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RESUMO

A COVID-19, doenga respiratoria potencialmente letal causada pelo virus SARS-CoV-2, ¢
transmitida através do contato com pessoas infectadas, goticulas ou aerossoéis. Os primeiros
casos desta doenca surgiram na China em Wuhan, no final de 2019. A doenga pode
permanecer assintomatica, ou gerar sintomas leves, moderados e graves que necessitam de
leitos em Unidades de Terapia Intensiva e Intubacdo Orotraqueal. Por conta do
estabelecimento de um quadro infeccioso ocorre um desequilibrio entre as espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio e defesas antioxidantes, gerando o quadro de estresse oxidativo.
Estudos anteriores apontam que o estresse oxidativo culmina em uma piora no quadro clinico
do paciente, por isso acredita-se que haja uma diferenca nos niveis desses biomarcadores
conforme a gravidade dos sintomas da doenca. Este trabalho tem como objetivo avaliar os
niveis de biomarcadores de EO em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 que estiveram
internados em UTI e em setores Nao UTI em comparacdo ao grupo controle. Foram
selecionados para participar da pesquisa 90 individuos da cidade de Chapeco-SC, através de
amostra por conveniéncia. Sendo 30 pacientes internados em alas hospitalares Nao UTI, 30
pacientes internados em UTI e 30 individuos controle. Os dados de caracterizacao de amostra
demonstram um aumento de idade, peso e Indice de Massa Corporal conforme a gravidade da
doenca. Os resultados das andlises laboratoriais demonstraram um aumento nos niveis de
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitiirico (p < 0,0001) e Mieloperoxidase (p < 0,01) nos
pacientes internados em UTI em comparagdo ao grupo controle. Em relacdo aos antioxidantes
ndo enzimaticos, observa-se uma diminuicdo significativa nos niveis séricos de acido
ascorbico em pacientes infectados pelo COVID-19 do grupos UTI (p < 0,0001) em
comparagdo ao grupo controle. Entretanto, foi observado um aumento nos niveis de Tiois
Proteicos (p < 0,0001) nos pacientes do grupo UTI em comparacgao ao grupo controle. O nivel
de Tidis Nao Protéicos demonstrou mudanca significativa no grupo de pacientes Nao UTI e
UTI, sendo a relevancia estatistica maior no grupo de pacientes Nao UTI (p < 0,01). Dessa
forma, o estudo constata a influéncia do estresse oxidativo no agravamento ou progressao da

infeccao viral pelo SARS-CoV-2.

Palavras Chave: SARS-CoV-2, Estresse Oxidativo, Biomarcadores, COVID-19.



ABSTRACT

COVID-19, a lethal respiratory disease caused by the SARS-CoV-2 virus, is transmitted
through contact with infected people, droplets or aerosols. The first cases of this disease in
China in Wuhan, at the end of 2019. The disease can remain asymptomatic, or generate mild,
moderate and severe symptoms that occurred in beds in Intensive Care Units and Orotracheal
Intubation. Due to the establishment of an infectious condition, there is a balance between
reactive oxygen species and toxins and antioxidant defenses, generating oxidative stress.
Previous studies indicate that oxidative stress culminates in a worsening of the patient's
clinical condition, so it is believed that there is a difference in the levels of these biomarkers
according to the severity of the disease's symptoms. This work aims to evaluate the levels of
OS biomarkers in patients infected with SARS-CoV-2 who remain hospitalized in the ICU
and in non-ICU sectors in comparison with the control group. 90 individuals from the city of
Chapeco-SC were selected to participate in the research, through a sample by volunteer
personnel. With 30 patients hospitalized in non-ICU hospital wards, 30 patients hospitalized
in ICU and 30 control subjects. The sample characterization data show an increase in age,
weight and Body Mass Index according to the severity of the disease. The results of
laboratory analyzes showed an increase in the levels of Thiobarbituric Acid Reactive
Substances (p < 0.0001) and Myeloperoxidase (p < 0.01) in patients admitted to the ICU
compared to the control group. Regarding non-enzymatic antioxidants, a significant decrease
in serum levels of ascorbic acid was observed in patients infected with COVID-19 in the ICU
groups (p < 0.0001) compared to the control group. However, an increase in the levels of
Protein Thiols (p < 0.0001) was observed in patients in the ICU group compared to the
control group. The level of Non-Protein Thiols showed a significant change in the group of
Non-UTI and UTI patients, with higher physiological expression in the Non-UTI group of
patients (p < 0.01). Thus, the study finds the influence of oxidative stress on the worsening or

progression of viral infection by SARS-CoV-2.

Keywords: SARS-CoV-2, Oxidative Stress, Biomarkers, COVID-19.
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1. INTRODUCAO

No final do ano de 2019, surgiram na China, na cidade de Wuhan, provincia de Hubei,
41 casos de pneumonia de etiologia desconhecida. Tratava-se, da infec¢do por uma nova cepa
de coronavirus que ainda ndo havia sido identificada em seres humanos, o SARS-CoV-2
responsavel por causar a doenga COVID-19, que em casos graves evolui para a Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARA) (OPAS, 2021). O rapido aumento de casos pelo mundo
culminou em uma conjuntura de pandemia, declarada no dia 11 de marco de 2020 e que até o
més de fevereiro de 2023 culminou em mais de 6,634 milhdes de mortes em todo o mundo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).

Atualmente, compreende-se que a transmissao ocorre da mesma forma que outros
virus respiratérios, através do contato direto com pessoas infectadas, goticulas respiratdrias
expelidas que contém o virus, tosse ou espirros € por aerossois que sao goticulas respiratorias
menores contendo virus que podem permanecer suspensas no ar (BRASIL, 2020). De acordo
com o Ministério da Saude (2021), o periodo médio de incubacdo da infec¢do por
SARS-CoV-2 ¢ estimado em 5 a 6 dias, com intervalo que pode variar de 0 a 14 dias.

Ao adentrar no organismo humano, o coronavirus depende da ligagdo e clivagem de
enzimas e proteinas, que aderem a mucosa das células do Sistema Nervoso Central e
respiratdrio. A partir da instalacdo do virus no organismo, o corpo humano passa a responder
a ele, de forma assintomatica, definido por teste laboratorial positivo para COVID-19 com
auséncia de sintomas, ou sintomatica onde os pacientes podem apresentar sintomas leves do
trato respiratorio superior, que podem progredir para pneumonia sem risco de vida a
pneumonia grave como SARA (OPAS, 2021; PEDROSA; BARROS; LEITE-LAIS, 2021).

De maneira geral, as infec¢Oes respiratorias estdo relacionadas a produgdo de
citocinas, proteinas que regulam a resposta imunologica. Entretanto, quando estdo presentes
em forma demasiada podem modular excessivamente a resposta inflamatoria, gerando dano
tecidual e morte celular (YE; WANG; MAO, 2020; VELOSSA, et al., 2021).

Isso posto, ¢ importante destacar que estudos anteriores indicam niveis elevados de
citocinas e quimiocinas no sangue de pacientes infectados pelo COVID-19, que culminam
com a formagdo de um ambiente pro-inflamatorio, contribuindo para os resultados adversos
da doenga. Acredita-se que a denominada tempestade de citocinas seja um dos fatores
desencadeantes para o aumento de complicagdes como SARA, choque séptico, dano
pulmonar agudo e complicacdes cardiovasculares em pacientes infectados, gerando

diminui¢do na taxa de sobrevida dos pacientes (KARKHANEI, et al., 2021).
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Ainda, segundo Cardenas-Rodriguez et al. (2021), a presenca de doengas prévias
como hipertensao, cardiopatias, diabetes e doencas respiratdrias e idade avancada tendem a
gerar um impacto negativo no prognostico de individuos infectados.

