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RESUMO

A pandemia da sindrome respiratoria aguda do coronavirus 2 (SARS-CoV-2) causou uma crise
na salude publica do mundo todo. As manifestacdes clinicas e a severidade dos sintomas estéo
sendo aos poucos esclarecidas, no entanto, ja se sabe que a gravidade aumenta com a idade,
sendo que os mais velhos apresentam maior mortalidade, sugerindo que as vias moleculares
subjacentes ao envelhecimento contribuem para a gravidade da Covid-19. Os teldmeros séo
estruturas que estéo localizadas nas extremidades dos cromossomos e estdo sendo amplamente
investigadas, cujo seu comprimento esta relacionado com processos inflamatérios e com a idade
bioldgica. O virus da Covid-19, 0o SARS-CoV-2 pode infectar diversos tipos de células, fazendo
com gue aumente o processo de regeneracdo e renovagdo dos tecidos. Estudos tém indicado
uma relacdo entre o Covid-19 e o comprimento dos teldmeros, sendo que o tamanho dessa
estrutura pode ter implicacfes na severidade da doenca. Com base nisso, o objetivo do estudo
¢ avaliar a severidade dos sintomas em pessoas que foram contaminados pelo virus SARS-CoV-
2 e a relacdo com o comprimento dos telébmeros, para dessa forma entender sobre a gravidade
e a severidade da doencga em individuos com telémeros mais curtos. No estudo foram incluidas
pessoas que tiveram infeccdo com o SARS-CoV-2, cujos sintomas foram graves, brandos ou
assintomaticos. As analises foram realizadas com 67 participantes, dos quais 36 (53,7%) ja
haviam tomado alguma dose da vacina. A maioria dos participantes estavam na faixa etaria de
21-40 anos (43,3%). Dos participantes analisados, todos mostraram ao menos algum tipo de
sintoma, sendo que o sintoma mais prevalente foi cansago, apresentado por 59 (88%) pessoas
e 0 menos prevalente foi de erup¢édo cutanea 11(16,4%). Além disso, os participantes mostraram
na sua maioria, possuir os telémeros menores 38(56,7%) de acordo com o calculo DeltaDeltaCt.
Também foi analisado a relacdo dos teldmeros e comorbidades, aonde 21 (31,1) dos
participantes mostraram ter algum tipo de comorbidades e 13 (61,9) tinham os telémeros <1. A
partir desse estudo, foi possivel avancar na compreensdo das razes porque alguns desenvolvem
as formas graves da Covid-19 e outras ndo e explicando alguns aspectos epidemioldgicos Gnicos

da pandemia causada pelo SARS-COV-2 e sua relagdo com o comprimento dos telomeros.

Palavras-Chave: Covid-19, Comprimento dos Teldmeros, Sintomas da Covid-19.



ABSTRACT

The pandemic of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has caused
a public health crisis worldwide. The clinical manifestations and severity of symptoms are
slowly being clarified, however, it is already known that severity increases with age, with older
people having higher mortality, suggesting that molecular pathways underlying aging
contribute to the severity of Covid-19. Telomeres are structures that are located at the ends of
chromosomes and are being widely investigated, the length of which is related to inflammatory
processes and biological age. The Covid-19 virus, SARS-CoV-2 can infect many different types
of cells, causing the process of tissue regeneration and renewal to increase. Studies have
indicated a relationship between Covid-19 and telomere length, and the size of this structure
may have implications for disease severity.Based on this, the objective of the study is to
evaluate the severity of symptoms in people who have been infected with the SARS-CoV-2
virus and the relationship with telomere length, in order to understand the severity and gravity
of the disease in individuals with shorter telomeres. The study included people who had been
infected with SARS-CoV-2, whose symptoms were severe, mild, or asymptomatic. The
analyses were performed on 67 participants, of which 36 (53.7%) had already taken some dose
of the vaccine. Most participants were in the age range of 21-40 years (43.3%). From the
participants analyzed, all showed at least some type of symptom, with the most prevalent
symptom being fatigue, presented by 59 (88%) people and the least prevalent was cutaneous
eruption 11(16.4%). In addition, the participants were mostly shown to have shortened
telomeres 38(56.7%). From this study, it was possible to advance the understanding of why
some develop the severe forms of Covid-19 and others do not and explaining some unique
epidemiological aspects of the SARS-COV-2 pandemic and its relationship to telomere length.

