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Quando vocé contempla a elegancia e a beleza da ciéncia que esta se desdobrando em
nosso entendimento da estrutura do DNA e na complexidade da célula, a assinatura de Deus

se torna quase inconfundivel. O DNA é como a linguagem de Deus (Collins, 2006).



RESUMO

A pandemia de covid-19, causada pela infeccdo por SARS-CoV-2, teve inicio em dezembro de
2019 na provincia de Wuhan, China. Teve duracdo de trés anos e se espalhou por mais de 200
paises, obtendo uma taxa de mortalidade de 3,4%. Os sintomas mais comuns incluem tosse,
febre alta, voémito, diarreia, perdas de olfato e paladar. Individuos em estado critico podem
apresentar faléncia respiratdria, danos cardiacos, choque séptico e faléncia multipla de 6rgéos.
O SARS-CoV-2 € um virus de RNA da familia Coronaviridae, que dentre as suas proteinas
estruturais esta a proteina spike, responsavel pela entrada do virus nas células que possuem o
receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), com destaque para as células do
tecido pulmonar. A ativacao do sistema imune e liberacdo de citocinas e quimiocinas tem sido
relatada como a principal caracteristica na gravidade da covid-19. O estresse oxidativo integra
a cascata inflamatdria, sendo responsavel pela producéo de espécies reativas de oxigénio, que
também desempenham um papel critico no dano celular pela inducéo ao dano no DNA celular.
Este trabalho objetiva avaliar o dano de DNA em leucdcitos do sangue periférico de individuos
diagnosticados com covid-19 no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU —
UFSC). Trata-se de um estudo transversal, retrospectivo, analitico, descritivo e comparativo de
alteracOes nucleares em sangue periférico. As analises foram conduzidas a partir de um total de
57 amostras pertencentes ao grupo caso e 43 amostras do grupo controle. As amostras foram
submetidas ao Ensaio Cometa, que estima o indice Total de Dano (ITD) e & Técnica de
micronucleos com bloqueio da citocinese celular (CBMN cytome), que permitem a analise de
frequéncias de micronicleos (MN), pontes nucleoplasméaticas (PNP) e brotos nucleares
(NBud). Houve predominancia do sexo masculino (61,4%) e idade média de 51,49 + 16,34
anos. Hipertensao e diabetes foram as comorbidades mais prevalentes, representando 47,37% e
26,32% da populagdo. Quanto & classificacdo dos casos, 28,07% moderados, 24,56% leves,
22,81% graves e 3,51% foram fatais. Houve diferenca entre o grupo caso e controle quanto ao
indice de dano total pelo Ensaio cometa, obtendo aumento de dano no grupo caso quando
comparado ao grupo controle (p < 0,0001). Quanto a técnica CBMN cytome, houve um
aumento de NBuds (p < 0,001) de PNP (p < 0,0001), mas ndo de MN ((p = 0,6101). Foi
encontrada correlacdo positiva entre a idade e a frequéncia de NBuds. N&o foi encontrada
relacdo entre o dano de DNA e a prética regular de atividades fisicas, habitos alimentares
saudaveis, tabagismo e classificacdo final dos casos. Os individuos com covid-19 apresentaram
dano de DNA antes e ap06s o sistema de reparo do DNA celular. Este trabalho ndo apenas
contribui para o entendimento dos efeitos celulares da covid-19, mas traz a discussdo o seu
potencial de mutagenicidade, podendo ter contribuicdo com o desenvolvimento do cancer,
embora seja esta uma condi¢ao clinica de origem multifatorial.

Palavras-chave: Dano de DNA, COVID-19, SARS-CoV-2, Ensaio cometa.



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic, caused by the SARS-CoV-2 virus, began in December 2019 in
Wuhan, China. It lasted for three years, spreading to over 200 countries, and had a mortality
rate of 3.4%. The most common symptoms include cough, high fever, vomiting, diarrhea, and
olfactory and taste disorders. Critically ill individuals may experience respiratory failure,
cardiac damage, septic shock, and multiple organ failure. SARS-CoV-2 is an RNA virus that
belongs to the Coronaviridae family. Its surface is involved with spike proteins, responsible for
viral entry into cells possessing the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor, notably
in pulmonary tissue cells. Activation of the immune system and the release of cytokines and
chemokines are prime characteristics in the severity of the disease. Oxidative stress is part of
the inflammatory cascade and is responsible for the production of reactive oxygen species.
These species play a critical role in cellular damage and can induce DNA damage. We aimed
to assess DNA damage in peripheral blood leukocytes of individuals diagnosed with COVID-
19 at the Polydoro Ernani de Sdo Thiago University Hospital (HU — UFSC). It was a cross-
sectional, retrospective, analytical, descriptive, and comparative study of nuclear alterations in
peripheral blood. We conducted analysis on a total of 57 samples from the case group and 43
samples from the control group. We performed a Comet Assay to estimate the DNA Damage
Index, and the Cytokinesis-Block Micronucleus (CBMN cytome) assay to estimate
micronucleus (MN), nucleoplasmic bridge (NPB), and nuclear bud (NBud) frequencies. Males
were predominant (61.4%), and the average age was 51.49 + 16.34 years. Hypertension and
diabetes were the most prevalent comorbidities, representing 47.37% and 26.32% of the
population. 28.07% of cases were classified as moderate, 24.56% mild, 22.81% severe, and
3.51% of cases were fatal. We found a significant difference between the case and control
groups regarding the total damage index by the Comet Assay, with increased damage in the
case group compared to the control group (p < 0.0001). Concerning the CBMN cytome
technique, there was an increase in NBuds (p < 0.001) and NPBs (p < 0.0001), but not in MNi
(p = 0.6101). We found positive correlation between age and NBud frequency. There was no
association between DNA damage and regular physical activity, healthy eating habits, smoking,
and final case classification. Individuals with COVID-19 exhibited DNA damage before and
after the cellular DNA repair system. This study not only contributes to understanding the
cellular effects of COVID-19 but also raises the discussion about its potential mutagenicity,
potentially contributing to cancer development, although this is a clinical condition with
multifactorial origins.

Keywords: DNA damage; COVID-19; SARS-CoV-2; CBMN cytome; Comet assay.
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1 INTRODUCAO

A ameaca continua a salude humana apresentada pelos surtos de coronavirus tem
despertado grande preocupacéo global, ndo apenas devido a sua viruléncia, mas também ao seu
potencial de causar emergéncias de saude publica e impactar a economia mundial. Antes do
surto de SARS-CoV-2 (do inglés, Severe Respiratory Syndrome Coronavirus 2), que resultou
na pandemia da covid-19 (do inglés, Coronavirus Disease 2019), houve dois casos anteriores
que deixaram marcas na saude publica: o primeiro ocorreu em 2002, com o surto de SARS-
CoV (do inglés, Severe Acute Respiratory Virus), e 0 segundo em 2012, com 0 MERS-CoV (do
inglés, Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus). Ambos foram marcados por uma alta
taxa de letalidade, respectivamente 10% e 35%, evidenciando a gravidade dessas infeccdes
respiratorias (KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 2020).

O advento da covid-19 marcou o terceiro grande surto de coronavirus, desencadeando
a mais recente pandemia que afetou mais de 200 paises. Sendo responsavel por
aproximadamente 776 milhGes de 6bitos no mundo até o més de agosto de 2024 (WHO, 2024),
a covid-19 representou uma ameaca sem precedentes a satde global, desencadeando uma grave
crise de salde publica. Apos trés anos de disseminacdo, em maio de 2023, o Comité de
Emergéncia da International Health Regulations (IHR), setor da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) reconheceu que a covid-19 ndo constituia mais uma emergéncia de saude publica
de importancia internacional (WHO, 2023).

A infeccdo por SARS-CoV-2 resulta na desregulacdo de diversas vias celulares, como
as ligadas a resposta imune, inflamagdo, estresse oxidativo, metabolismo do RNA, homeostase,
regulacdo do ciclo celular, senescéncia, autofagia e apoptose. Recentemente, tem sido
observado que SARS-CoV-2 pode causar danos ao DNA da célula hospedeira e que interage
de maneira complexa com o mecanismo de resposta ao dano de DNA (DDR). Desta forma, este
trabalho explora a relagdo entre a instabilidade gendomica e a infeccdo por SARS-CoV-2,
examinando os mecanismos patologicos subjacentes ja relatados em literatura e fazendo uso de
técnicas laboratoriais que permitem visualizar o dano de DNA antes e ap0s o sistema de reparo
do DNA celular.
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OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o dano de DNA em leucécitos do sangue periférico de individuos
diagnosticados com covid-19 no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU —
UFSC).

1.1.2 Objetivos especificos

a) Determinar os indices de quebra de fita simples, dupla e alteragcdes estruturais
sensiveis ao pH alcalino das fitas de DNA, a partir do ensaio cometa em amostras de
sangue periférico de individuos com diagndstico de covid-19 e controles;

b) Determinar as frequéncias de micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos
nucleares, obtidos a partir da técnica CBMN cytome (do inglés, Cytokinesis-block
micronucleus cytome) em amostras de sangue periférico de individuos
diagnosticados com covid-19 e controles;

c) Verificar a associacdo entre os danos ao DNA, fatores clinicos, sociodemograficos e

a gravidade da doenca.



18

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 COVID-19

Os surtos de coronavirus sdo uma ameaca continua a satde humana devido a sua
viruléncia e seu potencial de eclosdo de emergéncias, 0 que afeta também a economia global.
Antes do surto de SARS-CoV-2, houve dois casos anteriores que causaram graves
consequéncias respiratorias. O primeiro, em novembro de 2002, iniciado em Foshan, na China,
se tornou uma infeccdo global em 2003 e obteve uma taxa de letalidade de 10% no mundo.
Uma década depois, o virus MERS-CoV causou a segunda epidemia em Jeddah, na Arabia
Saudita, com uma taxa de letalidade de 35%. A covid-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, foi
o terceiro grande surto, gerando a mais recente pandemia. Essa foi iniciada em dezembro de
2019 na provincia de Wuhan, China (KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 2020).

Os sintomas mais comuns incluem tosse, febre alta, vomito e diarreia. Perdas de olfato
e paladar também foram identificados como sintomas especificos da infeccdo, especialmente
nos paises ocidentais. Por isso, 0s sintomas respiratdrios da covid-19 podem ser confundidos
com os da rinite alérgica e do resfriado comum. As manifestacdes de pele incluem erupcGes
vesiculares, urticaria e erupcGes maculopapulares, necrose e outras formas de vasculite. Essas
manifestagcdes s&0 mais comuns entre europeus e norte-americanos. (ZHANG et al., 2022).

Com base na apresentacdo dos sintomas, a infeccdo por SARS-CoV-2 pode ser
categorizada em casos assintomaticos, leves, moderados, graves e criticos. O individuo
assintomatico permanece sem febre e ndo apresenta nenhum sintoma. Quem tem sintomas leves
a moderados pode apresentar pneumonia leve, enquanto em pacientes graves sdo detectados
sintomas como tosse, dispneia, infiltrados no térax e aumento da frequéncia respiratdria.
Individuos em estado critico podem apresentar faléncia respiratdria, danos cardiacos, choque
séptico e faléncia multipla de 6rgdos (PRADHAN et al., 2021).

E relatado que a doenca se espalhou por mais de 200 paises e foi responsavel por uma
taxa de mortalidade de 3,4%. A pandemia durou trés anos e no dia 5 de maio de 2023, ap6s a
15° reunido do Comité de Emergéncia da International Health Regulations (IHR), foi
estabelecido que a covid-19 passou a ser um problema de satde conhecido e continuo e que ndo
se constitui mais uma emergéncia de saide publica de importancia mundial (WHO, 2013;
WORLDOMETERS, 2023).
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2.1.1 A estrutura do virus SARS-COV-2

SARS-COV-2 é o sétimo membro dos coronavirus que infectam humanos apds
MERS-COV e SARS-COV e faz parte do género BetaCov, na sub-familia Coronavirinae da
familia Coronaviridae. Proteinas estruturais e ndo estruturais no genoma do virus sdo
codificadas nas sequéncias do quadro de leitura aberta (do inglés open reading frame, ou ORF).

Dentre as proteinas codificadas, estdo a proteina S (do inglés spike), que sdo projecdes
de cerca de 9 a 12 nm do envelope viral que fornece uma estrutura em forma de coroa se
visualizada ao microscopio eletrénico. Também sdo codificadas as proteinas do envelope (E),
de membrana (M) e do nucleocapsideo viral (N), sendo essa responsavel pela protecdo do RNA
viral (Figura 1) (KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 2020; ABULSOUD et al., 2023).