Destaca-se que a progressdo de uma doenca inflamatdria ¢ geralmente associada a
producgdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e/ou nitrogénio e os niveis de moléculas
antioxidantes, ocasionando danos a macromoléculas como lipidos, proteinas e acidos
nucleicos gerando assim um quadro de Estresse Oxidativo(EO)(GADOTTI et al., 2021;
PANICO; OSTROSKY-WEGMAN; SALAZAR, 2022).

Nesse contexto, compreende-se que o EO ¢ um distarbio entre a producdo de EROs e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e a capacidade antioxidante, onde se percebe uma
producao anormal destas moléculas reativas e/ou uma falha das defesas antioxidantes (SIES;
BERNDT; JONES, 2018).

A formagdo deste ambiente pr6 inflamatoério, bem como a resposta inflamatdria em si
tem levado pesquisadores a acreditarem que podem existir possiveis diferencas nos niveis de
EO em pacientes com COVID-19, agindo em conjunto com gravidade e progressao da doenca
respiratoria. Uma vez que, estudos tém demonstrado que a infecgao viral tende a desencadear
a produ¢do macica de EROS, impedindo o corpo de neutraliza-las, danificando moléculas e
suas fungdes (KARKHANEI et al., 2021; JAIN et al., 2020). Através da comprovacao
cientifica acerca do envolvimento do EO na progressao e da doencga, o uso de antioxidantes
pode ser utilizado como estratégia terapéutica complementar na COVID-19 (GADOTTI et al.,
2021).

Mesmo que ja existam estudos que comprovem a correlacio entre o EO e a progressao
de doencas virais, no que tange a COVID-19 os dados ainda sdo bastante limitados. Nesse
sentido, alguns biomarcadores podem ser usados efetivamente para o prognostico e
monitoramento do EO em pacientes com COVID-19. Estes biomarcadores podem ser
divididos em antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos, elementos livres (Mn, Zn, Cu e
Cromo) nos papéis de antioxidantes e marcadores de dano oxidativo (KALEM et al., 2021;
MEHRI et al., 2021).

Isso posto, a questdo que norteia essa pesquisa €, se o quadro de EO pode contribuir
para a piora do quadro clinico de pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2 em pacientes
internados em UTI e os ndo internados em UTI em comparagdo ao grupo controle?

A pesquisa se justifica pelo fato de que através da compreensao do avango da doenga

com relagdo ao EO, pode-se elaborar melhores estratégias de manejo clinico, bem como
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elaboracdo de novos farmacos e terapias que garantam uma melhor sobrevida e cura de

pacientes infectados pela SARS-CoV-2.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de biomarcadores de EO em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2

que estiveram internados em UTI e em setores ndo UTI em comparagdo ao grupo controle.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar a caracterizacdo da amostra (idade, sexo, peso, altura e Indice de Massa

Corporal- IMC) dos pacientes incluidos na pesquisa;

2. Avaliar marcadores pro-oxidantes (TBARS, MPO) e antioxidantes ndo-enzimaticos
(Acido Ascorbico, PSH e NPSH) em amostras de pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2.



17

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 0 VIRUS SARS-COV-2 E A DOENCA COVID-19

Os virus humanos que conhecemos consistem nos menores sistemas bioldgicos
conhecidos, medem de 10 a 500 nandmetros, cerca de 20 a 100 vezes menores do que uma
bactéria comum. Nao apresentam uma estrutura celular classica, mas sim uma membrana
plasmatica formada por uma dupla camada de fosfolipidos e apenas uma molécula de acido
nucléico, que pode ser de acido desoxirribonucleico (DNA) ou 4cido ribonucleico (RNA)
(PROSDOCIMI; FARIAS, 2020).

Pelo fato de serem acelulares, os virus ndo possuem metabolismo proprio e organelas,
desde modo, quando invadem uma célula induzem a reproducdo de material genético e
proteinas e por essa caracteristica recebem o nome de parasitas intracelulares obrigatdrios
(SANTOS, 2022).

O Coronavirus ou SARS-CoV-2, é um beta coronavirus, ¢ um virus de RNA
envelopado, que pertence ao subgénero Sarbecovirus da familia Coronaviridae e ¢ o sétimo
coronavirus conhecido a infectar seres humanos, descoberto em amostras de lavado
broncoalveolar obtidas de pacientes com pneumonia de causa desconhecida na cidade de
Wuhan, provincia de Hubei/China, em dezembro de 2019 (BRASIL, 2021a; BELASCO et al.,
2020).

O virus se propaga através do contato com pessoas infectadas, goticulas e/ou aerossois
(BRASIL,2020). Foi descrito na literatura que o mecanismo que envolve a atividade de
clivagem da ECA2 (Enzima Conversora da Angiotensina II), que ¢ previamente gerado pela
Enzima Conversora da Angiotensina (ECA) esté ligado a infecg¢@o pelo coronavirus. Como a
Angiotensina II possui um grande papel na vasoconstricdo e elevagdo da pressdo arterial o
processamento da ECA2 induz vasodilatagdo, que ¢ acentuada pela geracao de Ang 1-7, um
peptideo com grande poder de vasodilatacdo gerado durante esse processo. A ligagdo do
SARS-CoV-2 com a Angiotensina 2 faz com que os virus entrem nas células e, por sua vez,
reduzam a biodisponibilidade do mesmo no organismo. Devido a sua func¢do protetora a
reducdo de seus niveis esta relacionada a fenotipos clinicos adversos, e seu papel fundamental
na patogénese do SARS-CoV-2 (BELTRAN-GARCIA et al., 2020).

Atualmente, a tese mais aceita pela comunidade cientifica ¢ a de que ao adentrar no
organismo humano, o coronavirus expressa a proteina skype que se liga ao ECA2. Porém, a
ligacdo entre a proteina skype e a ECA 2 depende da clivagem e ativagdao pela Protease

Transmembrana Serina 2 (TMPRSS2), permitindo assim a entrada do virus na célula. Os
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receptores ECA 2 s3o expressos em células neuronais e gliais do Sistema Nervoso Central
(SNC), bem como pela mucosa olfatéria e pulmonar causando assim uma inflamagao
sistémica dos tecidos (MINGOTI et al, 2021; SIDARTA-OLIVEIRA et al., 2020). Ademais,
o estudo de Khomich et al. (2018), evidenciou a superprodu¢do de EROS pelos virus
respiratorios que estdo ligados a inflamacdo, queda no sistema de defesa celular e ao dano

tecidual subsequente.

Figura 1. Mecanismo de acdo do SARS-CoV-2 e instalacdo do quadro de EO.
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Fonte: Adaptado de Bioquimica Brasil (2020).

Apbs a sua instalacdo no organismo, o corpo humano reage de maneira assintomatica,
onde hd uma infec¢do, mas auséncia dos sintomas, ou sintomatica (BRASIL, 2021b). A
confirmacao diagnostica ocorre através de exames laboratoriais sendo o padrdo ouro a reacao
em cadeia da transcricdo da Polimerase Reversa em Tempo Real (RT-PCR) na primeira
semana de sintomas, ja na segunda semana sao realizados exames sorologicos e em casos de
identificacdo de pior progndstico sdo realizados exames laboratoriais como hemograma
completo, Proteina C Reativa (PCR), dimero-D, teste de coagulagao, Lactato Desidrogenase
(LD), ferritina e procalcitonina (FIGUEIREDO; PAULA, 2022).

