,52 nmol Pi/min/mg, valor de p=0,0005 comparado ao controle.

Na Figura 1B, os resultados se mantém semelhantes a hidrdlise de ATP, demonstrando
0 aumento da hidrélise do ADP, com diferenga entre o grupo controle (52,07+7,73 nmol
Pi/min/mg) e leve (81,45%+26,02 nmol Pi/min/mg) p= 0,0005 e entre 0 grupo controle
(52,07£7,73 nmol Pi/min/mg) e moderado (82,80+17,74 nmol Pi/min/mg) com p=0,0003.

A Figura 1C, demonstra que houve aumento da hidrélise do AMP nos casos leves
(99,65+29,77 nmol Pi/min/mg) da doenca em comparagéo ao grupo controle (64,58+8,78 nmol
Pi/min/mg (p < 0,0001), porém os experimentos demonstraram uma reducdo significativa na
hidrélise do AMP do grupo moderado (64,22+7,56 nmol Pi/min/mg) em comparagdo ao grupo
leve (99,65+29,77 nmol Pi/min/mg), com valor de p < 0,0001.
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Figura 1. Hidrélise de ATP (A), ADP (B) e AMP (C) em linfdcitos de individuos controle (n=15), leve
(n=15) e moderado (n=15) que contrairam COVID-19. A atividade de CD39 foi medida pela hidrélise
de ATP e ADP, enquanto a atividade de CD73 foi medida pela hidrolise de AMP. Anélise estatistica:
ANOVA de uma via. *(p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001).

A Figura 2 demonstra a atividade da ADA nos linfdcitos, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quanto a atividade da ADA. Porém ha uma tendéncia de aumento
na atividade dessa enzima nos pacientes que contrairam os SARS-CoV-2 quando comparadas

ao grupo controle.

40 T I

Atividade da ADA - linfécitos

T T
Controle Leve Moderado

Figura 2. Atividade da ADA em linfocitos de individuos que desenvolveram a forma leve (n=15) e
moderada (n=15) da COVID-19 em relacéo ao grupo controle (n=15).

A Figura 3A demonstra a hidrdlise do ATP nas plaquetas dos pacientes do estudo, onde
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os trés grupos (controle: 39,31+9,23
nmol Pi/min/mg; leve: 34,87+10,94 nmol Pi/min/mg e moderado: 38,01+8,08 nmol
Pi/min/mg). A Figura 3B demonstra a hidrdlise do ADP nas plaquetas, onde a hidrolise foi
aumentada no grupo controle (54,78+20,78 nmol Pi/min/mg) em comparacdo ao grupo leve
(39,39£13,69 nmol Pi/min/mg) com valor de p= <0,05. A Figura 3C demonstra a hidrdlise do

AMP, onde ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 3. Hidr6lise de ATP (A), ADP (B) e AMP (C) em plaguetas dos individuos do grupo controle
(n=15), leve (n=15) e moderado (n=15) que contrairam COVID-19. A atividade de CD39 foi medida
pela hidrolise de ATP e ADP, enquanto a atividade de CD73 foi medida pela hidrélise de AMP.
Anélise estatistica: ANOVA de uma via. *(p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p <0,001); **** (p <
0,0001).

A Figura 4 demostra a atividade da ADA em plaquetas, onde ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos.

Atividade ADA-plaquetas
U/L

I 1
Controle Leve Moderado

Figura 4: Atividade da ADA em plaquetas de individuos que desenvolveram a forma leve (n=15) e
moderada (n=15) da COVID-19 em relagéo ao grupo controle (n=15).

3.3 PARAMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO

Conforme demonstra a Figura 5A E 5B, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos

controle, leve e moderado nas concentracdes de TBARS e PSH.
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Figura 5. Concentracdo de TBARS (Figura 5A) e PSH (Figura 5B) individuos que desenvolveram a
forma leve (n=15) e moderada (n=15) da COVID-19 em relacdo ao grupo controle (n=15).

A figura 6A e 6B demonstra que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos controle, leve e moderado nas concentracdes de TBARS (controle: 4,30+1,12 nmol
MDA/mL, leve: 4,55+0,99 nmol MDA/mL e moderado: 3,90+0,68 nmol MDA/mL), PSH
(4,32+1,05 pmol/mL, leve: 4,18+1,20 pmol/mL e moderado: 3,41+0,50 umol/mL), Acido
ascorbico (controle: 33,78+4,41 ug/dL, leve: 34,59+3,93 ug/dL e moderado: 35,54+5,86 ug/dL)
e NoX (controle: 258,2+120,8 uM, leve: 277,1+109,5 uM e moderado: 240,9+68,9 uM).
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Figura 6. Concentracdo de Acido ascorbico (Figura 6A) e NoX (Figura 6B) em individuos que
desenvolveram a forma leve (n=15) e moderada (n=15) da COVID-19 em relagdo ao grupo controle