O sequenciamento do genoma de SARS-CoV-2 revelou que se trata de um virus
formado por uma fita simples de RNA de sentido positivo ndo segmentada. Esse material esta
envolto em particulas de simetria icosaédrica, com um didmetro de 80 — 220 nm. O seu genoma
contém cerca de 29.903 nucleotideos, com duas regides ndo traduziveis nas terminagdes 5’ e 3’
e 12 ORFs que codificam 27 proteinas. O principal ORF (ORF1/ab) compreende cerca de 70%
do genoma da terminag¢do 5° (ABULSOUD et al., 2023; RAHIMI; MIRZAZADEH,;
TAVAKOLPOUR, 2021) (Figura 1).

2.1.2 Fisiopatologia da doenga

A proteina spike de SARS-CoV-2 possui dois dominios na subunidade S1: o dominio
de ligacdo ao receptor (RBD, do inglés receptor-binding domain) e um dominio N-terminal
(NTD) (Figura 2) (MENDIOLA-SALAZAR etal., 2024). O virus entra nas células hospedeiras
através do RBD (receptor-binding domain) da proteina spike, aos receptores da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2) presentes no epitélio respiratorio. Apos essa ligacdo, a
serina protease transmembrana 2 (TMPRSS2) do hospedeiro ativa a subunidade S2 da proteina
spike, facilitando a entrada do virus na célula e permitindo a sua posterior replicacdo. Os
receptores da ECA2 também estdo presentes em outros 6rgaos, como o es6fago superior, 0S
enterdcitos do ileo, as células do miocardio, as celulas tubulares proximais dos rins e as células
uroteliais da bexiga, sugerindo o desenvolvimento de suas disfun¢des no curso da infeccéo por
SARS-CoV-2 (CASCELLA et al., 2021). O virus também é provavelmente patogénico no
tecido testicular, expressando preocupac0es sobre a fertilidade em homens jovens (JASICZEK
et al., 2024).
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Figura 1 — Estrutura e genoma do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Rahimi, Mirzazadeh e Tavakolpour (2021)

Legenda: (A) Estrutura de SARS-CoV-2: O virion é encoberto pelas proteinas spike (S), proteinas de
membrana (M) e de envelope (E). O RNA é cercado por proteinas do nucleocapsideo (N) fosforiladas dentro de
bicamadas fosfolipidicas. (B) Representacdo esquematica do genoma de SARS-CoV-2: Compreende 29.903
nucleotideos, sendo as regides 5’UTR e 3°’UTR ndo traduziveis (do inglés, untranslated region). As regides
ORF1a/b codificam 16 proteinas ndo estruturais (indicada na figura por nsps, do inglés non-structural proteins),
ou para replicagdo. Também séo indicados os quatro genes que codificam as proteinas estruturais (S, E, M, N) e
seis proteinas acessérias: ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e ORF10.
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Figura 2: Representacdo estrutural da subunidade S1 da proteina spike
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Figura 2: Representacdo estrutural da subunidade S1 da proteina spike em sua conformagio (a) “down”, na qual
o sitio de ligagdo de RBD ao receptor celular ECA-2 esta bloqueado e em sua conformagao (b) “up”, quando o
RBD est4d numa conformagcao na qual permite a interagdo com o receptor ACE2 humano. NTD: dominio n-
terminal, constituinte da subunidade S1 da proteina spike.

Apbs a infeccdo por SARS-CoV-2, o sistema imunoldgico é ativado por meio do
recrutamento de células T, macréfagos e células dendriticas. Essas células imunolégicas
secretam moléculas, citocinas e quimiocinas para combater a infeccdo viral. A liberacdo de
citocinas tem sido relatada como a principal caracteristica na gravidade da covid-19 (TIAN et
al., 2021) (Figura 3).

As caracteristicas de uma resposta leve a liberacdo de citocinas na infeccdo incluem
aumento da temperatura corporal, mialgia, artralgia, nauseas, erupcfes cutaneas e outros
sintomas semelhantes aos da gripe. Ao passo em que a ativacdo de células de defesa acontece,
0 organismo inicia também processos de repara¢do compensatoria para restaurar os tecidos
danificados (WANG et al., 2020).

A “tempestade de citocinas” (também conhecida como “tempestade de inflamagao™)
refere-se a uma hiperativagdo descontrolada de células imunes, citocinas pro-inflamatorias (IL-
6, IL-8, IFN-y, TNF-a) e quimiocinas (KALYANARAMAN, 2021). Na covid-19, a tempestade
de citocinas € mais comum em pacientes com sintomas graves a criticos, promovendo dano
alveolar difuso caracterizado pela formagdo de membrana hialina e infiltracdo de linfocitos
intersticiais (WANG et al., 2020). Idade, sexo e comorbidades preexistentes, incluindo cancer,
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diabetes e doencas cardiovasculares, sdo os principais fatores de risco para pacientes com covid-
19 (TIAN et al., 2021).

Figura 3. Fisiopatologia da covid-19
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Figura 3: Fisiopatologia da covid-19. A proteina RBD da subunidade S1 das proteinas spikes se ligam ao
receptor ECA2 humano, particularmente em pneumécitos tipo 2 do tecido pulmonar, causando lesdo tecidual. Os
receptores ECA2 expressos em outros tecidos como mucosa oral, células endoteliais vasculares, trato
gastrointestinal, rim coracao, também ficam propensos a invasao pelo SARS-CoV-2. Além disso, o virus ativa a
resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro. A desregulagdo descontrolada a resposta imune contra a
infeccdo pode causar a liberagdo excessiva de mediadores pré-inflamatorios e levar a tempestade de citocinas,
causando danos prejudiciais a nivel sistémico

Um virus de RNA pode causar danos ao DNA de vérias maneiras, apesar de seu material
genético ser composto por RNA. Por exemplo, pela inducéo de uma resposta imune que leva a
producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs), ou pela inflamacéo cronica, mantendo as
células sob estresse oxidativo através da producdo constante de mediadores inflamatdrios e
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EROs, aumentando a probabilidade de danos ao DNA e prejudicando a capacidade das células
de reparar esses danos de maneira eficaz. Também podem interferir nos mecanismos de reparo
de DNA da célula hospedeira, sequestrando proteinas essenciais para a replicacdo e manutencgéo
do DNA, redirecionando-as para suportar a replicacéo viral. Esses mecanismos podem resultar
em consequéncias celulares que podem incluir mutagdes, transformacéo celular e carcinogénese
(GRAND, 2023).

2.1.3 Inducdo ao estresse oxidativo e 0 papel das espécies reativas de oxigénio

Como a ECA2 é um receptor essencial para a entrada de SARS-CoV-2 nas células
hospedeiras, considera-se que a ECA2 soltvel (SECA2) liberada no fluido extracelular poderia
se ligar aos virions circulantes, possivelmente reduzindo a infectividade do virus. No entanto,
estudos revelaram que a atividade plasmatica SECA2 esta positivamente correlacionada com a
gravidade e a mortalidade da covid-19. Acredita-se que a infec¢do por SARS-CoV-2 possa
levar a reducdo da expressao de ECA2, principalmente devido ao progresso do dano pulmonar.
Isso resulta no aumento da angiotensina Il pela enzima ECA, causando a hiperativacdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Essa hiperativacdo pode agravar o dano
pulmonar ao intensificar a resposta inflamatoria, provocando uma tempestade de citocinas e
ativando o sistema NADH/NADPH oxidase, exacerbando o vasoespasmo. Durante a evolucao
da doenca, a diminuicdo da ECA2 pode favorecer o edema, a inflamagé&o e o estresse oxidativo
(JASICZEK et al., 2024).

A reducdo da expressao de ECA2 e a subsequente hiperativacdo do SRAA ndo apenas
agravam o dano pulmonar através da tempestade de citocinas, mas também estdo diretamente
ligados a produgdo aumentada de EROs. A ativacéo do sistema NADH/NADPH oxidase é um
dos principais mecanismos pelos quais a inflamacéo induzida pela covid-19 exacerba o estresse
oxidativo. As EROs desempenham um papel critico no dano celular e na progressdo da

inflamacdo, tornando-se um ponto central na compreensdo da patogénese da covid-19.
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2.2 DO ESTRESSE OXIDATIVO A INSTABILIDADE GENOMICA: A INFLUENCIA
DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NO DANO DE DNA

2.2.1 A origem das EROs e sua importancia no equilibrio das func¢des vitais

As EROs sdo moléculas ou ions formados pela reducédo incompleta de um elétron do
oxigénio (CHEN; AZAD; GIBSON, 2009). Participam ativamente na regulacdo da homeostase
celular e atuam como principais moduladores da disfuncdo celular, contribuindo para a
fisiopatologia das doencgas. As EROs sdo subprodutos de inimeras reacdes enziméaticas em
varios compartimentos celulares, incluindo o citoplasma, a membrana celular, o reticulo
endoplasmatico, as mitocdndrias e 0s peroxissomos, como parte da funcdo metabdlica basal
(FORRESTER et al., 2018).

Os trés produtos priméarios sdo o anion superoxido (O2™), o peroxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (HO"), chamados de EROs porque sdo compostos contendo
oxigénio com propriedades reativas. O e HO® sdo comumente chamados de “radicais livres”.
A partir deles, outras espécies reativas serdo formadas em reacbes subsequentes (COLLIN,
2019).

O éanion superoxido (O2™) é utilizado pelo sistema imunoldgico e é produzido em
grandes quantidades pelas NADPH oxidases nos fagocitos, como parte do mecanismo
dependente de oxigénio usado para destruir microrganismos invasores. O peroxido de
hidrogénio (H202) € uma molécula instavel e um forte agente oxidante que pode interferir no
metabolismo celular normal a depender da quantidade presente. Ao contrario do anion
superoxido, o H20> é lipossoluvel e pode difundir-se livremente dentro e fora das células e
através dos tecidos para outros locais onde pode exercer suas agdes oxidativas. Ja o radical
hidroxila (HO") é uma das espécies de oxigénio mais reativas devido ao seu alto potencial de
reducdo, em comparacdo com outras espécies de oxigénio. E cancerigeno e reage
indiscriminadamente, com constantes de velocidade extremamente altas, com quase todos 0s
tipos de moléculas encontradas nas células vivas, incluindo lipidios, aminoacidos, nucleotideos
e acucares (HRYCAY; BANDIERA, 2015).

A sinalizacdo de EROs pode participar de processos fisiologicos vitais quando em niveis
baixos a regulares no nosso organismo, como cascatas de sinalizagdo molecular, ativacdo de
processos como renovacao celular e também como parte do sistema imune, atuando como
primeira linha de defesa e no controle de respostas inflamatorias (METCALFE; OLSSON,
2021). Entretanto, as EROs ndo sdo produzidas apenas de forma endogena. A exposicao a
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diversos fatores exdgenos é diretamente relacionada a producdo dessas moléculas, como por
exemplo a poluicdo do ar e da &gua, exposicdo ao alcool, tabaco, metais pesados, solventes
industriais, pesticidas, luz ultravioleta, temperaturas elevadas e medicamentos como o
paracetamol, doxorrubicina e metronidazol (PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY,
2014).

2.2.2 Instabilidade genémica

Quando em niveis desregulados, as EROs contribuem para o desenvolvimento de
diversas patologias como cancer, doengas cardiovasculares e doencas neuroldgicas. No cancer,
as mutacdes no DNA causadas pelas EROs incluem modificacdes de base, rearranjo de
sequéncias de DNA, codificacdo incorreta de lesdes de DNA, duplicacBes de genes e ativacao
de oncogenes. Foram também verificadas em varias células vasculares alteragdes na expressao
das enzimas NOX 1, 2, 4 e 5, contribuindo para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(BRIEGER et al., 2012).

E estimado que o genoma humano comum passa por cerca de 100.000 alteragbes por
dia em condicbes fisiologicas normais. Ainda, a integridade do nosso organismo é
constantemente desafiada por indmeros fatores exdgenos e enddgenos, que possuem a
capacidade de gerar danos no DNA. Os fatores externos mais comuns séo: luz solar, radiacao
ionizante, produtos quimicos, poluentes e muitos agentes usados na terapéutica clinica
(LUPSKI, 2022; SCHEIJEN; WILSON, 2022).