Dentre os casos sintomaticos temos trés subdivisdes sendo: leve, moderado ou grave.
Os casos leves se caracterizam pela presenca de sintomas nao especificos, tosse, dor de

garganta ou coriza, seguidos por, diarreia, dor abdominal, febre, calafrios, mialgia, fadiga e/ou
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cefaleia (BRASIL, 2021b). Os casos moderados tem como caracteristica inicial os mesmos
sintomas dos casos leves, até sinais de piora progressiva de outros sintomas relacionados a
COVID-19, além da presenca de pneumonia sem sinais ou sintomas de gravidade que
necessitam ou ndo de internacdo hospitalar. J4 os casos graves se caracterizam pelo
surgimento da SARA, podendo evoluir para sepse e/ou insuficiéncia respiratéria grave,
disfuncdo de multiplos 6rgdos e pneumonia grave, necessitando de suporte respiratorio e

internagdes em UTI (BRASIL, 2021b).
3.2 ESTRESSE OXIDATIVO E O PROCESSO INFLAMATORIO

Assim como nas infec¢des pelos demais virus respiratorios, a entrada do virus no
organismo culmina em uma resposta inflamatéria exacerbada que gera uma piora progressiva
do quadro dos pacientes infectados. Atualmente, duas vertentes sdo citadas quando se discute
sobre a resposta do sistema imune: a primeira esta relacionada a uma acao ineficaz devido a
supressao leucocitaria, e a segunda, a sua resposta exacerbada. A mais aceita ¢ a que ocorra
uma resposta exacerbada devido a uma “tempestade de citocinas”, proteinas, que sao
estimuladas pelo sistema imune para combater a infec¢io viral (NAZARE et al., 2021). Neste
sentido, acredita-se que uma resposta inflamatoria excessiva ao SARS-CoV-2 seja uma das
causas principais de agravamento dos sintomas e morte em pacientes com COVID-19
(MERAD; MARTIN, 2020).

Ao encontro disso, estudos recentes demonstram um aumento nos niveis de
interleucinas IL-2, IL-6, IL-10 e IL-17, sendo estes polipeptideos produzidos por leucocitos
em resposta a microrganismos € outros antigenos que intermediam e regulam reagdes
imunoldgicas e inflamatorias, em pacientes com COVID-19 que apresentaram sintomas
moderados e graves da doenca (Da Silva et al., 2022; MURPHY, 2014. DELVES, P,;
MARTIN, S.J; BURTON, D.R.; ROITT, .M, 2013).

Com a instalacdo de um ambiente inflamatdrio, ocorre um desequilibrio na produ¢ao
ERO e ERN levando a uma interrup¢do na sinaliza¢do redox e danos lipidicos, DNA ou
proteinas, conceituando o quadro de estresse oxidativo, que culmina com a piora do quadro
clinico e sobrevida dos pacientes (PINCEMAIL et al., 2021).

O estudo Martin-Ferndndez et al.,(2021), avaliou o perfil completo de estresse
oxidativo e enzimas antioxidantes de 108 pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 com
diferentes sintomas da doenca. O estudo constatou que pacientes com sintomas graves

apresentaram maiores niveis de peroxidacdo lipidica em comparagdo aos pacientes com
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sintoma leves da doenga. Revelando que os niveis elevados de peroxidacdo lipidica sdo
associados a um maior risco de intubagdo ou morte de pacientes infectados.

Uma pesquisa realizada no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) analisou os
niveis dos antioxidantes de vitamina C e grupamentos tidéis em pacientes com SARS CoV-2,
visando compreender o envolvimento do estresse oxidativo na COVID-19, principalmente em
relacdo ao agravamento da doenga. A pesquisa constatou uma diminuicdo das taxas dos
antioxidantes e Vitamina C no grupo moderado/grave em comparagdo ao grupo de pacientes
com sintomas leves da doenga. Além disso, a pesquisa aponta as Doengas Crdnicas Nao
Transmissiveis (DCNT) como um achado frequente nos pacientes com sintomas graves da
doenca (SOUZA et al., 2021).

Ja o estudo de Gadotti et al.,, (2021), incluiu 77 pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2, sendo que 44 destes apresentaram sintomas moderados da doenca e 33
necessitaram de internagdes em leitos de UTI e intubacdo orotraqueal. Além disso, 57% dos
pacientes eram portadores de Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e 29% de Diabetes
Mellitus (DM). Porém no que diz respeito aos resultados das andlises de EO, as mesmas ndo
demonstraram diferenca estatistica significativa.

Entretanto, estudos anteriores apontam o estresse oxidativo como um dos principais
condicionantes para o inicio e progressao das DCNT como, HAS, DM , Doengas Pulmonares
Obstrutivas Cronicas (DPOC) e doengas cardiacas, sendo estes os principais fatores de risco
para um mau prognostico de pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2, correlacionadas a maiores
indices de moralidade ¢ suscetibilidade a infeccoes (ARRUDA et al.,, 2020; SOARES;
MENA; COLPO, 2021).

Cita-se que producdo de EROs estao ativamente ligadas ao processo de
envelhecimento e surgimento de DCNT, uma vez que estes sdo geralmente produzidos pelo
metabolismo, mas podem se exacerbar na presenga de xenobidticos. Facilitando assim, a
contaminagcdo e complicagdes ao serem infectados pela SARS-CoV-2, ja que estes estdo
expostos a niveis elevados de EO diariamente (PREVEDELLO et al., 2021).

No que tange o efeito das defesas antioxidantes em pacientes infectados pelo
coronavirus, estudos recentes destacam seu beneficio frente a doenga, uma vez que estes tém
como objetivo proteger as células contra os efeitos dos radicais livres e ou atuar como
sequestradores de radicais, abordagem farmacoldgica muito usada como tratamento potencial
durante a pandemia (KHOMICH et al., 2018; CECCHINI; CECCHINI, 2020).

O estudo de Trujillo-Mayol et al.,(2021), evidencia a importancia do consumo de

quantidades adequadas de antioxidantes diariamente, uma vez que a dieta equilibrada fornece
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as vitaminas, minerais e compostos fendlicos necessarios para ativar as respostas
antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas. Porém, a maioria das dietas apresenta
quantidade deficientede vitamina D, nesse sentido a suplementacdo antioxidante pode
melhorar a resposta do organismo frente a ameaga viral e resisténcia a infecgdo,

principalmente de individuos idosos e propensos a obesidade (GRANT et al., 2020).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (CEP-UFFS), campus Chapeco,
Santa Catarina/ Brasil pelo protocolo n® 35443820.2.2001.5564 e parecer de n° 4.333.214.
Os pacientes do grupo controle selecionados para integrarem a pesquisa foram incluidos no
estudo mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). Os
protocolos realizados neste estudo seguiram todos os padrdes éticos necessarios sobre o
envolvimento com participantes humanos exigidos pelo comité de pesquisa institucional e

nacional.
4.2 MATERIAIS, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os reagentes e produtos quimicos que foram utilizados neste estudo foram adquiridos
da empresa Sigma-Aldrich® Inc. (St. Louis, MO, EUA) e Merck KGaA (Darmstadt,
Alemanha). Os demais reagentes foram de pureza quimica. Todas as andlises de medi¢ao
foram realizadas usando um espectrofotometro de microplacas Multiskan GO ® (Thermo

Fisher Scientific ®, EUA).
4.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO PARA SELECAO DOS PARTICIPANTES

Trata-se de um estudo transversal quantitativo, por amostra por convéniencia, que
incluiu 90 individuos do sexo masculino e feminino da cidade de Chapeco-SC. O estudo foi
realizado nos meses de margo e dezembro de 2022, com individuos com idade igual ou
superior a 18 anos que aceitaram participar do estudo de forma voluntéria, quando incapazes
de responder por si mesmos a autorizagdo e questionario de pesquisa foi respondida e
assinada por familiares. Os pacientes investigados tiveram diagnostico de COVID-19
confirmado através da coleta de material biolégico por swab nasofaringeo, confirmados por
RT-PCR, a partir disto os pacientes selecionados foram divididos em 2 grupos de acordo com
a gravidade da doenga sendo, 30 casos moderados e 30 casos graves. As amostras sanguineas
dos individuos que compuseram estes dois grupos foram coletadas por uma profissional de
enfermagem, no setor da Clinica Médica e UTI do Hospital Regional do Oeste (HRO),
conforme o nUmero de pacientes infectados presentes nos setores. Ademais, foram
selecionados 30 individuos saudaveis (grupo controle - CT), do sexo masculino e feminino