(n=15).
3.3 QUESTIONARIO DE SINTOMAS APOS A COVID-19

Ap0s a coleta das amostras bioldgicas, os participantes da pesquisa responderam ao

questionario referente aos sintomas ap6s recuperacdo da COVID-19, conforme demonstra a

figura 7.
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1- Vocé sente algum desconforto desde que recebeu alta do hospital? 2- Como vocé descreveria seu estado de salde atual?
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Figura 7. Questionario de sintomas pds-COVID-19 respondido pelos individuos do grupo moderado e
leve. Os individuos do grupo foram retirados da analise, isto €, ndo sdo considerados ndo-respondentes
devido a especificidade do questionério ser voltado aos individuos que desenvolveram a doenga.

3.4 ANALISES EXPLORATORIA E CONFIRMATORIA DAS VARIAVEIS CONTINUAS
REFERENTES AO ESTUDO

Inicialmente foram realizadas investigacdes exploratérias das varidveis coletadas no

estudo a fim de investigar possiveis associacdes de preditores que pudessem modelar uma
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anélise confirmatoria acerca da probabilidade de chances de um individuo ter ou ndo COVID-
19.

A Figura 8 abaixo é possivel verificar a analise exploratéria com os valores de
correlacdo, interacGes das médias, desvios e coeficientes entre as variaveis e suas respectivas
plotagens em gréfico de dispersdo. Na linha diagonal que divide a figura encontram-se as

frequéncias dos dados univariados.
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Figura 8. Andlise estatistica exploratoria que investiga o grau de correlacdo entre as variaveis
continuas que foram utilizadas para a constru¢do do modelo de regressao logistica como do modelo de
redes neurais para previsao de individuos apresentarem ou ndo Covid-19 com base nos inputs analisados.
Na metade diagonal inferior da figura, o gréfico de dispersdo dos dados é acompanhado da linha de
ajuste da correlacdo de Pearson, o contorno eliptico que relaciona as médias, desvios padrfes e
correlagdes entre X,Y. Na metade diagonal superior, os valores do coeficiente de Pearson estdo plotados
por painel do tipo “Heat Map”, sendo que a quanto maior a tonalidade vermelha, maior a correlagédo
entre as variaveis.

A Figura 9 sumariza em clusters plotados em painel do tipo “Heat Map” as variaveis

agrupadas pela matriz de covariagéo entre as variaveis incluidas neste estudo. Com base nessa
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analise, foram selecionadas as variaveis dos 3 blocos visualmente identificados com mesma

dimensdo e de tonalidade vermelha-escura da Figura 9.
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Figura 9. Painel do tipo “Heat Map” mostra a correlacdo agrupada conforme a matriz de covariancia
entre as variaveis bioquimicas coletadas preditoras de pacientes que desenvolveram a COVID-
19 e o grupo controle.

Ao calcular a regressao, os preditores que obtiveram valores logWorth menores que a
adotada como ““cut-off” neste estudo (False Discover Ratio logWorth > 0,5) foram removidas.
Em seguida, foi analisado 0 modelo geral resultante, observando uma boa descricdo global dos
preditores associados com o desfecho categorico dos trés grupos, isto €, Controle, Covid Leve
e Covid Moderado (y?= 48,6, P<0,001).

Foi possivel caracterizar um modelo de regressdo logistica que consistiu na
incorporacdo de oito varidveis preditoras das 12 calculadas no presente estudo, em sua maioria,
envolvidas no sistema purinérgico. O uso da regressdo logistica teve como objetivo verificar a
como se comportam, em termos de associacdo com o desfecho categdrico, os parametros
comumente utilizados na pesquisa basica para compreender mecanismos de inflamacgdo, no
entanto, com poucos estudos abordando a sua associacdo no cenario de pratica clinica.

A tabela 2 apresenta o grau de associacdo entre os preditores e a tabela 3 traz o valor de

¥? e 0 ajuste do modelo de regressdo gerado.
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Tabela 2. Valores de logWorth das varidveis de entrada do modelo de regressdo logistica
mostrando os preditores que caracterizaram o desfecho de modo satisfatério.

Variaveis independentes FDR FDR

Logworth PValue
HIDROLISE AMP - LINFOCITO 5587 0,00000
HIDROLISE ADP - LINFOCITO 1,574 =11 0,02669
HIDROLISE ADP - PLAQUETAS 1,103 =1 | 0,07883
HIDROLISE ATP - PLAQUETAS 1,103 =1 | 0,07883
ADA - PLAQUETAS 1,103 =1 | 0,07883
ADA - LINFOCITOS 1,103 =1 | 0,07883
PSH 0,894 1 | 0,12757
TBARS 0,498 11 | 0,31773

Tabela 3. Teste X2 para validacéo estatistica do modelo geral e o grau de ajuste deste por meio
dos valores de AICs e BIC.