Os danos em RNA, lipidios e proteinas podem ser recuperados por degradacdo e
renovacao celular. Os danos ao DNA, entretanto, sdo considerados 0s mais ameacadores para
a funcdo organica e para a salde. O impacto dos fatores externos pode modificar
definitivamente a composicdo de estruturas macromoleculares e a eficacia de processos
bioquimicos. Ainda, a molécula de DNA possui uma instabilidade intrinseca, principalmente
na forma de amina da citosina para a uracila, ou perda de bases purinas ou pirimidinas, criando
um sitio abasico sem informagdes de codificagdo (LUPSKI, 2022; SCHEIJEN; WILSON,
2022).

As quebras de fitas simples de DNA (do inglés, single-strand breaks, SSBs) sdo as
lesGes enddgenas e exdgenas mais comuns, que ocorrem em milhares de células por dia. Elas
podem surgir de forma direta, através do ataque de espécies reativas de oxigénio, ou de forma
indireta, através de intermediarios normais do mecanismo de reparo por excisdo de bases de
DNA (CALDECOTT, 2004) (Figura 4).
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Figura 4 — Representacdo esquematica dos danos causados ao DNA
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Fonte: Criado em BioRender.com
Legenda: Representacdo esquematica de danos ao DNA por diferentes fontes. Estdo ilustrados o pareamento
incorreto de bases, quebras de fita simples e de fita dupla, 8-Hidroxi-2-desoxiguanosina e crosslinks.

Jé& as quebras de fita dupla de DNA (do inglés, double-strand breaks, DSBs) (Figura 4)
ocorrem quando as forquilhas de replicacdo encontram les6es bloqueadoras, como as geradas
pelas EROs, levando ao colapso da forquilha. Dentre varios outros mecanismos, 0 estresse
fisico também pode causar DSBs quando cromossomos dicéntricos sao puxados para os polos
opostos durante a mitose. A exposicdo a agentes que danificam o DNA, como radiacdo
ionizante, também desencadeia DSB direta e indiretamente por meio da producdo de EROs;
agentes quimicos e luz UV formam les6es bloqueadoras da replicacdo, como adutos de alquila,
dimeros de pirimidina e ligac@es cruzadas (SHRIVASTAV; HARO; NICKOLOFF, 2007).

A 8-Hidroxi-2-desoxiguanosina (Figura 4) € utilizada como marcador bioldgico de
estresse oxidativo, pois resulta de uma modificagdo no DNA causada pelo radical hidroxila.
Este radical oxida a guanosina ou a timina, formando 8-hidroxi-2-desoxiguanosina e
timinaglicol, respectivamente (LEE; KOO; MIN, 2004).

Os tipos de lesdes mais frequentes sdo as de modificagdes de bases, quebras de fitas
simples e de fita dupla. Outros tipos de lesdes séo as ligacbes cruzadas (do inglés crosslinks,
como iremos chamar neste trabalho) entre fitas de DNA (do inglés, DNA-DNA crosslinks) e
entre fitas de DNA e proteinas (do inglés, DNA-protein crosslinks, DPCs). A primeira se refere
a uma ligacdo covalente entre regides da mesma fita do DNA (DNA intrastrand crosslinks) ou
entre fitas opostas do DNA (DNA interstrand crosslinks) (IDE et al, 2018) (Figura 4).

O DNA celular esta associado a um conjunto de proteinas que estao relacionadas ao seu
enovelamento e a processos celulares como transcrigéo e replicacéo, interferindo por exemplo
no desenovelamento do DNA e na atividade das RNA polimerases em sua traducdo. Desta

forma, quando a célula é exposta a agentes que causam danos ao DNA, os intermediarios das
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reacfes que acontecem podem reagir com essas proteinas, formando ligacfes covalentes
cruzadas entre 0 DNA e as proteinas (do inglés, DNA-protein crosslinks, DPCs) (IDE et al,
2018) Quando essas ligacdes sao formadas e ndo séo corrigidas, as funcbes das proteinas podem
ficar comprometidas, podendo gerar mutagenicidade, senescéncia, morte celular, génese
tumoral e envelhecimento acelerado (BARKER; WEINFELD; MURRAY, 2005).

As DPCs podem ser formadas a partir de uma ampla variedade de agentes, como a
exposicdo a luz ultravioleta, a aldeidos, a metais pesados e a quimioterapicos, por exemplo.
Desta forma, podem ser classificadas de acordo com a sua origem. As DPCs ndo enzimaticas
sdo desencadeadas por agentes reativos (ex: EROs), que de forma ndo especifica fazem uma
ligacdo entre proteinas da cromatina com o DNA. J& as DPCs enziméticas formam as ligacdes
com o DNA como parte da sua propria funcdo habitual. Entretanto, ambos os tipos sao
induzidos através de processos enddgenos ou exdgenos e podem estar relacionados também a
processos fisiolégicos normais (BARKER; WEINFELD; MURRAY, 2005).

A falha em reparar corretamente os danos citados, ou o reparo inadequado, pode levar
a morte celular ou a alteracGes cromossdémicas em larga escala, como dele¢es, translocacoes e
fusBes cromossémicas, aumentando a instabilidade do genoma, uma caracteristica marcante das
células cancerigenas. As células sdo naturalmente capazes de ativar complexos de reparo de
DNA, entretanto, quando o dano é extenso, as vias de sinalizacdo podem induzir a apoptose
para evitar a propagacdo de células com genomas altamente instaveis (SHRIVASTAV; HARO;
NICKOLOFF, 2007).

2.2.3 Relacao entre covid-19 e doencas cronicas

Os danos causados pela covid-19 podem também estimular o desenvolvimento de
doencas cronicas. Pesquisas sugerem que, nas apresentagdes moderadas a graves, a infeccdo se
torna uma doenca endotelial. As citocinas sao sinais-chave que mudam a funcdo endotelial do
modo de homeostase para 0 modo defensivo (JARROTT et al., 2022).

Os mecanismos responsaveis por causar complicacdes tardias estdo relacionados a
propria fisiopatologia da doenga, que inclui o dano tecidual e o papel do receptor da ECA2 no
ingresso de SARS-CoV-2 nas ceélulas. Desta forma, sugere-se que o dano tecidual seja o
mecanismo primario da infeccdo, o que ir& posteriormente contribuir para as complicagdes a
longo prazo da doenca. Entretanto, ha diversos outros mecanismos pelos quais 0 virus age em

prol da disfuncgéo sistémica no organismo (DESAI et al., 2022).
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Uma das descobertas mais valiosas da virologia e da oncologia foi a relagéo entre os
virus e o cancer. Por algumas espécies de virus apresentarem potencial cancerigeno, um dos
principais desafios atualmente é a elucidacdo dos mecanismos que regulam a oncogénese de
etiologia viral. SARS-CoV-2 vem sendo ultimamente sugerido como um virus com provavel
potencial oncogénico, porém, ainda h& controvérsias. Por um lado, o virus pode atuar na
reprogramacao metabdlica de forma a estimular a replicagéo celular. Entretanto, foi também
observada uma resposta imune antitumoral em alguns pacientes portadores de linfoma, podendo
entdo portar um potencial oncolitico (COSTANZO; GIGLIO; ROVIELLO, 2023).

De forma semelhante aos oncovirus, tem sido sugerido que SARS-CoV-2 pode
promover a progressao do cancer por meio da alteragdo de vias metabdlicas centrais em células
tumorais, como o metabolismo que envolve o carbono, nitrogénio e acidos nucleicos. Foi
encontrado em fluidos bioldgicos que o virus afetou negativamente o proteoma através da
regulacdo da expressdo de proteinas relacionadas ao colesterol e que regula positivamente
proteinas relacionadas ao metabolismo de carboidratos. Por conseguinte, SARS-CoV-2 poderia
promover uma alteracdo metabolica em células tumorais de forma a manter vias com alta
producdo de energia (por exemplo, a glicélise) para manter a taxa de replicagdo (COSTANZO;
GIGLIO; ROVIELLO, 2023; LI; REN; CAO, 2022).

2.3 MUTAGENICIDADE E GENOTOXICIDADE

As genotoxinas quimicas exdgenas podem entrar no organismo por meio da via oral,
do trato gastrointestinal, do sistema respiratdrio e através da pele. Esses produtos ou 0s seus
metabdlitos podem ser absorvidos pelo organismo e, através dos fluidos bioldgicos, atingir os
linfocitos em seus locais onde estdo armazenados, como o sistema circulatorio, linfatico,
medula dssea, linfonodos, bago e timo. Ao passo em que sdo absorvidas e comegam a circular
no organismo, elas podem ser ativadas ou detoxificadas, influenciando assim o grau pelo qual
os linfocitos séo expostos ao risco de dano de DNA (FENECH et al., 2016).

Caso as genotoxinas atinjam locais de hematopoiese como a medula 6ssea, elas podem
causar dano ao DNA de células-tronco ou outras células precursoras pelas quais os linfécitos e
outros leucdocitos sdo derivados. Essas células particularmente sdo mais sensiveis a agentes que
causam danos durante a fase S do ciclo celular. Apos a maturacdo na medula éssea, a maioria
dos linfécitos pode permanecer inativa com pouco tempo de vida (tempo de meia vida de
semanas a meses), enquanto outras que foram destinadas a alguma funcdo de defesa podem ter

um tempo de vida mais prolongado, meia vida de meses a anos. Ambos os tipos celulares
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circulam pelo organismo e podem se acumular nos linfonodos e no bago. Em teoria, 0s
linfocitos com maior tempo de vida acumulam muito mais dano ao DNA devido ao seu tempo
de exposicdo. A quantidade de danos acumulados depende do tipo de genotoxina, do tempo de
exposicdo e de como a célula responde a este fator. Sendo assim, sdo vérias as formas pelas
quais um dano ao DNA celular pode ocorrer (FENECH et al., 2016).

O termo "mutacgéo™ denota alteragdes duradouras na estrutura ou quantidade do material
genético de um organismo, resultando em modificacGes hereditarias em sua funcéo. Essas
mudancas podem abranger tanto mutacdes génicas quanto alteracdes cromossémicas estruturais
e numéricas. Sendo assim, o termo “mutagenicidade” refere-se ao dano causado na estrutura do
DNA apds a acao do sistema de reparo celular, podendo tornéd-lo permanente e hereditéario
(WHO, 2000). Para a avaliacdo da mutagenicidade causada por SARS-CoV-2 neste trabalho,
foi realizada a técnica Microndcleo com Bloqueio da Citocinese Celular (do inglés, Cytokinesis-
block micronucleus cytome assay, CBMN Cytome), que sera descrita posteriormente.

A genotoxicidade, por outro lado, refere-se ao dano no DNA que pode ser visualizado
antes da acdo do sistema de reparo, ou seja, um dano que pode ser corrigido por processos de
reparo do DNA ou outros mecanismos celulares conhecidos, ou resultar na morte celular, sem
necessariamente gerar alteracbes permanentes na estrutura ou no contetdo informativo da
célula sobrevivente ou de sua prole (SILVA, ERDTMANN, ALBUQUERQUE, 2003; WHO,
2000; FENECH et al., 2016). Para a avaliacdo da genotoxicidade causada por SARS-CoV-2,

neste trabalho foi realizado o Ensaio Cometa.

2.3.1 Avaliacdo de genotoxicidade através do Ensaio Cometa

Dentre as técnicas tradicionais para avaliacdo de dano no DNA, o Ensaio Cometa (do
inglés, Commet Assay) se destaca devido a sua praticidade e baixo custo, em que o resultado
pode ser obtido em apenas um dia. O método é também chamado de ensaio de eletroforese em
célula dnica (do inglés Single Cell Gel Electrophoresis Assay, ou SCGE), é uma técnica
quantitativa, rapida e visual usada para mensurar dano de DNA em células eucaridticas em meio
alcalino (SILVA, ERDTMANN, ALBUQUERQUE, 2003).

O principio basico é a migracdo, em eletroforese, dos fragmentos de DNA de baixo
peso molecular carregados negativamente em direcdo ao &nodo, deixando uma cauda que
lembra a imagem de um cometa no curso dessa migracdo. Se o DNA estiver rompido (o que
chamamos de clastogénese) ou quebrado, a migragdo ira ocorrer. Caso contrario, 0 DNA

continua empacotado e ndo migra devido ao seu tamanho, ndo formando a cauda aparente. A
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extensdo da migracdo ira indicar a quantidade de quebras de DNA existentes na célula. E
possivel detectar SSBs e DSBs de lesfes em sitios alcali-sensiveis e de SSB em sitios de reparo
por excisdo de bases. Sendo assim, caracteriza-se por uma técnica que avalia a genotoxicidade,
que corresponde ao dano de DNA que ainda pode ser reparado (OLIVE; BANATH, 2006;
SILVA, ERDTMANN, ALBUQUERQUE, 2003).