Keywords: Covid-19, Telomere Lenght, Covid-19 Symptons.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, iniciou um surto de uma doenca
infecciosa desconhecida. Apos alguns dias, o agente causador dessa doenca foi identificado
como um novo tipo de coronavirus e a doenca identificada como sindrome respiratoria aguda
grave causada pelo coronavirus tipo 2, 0 SARS-CoV-2 e a doenca foi chamada de Covid-19
(OMS, 2020).

A origem do coronavirus € zoonotica e foi descrita pela primeira vez nos anos 60 por
Tyrell e Bynoe (1965). No final de 2002, surgiu o Beta coronavirus, no Sul da China, que
acabou ocasionando em 8.000 infec¢des e 774 dbitos. J& em 2012, o MERS-CoV surgiu na
Arébia Saudita, causando 2.428 infec¢des e 838 6bitos. Em novembro de 2019, oito anos mais
tarde, teve inicio o novo surto de um virus da linhagem dos Covs. Com a nova pandemia da
Covid-19, diversos cientistas desenvolveram técnicas para a detec¢do do virus, mesmo com a
falta de informacdo das caracteristicas quimicas e estruturais do SARS-CoV-2, intui¢des de
pesquisas foram capazes desenvolver rapidamente métodos confiaveis para o diagnostico.
Como o virus da Covid-19 ¢ altamente transmissivel, € imprescindivel a utilizacdo de técnicas
de diagnostico eficazes para o conhecimento geral de qual virus estd circulando na regido
(GRALINSKI; MENACHERY, 2020; GUGLIELMI, 2021; HUANG et al., 2020; VELAVAN;
MEYER, 2020)

Os sintomas podem variar desde casos mais leves, com pouco sintomas clinicos de forma
menos agressiva, ou casos mais graves, acompanhada de disfuncdo respiratoria. Além dessas
complicacdes, a doenca pode levar a faléncia de outros 6rgaos que levam a necessidade de um
tratamento realizado na UTI. Nos casos sintomaticos, as pessoas podem ter em torno de 25
sintomas que demonstram o potencial de agressdo do virus SARS-CoV-2, que pode acometer
varios sistemas. Algumas pessoas podem ser contaminadas e ndo apresentarem sintomas, sendo
assim, assintomaticas. Alguns estudos feitos em relagédo aos sintomas dessa doenca, mostraram
que o primeiro e segundo sintoma mais prevalente foi febre e tosse, variando entre a tosse seca
ou persistente, respectivamente (CHEN et al., 2020; DU et al., 2020). Entender sobre os
sintomas deste virus e o agravamento dessa doenca foi um dos pontos principais para a
comunidade cientifica, pois 0 motivo de algumas pessoas apresentarem sintomas mais graves

que outras, precisa ser melhor compreendido.



Alguns fatores imunoldgicos que envelhecem o sistema estdo ligados ao processo de
contaminacéo pelo virus SARS-CoV-2 e correlacionando com o fato de dados epidemioldgicos
apresentarem maior letalidade nos idosos (BARBOSA et al., 2021).

O cromossomo possui em suas extremidades estruturas chamadas de telomeros que
ajudam a manter a sua estabilidade e servem para proteger do desgaste que ocorre a cada ciclo
de replicacdo do DNA (KAHL; SILVA, 2016). Os telémeros séo estruturas presentes no DNA
que sdo ligadas por proteinas especificas chamadas de shelterins. A cada diviséo celular, os
teldmeros vao diminuindo seu comprimento, especialmente nas células somaticas. Nas células
germinativas a manutencao dos telémeros € realizada pela enzima telomerase, cuja fungdo é
preservar 0 comprimento dos telémeros, adicionando repeticdes teloméricas
(LAMPROKOSTOPOULOU et al., 2019)

Existem fatores que influenciam no comprimento dos telébmeros, causando seu
encurtamento. Esses fatores podem estar relacionados com habitos de vida, envelhecimento,
estresse psicologico, oxidativo e as multiplas doencas, tais como doencas cardiacas, infecciosas
e doencas relacionadas a idade (KAHL; SILVA, 2016).