Modelo -Loglikelihood DF QuiQuadrado Prob>ChiSq
Difference 24,308194 16 48,61639 <,0001*
Full 25,129359

Reduced 49,437553

RSquare (U) 0,4917

AlCc 112,566

BIC 118,779

Observations 45

Tabela 4. Testes 2 das razdes de verossimilhanca indicando as variaveis que contribuem para
0 modelo de regresséo gerado.

Preditor Nparm DF Y Prob>ChiSq
HIDROLISE ADP - LINFOCITO 2 2 10,0193036 0,0067*
HIDROLISE AMP - LINFOCITO 2 2 29,8880029 <,0001*
ADA LINFOCITOS 2 2 5,65626006 0,0591
HIDROLISE ATP - PLAQUETAS 2 2 614194712 0,0464*
HIDROLISE ADP - PLAQUETAS 2 2 6,9339614 0,0312*
ADA - PLAQUETAS 2 2 586188874 0,0533
TBARS 2 2 2,29308321 0,3177
PSH 2 2 4,38521143 0,1116

Na tabela 4, é possivel identificar que as variaveis hidrolise do AMP e do ADP em
linfécitos e a hidrolise do ATP e ADP em plaquetas apresentam relevancia significativa para
explicar o modelo. Assim o modelo gerado apresenta variaveis bioquimicas capazes de prever
e discriminar os quadros de COVID-19 leve e moderado, bem como distinguir aqueles que ndo
apresentaram a doenca, a partir de ensaios comumente utilizados para avaliar o estresse
oxidativo e o sistema purinérgico. Na tabela 5, estdo representados os valores que estimam o
desfecho categorico (Controle, Covid leve e Covid moderado).

Dentro do modelo, foi realizado o teste de efeito a andlise individual dos parametros,

para identificacdo daqueles que apresentam efeitos principais no modelo de maior ponderagéo,
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demostrados na Tabela 6.

Tabela 5. Valores que estimam para cada preditor a probabilidade de prever o desfecho
categorico dos 3 grupos

Term Estimate Std Error X2 Prob> X2 Lower 95% Upper 95%
Razao da chance entre Covid Moderado e Controle
Intercept -10,039691 5,9459737 2,85 0,0913 -23,558296 0,48420482
HIDROLISE ADP - LINFOCITO 0,07624788 0,033116 530 0,0213* 0,02273333 0,15430203
HIDROLISE AMP - LINFOCITO -0,0189123 0,0386711 0,24 0,6248 -0,1000315 0,05683398
ADA LINFOCITOS 0,05056662 0,0292981 2,98 0,0844 0,00114179 0,12282295
HIDROLISE ATP - PLAQUETAS 0,06583053 0,055406 1,41 0,2348 -0,0322765 0,19189286
HIDROLISE ADP - PLAQUETAS -0,0830183 0,0480875 2,98 0,0843 -0,1919143 0,00262625
ADA - PLAQUETAS 0,36328725 0,2770788 1,72 0,1898  -0,164145 0,97072976
TBARS -0,04445 0,3741739 0,01 0,9054 -0,8255012 0,70129527
PSH 0,66911639 0,5582331 1,44 0,2307 -0,3711029 1,92816655
Razao da chance entre Covid Leve e Controle
Intercept -19,881303 8,2983063 5,74 0,0166* -40,016346 -6,4622749
HIDROLISE ADP - LINFOCITO 0,0132131 0,0376067 0,12 0,7253 -0,0765668 0,08421663
HIDROLISE AMP - LINFOCITO 0,12129589 0,04351 7,77 0,0053* 0,05319911 0,23387551
ADA LINFOCITOS 0,07116118 0,0395364 3,24 0,0719 0,00070739 0,16249575
HIDROLISE ATP - PLAQUETAS 0,14277278 0,0699202 417 0,0412* 0,02607059 0,30904019
HIDROLISE ADP - PLAQUETAS -0,1528204 0,0779391 3,84 0,0499* -0,3435217 -0,0223552
ADA - PLAQUETAS 0,74050554 0,3869884 3,66 0,0557 0,11232179 1,68293935
TBARS -0,7240636 0,5463615 1,76 0,1851 -1,9561024 0,25365848
PSH 1,35295497 0,7459482 3,29 0,0697 0,04515554 3,13177637

Tabela 6. Avaliacdo uniforme de entrada independente dos preditores e 0s seus respectivos
efeitos principais no modelo de regressdo gerado.