Aqui falar sobre a classificagdo (figura 5).

Figura 5 - Classificacdo da intensidade dos danos de DNA pelo ensaio cometa

Fonte: Adaptado de MALUF, S.W, 2011
Legenda: A figura mostra os 4 tipos de intensidade do dano, sendo 0 - auséncia de dano, 1 - células
com dano minimo, 2 - células com dano médio, 3 - células com dano intenso e 4 - células com dano maximo

2.3.2 O ensaio CBMN cytome e a avaliacdo dos biomarcadores da mutagenicidade

O termo CBMN Cytome vem do inglés Cytokinesis-block micronucleus cytome assay,
traduzido em portugués para “Micronucleo com Bloqueio da Citocinese Celular”. Essa técnica
permite avaliar o dano ao DNA ja estabelecido apds a acdo do sistema de reparo e verificar
danos de DNA, citostase e citotoxicidade. Verifica-se dano de DNA em células binucleadas a
partir da visualizacdo de microntcleo (MN), pontes nucleoplasmaticas (PNPs) e brotos
nucleares (NBuds, do inglés nuclear buds) (Figura 6) (FENECH et al., 2010).

Quando os danos séo irreparaveis apos a replicacdo do DNA e as tentativas de reparo
terem ocorrido, os fragmentos danificados ndo sdo incorporados corretamente nos nucleos das
células filhas na divisdo celular subsequente, sendo visualizados nas formas mencionadas e
ilustradas na figura 6 (FENECH et al., 2010). Sendo assim, essa analise é considerada uma
avaliacdo da mutagenicidade, permitindo informacdes sobre os efeitos de agentes genotoxicos
e a integridade do material genético (SILVA, ERDTMANN, HENRIQUES, 2003).

Os biomarcadores de genotoxicidade desempenham um papel crucial na avaliagdo da

instabilidade genémica, fornecendo informacdes especificas sobre diferentes tipos de danos no
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DNA e suas consequéncias. Uma frequéncia elevada de microndcleos pode ser considerada
como um indicador de perda ou quebra de cromossomos. Os brotos nucleares sdo indicativos
de amplificacdo génica e/ou remocéo de complexos de reparo de DNA ndo resolvidos. Por fim,
as pontes nucleoplasmaticas sdo indicadores de reparo inadequado do DNA e/ou fusdes de
extremidades teloméricas, evidenciando possiveis danos e instabilidade no genoma (LUZHNA,;
KATHIRIA; KOVALCHUK, 2013).

Ao compreender o significado de cada biomarcador, torna-se possivel uma analise
mais abrangente dos efeitos genotoxicos de substancias quimicas, contribuindo para o

monitoramento ambiental e a protecdo da salde humana.

Figura 6 — Alteracdes encontradas pela técnica CBMN cytome
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Fonte: Adaptado de Fenech et. al., 2007
Legenda: A figura demonstra os eventos gerados por eventos citotoxicos visualizados através da
técnica CBMN cytome. Podemos observar os eventos de apoptose, necrose, e a formagédo de
microndcleo através de quebras e perdas cromossomicas, buds nucleares através da amplificagdo
génica e ponte a partir de cromossomos dicéntricos.

2.3.2.1 Micronucleo (MN)

Os MN sdo pequenos corpos extranucleares formados durante a anafase que se
originam a partir de fragmentos cromossomicos acéntricos, fragmentos de cromatides
acéntricas ou cromossomos inteiros que ndo foram incluidos nos nucleos das células filhas. Isso
porgue ndo se ligaram adequadamente as proteinas do fuso durante o processo de divisdo na

anafase. Assim como os nucleos celulares, os MN possuem morfologia semelhante ao nucleo
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de origem, porém menores em tamanho (FENECH et al., 2010; JUNEJA et al., 2019) (Figura
7b,c). Os microndcleos em linfdcitos de pessoas saudaveis, ndo expostas anormalmente a
agentes genotoxicos, normalmente se originam de fragmentos de cromossomos acéntricos ou
perdas de cromossomos inteiros. Essa formacdo ira depender da idade e do género, sendo mais
comuns com o0 avanco da idade e geralmente mais elevados em mulheres em comparagédo com
homens (FENECH et al., 2011).

As quebras de fita dupla no DNA podem resultar em trocas de material genético entre
cromossomos e cromatides, especialmente quando a via de reparo recombinacional homologo
é disfuncional devido a defeitos em genes como BRCA1 e BRCA2. Microndcleos podem se
formar se as enzimas da via de juncéo de extremidades ndo homologas estiverem danificadas.
O reparo simultaneo de danos em bases proximas em fitas opostas do DNA, como 8-oxo-
desoxiguanosina ou uracila, pode levar a quebras de fita dupla e formacao de microndcleos.
Além disso, micronucleos podem também se formar apds a ruptura de PNPs durante a tel6fase,
podendo também originar brotos nucleares (NBuds) (FENECH et al., 2011).

2.3.2.2 Pontes nucleoplasmaticas (PNPs)

As PNPs (Figura 7d) tém origem na presenca prévia de cromossomos dicéntricos, 0s
quais surgem devido a falhas no reparo de quebras cromossémicas ou a fusdes das extremidades
dos telébmeros. Durante a anéfase da divisdo celular, os centrdmeros dos cromossomos
dicéntricos sao segregados para os pélos opostos da célula, levando a formacao das PNPs com
as regibes cromossdmicas ndo segregadas. Caso a ponte cromossdmica ndo se rompa durante a
anafase, a membrana nuclear envolve os nucleos filhos juntamente com a por¢ao cromossémica

néo segregada, resultando na formacédo de uma PNP (FENECH et al, 2007).

2.3.2.3 Brotos nucleares (NBuds)

Os NBuds séo estruturas nucleares que se assemelham a MNs, mas diferem por
estarem ligados ao ndcleo por uma estrutura que conecta os nucleos, de tamanho estreito ou
largo (Figura 7c¢). Essa formacédo ocorre durante a fase S do ciclo celular, possivelmente como
resultado de processos de reparo do DNA que levaram a formacdo de DNA amplificado em
excesso. Para que o0 excesso seja eliminado, acontece a recombinacéao entre regides homaélogas

em sequéncias amplificadas, resultando na formagdo de mini-circulos de DNA acéntrico e
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atelomérico. A formacdo de NBuds também pode ocorrer apds a quebra de PNPs entre dois
nacleos, onde as porgdes restantes podem retrair-se em direcdo aos nucleos, levando a formacéo
de NBuds (FENECH et al, 2007).

Figura 7 — Alteracdes nucleares visualizadas a partir do ensaio CBMN cytome
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: A figura mostra algumas altera¢fes nucleares provocadas por eventos citotoxicos através da técnica de
microntcleo com bloqueio da citocinese celular. A imagem “a” retrata uma célula binucleada sem alteragdes. A
figura “b” mostra dois micronlcleos (MN). A figura “c” revela um bud nuclear (seta a esquerda) e um
micronucleo (seta a direita). A figura “d” sinaliza uma ponte nucleoplasmatica numa célula binucleada.

2.3.3 Estudos recentes sobre a relagdo entre SARS-CoV-2 e dano de DNA

Durante o tempo de execucdo desta pesquisa, alguns estudos sobre danos de DNA em
pacientes com covid-19 foram publicados. Em 2022, Mihaljevic e colaboradores mensuraram
0 dano de DNA através do ensaio cometa com uma amostra de 24 pacientes na Sérvia. Eles
encontraram que 0s pacientes com covid-19 apresentaram um nivel significativamente mais
alto de dano ao DNA do que o grupo controle. Também encontraram correlacéo positiva entre
dano ao DNA e marcadores inflamatorios. Dentre os fatores que contribuiram para o potencial
genotdxico, estiveram o tabagismo, a farmacoterapia administrada durante a internacédo
(antibidticos, antiinflamatorios esteroidais, anticoagulantes e antivirais) e radiografias de torax.

No ano de 2023, Basaran e colaboradores também executaram um ensaio cometa e
encontraram maiores taxas de dano de DNA (94,9% maior que no grupo controle) em uma
amostra de 50 pacientes que haviam sido atendidos no Health Sciences University Umraniye
Training and Research Hospital, na Turquia. Foi também avaliada a relacdo entre o aumento
do dano de DNA com maior estresse oxidativo, encontrando relagcdo direta entre ambos.
Bektemur e colegas (2023) fizeram um estudo semelhante com 150 voluntéarios na University
of Health Sciences Turkiye, também na Turquia. Eles reportaram que os individuos que foram
infectados com SARS-COV-2 estavam mais susceptiveis ao dano de DNA do que o0 grupo

controle. Enquanto nos pacientes com covid-19 havia uma queda nas defesas antioxidantes, foi
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observado estimulo ao estresse oxidativo e a inflamag&o. Desta forma, a inducdo ao estresse
oxidativo, inflamacéao e dano de DNA em pacientes com covid-19 podem ter valor preditivo no
prognostico e auxiliar o desenvolvimento de estratégias de tratamento da doenca.

Buscando desvendar o mecanismo molecular envolvido no dano de DNA em pacientes
com covid-19, Gioia e colaboradores (2023) encontraram que SARS-CoV-2 expressa proteinas
que modificam o metabolismo dos nucleotideos. Os fatores virais ORF 6 e NSP 13 promoveram
a degradacdo da CHK 1 (checkpoint kinase 1), uma enzima envolvida na regulacdo do
mecanismo de DDR (do inglés, DNA damage response, resposta ao dano ao DNA). A reducéo
dos niveis de CHK1 resulta no acimulo de rNTPs (ribonucleotideo trifosfato) que sdo
provavelmente necessarios a replicagdo viral. Entretanto, o acimulo de rNTPs parece ocorrer
as custas de dNTPs (desoxirribonucleotideo trifosfato), que foram detectados em niveis baixos
apos a infeccdo por SARS-CoV-2, que resultou numa replicacdo de DNA prejudicada, levando
ao dano de DNA. Também foi constatado que as quebras de DNA se acumularam porque néo
foram reparadas com eficacia. Estes achados sugerem que SARS-CoV-2 induz ao dano de DNA

e impede o seu reparo, causando o envelhecimento celular e o crescimento da inflamacéo.

3 METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (Projeto 32858820.0.0000.0121;
Parecer: 4.164.291). Os participantes foram esclarecidos a respeito do estudo e, aceitando 0s

termos, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A).

3.2 CASUISTICA

3.2.1 Desenho amostral

Este estudo adotou uma abordagem transversal, retrospectiva, analitica, descritiva e
comparativa de alteracdes nucleares em sangue periférico de individuos diagnosticados com
covid-19 e individuos saudaveis. As analises foram conduzidas a partir de um total de 57
amostras pertencentes ao grupo caso e 43 amostras do grupo controle que foram submetidos ao

processamento e analise posteriores.



35

3.2.2 Critérios de incluséo e excluséo para o grupo caso e controle

Para serem incluidos no estudo, os participantes precisavam ser maiores de 18 anos e
terem sido diagnosticados com covid-19 confirmado por técnica RT-PCR realizada no
Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia da Universidade Federal de
Santa Catarina (LBMMS/CCS/UFSC), em parceria com o Hospital Universitario Professor
Polydoro Ernani de S&o Thiago (HU - UFSC).

Os individuos do grupo controle precisavam ser maiores de 18 anos e que nao haviam
sido diagnosticados com covid-19. Os dados referentes as amostras desse grupo foram obtidos
a partir do biobanco do Laboratério de Citogenética e Estabilidade Gendmica (LACEG) do
HU-UFSC, que sdo disponibilizados para pesquisa por aprovacao ética.

3.3 DADOS CLINICOS

Para uma compreensdo abrangente do estado de satde dos participantes do grupo caso,
foram realizadas perguntas a partir de um questionario detalhado, destinado aos individuos do
grupo caso (ANEXO B). As perguntas dos questionarios foram a respeito de dados
sociodemogréficos, histérico de salde e habitos de vida, listadas no Quadro 1.