Existe uma relacdo entre o Covid-19 e os telomeros que é definido por limite de
comprimento, em que o tamanho dessa estrutura implica na severidade da doenga. Quando o
limite é ultrapassado, sendo mais agravado dependendo da idade do individuo, o telémero se
torna um amplificador de sintomas na Covid-19. Pacientes em estado grave de Covid-19 e 0
indice de mortalidade estdo associados a diminui¢do dos telémeros, criando uma suposta
ligacdo entre a patogenicidade do virus e o encurtamento de teldmeros. Além disso, uma
desregulacdo imune complexa que acelera o processo de senescéncia das células imunes esta
associada aos teldmeros curtos, que levam ao aumento da infeccdo e a casos de pneumonia
ocasionadas pelo SARS-CoV-2. Essas evidéncias explicam os aspectos epidemioldgicos
relacionados com o virus, por conta da sua relacdo com a idade e a gravidade da doenca (AVI1V,
2021; TSILINGIRIS et al., 2020). Com base nessas relacdes, o objetivo do estudo € analisar a

relacdo entre os sintomas mais graves de Covid-19 com o encurtamento dos telomeros.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a severidade dos sintomas em pacientes que foram contaminados pelo virus
SARS-CoV-2 e a relacdo com o comprimento dos teldmeros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Identificar os sintomas apresentados por pessoas com diagnostico de Covid-19 e
variaveis sociodemograficas;

v Avaliar o comprimento dos telémeros em pessoas que tiveram Covid-19;

v Relacionar as caracteristicas sociodemograficas, comorbidades e sintomas de

Covid-19 com o comprimento dos teldmeros.



3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 SARS-CoV-2
A origem do coronavirus € zoonotica e foi descrita pela primeira vez nos anos 60 por

Tyrell e Bynoe (1965). No final de 2002, surgiu um novo Beta coronavirus, no Sul da China,
que acabou ocasionando em 8.000 infecgdes e 774 dbitos. J& em 2012, 0 MERS-CoV surgiu na
Arébia Saudita, causando 838 6bitos e 2.428 infec¢bes. Em novembro de 2019, oito anos mais
tarde, teve inicio o novo surto de um virus da linhagem dos Covs. No més de janeiro, o hospital
de Wuhan selecionou 3 pacientes que estavam com pneumonia grave para fazer extracdo do
RNA do fluido broncoalveolar. Os testes de clonagem revelaram entéo a compatibilidade das
linhagens do género Beta coronavirus. Os profissionais da salde e pesquisadores tiveram um
papel importante na busca pelo entendimento dessa doenca. Nesse caso, a corrida contra o
tempo foi necessaria, fazendo com que o mundo todo medisse esfor¢os para combater a
disseminacéo e descobrir o tratamento e a imunoprevencao, por meio de vacinas (GARRIDO;
GARRIDO, 2020; GRALINSKI; MENACHERY, 2020; VELAVAN; MEYER, 2020).

O virus SARS-CoV-2 possui um tamanho que varia entre 65-125 nm de diametro,
contém uma fita simples de &cido ribonucleico (RNA) e proteinas estruturais que codificam o
virus, sendo elas proteina spike (S), glicoproteina de membrana (M), a proteina do
nucleocapsideo (N) e a proteina envelope (E). Essas proteinas sdo essenciais para entrada e
replicacdo do virus nas células. A proteina M, € responsavel pelo transporte de nutrientes e
formagdo do envelope. Na proteina E, ocorre a montagem e liberagdo do virus, sua atividade é
por meio de um canal idnico e tem papel essencial na patogénese do virus. A proteina N, é
composta por dois dominios, sendo necessario para a ligacdo do RNA. Por fim, a proteina S,
forma a estrutura localizada no pico da superficie do virus, onde ocorre a ligacdo do receptor a
celula hospedeira (GUGLIELMI, 2021; SHARMA et al., 2021). A Figura 1 mostra a estrutura

do virus e suas proteinas de superficie.



Figura 1- estrutura do virus e proteinas de superficie

Fonte: adaptado de SHARMA et al., 2021.

3.1.1 Sintomatologia

Os sintomas podem variar desde casos mais leves, com pouco sintomas clinicos de
forma menos agressiva, ou casos mais graves, onde a pessoa pode desenvolver uma dificuldade
respiratoria. Além dessas complicacdes, a doenca pode levar a faléncia de outros 6rgdos que
levam a necessidade de UTI. Nos casos sintomaticos, as pessoas podem ter em torno de 25
sintomas que demonstram o potencial de agressdo do virus SARS-CoV-2, que pode acometer
varios sistemas. Algumas pessoas podem ser contaminadas e ndo apresentarem sintomas, sendo
assim, assintomaticas. Alguns estudos feitos em relacédo aos sintomas dessa doenca, mostraram
gue o segundo sintoma mais prevalente foi a tosse, variando entre a tosse seca ou persistente
(CHEN et al., 2020; DU et al., 2020).