Column Main Effect Total Effect .2 4 .6 .8
HIDROLISE ATP - LINFOCITO (nmol de Pi/min/mg protein) 0,229 0,48 . P
HIDROLISE ADP - PLAQUETAS (nmol de Pi/min/mg protein) 0,141 036 1

ADA - PLAQUETAS (U/L) 0,115 0293 |

AC ASCORBICO (ug/dL) 0,077 0211

HIDROLISE AMP - PLAQUETAS (nmol de Pi/min/mg protein) 0,052 0,158 ]
HIDROLISE ATP - PLAQUETAS (nmol de Pi/min/mg protein) 0,036 011 ] !

ADA LINFOCITOS (U/L) 0,018 0,053 ]

TBARS (umol MDA/mL) 0,011 0,031]

Utilizando ainda os dados observados, por meio da projecdo do modelo na matriz de
confusdo (Tabela 7) que relaciona os valores observados com os previstos pelo modelo, foi
possivel verificar que este tem uma taxa de erro de classificacdo de 26,7%. Em adicéo, Receiver
Operating Characteristic Curve e a sua respectiva Area sob a Curva (Figura 10) demonstram a
sensibilidade e a especificidade de predi¢do do modelo proposto.
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Tabela 7. Matriz de confusédo ou de classificacdo de acertos dos eventos corretamente

classificados e daqueles ndo-eventos que foram erroneamente preditos.
Contagem Prevista

Atual Covid Covid Controle
Grupo Moderad Leve

o
Covid Moderado 10 2 3
Covid Leve 2 13 0
Controle 2 3 10

Taxa Prevista

Atual Covid Covid Leve Controle
Grupo Moderado
Covid Moderado 0,667 0,133 0,200
Covid Leve 0,133 0,867 0,000
Controle 0,133 0,200 0,667
10 I I Group Area
0,90 J | — Covid Moderado 0,8778
=— Covid Leve 0,9578
080 — Controle 0,8889
070 [

0,60 j

0,50

Sensitivity
True Positive

0,40

030

0,20

0.10 J_
0

0 020 040 060 080 1,00

1-Specificity
False Positive

Figura 10. Receiver Operating Characteristic Curve e a Area sob a Curva demonstram a
sensibilidade e especificidade do modelo proposto.

4. DISCUSSAO

No contexto da COVID-19, a atividade aumentada das enzimas CD39 e CD73
contribuem para que os niveis de e ATP sejam reduzidos e, portanto, que os niveis de adenosina
aumentem no organismo. A adenosina através da ativagdo dos seus receptores especificos, tem
acdo anti-inflamatoria e imunossupressora, logo, tem a capacidade de diminuir a liberacéo de
citocinas e a quimiotaxia das células inflamatdrias no local da infeccdo (CEKIC; LINDEN,
2016; FRANCIOSI et al., 2021).

Um estudo analisou a expresséo de CD39 e CD73 em pacientes com COVID-19 e
observaram que h& uma tendéncia a frequéncia elevada na expressdo de CD39 em linfocitos
citotoxicos, apesar de ndo observarem diferenca estatistica na pesquisa, esse resultado

corrobora com o presente estudo, indicando que a atividade dessa enzima pode influenciar no
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progndstico da doenca (Figura 1A e 1B) (AHMADI et al., 2020). Além disso, houve uma
diminuicdo da expressdo de CD73 em linfécitos citotoxicos e células NK em pacientes com
COVID-19 quando comparados com o grupo controle. Assim, a auséncia de CD73 permite
maior secre¢ao de citocinas, como TNF-a e IFN-y. Portanto, a diminuicdo da atividade da CD73
no nosso estudo, pode estar relacionada com a progressdo dos sintomas em pacientes
moderados, quando comparados ao grupo que desenvolveu sintomas leves (Figura 1C).
Resultados semelhantes foram descritos por Dorneles e colaboradores (2022) e Shahbaz e
colaboradores (2021), que observaram um aumento das propor¢oes de CD39 e uma diminuicao
de CD73 em células T CD4+ do sangue periférico de pacientes graves com COVID-19.

Em um outro estudo recente, pesquisadores relacionaram a desregulagéo da ectoenzima
CD39 com a gravidade da COVID-19, levando um aumento dos niveis plasmaticos de ATP e
ADP extracelular (eATP e eADP) e uma reducao nos niveis de ADA. O estudo sugere ainda,
que a regulacdo positiva da CD39 e consequentemente as concentragdes de eADP aumentadas,
colaboram com o estado de ativacdo plaquetaria em pacientes infectados e que o uso de um
antagonista do receptor P2Y12 (que é ativado pelo ADP) pode combater a tromboinflamacéo
em pacientes com COVID-19. Nosso estudo demostrou uma diminuicdo na hidrolise de ADP
de pacientes do grupo leve em plaquetas em comparagdo com o grupo controle, o eADP é pro-
inflamatorio e pode contribuir para o estado de tromboinflamacéo em pacientes com COVID-
19 (DIAZ-GARCIA et al., 2022).