Os topicos mencionados no quadro 1 foram cuidadosamente agrupados, avaliados e as
respostas fornecidas foram utilizadas para anélise estatistica e avaliacdo dos fatores associados
ao estado de satde dos individuos, garantindo a confidencialidade e anonimato das informac6es

pessoais dos participantes.
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Quadro 1 — Dados socioeconémicos, demograficos e de salde coletados no questionério

. . Prética de
Sexo Presenca de Doenca Arterial Coronariana PP
exercicios fisicos

Historico de Colesterol e/ou Triglicérides

Idade Etilismo
elevados
Data de preenchimento Presenca de coagulopatias Alcoolismo
Principal ocupacao Presenca de Hipertensao arterial . Ingestao de, .
alimentos saudaveis
Informacgdes

. S Presenca de Diabetes
Socioecondmicas

Estado civil Presenca de Doenga Pulmonar

Nivel de escolaridade Historico de doenca respiratoria viral recente

Diagnostico de cancer

Presenca de Problemas hormonais

Outras doengas ou problemas de salde ndo
mencionados

Habito de realizar a vacina da gripe

3.4 COLETAS, PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As coletas dos materiais biolégicos do grupo caso foram realizadas por profissionais
treinados, sendo necessario apenas 1 tubo heparinizado de 4 mL de sangue total, sendo realizada
ao longo de um periodo de seis meses, entre setembro de 2020 e abril de 2021. As amostras
foram encaminhadas para o laboratério de genética e estabilidade genémica do HU-UFSC para
a realizacdo dos ensaios e andlises, armazenadas a 4°C e processadas conforme as técnicas do
Ensaio Cometa e Micronucleo com Bloqueio da Citocinese Celular (CBMN cytome).

No que tange ao grupo controle, as amostras ja haviam sido coletadas de individuos
saudaveis, que haviam consentido participar do biobanco, processadas e armazenadas da

mesma forma que as amostras do grupo caso.
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3.5 TECNICA DE MICRONUCLEOS COM BLOQUEIO DA CITOCINESE CELULAR

3.5.1 Cultura celular

Para cada amostra, foi preparado um tubo falcon contendo 5 mL de meio de cultura
com RPMI suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) e 2% de fitohemaglutinina. Em
seguida, foram adicionadas 10 gotas de sangue total heparinizado em capela de fluxo laminar.

Os tubos foram colocados em estufa a 37°C. Apoés 44 horas, foi adicionado citocalasina
B (6 pg/mL) e ao final das 72 horas, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm durante 6
minutos. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado lentamente (gota a gota) 5 mL de uma
solucdo hipotdnica de KCL 0,075 M (que havia sido previamente aquecida a 37°C), deixando
agir por 7 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de solug&o fixadora de metanol e acido
acético (3:1) e homogeneizado. Os tubos foram centrifugados novamente e o sobrenadante
descartado. Essa etapa foi repetida mais uma vez, e o material ficou armazenado em geladeira

por no minimo 10 minutos, até a confec¢do das laminas.

3.5.2 Preparacéo das laminas

Inicialmente, as laminas foram lavadas com &lcool 70% e deixadas no congelador por
alguns minutos para formar uma camada de gelo e permitir que o material se espalhasse por
elas.

Em seguida, foi realizada uma lavagem das hemacias com centrifugacdes (1500 rpm
por 7 minutos) seguida da adicdo de 5 mL de solucdo fixadora até o sobrenadante se tornar
limpido. No ultimo descarte, aproximadamente 1 mL do sobrenadante foi mantido no tubo e
ressuspendido. Foram gotejadas cerca de duas a quatro gotas em cada lamina (sendo duas
laminas por paciente). Apds secagem a temperatura ambiente, as ldaminas foram coradas com

solucéo de giemsa 10% por 8 minutos.

3.5.3 Andlise das laminas

As laminas foram analisadas de forma cega, em microscépio dptico no aumento de

200 vezes e para a confirmagdo das estruturas em 1000 vezes. Os eventos de micronucleos
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(MNSs), Buds nucleares e pontes nucleoplasmaticas (PNPs) foram contados apds a anélise de
1000 linfécitos binucleados (500 células em cada Iamina por amostra).

Os testes estatisticos para comparacao entre grupos e analises de correlacdo foram
escolhidos de acordo com a distribuicdo e a independéncia dos grupos. Para as analises de

correlagéo, os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.6 ENSAIO COMETA

3.6.1 Preparacéo das laminas

O primeiro passo foi realizar uma pré-cobertura das laminas com agarose de ponto de
fusdo normal (Normal Melting Point ou NMP). A agarose foi diluida em &gua, aquecida em
forno de micro-ondas e colocada em cubetas, nas quais as laminas, que ja haviam sido
previamente lavadas, foram mergulhadas. Em seguida, foram levadas a estufa por 50°C por 2
horas e posteriormente armazenadas em um local seco.

Estando as laminas prontas para uso, a agarose de baixo ponto de fusdo (LMP — Low
Melting Point) foi aquecida até aproximadamente 37°C em micro-ondas. Em um eppendorf, foi
pipetado 95 pL de agarose LMP e 5 pL de sangue heparinizado, homogeneizando a mistura e
rapidamente aspirando-a para dispor o contetdo sobre a lamina pré-coberta. Em seguida, foi
colocada uma laminula, com a finalidade de misturar as duas camadas e evitar a formacéo de
bolhas de ar.

As laminas foram dispostas horizontalmente em uma cadmara Umida na geladeira por
aproximadamente 5 minutos para a solidificacdo da agarose, seguindo para a retirada cuidadosa
das laminulas apds esse tempo. Posteriormente, as laminas foram colocadas em uma cubeta
contendo solucédo de lise gelada (composta por solugdo mae, DMSO e Triton x-100) por um
periodo de 2 horas.

3.6.2 Eletroforese de célula Unica

A eletroforese foi realizada em no minimo 24 horas ap6s as laminas estarem na solugédo
de lise. O tampdo alcalino foi preparado com NaOH, EDTA 200 mM e agua destilada em pH
10 e utilizado a 4°C.

As laminas foram retiradas da solucdo de lise e posicionadas na cuba de eletroforese.

O tampdo alcalino foi adicionado e mantido em contato com as laminas por 20 minutos para
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que houvesse a separacdo das cadeias de DNA para que ficassem prontas para migrar em
direcdo ao anodo. Seguiu-se entdo para a eletroforese, que foi realizada sob as condigdes de 25
V e 300 mA (ajustado através do volume de tampdo) por 20 minutos em geladeira. Apés a
eletroforese, as laminas foram retiradas cuidadosamente da cuba e lavadas 3 vezes com tampé&o
de neutralizag&o (Tris 0,4M, pH 7,5), tendo como duragdo 5 minutos cada lavagem. Em seguida,
as laminas foram lavadas 3 vezes com agua destilada e deixadas para secar por no minimo 2
horas a 37°C.

Para a fixacdo, as laminas foram mergulhadas por 10 minutos em solucdo fixadora
(&cido tricloroacético 15%, sulfato de zinco heptahidratado 5% e glicerol 5%), lavadas 3 vezes
com &gua destilada e colocadas para secar por no minimo 2 horas a 37°C.

Para cada eletroforese foi acrescentada ao menos uma lamina de amostra tratada com
H20O2 10 uM para ser utilizada como controle positivo (seguindo 0s mesmos passos que as

demais laminas).

3.6.3 Coloracao das laminas

O método escolhido para a coloracéo foi o descrito por Nadin e colaboradores (2001),
0 método de coloracéo de prata. Inicialmente, as laminas foram hidratadas por 5 minutos com
agua destilada. A Solucdo de Coloracdo foi preparada imediatamente antes do uso a partir da
mistura das solucdes A (carbonato de sodio 5%) e B (nitrato de amonio 0,02%, nitrato de prata
0,02%, é&cido tungstosilicico 0,1%, formaldeido 0,05%). Em seguida, as laminas foram
colocadas em cubetas contendo a Solucdo de Coloracdo por 15 minutos, sendo agitadas
manualmente a cada 5 minutos. Apds atingir uma coloracdo acinzentada (quando ficaram
visivelmente coradas), as laminas foram lavadas com agua destilada e colocadas na solugéo de
parada (acido acético 1%) por 5 minutos. Foram lavadas novamente com agua destilada e
depois deixadas em temperatura ambiente até secagem, sendo posteriormente armazenadas até

a analise.

3.6.4 Leitura das laminas

As células foram observadas em microscopio 0ptico no aumento de 200 vezes, sendo

analisadas 50 células por individuo. A identificagdo das laminas foi por enumeracéo, para
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manter a analise cega do pesquisador. A leitura das margens das laminas foi evitada devido a
possibilidade de a migracdo estar prejudicada nesses locais.

A intensidade do dano de DNA foi classificada em 4 tipos, sendo 0 —auséncia de dano,
1 — células com dano minimo, 2 — células com dano médio, 3 — células com dano intenso e 4 —
células com dano méximo. Os valores de 0 a 4 dos 100 nucleos analisados sdo somados, o que
ird resultar no valor individual, podendo variar de 0 a 400 unidades arbitrarias (U.A.) e expresso

como valor em indice total de dano (ITD).
3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado o software GraphPad Prism 8 para a analise dos dados estatisticos. Para
a distribuicdo das variaveis e a verificacdo da normalidade, foi utilizado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os resultados dos grupos caso e controle foram comparados entre si de acordo com a
distribuicdo da variavel, sendo o teste t mais apropriado em variaveis com distribuicdo
paramétrica e U de Mann Whitney nas variaveis ndo parametricas.

O teste de Spearman foi escolhido para a analise das correlacdes, que foram
classificadas de acordo com os valores de p, sendo: 0,0 }- 0,25 ou — 0,25 | 0,0 fraca, 0,25 } 0,50
ou-10,50 |- - 0,25 regular, 0,50 |-O,75 ou-0,75 |- - 0,50 moderada e 0,75 |- 1,0ou—1,0 |- -0,75
forte. Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados
quantitativos foram expressos como média + desvio padrdo (DP) ou mediana (minimo —

maximo), enquanto os qualitativos foram expressos como frequéncia absoluta ou relativa (%).
4 RESULTADOS

Os resultados mostram inicialmente uma tabela comparativa (Tabela 1) entre os grupos

caso e controle, destacando o pareamento adequado quanto ao sexo e a idade. A seguir, é

descrito o perfil geral da populacdo avaliada (grupo caso), detalhando os fatores sociais,

demogréficos, habitos de vida e comorbidades. Além disso, € apresentada a classificacdo final

de gravidade dos casos, baseada nos sintomas e complicacfes registrados em prontudrio durante
0 tempo de internagdo hospitalar.

Para as andlises descritivas iniciais, foram considerados 57 participantes do grupo

caso. No entanto, para as analises subsequentes (avaliagdo dos marcadores da instabilidade

gendmica), foram selecionadas apenas as amostras que apresentavam melhor viabilidade para

o0 estudo. Assim, na analise do ensaio cometa, foram utilizadas 21 amostras do grupo caso e 42
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amostras do grupo controle. Para a analise CBMN Cytome, foram utilizadas 30 amostras do

grupo caso e 43 amostras do grupo controle (figura 8).

Figura 8 — Fluxograma indicando o valor amostral inicial e final do grupo caso e do grupo
controle
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Fluxograma ilustrando o nimero amostral apds a realizagdo das técnicas descritas e sele¢do das
amostras viaveis para analise. Os individuos de ambos os grupos foram entrevistados. O grupo caso continha
inicialmente um n = 57, mas as amostras que ndo estavam adequadas para analise foram excluidas do estudo
apos a realizacdo do ensaio cometa e CBMN, resultando num n = 21 e n = 30, respectivamente. O grupo controle
continha inicialmente um n = 43 e da mesma forma que 0 grupo caso, as amostras que ndo estavam adequadas
para a analise foram excluidas do estudo, resultando num n = 42 para 0 ensaio cometa e sem alteragdes para o
CBMN Cytome.

4.1 PERFIL DA POPULACAO AVALIADA

Os grupos caso e controle foram pareados por sexo e idade. A tabela 1 descreve o perfil
de ambos os grupos em frequéncias relativas e absolutas, média, desvio padrédo e valor de p.
Foi utilizado o teste de qui-quadrado, obtendo um valor de p = 0,4272, indicando que ndo ha
diferenga entre sexo nos grupos caso e controle. Também foi comparada a idade dos individuos
com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, obtendo um valor de p= 0,3641, indicando

também que ndo héa diferenca de idade entre os grupos caso e controle.
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Tabela 1 — Caracterizacdo dos grupos caso e controle por sexo e idade

Grupo caso x grupo controle

Grupo caso Grupo controle p
Sexo n=>57 n=43
(%; n) (%; n) 0,4272
Feminino 38,6; 22 46,51; 20
Masculino 61,4; 35 53,49; 23
p
Idade (anos)
0,3641
Média + DP 51,49 + 16,34 48,09 + 14,66
(min — max) 20-90 22-73

Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Tabela com comparacao do perfil dos grupos caso e controle quanto a idade. Os valores estao
representados como frequéncia relativa (%) e absoluta (n) no sexo ou mediana. DP: Desvio padréo. O valor de p
foi calculado mediante os testes estatisticos qui-quadrado, U de Mann-Withney e teste t para amostras
independentes.