(idade > 18 anos), sem sintomas de sindrome gripal. Estes pacientes tiveram a negatividade da
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doenca confirmada através de um teste de RT-PCR apds a coleta de swab nasofaringeo.
Destaca-se que os sujeitos que foram selecionados para compor o grupo controle ndo
apresentaram histérico de DCNT, como diabetes, hipertensdo, cancer, doencas
cardiovasculares ou problemas respiratorios como DPOC. O chamamento deste grupo ocorreu
por meio de divulgacdo em canais de radio e midias sociais. A coleta de material biologico
deste grupo foi realizada nas dependéncias da reitoria da UFFS ( Av. Fernando Machado, 108

E - Centro, Chapeco - SC).
4.4 CLASSIFICACAO DA GRAVIDADE DA DOENCA

A divisdo dos pacientes positivos para COVID-19 em UTI e ndao UTI ocorreu
seguindo o Protocolo de Manejo Clinico da COVID-19 na Atengdo Especializada (BRASIL,
2020) e as Diretrizes para Manifestacdes Clinicas de Novos Coronavirus da Organizagdo
Mundial da Saade (WHO, 2020), corroborando com a analise das manifestagdes clinicas,
como desfecho, tipo de internagdo e uso de ventilagdo mecanica (VM). Deste modo, reunindo
as defini¢des das diretrizes, e as manifestacdes clinicas dos pacientes, foram considerados do
ndo UTI os casos de pacientes internados no setor da Clinica Médica e demais unidades de
internacdo, sem necessidade de VM. Em contrapartida, os pacientes do grupo UTI foram
aqueles com pior evolu¢do e necessidade de VM e internagdo em unidades ou centros de

tratamento intensivo.
4.5 SEPARACAO DE AMOSTRA DE MATERIAL BIOLOGICO

Foram coletados 6 tubos de amostra sanguinea de cada individuo incluido no estudo
para realizagdo das analises de biomarcadores de EO. Sendo que, para estas analises foram
utilizadas amostras de plasma e soro sanguineo. O tubo de plasma com Acido Etilenodiamino
Tetra-Acético (EDTA), tubo de tampa roxa, que foi centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos.
O soro foi retirado do tubo de tampa amarela com gel separador. Os demais componentes
sanguineos foram separados e armazenados conforme protocolo de separacdao implantado no

laboratério de pesquisa.
4.6 ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

ApoOs a centrifugacdo o plasma e o soro foram armazenados em eppendorfs
devidamente identificados com o cddigo correspondente a cada paciente e guardados em um

ultrafreezer com temperatura a -80°C até a realizacdo das analises.
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4.7 ANALISES DE ESTRESSE OXIDATIVO

4.7.1 Determinacao das Substiancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico

A geracdo de radicais livres e lipoperoxidacdo sdo reagdes extremamente rapidas e
comumente mensuradas por seus produtos, principalmente as substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), dentre as quais o malondialdeido ¢ o principal. A formagdo do
malondialdeido (MDA), pela quebra de acidos graxos poliinsaturados, ¢ um método
conveniente para determinar o grau de lipoperoxidagao lipidica (LPO), sendo assim uma
ferramenta para monitorar as propriedades antioxidantes de qualquer substancia. O MDA,
quando aquecido em presenca do acido tiobarbiturico, forma um composto de coloragao rosa,
o qual foi medido espectrofotometricamente a 532 nm (JENTZSCH et al., 1996; OHKAWA,
H.; OHISHI, H.; YAGIK, 1979).

4.7.2 Mieloperoxidase (MPO)

A Mieloperoxidase ¢ uma peroxidase humana presente nos granulos dos neutrdfilos,
sendo capaz de gerar HOCI, um agente antioxidante capaz de combater patégenos (KOCK,
2021). Neste estudo, a atividade da MPO foi analisada espectrofotometricamente usando um
sistema de peroxidase modificado envolvendo fenol, 4-aminoantipirina (AAP) e H202. Os

resultados foram expressos em pmol quinoneimina/mg de proteina
4.7.3 Acido Ascérbico

O 4cido ascorbico ou vitamina C, atua como um cofator enzimatico, capaz de eliminar
os radicais livres (REIS et al., 2015). Dessa forma, avaliamos o teor de acido ascoérbico pelo

método de Jacques-Silva et al. (2001) com leitura de absorbancia em 520 nm.
4.7.4 Tiéis Protéicos (PSH) e Tiéis Nao Protéicos (NPSH)

Os niveis de tiois protéicos (PSH) e Tiois Nao Protéicos (NPSH) foram determinados
de acordo com o protocolo de Ellman (1959) adaptado. O ensaio colorimétrico foi realizado
em tampao fosfato 1M, pH 7,4 e expresso em porcentagem em relagdo ao controle. Ambos

foram lidos a uma absorbancia de 412 nm.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas no software no software GraphPad Prism ®

8.0, versdo teste para académicos. A normalidade foi testada pelo teste de
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Kolmogorov-Smirnov e os outliers foram avaliados pelo Teste de Grubbs. A diferenca entre
as médias dos grupos foi analisada pelo analise de variancia (ANOVA), seguido de pos-teste
de Tukey, para dados paramétricos, onde considera-se como HO que as variancias das médias
sdo assumidas iguais e em HI1 as varidncias das médias ndo sdo iguais. A correlagdo de
variaveis foi procedida pelo teste de correlagdo de Pearson, e os dados significativos foram
analisados pelo teste de regressdo linear, onde considerou-se as correlagdes positivas (+1) e
negativas (-1), e conforme o valor de » as mesmas foram classificadas: 0 < 0,1 correlagao
nula; 0,1 < 0,3 correlagao fraca; 0,3 < 0,6 correlacdo moderada; 0,6 < 0,9 correlagao forte e;
0,9 < 1 correlagdo muito forte. Os resultados dos parametros analisados foram expressos de
forma grafica e apresentados como média e desvio padrdo. Considerou-se estatisticamente
significantes as diferencas em que a probabilidade de rejeicao da hipotese nula foi menor que

5% (p<0,05).
4.9 DEVOLUTIVA DO ESTUDO

Os resultados deste estudo estdo sendo organizados para publicagdo em revistas da
area, para que faca parte da literatura cientifica e sirva de subsidio para outros estudos

relacionados aos biomarcadores de EO em pacientes infectados pela SARS-CoV-2.
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5. RESULTADOS
5.1 DADOS DE CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Os dados de caracterizagdo dos pacientes incluidos na pesquisa estdo descritos na
Tabela 1, onde detalha-se a idade, sexo, peso, altura ¢ Indice de Massa Corporal (IMC). Os
dados sao expostos através da média dos resultados coletados. A média de idade dos pacientes
do grupo controle corresponde a 33,12 anos sendo 63,33% do sexo feminino e 36,33% do
sexo masculino. O grupo nao-UTI apresenta média de idade de 56,16 anos, sendo 46,42% do
feminino e 53,57% do sexo masculino. A média de idade do grupo UTI ¢ de 53,36 anos
sendo 46,66% do sexo feminino e 53,33% do sexo masculino.

A média e desvio padrdo do peso dos pacientes do grupo controle corresponde a 68,67
kg, a altura 1,67cm, e IMC de 24,62 Kg/m?. No grupo de pacientes ndo-UTI, a média de peso
¢ de 79,31 kg, altura de 1,63cm e IMC de 29,35 Kg/m?. Ja no grupo de pacientes UTI a média
do peso ¢ de 90,08kg, a altura de 1,57cm e a média do IMC corresponde a 36,55 Kg/m?.

Tabela 1. Dados de caracterizaciao de amostra

Dados de caracterizacio da amostra (Grupo Controle, N-UTI e UTI)

Grupo Controle N-UTI UTI
Idade 33,12 anos 56,16 anos 53,36 anos
Sexo
Feminino 63,33% 46,42 % 46,66%
Masculino 36,66% 53,57% 53,33%
Peso 68,67 kg 79,31 kg 90,08 kg
Altura 1,67 cm 1,63 cm 1,57 cm
IMC 24,62 kg/m? 29,35 kg/m? 36,55 kg/m?