Os resultados dos niveis dos parametros do estresse oxidativo do estudo, ndo
apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa quando comparados 0s grupos leve
e moderado com o grupo controle. Muito se estuda o papel da dieta antioxidantes no controle
do estresse oxidativo em doencas infecciosas, segundo a “teoria bioldgica dos antioxidantes” o
consumo de vitamina E, C, D e minerais como ferro, selénio e zinco podem proteger o
organismo do dano celular oxidativo (TRUJILLO-MAYOL et al., 2021). Portanto, ha
evidéncias cientificas que demonstram que uma dieta ou suplementacdo rica em compostos
antioxidantes, podem ser eficazes no controle do estresse oxidativo e inflamacéo em pacientes
com COVID-19, inclusive em pacientes com lesbes cardiacas em estado critico e doengas
hepaticas. (RISTIC-MEDIC et al., 2021; WANG; ZHANG; BAI, 2020).

Considerando que o estudo ndo acompanhou a dieta alimentar ou tratamento adjuvante
néo prescrito e ha evidéncias que o consumo de antioxidante pode reduzir o dano oxidativo nas
celulas, a hipotese de que a dieta antioxidante pode ter influenciado na infeccdo viral pela
COVID-19 e no estado imunoldgico dos pacientes € valida (IDDIR et al., 2020).
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Além de marcadores inflamatdrios do sistema purinérgico e do estresse oxidativo,
observamos, apds aplicacdo do questionario de sintomas, que inumeros pacientes ainda
apresentavam sintomas mesmo apés a alta médica. Esse fendbmeno pode ser definido como
sindrome pos-covid, onde alguns sintomas como fadiga, dispneia, perda total ou parcial do
olfato e paladar, dor no peito, dores musculares, tosse seca, dor de garganta, febre e dor de
cabeca podem persistir, mesmo apos a cura da doenca. (PIERCE et al., 2022).

Nosso estudo demonstrou que nos pacientes do grupo moderado, esses sintomas Sao
mais evidentes, quando comparado com o grupo leve. A fadiga autorreferida do estudo foi a
queixa mais comum entre o grupo moderado. Quando questionados sobre a fadiga e estar
sentindo mais cansado ap6s uma atividade, o grupo moderado teve 93% de respostas positivas
e 7% negativas. Em comparacdo ao grupo leve, 40% dos entrevistados responderam
positivamente a essa pergunta. Uma das teorias que explica a fadiga em pacientes apds a
COVID-19, é que o virus infecta o sistema neuronal e pode entrar no estado de laténcia, isso
permite que o virus confunda o sistema imunol6gico do hospedeiro enquanto infecta novos
neurodnios, causando sintomas neurolégicos como a fadiga (PIERCE et al., 2022). O estudo
corrobora com trabalhos cientificos ja publicados que avaliaram e demostraram altos niveis de
fadiga em pacientes pds-covid (EL SAYED; SHOKRY; GOMAA, 2021; HUANG et al.,
2020b).

A disgeusia (alteragdes na percepcao no paladar) e a anosmia (perda da funcéo olfativa)
foram observadas em maior proporcdo nos individuos do grupo moderado, sendo que 40% dos
individuos apresentavam perda total do paladar, 27% apresentavam piora no paladar em relacéo
a antes da COVID-19 e 33% ndo perceberam diferenca. Estudos sugerem que hd uma alta
expressao de ECA2 nas células epiteliais da lingua, ocasionando infec¢do no local e conseguinte
dano aos receptores gustativos (MASTRANGELO; BONATO; CINQUE, 2021; XU et al.,
2020).

Quanto a funcdo olfativa, 47% dos individuos responderam que perderam totalmente o
olfato, 33% perceberam piora na funcdo olfativa e 20% nao perceberam diferenca apds a
doenca. Essas caracteristicas sugerem que o SARS-CoV-2 pode gerar um comprometimento
neurossensorial através de infeccdo e danos as células do epitélio olfatério, resultando um
processo inflamatdrio no local, onde gera uma obstrucéo da fenda olfatéria e infeccédo direta as
ceélulas neuronais, resultando na anosmia (MASTRANGELO; BONATO; CINQUE, 2021).

As alteragdes no paladar e olfato afetam diretamente a percepcao sensorial do individuo

e podem implicar em outro pardmetro avaliado, a perda de apetite. Isso se apresenta, no presente
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estudo, 60% dos casos moderados e 20% nos casos leves. A falta de apetite pode alterar o
comportamento alimentar e levar a sérios problemas de perda de peso, desnutri¢do e sarcopenia,
principalmente em pacientes idosos, além de disfungdes motoras. 1sso se observa no dado
coletado sobre a forca muscular, onde 80% dos pacientes do grupo moderado relataram sentir
piora em relacdo a forca muscular apds apresentar a doenga. Esses fatores afetam diretamente
a qualidade de vida dos individuos (BYRNE, 2022; GRUND; BAUER, 2022).