As informacdes sobre o perfil da populacdo do grupo caso estdo descritas na tabela 2.
Sdo mencionados em frequéncias relativas e absolutas os dados referentes ao sexo, idade,
escolaridade, estado civil, ocupacdo principal, tabagismo, etilismo, presenca de doengas

associadas e prética de atividade fisica regular.
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Tabela 2 — Caracterizacédo geral da populacédo avaliada (grupo caso)

Apresentacdo do perfil geral — grupo caso

Idade (anos)

(média £ DP¥) 51,49 + 16,34

(minimo — maximo) (20 -90)

Sexo % n
Feminino 38,6 22
Masculino 61,4 35
Escolaridade

Fundamental incompleto 3,51 2
Fundamental completo 12,28 7
Ensino médio incompleto 8,77 5
Ensino médio completo 36,84 21
Superior incompleto 8,77 5
Superior completo 17,54 10
Pés-graduacédo 10,53 6
Analfabeto 1,75 1
Estado civil

Casado(a)/ unido consensual 52,63 30
Solteiro(a) 24,56 14
Separado(a)/ divorciado(a) 19,30 11
Viavo(a) 3,51 2
Ocupacdo principal

Desempregado 7,02 4
Do lar 7,02 4
Aposentado 22,81 13
Outro 63,16 36
Tabagismo

Sim 1,75 1
Néo 64,91 37
Ex-tabagista 33,33 19
Etilismo

Sim 0,00 0
Néo 89,47 51
Ex-etilista 10,53 6
Presenca de doencas associadas

Sim 68,42 39
Néo 31,58 18
Pratica atividade fisica regular

Sim 59,65 34
Nao 40,35 23

Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Tabela com descricdo do perfil dos participantes do grupo caso.
Os valores estdo representados como frequéncia relativa (porcentagem - %) e valor absoluto (n).

No grupo caso, foi observado que 61,4% dos individuos eram do sexo masculino, com
uma média de idade de 51,49 + 16,34 (minima de 20 anos e méxima de 90 anos). Ensino médio
completo foi o nivel de escolaridade mais prevalente (36,84%) e das profissdes levantadas,
22,81% eram aposentados e 63,16% do grupo apresentava profisses diversas, como técnico de
enfermagem, enfermeiro(a), fisioterapeuta, vigilante, professor, pescador, padeiro, gerente de
vendas, dentre outros. Pouco mais da metade dos individuos (52,63%) eram casados ou em
unido consensual.

Quando questionados sobre presencga de doencas associadas, 68,42% dos individuos

referiram ser portador de alguma comorbidade. Destes hipertenséo e diabetes foram as mais
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prevalentes, representando 47,37% e 26,32% da populacdo, respectivamente (figura 9). Os
outros problemas de saude autodeclarados foram muito variados, sendo citados, por exemplo,
enxaqueca, gota, transtorno bipolar, depressdo, entre outros, ndo obtendo representatividade

estatistica.

Figura 9 — Comorbidades relatadas no grupo caso
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Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Problemas de salde autorrelatados pelos individuos em frequéncias relativas, com destaque para
hipertensdo arterial (47,37%) e diabetes (26,32%).

Com relac&o ao estilo de vida, 33,33% individuos se declararam ativos no que se trata
de condicionamento fisico e 19,30% como sedentarios. Apenas um individuo foi registrado
como fumante ativo e 33,33% como ex-fumantes. Nenhum dos individuos era etilista e 10,53%
eram ex-etilistas. No que tange a alimentacdo, a maioria classificou como saudavel (54,39%).

A classificacao final do quadro dos individuos (figura 10) foi realizada pela autora deste
trabalho de acordo com as complicagdes registradas em prontuario. Os casos variaram entre
leve, moderado, grave ou fatal. Os individuos que tiveram a classificacdo ignorada foram

decorrentes da auséncia das informagdes necessarias em prontuario para classificagéo.
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Figura 10 — Classificacéo final dos casos
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Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Classificacdo final do quadro dos individuos. A maioria dos casos foram moderados (28,07%), seguida
pelos casos leves (24,56%) e graves (22,81%). 3,51% dos casos foram fatais e 21,05% ignorados.

4.2 MARCADORES DA INSTABILIDADE GENOMICA

4.2.1 Ensaio cometa

Para o ensaio cometa, 21 individuos foram avaliados no grupo caso e 42 individuos no
grupo controle. Foi realizado a comparacdo entre ambos 0s grupos no que tange o ITD através
teste ndo paramétrico para amostras independentes de Mann-Whitney, obtendo um valor de p
< 0,0001. Os valores foram expressos em unidades arbitrarias (U.A.). Grupo caso (n = 21):
média 23,81 + 18,55, mediana 20 (min 2 - max 78); Grupo controle (n = 42): média 6,48 + 6,58,
mediana 4 (min 0 - max 32) (Figura 11).
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Figura 11 — indice total de dano de DNA obtido pelo ensaio Cometa nos grupos avaliados
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Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Scatter plot representado com média e DP. As linhas horizontais internas representam as médias e as
externas representam o desvio padréo (DP). Os valores foram expressos em unidades arbitrarias (U.A.) Grupo
caso (n = 21): média 23,81 + 18,55, mediana 20 (2 - 78); grupo controle (n = 42): média 6,48 + 6,58, mediana 4
(0 - 32); p <0,0001.

4.2.2 Técnica de micronucleos com bloqueio da citocinese celular (CBMN Cytome)

Para o ensaio CBMN Cytome, 30 individuos foram avaliados no grupo caso e 43
individuos no grupo controle. Foi realizada a comparagdo entre ambos 0s grupos no que tange
as frequéncias de micronucleo fazendo uso do teste t para amostras independentes
(paramétrico), obtendo um valor de p = 0,6101 (Figura 12). Para comparar as frequéncias de
pontes nucleoplasmaticas, foi realizado o teste ndo paramétrico para amostras independentes
Mann-Whitney, obtendo um valor de p < 0,0001 (Figura 13). O mesmo teste foi aplicado para
comparar as frequéncias de brotos nucleares entre os grupos caso e controle, obtendo um valor
de p < 0,0001 (Figura 14).
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Figura 12 — Frequéncia de micronucleos nos grupos caso e controle
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Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Scatter plot representado com média e DP. As linhas horizontais internas representam as médias e as
externas representam o DP. Grupo caso (n = 30): média 11,10 £ 10,63, mediana 8 (0 - 42). Grupo controle (n =
43): média 10,14 + 5,19; mediana 9 (2 - 20); p = 0,6101.

Figura 13 — Frequéncia de pontes nucleoplasméticas nos grupos caso e controle
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Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Scatter plot representado com média e DP. As linhas horizontais internas representam as médias e as
externas representam o DP. Grupo caso (n = 30): média 13,60 + 14,05, mediana 8 (0 - 41). Grupo controle (n =
43): média 1,30 £ 2,3, mediana 0 (0 - 8); p<0,0001.
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Figura 14 — Frequéncia de brotos nucleares nos grupos caso e controle
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Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Scatter plot representado com média e DP. As linhas horizontais internas representam as médias e as
externas representam o DP. Grupo caso (n = 30): Média 31,5 + 29,81; mediana 24 (0 - 143). Grupo controle (n =
43): média 3,63 £ 3,73, mediana 3 (0 - 16); p<0,0001.

Foi verificado se houve relacdo entre o dano de DNA (ITD, MN, PNP, NBud) e a prética
regular de atividade fisica, tabagismo e habitos de alimentacdo saudaveis e ndo foi encontrada
nenhuma relacdo. Também foi verificada a relacdo com a presenca de doencas associadas
(figura 15), tendo este destaque na relagdo com NBud, com p = 0,0343. Também foi visualizado
que o dano de DNA néo teve relacéo significativa com a classificacao final dos casos.



Figura 15 — Relacéo entre a presenca de comorbidades no grupo caso e dano de DNA
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Fonte: elaborado pela autora

Legenda: a) relagdo entre a presenca de comorbidades e microntcleo (MN), com p = 0,8668; b) relacdo entre a
presenca de comorbidades e pontes nucleoplasméticas (PNP), com p = 0,3997; c) relacéo entre a presenca de
comorbidades e brotos nucleares (NBud), com p = 0,0343, apresentando diferenga de distribuicdo de dano no

grupo “com comorbidades” quando comparado ao grupo “sem comorbidades”
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4.3 CORRELACOES
Foram realizadas correlacdes de Spearman entre o grupo caso e as variaveis MN, PNP,
NBud, ITD e idade (Tabela 3). Houve correlacdo positiva entre NBud e idade com p = 0,001

(Figura 14) e correlacédo negativa entre ITD e idade, com p= 0,009.

Tabela 3 — Correlages entre as varidveis avaliadas no grupo caso

MN PNP NBud ITD idade
MN 0,313 -0,038 -0,347 0,060
PNP 0,148 0,096 -0,189
NBud -0,441 0,556**
ITD -0,557*

idade

Fonte: elaborado pela autora
Legenda: os valores expressos na tabela correspondem ao coeficiente de correlagdo de Spearman (p) (¥*): a
correlacdo é significativa no nivel p < 0,01; (*): a correlagdo € significativa no nivel p < 0,05.
MN: Microntcleos; PNP: Pontes Nucleoplasmaticas; NBud: brotos nucleares; ITD: indice total de dano (ensaio
cometa).

A Tabela 4 mostra as correlacdes de Spearman encontradas no grupo controle entre as
variaveis MN, PNP, NBud, ITD e idade. Houve correlacdo positiva entre MN e PNP com p =
0,006, correlacéo positiva entre MN e Nbud, com p = 0,001, correlagdo positiva entre idade e
MN, com p = 0,001 e correlacdo positiva entre PNP e NBud, com p <0,001.
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Tabela 4 — Correlages entre as variaveis avaliadas no grupo controle

MN PNP NBud ITD Idade
MN 0,411 0,499%* 0,242 0,485%*
PNP 0,615 0,183 -0,022
NBud 0,209 -0,042
ITD -0,134
ID

Fonte: elaborado pela autora
Legenda: os valores expressos na tabela correspondem ao coeficiente de correlagdo de Spearman (p) (¥*): a
correlagdo ¢ significativa no nivel p <0,01; (*). MN: Micron(cleos; PNP: Pontes Nucleoplasmaticas; NBud:
brotos nucleares; ITD indice total de dano (ensaio cometa).

Figura 16 — Correlacéo entre a presenca de brotos nucleares no grupo caso e idade
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Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Gréfico de dispersdo mostrando a correlacdo entre idade (anos) e NBud (U.A.). Observa-se que, quanto
maior a idade, maior a quantidade de NBuds detectados no grupo caso
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5 DISCUSSAO

A pandemia de covid-19 desencadeou uma série de desafios ndo apenas para a saude
publica, mas também para a compreensdo dos mecanismos biolégicos subjacentes aos danos
causados pela infeccdo. Até o momento, foram relatados diversos mecanismos pelos quais 0
SARS-CoV-2 faz uso para gerar dano celular nas células afetadas. O estudo do dano ao DNA
nos pacientes infectados ainda permanece pouco explorado na literatura atual, provavelmente
devido ao fato de ser um virus de RNA, cujos mecanismos de replicagdo acontecem no
citoplasma celular. Entretanto, os mecanismos intracelulares podem levar posteriormente a
danos ao DNA celular (GRAND, 2023). Esse trabalho avaliou danos ao DNA em pacientes
infectados com SARS-CoV-2 utilizando as técnicas de Ensaio Cometa e de Microndcleos com
Bloqueio da Citocinese Celular, sendo a Gltima técnica relacionada ao dano de DNA
estabelecido ap6s a acdo do sistema de reparo celular, ainda ndo relatada em literatura em
pacientes acometidos com covid-19.