Fonte: A autora (2022). Dados expressos em porcentagem(%), peso (kg), centimetros (cm) e quilogramas por
metro quadrado (kg/m?).



27

5.2 DETERMINACAO DAS SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO
(TBARS)

O quantitativo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico no organismo dos
pacientes Controle, COVID Nao UTI e COVID UTI estao ilustrados na Figura 1. Onde
observa-se aumento de dano oxidativo nos pacientes do grupo UTI em comparagdo ao grupo
controle. Porém, ndo se observa aumento significativo das concentracdes de substancias

reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) ao se comparar o grupo de pacientes Controle e
COVID Nao UTIL.

Figura 2. Determinacio das substincias reativas ao Acido Tiobarbitirico
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Figura 1.Quantificacdo das substancias reativas ao Acido Tiobarbitiirico. Legenda: Substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) em amostras de soro nos grupos Controle (CT) (n=30), COVID Nao UTI (N-UTI) (n=
30) e COVID UTI (UTI) (n= 30). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguido do teste pds-hoc de Tukey.
Os valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. * (p < 0,05); ** (p <0,01); ***(p <
0,001); ****(p < 0,0001). Todos indicam diferengas significativas em relacdo ao grupo de controle. Fonte: A
autora (2022). Fonte: A autora (2022).
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5.3 MIELOPEROXIDASE (MPO)

Os resultados da atividade da enzima MPO estdo representados na Figura 2. Os niveis
de MPO estdo significativamente aumentados em pacientes COVID-19 do grupo UTI em

relagdo ao grupo controle. Nao se observa mudanca significativa nos parametros de MPO do

grupo Nao UTI quando comparado ao grupo controle.

Figura 3. Atividade da enzima MPO
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Figura 2. Atividade da enzima Mieloperoxidase. Legenda: Concentragdes de mieloperoxidase (MPO) em
amostras de plasma nos grupos Controle (CT) (n= 30), COVID Nao UTI (N-UTI) (n=30) e COVID UTI (UTTI)
(n=30). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguido do teste pds-hoc de Tukey. Os valores com p < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); ***(p < 0,001); ****(p <
0,0001). Todos indicam diferengas significativas em relagdo ao grupo de controle. Fonte: A autora (2022). Fonte:

A autora (2022).
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5.4 ACIDO ASCORBICO

O resultado estatistico do quantitativo do conteudo de Acido Ascorbico estd ilustrado
na Figura 3. Observa-se uma diminui¢cdo significativa nos niveis de acido ascorbico em

pacientes infectados COVID-19 do grupos Nao UTI e UTI em comparacao ao grupo controle.

Figura 4. Quantificacio de acido ascoérbico, contetido de vitamina C
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Figura 3. Quantificagdo de acido ascorbico, contetido de vitamina C. Legenda: Concentra¢des do antioxidante
exogeno vitamina C em amostras de soro nos grupos Controle (CT) (n=30), COVID Nao UTI (N-UTI) (n=30) e
COVID UTI (UTI) (n= 30). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguido do teste po6s-hoc de Tukey. Os
valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. * (p < 0,05); ** (p < 0,01);*** (p <

0,001);**** (p < 0,0001). Todos indicam diferengas significativas em relacdo ao grupo de controle. Fonte: A
autora (2022). Fonte: A autora (2022).
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5.5 TIOIS PROTEICOS (PSH)

Os niveis do marcador antioxidante PSH estdo ilustrados na Figura 4. E possivel
observar um aumento significativo nos niveis de PSH dos pacientes UTI e Nao UTI, tendo

uma mudanga significativa maior nos pacientes nao UTI em comparagdo ao grupo controle.

Figura 5. Niveis séricos de PSH
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Figura 4. Niveis Séricos de PSH. Legenda: Concentracdes de nao tidis protéicos (NPSH) em amostras de plasma
nos grupos Controle (CT) (n= 30), COVID Nao UTI (N-UTI) (n= 30) e COVID UTI (UTI) (n= 30). Anélise
estatistica: ANOVA unidirecional seguido do teste pods-hoc de Tukey. Os valores com p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); ***(p < 0,001); ****(p < 0,0001).
Todos indicam diferengas significativas em relagdo ao grupo de controle. Fonte: A autora (2022). Fonte: A
autora (2022).
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5.6 TIOIS NAO PROTEICOS (NPSH)

O quantitativo de NPSH esta ilustrado na Figura 5. Onde, ¢ possivel observar aumento

significativo nos parametros de todos os grupos de pacientes, tendo significancia maior o

grupo de pacientes nao UTI.

Figura 6. Niveis séricos de NPSH
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Figura 5. Niveis séricos de NPSH. Legenda:Concentragdes de ndo tiois protéicos (NPSH) em amostras de
plasma nos grupos Controle (CT) (n= 30), COVID Nao UTI (N-UTI) (n= 30) e COVID UTI (UTI) (n= 30).
Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguido do teste pos-hoc de Tukey. Os valores com p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); ***(p < 0,001); ****(p < 0,0001).

Todos indicam diferengas significativas em relagdo ao grupo de controle. Fonte: A autora (2022). Fonte: A
autora (2022).
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6. DISCUSSAO

Esse trabalho avaliou os niveis e os efeitos do EO no organismo de pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 que estiveram internadas em setores ndo UTI e UTI. Através
disso, foi possivel identificar alteracdes significativas nos parametros dos marcadores
pro-oxidantes e antioxidantes ndo enzimadticos, corroborando com os dados previamente
encontrados na literatura cientifica que sugerem que niveis elevados de inflamagdo, aumento
do EO e desregulagdo da resposta imune podem contribuir para a patogénese e as
consequéncias da infeccao por COVID-19 (SUHAIL et al., 2020; CAKIRCA et al., 2021). O
estudo de Mehri ef al.(2021) destaca que, o EO ¢ um fator essencial no aumento da gravidade
da COVID-19 em alguns pacientes, e estd associado a disfun¢do pulmonar, tempestade de
citocinas e sepse viral derivada da infeccao por SARS-CoV-2.

No que tange os dados epidemioldgicos e antropométricos dos pacientes, o estudo
constatou um aumento progressivo da idade, peso, altura e IMC conforme a gravidade dos
pacientes, ou seja, pacientes internados em UTI apresentam maior média de idade, peso,
menor altura e maior IMC do que pacientes do grupo nao-UTI e grupo controle, dados que
corroboram com a literatura cientifica (SANTOS et al., 2021; ROVANI, 2022).

Destaca-se que os distiirbios metabdlicos como obesidade e sobrepeso, além de serem
fatores de risco para a infeccdo pela SARS-CoV-2 também podem gerar uma
hiper-reatividade imunoldgica as respostas metabolicas prejudicadas e ao comprometimento
na fun¢do pulmonar, diminuindo o volume expiratorio e a capacidade vital dos individuos
(KADER et. al, 2020; SILVA et. al, 2021).

O estudo de Richardson et al. (2020), incluiu 5,700 pacientes infectados por
SARS-CoV-2 na cidade de Nova York e analisou dados demograficos, comorbidades de base,
sinais vitais, uso de VM, uso de terapia real e mortalidade nos individuos incluidos na
pesquisa. O estudo constatou que, pessoas mais velhas, homens e aqueles com DCNT tiveram
maior prevaléncia nesta série de casos.

Ademais, estudos indicam que o EO e a inflamagdo estdo fortemente ligados ao
envelhecimento e tendem a contribuir para um mau funcionamento do sistema imune que
tende a aumentar os indices de mortalidade em pacientes idosos infectados pelo SARS-CoV-2
(DELGADO-ROCHE; MESTA, 2020).