Em um estudo que avaliava a possibilidade de manter o apetite em pacientes
recuperados da COVID-19, foi demonstrado que esses pacientes apresentavam maior
saciedade, devido a sentir inchaco, nduseas, sensacao de estbmago pesado e auséncia de fome
(CHAABAN; HGIER; ANDERSEN, 2021). Isso também foi percebido no presente estudo,
onde os pacientes do grupo moderado relataram sentir que estavam propensos a desenvolver
sintomas gastrointestinais apos a alta médica, como vémito (20%), diarreia (20%), ndusea
(13%) e 7% relataram estar sujeitos a desenvolver dois sintomas (ndusea e vomito)

Em relagdo ao sono, quando questionados como se sentiam, 33% dos individuos do
grupo moderado, relataram sentir piora apos o desenvolvimento da COVID-19, o que corrobora
com um estudo de Garrigues e colaboradores, que avaliaram a 0s sintomas persistentes apos a
alta de pacientes com COVID-19 e demonstraram que 30,8% dos individuos apresentaram
distarbios do sono.

A tosse foi o desconforto mais relatado pelos pacientes do grupo moderado (40%),
seguido por tosse e falta de ar (20%), onde alguns pacientes relataram apresentar mais que um
sintoma, como irritacdo na garganta (20%), falta de ar (13%) e dor de garganta (7%). Esses
achados corroboram com um estudo brasileiro realizado por pesquisadores da Fiocruz
(Fundacdo Oswaldo Cruz) onde a tosse foi o sintoma mais frequente (34%) percebido pelos
pacientes ap0s o desenvolvimento e cura da COVID-19 (DE MIRANDA et al., 2022).

Quanto ao modelo de anélise de correlacdo dos preditores bioquimicos desenvolvido no
presente estudo, a partir da analise de correlacéo foi verificado um padréo de clusters, a partir
da hidrolise do ATP, ADP, AMP, atividade da ADA em plaquetas e linfocitos, concentracdo de
TBARS e PSH para avaliar a probabilidade do individuo através desses exames bioguimicos,
de ter o diagnostico da COVID-19. A partir dos resultados dos exames bioquimicos que
avaliaram parametros do sistema purinérgico e do estresse oxidativo o0 modelo de predi¢do em
detectar a probabilidade de chances de um individuos possuir a doenga COVID-19 se mostrou

estatisticamente significativo conforme demonstra a Tabela 3.
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5. CONCLUSAO

Apols a pandemia global da COVID-19, a comunidade cientifica se esforca para
entender a fisiopatologia dessa infec¢do viral e elucidar quais sdo as consequéncias para aqueles
que sobreviveram. Para tal, o estudo avaliou o envolvimento do sistema purinérgico em
linfocitos e plaquetas e do estresse oxidativo, além disso, identificamos os principais sintomas
que a sindrome pds-covid pode desenvolver em pacientes que apresentaram a forma leve e
moderada da doenca.

S&0 necessarios mais estudos para a investigacdo de como o0s sintomas pés-COVID
podem influenciar a qualidade de vida dos pacientes, por quanto tempo persistem e como deve

ser 0 manejo da populacédo apds desenvolver essa doenca.
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ANEXO A

QUESTIONARIOS DOS SINTOMAS

(HUANG et al., 2021)

Nome: Data: / /

1- Vocé sente algum desconforto desde que recebeu alta do hospital?

Se sim, por favor especifique:

2- Como vocé descreveria seu estado de saude atual?

() O mesmo que antes da COVID-19

() Muitas vezes sinto fadiga e é mais facil ficar cansado apds a atividade agora do que
antes do COVID-19

() Melhor condicéo de saude do que antes de COVID-19

3- Vocé ja apresentou algum dos seguintes sintomas de dor que apareceram apos
COVID-19 e sdo persistentes?

() Néo

() Dor de cabeca

() Mialgia

() Dor no peito

() Dor nas articulagdes. Se sim, por favor preencha a tabela abaixo.

Se apresentou qualquer outro sintoma, por favor especifique:

Articulacdes | Mao | Pé | Tornozelo | Mandibula | Cotovelo | Ombro | Pescogo | Quadril

Joelho

Sensibilidade
Inchaco
Escala

numérica de
dor

A 4

0 10
Sem dor Dor insuportavel
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4- Vocé ja apresentou algum dos seguintes sintomas de dor que apareceram apos
COVID-19 e sao persistentes?

() Néo () Dor de garganta () Dificuldade de engolir

5- Vocé ja apresentou algum dos seguintes sintomas de dor que apareceram apos
COVID-19 e séo persistentes?