Os grupos caso e controle foram adequadamente pareados por idade (p = 0,3641) e
sexo (p = 0,4272), indicando que ndo houve diferenca destas variaveis entre 0s grupos caso e
controle. 1sso nos permite uma boa interpretacdo das analises que foram realizadas, obtendo
precisdo nas comparagdes entre 0s grupos. Observa-se que houve prevaléncia do sexo
masculino (61,4%) no grupo caso, com media de idade de 51,49 anos. Hipertenséo e diabetes
foram as comorbidades mais prevalentes, representando 47,37% e 26,32% da populacéo,
respectivamente. Richardson e colaboradores (2020), em um estudo realizado em Nova lorque
envolvendo 5.700 pacientes hospitalizados com covid-19, encontraram uma populagdo com um
perfil semelhante: média de idade de 63 anos, maioria do sexo masculino (60,3%); 56,6% dos
pacientes com hipertensdo e 33,8% com diabetes. A classificacdo final dos casos obteve maioria
como moderados (28,07%), seguida pelos casos leves (24,56%) e graves (22,81%). Os casos
fatais corresponderam 3,51% e 21,05% tiveram o desfecho ignorado.

O ensaio cometa foi 0 método utilizado neste trabalho para avaliar o dano de DNA
antes da acdo do sistema de reparo celular nos pacientes diagnosticados com covid-19, sendo o
indice total de dano (ITD) mensurado em unidades arbitrarias (U.A.) e classificado de acordo
com o tamanho da cauda. O ITD do grupo caso obteve uma media de 23,81 + 18,55 U.A.; 0
grupo controle com uma média de 6,48 + 6,58 U.A., indicando que houve diferenca entre os
grupos gquanto ao indice de dano total com aumento de dano no grupo caso quando comparado
ao grupo controle (p < 0,0001). Essa diferenca também foi encontrada por Bektemur et al
(2023), Dogan et al (2023), Basaran et al (2023) e Gioia et al (2023), indicando que o ITD é
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maior em pacientes com covid-19. O ensaio cometa detecta principalmente quebras de fita
simples, que é um tipo de lesdo que geralmente é restaurada pelo sistema de reparo. J& 0 ensaio
CBMN Cytome reflete as lesdes apos a acdo do sistema de reparo, que se consolidam com a
formacéo de micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares (MALUF et al., 2007).

Considerando a técnica CBMN Cytome, o dano de DNA foi avaliado através das
frequéncias de MN, NBud e PNP, quantificadas em unidades arbitrarias (U.A.). Foi verificado
que ndo houve diferenca entre o grupo caso e o grupo controle quanto a frequéncia de MN (p =
0,6101), porem houve diferenca significativa na frequéncia de NBuds (p < 0,0001) e PNP (p <
0,0001). Houve uma dificuldade significativa em obter o crescimento celular adequado,
podendo ter afetado na visualizacdo efetiva dos danos celulares. Esta dificuldade pode ser
atribuida a acéo direta do virus nas células, que pode interferir no seu desenvolvimento. A
fitohemaglutinina, utilizada para estimular a divisdo celular neste estudo pode ndo ter sido
eficaz devido a presenca viral, comprometendo assim o processo de proliferacdo celular
necessario para a analise precisa dos micronucleos. Passos e Maluf (2020) também relataram
falhas na proliferacdo de linfocitos T ap6s estimulacdo in vitro em pacientes infectados pelo
virus HIV, destacando a complexidade da interacdo entre o virus e o sistema imunoldgico
celular. Diversos mecanismos interligados, como inflamagdo, estresse oxidativo e
genotoxicidade, pelos quais SARS-CoV-2 pode desencadear o dano de DNA (GIOIA et al,
2023) podem dificultar a proliferacdo de linfocitos. Desta forma, a frequéncia de MN, assim
como de PNP e NBuds, pode ter sido prejudicada devido a dificuldade em obter o crescimento
celular ideal.

Os altos niveis de PNP encontrados no grupo caso podem ter ocorrido devido ao efeito
clastogénico (quebra de cromossomos) da infeccdo viral, responsavel pela formacdo de PNP.
As PNP originam-se de cromossomos dicéntricos resultantes de quebras de DNA mal reparadas
ou fusbes de extremidades de telémeros e amplificacdo genética (REICHHOLD et al., 2008).
J& a frequéncia elevada de NBuds no grupo caso com relacdo ao grupo controle pode estar
relacionada a citotoxicidade causada pelo virus, pelos medicamentos e pelas EROs geradas
durante a infecgéo viral. O estresse oxidativo gera radicais livres que causam danos ao material
genético nas células do epitélio pulmonar e em células circulantes no organismo.

Sabe-se que a covid-19 tem ampla relacdo com a inflamagao do trato respiratorio, sendo
os tabagistas considerados como um grupo de risco para a doenga. Entretanto, no grupo caso,
foi verificado que ndo houve rela¢do entre o dano de DNA com o tabagismo. Este achado se
deve provavelmente devido ao grupo ter apenas um tabagista ativo e 33,33% (n = 19) ex-

tabagistas. Esse resultado contradiz Mihaljevic et al (2022), que encontraram relagdo
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significativa entre ITD e tabagismo em pacientes com covid-19. Entretanto, Hoffmann e Speit
(2005) fizeram um estudo de ensaio cometa e microntcleo em fumantes pesados (uso de mais
de 20 cigarros por dia) e foi verificado que nao houve dano de DNA significativo no grupo
caso. Foi analisada a relagdo entre o dano de DNA e a prética regular de atividades fisicas e
habitos alimentares saudaveis, ndo encontrando relacéo entre esses e os indices de 1TD, MN,
PNP e NBud. Também néo foi encontrada a relagdo entre a classificagdo final dos casos e 0
dano de DNA.

Dentre as correlacdes realizadas no grupo caso, foi encontrada correlacao positiva entre
a idade e NBuds, mostrando que quanto maior a idade, maior a quantidade de brotos nucleares
encontrados nas células dos individuos do grupo caso. Houve correlacdo negativa entre ITD e
idade, revelando que, quanto menor a idade, maior o ITD. J& no grupo controle, houve
correlacdo positiva entre MN, PNP e NBud entre si e entre a idade e MN, mostrando que quanto
maior a idade, maior a quantidade de MN, e consequentemente maior quantidade de PNPs e
NBuds.

Algumas limitacdes estiveram presentes. A coleta das amostras foi realizada durante a
pandemia, em que o contato com os individuos deveria ser breve e o entrevistador deveria estar
também garantindo a sua seguranca. Sendo assim, alguns itens do questionario aplicado nédo
puderam ser preenchidos de forma completa. Também foi observada dificuldade em obter
crescimento celular adequado, o que pode ter interferido nas analises referentes ao ensaio
CBMN Cytome. Embora com limitacdes foi identificado que houve diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos caso e controle no que tange a genotoxicidade e mutagenicidade.

Desde o inicio da pandemia de COVID-19, a evolugdo de SARS-CoV-2 tem resultado
em varias variantes do virus, cada uma com caracteristicas genéticas e comportamentais
distintas. Essas variantes, surgidas a partir de mutacdes no material genético do virus, tém
implicacdes significativas na transmissibilidade, na gravidade da doenca e na eficacia das
intervencdes terapéuticas e vacinas. As variantes de preocupagdo, como a Alfa, Beta, Gama,
Delta e Omicron, foram associadas a surtos localizados e ondas globais de infecgéo, desafiando
os esforcos de controle da pandemia. A identificagdo dessas variantes é crucial, pois elas podem
influenciar a resposta imunoldgica dos pacientes, mas também o grau e o tipo de dano ao DNA
causado pelo virus. O projeto "Implantacdo e execucdo de Programa preventivo de Testagem
diagnostica contra COVID-19 na Universidade Federal de Santa Catarina”, implementado no
ano de 2022, teve como um dos objetivos a identificacdo das variantes genémicas de SARS-

CoV-2 que prevaleceram durante o periodo de junho de 2020 a novembro de 2022 em
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Floriandpolis. Foi verificado que no periodo correspondente ao presente estudo, as variantes
B.1.1.28, Zeta e Gamma foram prevalentes.

6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram discutidos meios pelos quais a infeccdo por SARS-CoV-2 pode
desencadear o dano de DNA, tendo destaque a inflamacéo, geracdo de espécies reativas de
oxigénio e o estresse oxidativo. O ensaio cometa permitiu identificar os danos acometidos em
leucdcitos antes do sistema de reparo celular, e 0 ensaio CBMN Cytome, ap6s a agdo desse
sistema. N&o apenas SARS-CoV-2 é responsavel pelos indices encontrados, mas também todo
0 contexto de internacdo hospitalar, 0 que envolve a administracdo de medicamentos e
complicacdes durante a internacéo.

Foi elucidado que os individuos com covid-19 apresentaram dano de DNA antes e apos
o sistema de reparo do DNA celular, evidenciado pelos ensaios cometa e de microntcleo com
bloqueio da citocinese celular. Entretanto, fatores como comorbidades, tabagismo, habitos
alimentares e pratica de exercicios fisicos nao estiveram relacionados com dano. A idade dos
participantes esteve relacionada apenas com a frequéncia de brotos nucleares, em que
percebemos uma tendéncia de aumento de nBuds com o0 aumento da idade.

Este trabalho, portanto, ndo apenas contribui para o entendimento dos efeitos celulares
da covid-19, corroborando com informacGes ja relatadas em literatura, mas também traz a
discussao que a covid-19 tem o potencial de mutagenicidade, ja visualizado em pacientes que
desenvolveram doencas crbnicas apés a infecgdo viral, podendo também ter contribuicdo com

0 cancer, embora seja uma condicdo clinica de origem multifatorial.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO BIOREPOSITORIO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Busca de marcadores
genéticos e epigenéticos em pacientes com COVID-19: formagdo de um biorepositorio”, que
tem como objetivo geral formar um biorepositorio de amostras de individuos com COVID-19
e individuos saudaveis para investigar o papel dos fatores genéticos e dos fatores ambientais
sobre a expressdo de genes relacionados com a resposta imune e com a metabolizacdo e
transporte de farmacos que podem ser importantes no tratamento da COVID-19. Vocé ndo tera
nenhum beneficio direto ao participar desta pesquisa, mas 0s resultados dos projetos
relacionados a este tema que serdo desenvolvidos com a amostra que vocé disponibilizar
permitirdo compreendermos o que faz com que algumas pessoas tenham maior facilidade de
desenvolver a doenca do que outras e porque algumas pessoas respondem melhor aos
medicamentos utilizados do que outras. Essas informagdes podem contribuir para uma melhor
triagem de individuos de maior risco e uma melhor personalizacdo de tratamentos em caso de
novas infecgoes.

Para sua participacdo nesta pesquisa faremos uma coleta de sangue periférico e uma
coleta com swab nasal (que é parecido com um cotonete). Nenhum dos dois procedimentos
acarretara em dor, entretanto, vocé pode sentir um leve desconforto no momento da coleta e
pode ficar com um hematoma no local da coleta do sangue. Mas ndo se preocupe, esta marca
arroxeada desaparecera em poucos dias sem a necessidade de nenhuma acéo de sua parte. Para
diminuir a chance destes riscos, aconselhamos que vocé nao carregue peso com o brago onde
foi realizada a coleta. Também serd realizada uma entrevista através de questionario
semiestruturado, onde coletaremos informacdes sociodemograficas e habitos de vida (coisas
como fumar, beber, fazer atividade fisica, entre outras). Vocé pode se sentir um pouco
constrangido ao longo da entrevista, por incbmodo em falar ou, ainda, por mobilizacdo
emocional. Desta forma, o0s riscos serdo minimizados, pois, VOcé ndo precisara responder a
qualquer pergunta ou fornecer quaisquer informacOes durante a entrevista se sentir-se
desconfortdvel ou achar que a resposta trata-se de algo muito particular, contudo os
pesquisadores estardo dispostos a Ihe ouvir, interromper a entrevista se assim vocé desejar,
retornando a coletar os dados sob sua anuéncia t&o logo se sinta a vontade para continua-la.
Para alcangarmos 0s objetivos propostos, precisaremos coletar também algumas informagdes

de seu prontuario médico, mas ndo se preocupe que olharemos somente as informacdes
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pertinentes a esta pesquisa (efeitos adversos quando utilizou algum medicamento, resultados de
exames clinicos, entre outros).