Destaca-se que o EO ocasiona danos a biomoléculas importantes para manutencao do
organismo, como lipidos, proteinas e acidos nucleicos (PANICO; OSTROSKY-WEGMAN;
SALAZAR, 2022; SUHAIL et al., 2020; ALAM; CZAJKOWSKY, 2022). Nosso estudo
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demonstrou um aumento nos niveis de TBARS em pacientes do grupo UTI em comparagado
ao grupo controle, indicando que o acido tiobarbiturico pode estar associado a gravidade da
doenca nesses pacientes. Sendo o TBARS, um produto final da peroxidacao lipidica, processo
no qual ocorre a oxidacdo dos lipidos gerando alteragdes na integridade das membranas
celulares e o rearranjo de sua bicamada lipidica, fator o que leva a inativagdo de receptores e
enzimas ligadas 8 membrana, aumentando a permeabilidade do tecido (FAN, 2021).

Esses resultados corroboram aos encontrados por Yildiz et al. (2021), onde foi
observado um aumento nos niveis de TBARS em pacientes com quadro clinico de pneumonia
grave causada pela SARS-CoV-2 em comparagdo ao grupo controle, revelando a possivel
associacdo com comprometimento pulmonar e a gravidade da doenca. Os niveis de TBARS
chegaram a ser trés vezes maiores nos pacientes com diagnostico de COVID-19 em
comparag¢do com o grupo controle (MEHRI et al., 2021).

Ainda no que tange os marcadores pré oxidantes, o estudo buscou avaliar a atividade
da enzima MPO, uma peroxidase humana presente principalmente em granulos de neutrofilos,
sendo esta, a Unica enzima capaz de gerar acido hipocloroso (HOCI), um importante agente
oxidante responsavel pelo combate de patogenos. A MPO gera armadilhas extracelulares de
neutrofilos (NETs) que sdo estruturas em forma de teias de aranha que atuam na captura e
morte de microorganismos. Entretanto, este mecanismo também ¢ muito associado a
progressao e causa de varias doengas, uma vez que, possui uma grande capacidade de
acentuar a inflamacao e danificar os tecidos, devido ao dano no DNA das células mesmo em
casos de auséncia de infecgcdes (KOCK, 2021). Este estudo conseguiu observar aumento de
sua atividade no grupo de pacientes internado em UTIs em comparagido ao grupo controle.

Hipoteses indicam um aumento nos niveis de MPO devido a entrada da SARS-CoV-2
nas células alveolares gerando um aumento em potencial de neutrédfilos infiltrados, em
consequéncia disto, ha uma grande liberagdo de MPO no organismo, que tende a gerar a
liberagdo de potenciais oxidantes para resposta imune. Essa resposta imune acelera o dano
pulmonar e de outros tecidos, e o acimulo desses oxidantes no sangue pode causar a
destruicao de proteinas sanguineas, principalmente a hemoglobina, que gera hipdxia nos
tecidos. Além disso, este desequilibrio pode aumentar os niveis de ferro livre prejudicando a
funcdo fisiologica normal e destruindo além de proteinas, lipideos e acidos nucleicos
(PINCEMAIL et al., 2021; SIRAKI, 2021).

Os resultados deste estudo corroboram os encontrados por Ueland ef al., (2021), onde
os niveis de MPO foram significativamente maiores em pacientes do grupo UTI em

comparac¢do ao grupo ndo UTI, e apresentavam uma correlagdo positiva com as contagens de
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neutrofilos. Vale ressaltar que os niveis circulantes de MPO sdao um fator de risco
independente associado a eventos trombdticos e a doenca cardiovascular. As NETs como uma
estrutura mais complexa (que também inclui MPO), estdo envolvidos na inflamagao cardiaca,
infarto do miocardio e fibrilagdo atrial, embora ndo esteja claro se eles sdo a causa ou a
consequéncia dessas morbidades (SIRAKI, 2021). Coletivamente, esses dados sugerem uma
forte associa¢do entre os niveis de MPO e a gravidade do quadro clinico em pacientes
acometidos por COVID-19.

Embora as espécies reativas sejam frequentemente formadas apos infec¢des virais, as
defesas antioxidantes, como componentes enzimaticos € ndo enzimadticos, protegem o
organismo, evitando o EO (MEHRI et al., 2021). Nesse sentido, buscamos analisar os niveis
de marcadores antioxidantes ndo enzimaticos em pacientes com COVID-19 para verificar se
ha uma diminui¢@o nos niveis de defesas de acordo com a gravidade da doenga, uma vez que,
diante dos resultados podem se estabelecer novas estratégias de tratamentos da doenga.

No que diz respeito a quantificacio de Acido Ascorbico ou contetdo de Vitamina C,
nosso estudo constatou uma diminuicao significativa nos niveis de Vitamina C no organismo
dos pacientes nao-UTI e UTI em relacdo ao grupo controle. A vitamina C € uma vitamina
essencial hidrossoliivel e com excelente potencial antioxidante, cuja deficiéncia resulta em
EO, inflamacdo e diminui¢do da imunidade (PEDROSA; BARROS; LEITE-LAIS, 2021). A
deficiéncia de vitamina C pode influenciar a progressao da doenca humana, da mesma forma
que, uma doenca também pode causar deficiéncia de vitamina C (XING et al., 2021). Nas
infeccdes respiratorias virais, como a COVID-19, a vitamina C desempenha funcdes
fisiologicas relevantes, com papel importante na reducdo da incidéncia, duracdo, mortalidade
¢ na neutralizacao dos efeitos do estresse oxidativo durante a infec¢do (SILVA ef al., 2022;
ZATTI;, FERLITO; BRANCO, 2022)

Em nosso estudo, observamos um declinio nos niveis séricos de vitamina C em
pacientes com COVID-19 de acordo com a gravidade. Foi observado um quadro de
hipovitaminose C em pacientes do grupo ndo UTI, enquanto os pacientes do grupo UTI
apresentavam um quadro de deficiéncia de vitamina C. Nossos resultados sao semelhantes aos
encontrados por CHISCANO-CAMON et al., (2020) onde niveis indetectaveis de vitamina C
foram observados em 94,4% dos pacientes com COVID-19 com 17,5 dias apds a internagdo
na UTIL. Um estudo piloto encontrou baixos niveis séricos de vitamina C na maioria dos
pacientes de UTI com COVID-19 em estado critico, onde idade avangada e baixo nivel de
vitamina C apareceram como fatores de risco co-dependentes para mortalidade (ARVINTE;

SINGH; MARIK, 2020). Esses achados se justificam pelo fato de que, infec¢cdes demandam
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maiores niveis de vitamina C devido ao aumento da inflamag¢do e dos requisitos metabdlicos
(CARR; MAGGINI, 2017).

Para manter os niveis fisiologicos de vitamina C, a ingestdo diaria recomendada ¢ de
200 mg/dia, que pode ser obtida da dieta normal, resultando em uma concentracdo em estado
estacionario de 70-85 pmol/L (12,33—-14,98 mg/L) (XING et al., 2021). Entretanto, isso ¢
suficiente para prevenir a deficiéncia de vitamina C, mas pode ser inadequado quando uma
pessoa esta sob exposi¢ao viral e estresse fisiologico (HOLFORD et al., 2020). Nesse sentido,
o uso terapéutico da vitamina C pode ser razoavel para pacientes com pneumonia que
apresentam baixos niveis plasmadticos de vitamina C (PEDROSA; BARROS; LEITE-LAIS,
2021).

Os efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e imunomoduladores da vitamina C a
tornam um potencial candidato terapéutico, tanto para a prevencao e melhora da infecgdo por
SARS-CoV-2, quanto como terapia adjuvante nos cuidados intensivos da COVID-19
(HOLFORD et al., 2020). Diversos estudos tém demonstrado que a administragdo intravenosa
de vitamina C pode diminuir os niveis de marcadores inflamatorios e ser util no tratamento de
pacientes com sintomas de COVID-19 moderada a grave, atuando na reducao da mortalidade
e permanéncia na UTI (HIEDRA et al., 2020; LIU et al., 2020; HOLFORD et al., 2020).