() Néo () Febre Baixa (37,3-38,0) ( ) PalpitacOes

() Tonturas () Congestéo nasal () Erupcéo cutanea

6- Vocé estd mais sujeito a sofrer dos seguintes sintomas apoés a alta?

() Néo () Diarreia () Néusea () Vomitos

7- Como voceé sente seu olfato em comparacdo em como sentia antes da COVID-19?

() O mesmo que antes () Pior que antes () Melhor que antes () Perda total

8- Como vocé sente seu paladar em comparacédo em como sentia antes da COVID-
19?

() O mesmo que antes () Pior que antes () Melhor que antes ( ) Perda total

9- Como voceé sente seu apetite em comparacdo em como sentia antes da COVID-19?

() Omesmo que antes () Pior que antes () Melhor que antes

10- Como vocé se sente em relagdo ao seu sono em comparagdo em como era antes da
COVID-19?

() Omesmo que antes () Pior que antes () Melhor que antes

11- Como vocé se sente em relacdo a sua forca muscular em comparacdo de como se
sentia antes da COVID-19?

() Omesmo que antes () Pior que antes () Melhor que antes

12-Vocé ja notou queda de cabelo em comparacédo de como era antes da COVID-19?

() Sem queda de cabelo antes ou depois de COVID-19
() A queda de cabelo é a mesma de antes
() Perde mais cabelo do que antes () Perde menos cabelo do que antes
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS

Prezado(a) participante,

Vocé estéd sendo convidado(a) para participar da pesquisa: Avaliacdo do sistema purinérgico
e inflamacao apos infeccédo pela COVID-19, desenvolvida por Barbara Stolarski, discente do
curso de mestrado em Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS),
Campus Chapeco — SC, sob coordenacdo do Professor Dr. Leandro Henrique Manfredi.

1. Objetivo central

Até o momento, foram registradas mais de dois milhdes e meio de mortes pela COVID-19. O
objetivo do estudo é avaliar os parametros inflamatorios e do sistema purinérgico em pacientes
que desenvolveram a COVID-19 na forma leve, moderada e grave e comparar com pacientes
que ndo se desenvolveram essa doenca. Para contribuir para entendimento dessa doenca e
colaborar com o desenvolvimento de novos tratamentos eficazes, justifica-se o estudo.

2. Critérios de incluséo

Serdo incluidos na pesquisa individuos com idade superior a dezoito (18) anos completos, que
desenvolveram a doenca da COVID-19. Serdo excluidos individuos gestantes, lactantes e
pacientes que fazem uso de medicamentos imunossupressores. Os individuos do grupo controle
serdo voluntarios, com idade entre dezoito(18) anos completos que ndo apresentaram sinais ou
sintomas da Sindrome Gripal no ultimo ano e/ou teste positivo para COVID-19. Sua
participacdo ndo é obrigatoria e vocé tem plena autonomia para decidir se quer ou néo
participar, bem como desistir da colaboracdo neste estudo no momento em que desejar, sem
necessidade de qualquer explicacdo e sem nenhuma forma de penalizacdo. Vocé ndo sera
penalizado de nenhuma maneira caso decida ndo consentir sua participacdo, ou desista da
mesma. Contudo, ela é muito importante para a execucdo da pesquisa. Vocé nao recebera
remuneracao e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa, sendo sua participacdo voluntaria.

3. Mecanismos para garantir o sigilo e privacidade

Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informacgdes por vocé prestadas.
Qualquer dado que possa identifica-lo serd omitido na divulgacdo dos resultados da pesquisa e
0 material armazenado em local seguro.

A qualguer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé poderd solicitar do
pesquisador informacgdes sobre sua participacdo e/ou sobre a pesquisa, 0 que podera ser feito
através dos meios de contato explicitados neste Termo.
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4. ldentificagédo do participante ao longo do trabalho

Seu nome ndo sera mencionado durante qualquer etapa desta pesquisa, bem como em quaisquer
publicacdes, cursos, relatorios e afins. Apenas o nome da Instituicdo serd mencionado. Para
manter o0 seu anonimato, sera utilizada uma codificacdo numérica sequencial. Cada participante
terd um namero distinto em todos os materiais e dados relacionados a ele.

5. Tempo de duragéo da coleta/procedimento/experimento

A sua participacdo na pesquisa consiste em responder aos questionarios qualidade de vida e
questdes de autorrelato os sintomas apresentados. Ocorrerd uma coleta e utilizacdo de materiais
bioldgicos (sangue) e disponibilizacdo das informac6es dos prontuarios medicos referentes a
idade, sexo, peso, altura, histérico de doencas inflamatdrias, comorbidades (hipertenséo,
sindrome metabdlica, diabetes, entre outras), informacgdes referentes ao tratamento
medicamentoso durante a doenga COVID-19, histérico de distdrbios trombéticos, resultado de
exames complementares durante a infeccdo pelo SARS-CoV-2 e dados referentes a vacinacao
paraa COVID-19.