Vocé podera interromper ou cancelar a coleta ou o preenchimento do questionario
qguando achar necessario, sem que isso acarrete em quaisquer represalias atuais ou futuras.
Afinal, vocé ndo é obrigado a participar da pesquisa e a sua decisdo de ndo participar ou de
desistir de participar da pesquisa a qualquer momento seré respeitada. Caso vocé tenha interesse
em saber sobre o andamento ou o resultado desta pesquisa, Vocé pode entrar em contato com a
pesquisadora principal cujo contato encontra-se ao final deste termo. Se decidir que ndo quer
mais participar desta pesquisa, vocé também pode comunicar sua decisdo para a pesquisadora
principal e sua vontade sera respeitada. Destacamos que sua participacdo nesta pesquisa ndo
influenciara em nada no tratamento que vocé vem recebendo atualmente na unidade que em
gue vocé esta internado e ou em tratamento no hospital.

Para alcangarmos o0s objetivos propostos nesta pesquisa, precisamos comparar pessoas
infectadas com COVID-19 com pessoas nao infectadas, e as amostras que forem coletadas seréo
armazenadas durante o periodo de desenvolvimento do trabalho. As amostras estardo sob
responsabilidade da pesquisadora principal cujo contato estd apresentado abaixo e ficardo
armazenadas no Laboratdrio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) na Universidade Federal
de Santa Catarina até a finalizacdo dos objetivos desta pesquisa. Portanto, pedimos a sua
autorizacdo para a coleta, o dep6sito, 0 armazenamento, a utilizacdo e descarte de uma amostra
de sangue periférico e de um swab nasal. A utilizacdo do seu material bioldgico esta vinculada
somente a este projeto de pesquisa, ou se vocé concordar, em outras pesquisas futuras com
tematica relacionada a atual desde que devidamente aprovadas pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em eventos ou periédicos
cientificos, mas seu anonimato sempre sera mantido. Contudo, destacamos que apesar de nossos
esforcos para manter os dados anénimos, sempre existe a possibilidade mesmo que remota de
quebra de sigilo, ainda que involuntéria e ndo intencional. Caso isso aconteca, serdo tomadas
as providéncias necessarias de acordo com a legislagéo.

A legislacdo brasileira ndo permite que vocé tenha qualquer compensagéo financeira
pela sua participacdo nesta pesquisa, contudo, vocé ndo tera nenhuma despesa advinda da sua
participacao, ja que a coleta e a entrevista serdo realizadas enquanto vocé estiver no hospital.
Entretanto, se vocé tiver despesas extraordinarias comprovadamente decorrentes da sua
participacdo na pesquisa, as mesmas serdo ressarcidas mediante apresentagéo de comprovante.
Se ocorrer algum dano em decorréncia de sua participacdo na pesquisa, vocé podera solicitar

indenizacgéo de acordo com a legislacao vigente.
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Se vocé tiver alguma divida a respeito da pesquisa, vocé pode entrar em contato com
a pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Juliana Dal-Ri Lindenau, no Departamento de Biologia
Celular, Embriologia e Genética localizado no Campus Reitor Jodo David Ferreira Lima -
Bairro Codrrego Grande, Florianopolis- SC, Brasil, telefone (048) 37219887, email:
juliana.lindenau@ufsc.br.

Os aspectos eticos e a confidencialidade das informacgdes fornecidas, relativos as
pesquisas com seres humanos, serdo respeitados de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadoras da Resolucdo N° 466, de 12 de dezembro de 2012 e Resolucdo N° 441 de
2011, aprovadas pelo Conselho Nacional de Saude.

Em caso de dendncias ou reclamagdes sobre sua participagdo na pesquisa, vocé podera
também entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEPSH/UFSC) da
Universidade Federal de Santa Catarina: Prédio Reitoria Il (Edificio Santa Clara), Rua:
Desembargador Vitor Lima, nimero 222, sala 401, Trindade, Floriandpolis/SC, CEP 88040-
400, telefone (48) 3721-6094, e-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br. O CEPSH é um 6érgéo
colegiado interdisciplinar, deliberativo, consultivo e educativo, vinculado a Universidade
Federal de Santa Catarina, mas independente na tomada de decisdes, criado para defender os
interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.

Eu, RG , confirmo que

recebi todas as informagGes necessarias para entender porque e como este estudo esta sendo
realizado e nesses termos e considerando-me livre e esclarecido (a):
() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.
() Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisas, desde que
relacionadas com a tematica da pesquisa atual e devidamente aprovadas pelo comité de ética
em pesquisas com seres humanos.

Este documento esta redigido em duas vias, deverad ser assinado por vocé e pela
pesquisadora e cada um devera ficar com uma via. O mesmo deve ser rubricado em todas as

suas paginas por todos os envolvidos (participante e pesquisador).

Florianopolis, de de

Assinatura do (a) participante:

Assinatura do (a) pesquisador (a):
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ANEXO B
QUESTIONARIO BIOREPOSITORIO COVID-19

Nome: Prontuario:
Sexo:( )F ( )M Datade nascimento:  / / Datacoleta:  / /
Telefone para contato: E-mail:

Estado civil: ( ) casado(a)/unido consensual ( ) solteiro(a) ( )Separado(a)/ divorciado(a)
( )viavo(a)

Grau de escolaridade: () fundamental incompleto ( ) fundamental completo (  )ensino
médio incompleto  ( ) ensino médio completo () superior incompleto  ( ) superior
( ) pés-graduacgéo

Qual é a sua principal ocupacao (que gera maior renda):

Bloco Histérico de Saude:

Entrevistador, leia as opgdes abaixo e em caso de categorias com mais de uma patologia possivel,
sublinhe a(s) condigdo(Ges) apresentada(s) pelo participante. As questdes sobre tratamento
medicamentoso somente devem ser aplicadas aqueles participantes que responderam Sim na pergunta
sobre a condicéo e se referem a situacOes atuais ou anteriores.

I.1) Doenca arterial coronariana ( ) Nao( ) Sim  HA& quanto tempo?

1.1.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Ndo ( ) Sim Qual? Dose:

Héa quanto tempo? Efeitos adversos?

1.2) Colesterol e/ou Triglicérides alto (gordura no sangue) () Ndo () Sim
Héa quanto tempo?

1.2.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Ndo ( ) Sim Qual? Dose:

Ha quanto tempo? Efeitos adversos?

1.3) Aneurisma, derrame ou acidente vascular cerebral () N&do ( ) Sim
Hé& quanto tempo?

1.3.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Ndo ( ) Sim Qual? Dose:

Hé& quanto tempo? Efeitos adversos?




1.4) Coagulopatias (trombose, hemofilia, anemia falciforme, outras) ( ) Ndo ( ) Sim
H& quanto tempo?

1.4.1) Utiliza algum medicamento? () Ndo ( ) Sim Qual? Dose:

H& quanto tempo? Efeitos adversos?

1.5) Hipertensao arterial/ pressdo alta ( ) N&o () Sim
Hé& quanto tempo?

1.5.1) Utiliza algum medicamento? () Ndo () Sim Qual? Dose:

H& quanto tempo? Efeitos adversos?
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1.6) Diabetes (agtcar no sangue) () Ndo () Sim Ha& quanto tempo?

1.6.1) Utiliza algum medicamento? () Ndo ( ) Sim Qual? Dose:

Hé& quanto tempo? Efeitos adversos?

1.7) Doenca pulmonar (asma, enfisema, DPOC, outra) ( ) N&do () Sim H& quanto
tempo?

1.7.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Ndo ( ) Sim Qual? Dose:

Héa quanto tempo? Efeitos adversos?

1.8) Doenga respiratoria viral (gripe, resfriado comum, faringite, laringite, bronquite,
bronquiolite, pneumonia)

( )Nao( )Sim Com que frequéncia? ou Ha quanto tempo?
1.8.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Ndo ( ) Sim Qual? Dose:
H& quanto tempo? Efeitos adversos?

1.9) Costuma realizar a vacina da gripe? ( )N&o( )Sim Com que
frequéncia?

1.10) Infecgdes sexualmente transmissiveis (AIDS, sifilis, clamidia, gonorreia, HPV, herpes

genital, tricomoniase, outras)? () Nao () Sim H& quanto tempo?

1.10.1) Utiliza algum medicamento? () Ndo () Sim Qual? Dose:

Ha quanto tempo? Efeitos adversos?
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1.11) Doenca causada por parasita (amebiase, giardiase, leishmaniose, malaria, toxoplasmose,
chagas, tricomoniase, esquistossomose, ascaridiase, teniase, outras)

( )Néo( )Sim Haquantotempo?

1.11.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Ndo ( ) Sim Qual? Dose:

Hé& quanto tempo? Efeitos adversos?

1.12) Cancer ( ) Nao( ) Sim Ha quanto tempo? __Qual?

1.12.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Ndo ( ) Sim Qual? Dose:

H& quanto tempo? Efeitos adversos?

1.13) Problemas hormonais (hipo ou hipertireoidismo, osteoporose, menopausa, Ovario
policistico, caréncia de testosterona, obesidade, outras) () Ndo ( ) Sim
Hé& quanto tempo?

1.13.1) Utiliza algum medicamento? () Ndo ( ) Sim Qual? Dose:

H& quanto tempo? Efeitos adversos?

1.14) Outras doencgas ou problemas de satde?

1.15) Algum outro medicamento ou suplemento? (Informar nome, indicacéo, dose, frequéncia
semanal e horéario do dia. Entrevistador, dar aten¢ao especial aos suplementos de vitamina D, C,
ferro e dmega 3) ?

Bloco Estilo de Vida:

11.1) Atualmente, vocé pratica alguma atividade fisica de maneira regular (pelo menos 2 vezes
por semana)? 11.1.1) Se sim, qual (is): ( ) corrida ( ) hidroginastica ( ) caminhada (
) futebol () musculacdo ( ) vdlei ( )ginastica ( )natacdo ( ) outro (especifique)

11.1.2) Total de minutos dispendidos nestas atividades elencadas acima, por semana:
() 40-60 minutos/semana () 61-80 minutos/semana () 81-100 minutos/semana
( ) 100 ou mais minutos/semana

11.1.3) Como vocé classificaria seu nivel de condicionamento fisico?
Sedentario | Pouquissimo Ativo | Pouco Ativo | Ativo Bastante Ativo | Atleta

11.2) Vocé possui alguma limitagéo fisica (dor, lesdo ou cirurgia nos 0ssos, musculos ou
articulagdes) que limite e/ou impeca a préatica de atividades fisicas?




11.3) Vocé fuma ou ja fumou? ( ) Néo

() Fumante passivo

() Sim, é fumante

11.3.1) Se sim, em média quantos cigarros vocé fuma por dia?

11.3.2) Em caso de utilizacdo de narguilé, com qual frequéncia?

() Ex-fumante
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11.4) Vocé bebe alcool ou ja bebeu? ( ) Nado ( ) Sim, socialmente ( ) Alcodlatra

() Ex- Alcodlatra

11.4.1) Se sim, em média quanto vocé bebe por dia e qual bebida?

11.5) Vocé ingere frutas e verduras regularmente (todos os dias)? () N&o

11.5.1) Se sim, em média quantas porgdes por dia?

() Sim

11.5.2) Quantas porc¢des sdo de frutas e vegetais ricos em vitamina C (laranja, limao, tangerina,
tomate, bracolis, couve-flor, kiwi, batata doce, morangos, mamao...) por dia?

11.5.3) Quantas porc¢oes de leguminosas e oleaginosas (como feijdo e castanhas) por dia?

11.6) Vocé ingere doces ou bebidas acucaradas regularmente (todos os dias)? () Ndo ( ) Sim

11.6.1) Se sim, em média quantas porgdes por dia?

11.7) Vocé ingere frituras regularmente (todos os dias)? ( )N () Sim
11.7.1) Se sim, em média quantas porgdes por dia?
11.8) De maneira geral, como vocé classificaria sua alimentagdo?
Nada saudavel | Pouquissimo Saudavel | Pouco Saudavel | Saudavel | Muito Saudavel

Bloco Informacgdes da familia:

111.1) Algum parente (primeiro grau) ja teve problema respiratério? ( ) Ndo ( ) Sim (

Nao sabe informar

Qual condigéo?

Nivel de parentesco:

)

111.2) Algum parente (primeiro grau) ja teve problema de coagula¢do? ( ) Ndo ( ) Sim (

N&o sabe informar

)
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Qual condi¢édo? Nivel de parentesco:

111.3) Algum parente (primeiro grau) ja teve algum tipo de cancer? ( ) Ndo( )Sim () Né&o
sabe informar

Qual condigéo? Nivel de parentesco:

Espaco extra:

Entrevistador, utilize este espaco para anotar qualquer outra informacdo relevante fornecida pelo
participante

Nome do entrevistador:
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