Vale ressaltar que as concentracdes séricas de vitamina C em pacientes com
COVID-19 geralmente sdo desconhecidas. Portanto, ¢ necessdrio administrar uma dose
adequada de vitamina C nesses pacientes com base no monitoramento das medidas de
concentragdes séricas para cada paciente. Uma vez que, a ingestdo de altas doses deste
antioxidante podem aumentar a oxaliria humana e o risco de desenvolver célculos renais,
sendo que deuses maiores que 2 g podem causar eventos gastrointestinais adversos, como dor
abdominal, diarreia e/ou nausea (XING et al., 2021).

Ainda, acerca das defesas antioxidantes, os tidis sdo sistemas de defesa do organismo
que desempenham um papel protetor nas células e tecidos contra os efeitos nocivos das
espécies reativas. Os tiois exibem propriedades antioxidantes por meio de diferentes
mecanismos, como componente do tampao redox tiol-dissulfeto, inibidores de radicais e
quelantes de ions metélicos (CAKIRCA et al., 2021). A homeostase tiol-dissulfeto ¢ um
parametro indicativo de EO, e desempenha um importante papel na patogénese de varios
distarbios clinicos, incluindo a patogénese da COVID-19 (KALEM et al., 2021).

Nesse sentido, foi observado um aumento nos niveis de PSH e NPSH no grupo de

pacientes ndo-UTI, levantando-se a hipdtese de que este processo possa estar relacionado a
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uma resposta rapida do organismo a entrada do virus e seu processo inflamatorio, levando a
um aumento destas defesas antioxidantes (EREL et al., 2021; TAY et al., 2020).

O estudo constatou também, uma diminui¢ao nos niveis de NPSH e PSH no grupo de
pacientes UTI, algo que pode estar ligado ao prolongamento do processo inflamatério, em
concomitancia a possiveis pneumonias associadas a ventilacdo mecanica (PAV), sepse, SARA
e/ou outras complicacdes que debilitam o organismo e o impossibilitam de produzir defesas
antioxidantes a longo prazo (OLIVEIRA, 2019; DAGCIOGLU et al., 2021).

Como supracitado, estudos indicam que o aumento de espécies reativas contribuem
para o agravamento da COVID-19, nesse sentido, o uso de antioxidantes poderia atenuar o
quadro de lesdo celular ocasionado pelo EO, gerando uma melhora no o desfecho clinico.
Sendo que, os dois principais danos estudados sao os macromoleculares teciduais e o da
interrupg¢ao dos circuitos tiol redox executados especialmente pela glutationa (CARVALHO et
al., 2021).

Atualmente, sabe-se que a glutationa atua como um abundante antioxidante e que a
manutengdo do equilibrio dissulfeto-tiol, que ¢ um aspecto importante na entrada viral,
reatividade viral e fusdo viral (SUHAIL et al., 2020). Biswas, Chida e Rahman (2006)
explicam que a glutationa fornece a célula um ambiente redutor, além de manter as proteinas
em um estado reduzido. Medicamentos a base de tiol podem ser incluidos entre as possiveis
estratégias tanto na prevencdo quanto na terapia do COVID-19 (METE et al, 2021).
Recentemente, os pesquisadores se concentraram no uso de agentes contendo tiol, como
glutationa, N-acetilcisteina e &cido alfa-lipdico no tratamento de pacientes com COVID-19
para reduzir a extensdo do dano oxidativo o que vem mostrando resultados promissores
(CAKIRCA et al., 2021).

Os estudos de Bartolini ef al. (2021) obtiveram resultados contrarios ao deste estudo,
onde os niveis de tidis eram maiores nos grupos de pacientes internados em UTI, porém, o
estudo também sugere o uso da Glutationa como estratégia de reposi¢ao antioxidante e de
efeito antiviral.

O estudo de Mete et al., 2021, analisou os efeitos da terapia medicamentosa antiviral
na dindmica de homeostase tiol/dissulfeto em pacientes com COVID-19. A partir disso, o
estudo constatou que os niveis médios de tiol total e nativo pré-tratamento iniciais (primeiras
24 horas) com antivirais foram significativamente inferiores aos valores pos-tratamento (apds
15 dias).

Os achados deste trabalho reforcam o papel do EO com a patogénese e gravidade da

infeccdo em pacientes COVID-19. Estudos sugerem que a inibi¢do do EO nos estagios
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iniciais da infec¢do viral pode inibir a ligacdo de proteina viral nas células hospedeiras e
atenuar a progressdo da doenga para casos graves (METE,2021). Nesse sentido, o
monitoramento dos biomarcadores de EO em pacientes COVID-19 torna-se importante no
manejo clinico da doenca. A aplicag@o de terapia com antioxidantes pode ser Util como uma
abordagem promissora para reduzir o estresse oxidativo e as complicagdes associadas as
infecgdes virais. No entanto, mais experimentos sdo necessarios para revelar os efeitos
potenciais dessas abordagens terapéuticas e para determinar o tempo de inicio dos efeitos

antioxidantes e sua dose eficaz, de acordo com a necessidade de cada paciente.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a acdo dos marcadores pr6 oxidantes e antioxidantes
enzimaticos no organismo de individuos infectados pelo SARS-CoV-2. Os dados encontrados
no estudo sao concomitantes aos citados na literatura cientifica, uma vez que os niveis de EO
mostraram-se aumentados conforme a gravidade dos sintomas dos pacientes em comparacao
ao grupo controle.

Esses resultados sugerem fortemente a ag¢do do EO perante a infeccdo por
SARS-CoV-2, uma vez que este ¢ capaz de promover um ambiente pré inflamatorio que
contribui para uma pior progndstico dos pacientes.

E importante salientar a relevancia deste estudo para a area da enfermagem, uma vez
que a atuacdao do enfermeiro esta fortemente ligada ao combate da disseminagdo do virus e
assisténcia aos pacientes infectados. Esses resultados podem auxiliam na formulagao de novos
métodos terapéutico farmacoldgicos que diminuam a gravidade dos sintomas, tempo de
internacao e consequente melhora no prognostico aos individuos infectados e com sintomas
de pos-covid.

Ademais, no que tange o tema descrito, ¢ possivel determinar atividades relacionadas
com todas as dimensdes da enfermagem. Na dimensdo assistencial o conhecimento sobre o
SARS-CoV-2, seu modo de transmissdo, sintomas e fatores agravantes ¢ de suma importancia
na atengdo primaria, secundaria e/ou terciaria, considerando o alto fluxo de usuarios que
ainda, apesar das constantes estratégias de vacinagdao entram em contato com o virus.

Em relacdo a dimensdo gerencial, ¢ importante ressaltar que a gestdo e gerenciamento
do cuidado envolvem as principais questdes de saude, podendo abranger a infec¢do por
SARS-CoV-2.

No tocante as dimensdes de ensino, pesquisa e politica o tema ¢ igualmente relevante,
uma vez que a atuacdo na enfermagem estd intrinsecamente ligada a realizacdo de acdes de
educagdo e promocdo em saude, além de pesquisar sobre a tematica visando a maior
qualificacdo dos atendimentos e obten¢do de conhecimento que contribua com a criacao de

novas politicas publicas de saude.
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ANEXO A - Carta de aceite para realizacdo do projeto guarda chuva no Hospital
Regional do Oeste

Criciuma, 08 de julho de 2020
CARTA DE ACEITE

Declaramos, para os devidos fins que se fizerem necessanos, que concordamos
em disponibilizar o Hospital Regional do Ceste localizado na Rua Flariandpolis, 1448 E.
Bairro Santa Maria. Chapecd/SC 89812-021, para o desenvolvimento da pesquisa intitulada
INVESTIGACAD DE MARCADORES NEUROINFLAMATORIOS E DE DANO
NEURONAL E SUAS RELAGOES COM TRANSTORNOS NEUROPSIQUIATRICOS EM
SUJEITOS POSITIVOS PARA COVID-19" sob a responsabilidade do professor(a)
responsavel Gislaine Zilli Réus pelo periodo de execucdo previsto no referido projeto.