6. Tempo de duracdo da coleta e preenchimento do questionario
O tempo de duracdo médio da coleta € de aproximadamente dez minutos e do preenchimento
dos questionarios aproximadamente vinte minutos.

7. Guarda dos dados e materiais coletados na pesquisa

Todos os materiais bioldgicos serdo guardados em freezer, devidamente identificados com
numeracdo sequencial, nome do projeto e pesquisador responsavel. Os outros materiais
provenientes da pesquisa ficardo guardados em armario trancado com chave, ao qual somente
0 pesquisador responsavel tera acesso. As tabelas com informacgdes dos participantes da
pesquisa ficardo guardadas nos computadores dos pesquisadores envolvidos, com acesso
somente com senha. Todos 0s materiais serdo mantidos pelo periodo de duracéo da pesquisa (5
anos).

8. Beneficios diretos (individuais ou coletivos) aos participantes da pesquisa

A pesquisa também propiciard o desenvolvimento do conhecimento cientifico sobre a
participacdo do sistema purinérgico e o envolvimento com progressao da doenca COVID-19,
possibilitando avancos nos processos de diagnéstico e tratamentos futuros. Os beneficios
relacionados a pesquisa incluem o acesso dos participantes aos resultados laboratoriais e
orientacdes em caso de alguma alteracdo patologica, sendo estes encaminhados para
atendimento especializado.

9. Previséo de riscos ou desconfortos

Esta pesquisa pode acarretar alguns riscos aos participantes, entretanto, cabe aos pesquisadores
ameniza-los ou elimina-los. Para realizacdo das analises bioldgicas, sera coletada uma amostra
de sangue dos participantes. Tal procedimento podera gerar desconforto, além de hematoma no
local da puncédo. Para amenizar ou eliminar os riscos de desconforto e possiveis lesoes, este
procedimento sera realizado por profissional da satde farmacéutico, devidamente capacitado.
Caso ocorra hematoma no local da puncéo seré realizado compressas de gelo por 15 minutos,
se 0 hematoma persistir, sera fornecido ao participante, gratuitamente, a pomada Hirudoid®
que € indicada para tratar hematomas apds injecdes ou realizacdo de exames de sangue.

Caso algum pesquisador apresente sintomas sugestivos para a COVID-19, o mesmo nao
participara da coleta e/ou analises laboratoriais, até alta do episodio.
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10. Divulgacéo dos resultados da pesquisa

A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa sera realizada por meio de publicacdes
cientificas e participacdo em eventos cientificos da area, com palestras e com o uso de poster e
banner ou informativos online. Os dados pessoais dos participantes ndo serdo divulgados em
nenhum momento, preservando o anonimato.

Os principais resultados provenientes da pesquisa serdo divulgados individualmente para cada
participante por contato telefénico e/ou por e-mail.

Ao final da pesquisa, todo material sera mantido em arquivo, por pelo menos 5 anos, conforme
Resolucdo 466/12 e orientaces do CEP/ENSP e com o fim deste prazo, sera descartado

Caso concorde em participar, uma via deste termo ficard em seu poder e a outra sera entregue
ao pesquisador. Desde ja agradecemos sua participacao.

Declaro gque entendi os objetivos e condi¢des de minha participacéo na pesquisa e concordo em
participar.

Nome completo do (a) participante:

Assinatura

Belmonte—SC, de de

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Contato profissional com o(a) pesquisador(a) responsavel: Tel: (49) 8802-5160 e-mail:
leandro.manfredi@uffs.edu.br. Em caso de divida quanto a conducao ética do estudo, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFFS: Tel e Fax - 49- 2049-3745/ e-mail:
cep.uffs@uffs.edu.br.

Endereco para correspondéncia: Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, Universidade
Federal da Fronteira Sul, Bloco da Biblioteca, Sala 310, 3° andar, Rodovia SC 484 Km 02,
Fronteira Sul, CEP 89815-899, Chapec0, Santa Catarina, Brasil.

Declaro que entendi os objetivos e condigdes de minha participacéo na pesquisa e concordo em
participar.
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APENDICE B

Informacdes clinico patoldgicas

As informacOes obtidas dos participantes da pesquisa a partir da consulta aos
prontudrios médicos.

1) ldade

2) Sexo

3) Peso e altura (para o calculo do indice de massa corporea, IMC)

4) Historico de doenga inflamatoria

5) Histérico de comorbidades (hipertensdo, sindrome metabdlica, diabetes...)

6) Tratamento medicamentoso durante a doenca COVID-19

7) Historico de distdrbios trombaticos

8) Histdrico de vacinacdo para COVID-19

9) Resultado de exames complementares realizados durante a infeccdo pela
COVID-19 (PCR, hemograma, perfil metabdlico...).