Wr.pﬂ: Ferreirg
W

Rogério Getulio Delatorre
Presidente da Associagio Lenoir Vargas Ferreira

Rogério Getdlia Delalnrra
presidente Diretoria Executiva
\ A Associogio Hospitalar Lenair
M
AL
~ 14
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ANEXO B - Termo de consentimento livre esclarecido

Titulo da Pesquisa: Biomarcadores de Estresse Oxidativo em Pacientes Infectados pelo
SARS-CoV-2.

Objetivo: Avaliar os niveis de biomarcadores de estresse oxidativo em pacientes infectados
pelo SARS-CoV-2 que apresentam sintomas moderados e graves da doenca em comparacao
ao grupo controle.

Periodo da coleta de dados:

Tempo estimado da coleta: 40 minutos

Local da Coleta: Hospital Regional do Oeste (UTI Geral e Clinica Médica), Reitoria da

Universidade Federal da Fronteira Sul.

Pesquisadores/ Orientadores: Margarete Dulce Bagatini
Alana Patricia da Silva

Sabine De Rocco Donassolo

Como convidado (a), para participar voluntariamente da pesquisa acima intitulada e
aceitado participar do estudo declaro que;

Poderei desistir a qualquer momento, bastando informar minha decisdo diretamente ao
pesquisador responsavel ou a pessoa que esta efetuando a pesquisa.

Por ser uma participagdo voluntaria e sem interesse financeiro, nao havera nenhuma
remunera¢do, bem como ndo terei despesas para com a mesma. No entanto, fui orientado (a)
da garantia de ressarcimento de gastos relacionados ao estudo. Como prevé o item IV.3.g da
Resolucdo CNS 466/2012, foi garantido a mim (participante da pesquisa) € ao meu
acompanhante (quando necessario) o ressarcimento de despesas decorrentes da participagao
no estudo, tais como transporte, alimentacdo e hospedagem (quando necessario) nos dias que
for necessaria minha presencga para consulta e exames.

Foi expresso de modo claro e afirmativo o direito de assisténcia integral gratuita
devido a danos/diretos/indiretos e imediatos/tardios pelo tempo que for necessario a mim
(participante da pesquisa), garantido pelo(a) pesquisador(a) responsavel (Itens 11.3.1 e 11.3.2,
da Resolugdo CNS n° 466 de 2012).

Estou ciente da garantia ao direito a indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes

da pesquisa (Item IV. 3.h, da Resolugao CNS n° 466 de 2012).
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Os dados referentes a mim serdo sigilosos e privados, preceitos estes assegurados pela

Resolugdo CNS n° 466 de 2012- Conselho Nacional de Saiude- podendo eu solicitar
informacodes durante todas as fases da pesquisa, inclusive ap6s a publicacdo dos dados obtidos
a partir desta.
Estou ciente também que os resultados desta pesquisa serdo publicados em periddicos e
eventos cientificos. Os individuos da pesquisa serdo convidados a participar dos eventos.
Destacamos que os resultados divulgados serdo do coletivo dos participantes, sem mencao a
qualquer dado individual.

Ap0s as analises previstas nesta pesquisa, os materiais coletados serdo armazenados
em biorrepositorios da UFFS, sob guarda dos pesquisadores responsaveis. A utilizagao destes
materiais para novas analises somente sera realizada apds nova consulta ao CEP da instituicao
com o consentimento de cada participante.

Para tanto, fui esclarecido(a) também sobre os procedimentos, riscos e beneficios a
saber:
DETALHES DOS PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS NA PESQUISA

Sera realizada uma coleta de sangue da veia do antebraco (esquerdo ou direito) por um
profissional habilitado.

RISCOS

Ha4 risco de perda de confidencialidade e este risco serd amenizado pelo
comprometimento dos pesquisadores em manter a privacidade dos dados pessoais dos
participantes da pesquisa.

Os entrevistados podem se sentir desconfortdveis durante a coleta de amostra
sanguinea, além do surgimento de um pequeno hematoma local, ambos transitorios. O risco
de infeccdo ¢ minimo e serdo minimizados com a coleta sendo realizada por profissionais da
Enfermagem e Farmacéuticos da UFFS, além da aplicagdo do protocolo de seguranga
preconizado pela OMS. Serd oferecido um lanche para evitar o desconforto apds o
procedimento. Existe também o risco de ter dificuldade em atingir o “n” previsto para o
recrutamento conforme o calculo estatistico, pois os pacientes podem se negar a participar da
pesquisa devido a exigéncia da coleta sanguinea. Além disso, muitos voluntarios podem ser
perdidos pois se enquadram nos critérios de exclusao.

BENEFICIOS

Os individuos participantes da pesquisa serao voluntarios e ndo terao qualquer ganho

financeiro ou de atendimento do profissional da area da saude. No entanto, serdo ressarcidos

os custos com transporte dos participantes. A pesquisa de dados gerais e das bases bioldgicas
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servird de subsidio para o atendimento do comportamento da nova doenca COVID-19 na
populacdo da regido sul do Brasil. Sera salientada para os participantes a importancia de sua
participagcdo na pesquisa e tratara a possibilidade de busca de solu¢des para o tratamento e
entendimento do curso da COVID-19.

Declaro ainda, que tive tempo adequado para poder refletir sobre minha participagao
na pesquisa, consultando, se necessario, meus familiares ou outras pessoas que possam me
ajudar na tomada de decisao livre e esclarecida, conforme a Resolucao CNS n° 466 de 2012.

Diante de tudo o que até agora fora demonstrado, declaro que todos os procedimentos
metodoldgicos e os possiveis riscos, detalhados acima,bem como minhas duvidas foram
devidamente esclarecidos, sendo que, para tanto, formou ao final da presente declaragdo, em
duas vias de igual teor e forma, ficando na posse de uma e outra sido entregue ao (a)
pesquisador(a) responsavel (o presente documento serd obrigatoriamente assinado na tltima
pagina e rubricado em todas as paginas pelo(a) pesquisador(a) responsavel/pessoa ela(a)
delegada e pelo(a) participante /responsavel legal).

Em caso de duvidas , sugestdes e/ou emergéncias relacionadas a pesquisa, favor entrar
em contato com o (a) pesquisador (a) Margarete Dulce Bagatini pelo telefone (49) 9919-4832.

Em caso de denuncias favor entrar em contato com o Comité de Etica-CEP/UFFS pelo
email cep.uffs@uffs.edu.br ou através do telefone (49) 2049-3745.

O Comité de Etica e Pesquisa em Humanos (CEP) da UFFS pronuncia-se no aspecto
ético, sobre todos os trabalhos de pesquisa realizados, envolvendo seres humanos. Para que a
ética se faca presente, o CEP/UFFS revisa todos os protocolos de pesquisa envolvendo seres
humanos. Cabe ao CEP/UFFS a responsabilidade primaria pelas decisdes sobre a ética e da
pesquisa a ser desenvolvida na institui¢do, de modo a garantir e resguardar a integridade e os
direitos dos voluntarios participantes das referidas pesquisas. O CEP/UFFS também tem o
papel consultivo e educativo de forma a fomentar a reflexdo em torno da ética na ciéncia bem

como a atribui¢do de receber denuincias e requerer sua apuragao.

Voluntario/Participante Professor Responsavel pela Pesquisa
Assinatura Assinatura:
Nome: Nome: Margarete Dulce Bagatini

CPF: CPF:




ANEXO C - Questionario de pesquisa

Nome Completo:

Setor de internacio/ nimero de prontuario:

Idade: Sexo: Raca:

Peso: Altura: IMC:

Fator Sanguineo:

Possui alguma Doenca de Base (Diabetes, Hipertensao, Asma, Obesidade, Tabagismo,

Cancer, etc) ? Se sim, qual?

Alguém da familia teve COVID-19? Quem é, e como foi a evolucao? Precisou de

internacio hospitalar?

Estava utilizando medicamentos para tratamento precoce? Se sim, quais?