A faixa etéria e as condicdes clinicas estdo ligadas a variacdo da taxa de letalidade das
pessoas que foram contaminadas. A Covid-19 pode ser transmitida através de goticulas
respiratorias, mucosa nasal, conjuntiva e oral. Os sintomas presentes nesta doenca se

assemelham a outras doencas respiratdrias (KANNAN et al., 2020).

Quanto ao tempo de surgimento dos sintomas, o Centro de Controle e Prevencao de
Doencas dos Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention - CDC), mostrou que
0s sintomas podem aparecer de 2 a 14 dias e o sintoma mais frequente foi a febre, variando

entre moderada e baixa. Deve ser levado em consideracdo que a maior forma de propagacéao do



virus é por meio das pessoas contaminadas, cuja transmissdo ocorre por meio de goticulas
respiratdrias (CAl et al., 2020; CDC, 2022; ZOU et al., 2020).

Um estudo realizado por Zhang et al. (2020) avaliaram 140 casos sintomaticos, e seus
resultados mostram que o0 39,6% de sintomas eram gastrointestinais tais como nausea 17,3%;
diarreia 12,9%; anorexia 12%; dor abdominal 5,8%; eructagéo 5,0% e vomito 5,0% (ZHANG
et al., 2020) Outro estudo, mostrou que alguns casos podem acometer o sistema nervoso central,
variando os sintomas entre tontura (16,8%) e cefaleia (13,1%). Ja os sintomas que afetam o
sistema nervoso periférico, sao falta de paladar (5,6%) e de olfato (5,1%) (MAO et al., 2020).

Um estudo realizado no Brasil, utilizou uma amostra de 510 pacientes e analisou 0s
sintomas apresentados. A maioria das pessoas ndo apresentaram manifestacdes clinicas graves,
no entanto, diversos sintomas foram identificados, como a febre, congestdo nasal, dor de
garganta, cefaleia, tosse, diarreia, nduseas e producdo de escarro. Apenas 18 das pessoas

analisadas eram assintomaticas (TEICH et al., 2020).

3.1.1.1 Variantes do SARS-CoV-2

Os virus, no geral, ttm uma grande capacidade de mudar com o tempo, mudando a
propriedade do virus e a gravidade da doenca, dificultando o desenvolvimento de
medicamentos, vacinas e diagndstico eficazes. Com o andamento da pandemia, a OMS (2022)
criou uma rede de monitoramento para avaliar a evolucdo do SARS-CoV-2. A caracterizacdo

das variantes foi dividida em variantes de interesses (VOIs) e variantes de preocupagéo (VOCs).

As variantes ocorrem devido a delecdes genéticas e sdo caracterizadas pelas perdas de
uma por¢do da sequéncia de &cidos nucleicos ou por mutacfes sindbmicas, que ndo causam
alteracbes na sintese dos aminoacidos e por mutagdes ndao sinébmicas, que codificam novos
aminoacidos. Geralmente as mutacdes afetam a proteina Spike, que faz interacdo com o
receptor da célula hospedeira, a enzima ACE2 (OVSYANNIKOVA et al., 2020).

As variantes sdo nomeadas com uma chave Alfanumeérica, com primeiro o codigo da
letra do aminoécido, o numero da posi¢do desse aminoacido e o codigo maiusculo do novo
aminoacido. Como uma forma mais facil de classificar essas variantes, os cientistas a
classificaram como letras do Alfabeto grego. As variantes VOIs séo conhecidas como Zeta, E,
Theta, lota, Kappa, ja as VOCs, sdo denominadas de Alfa, Beta, Gama, Delta e Omicron.



As VOlIs sdo associadas a alteracbes que afetam o receptor de ligagdo celular do virus,
reduzindo a capacidade da neutralizacdo dos anticorpos gerados por meio de infec¢do natural
ou pela vacinacédo, diminuindo assim, a eficicia de tratamentos e sem previsao de aumento de
transmissibilidade ou gravidade da infecgdo, com prevaléncia limitada em alguns paises. Em
contrapartida, as VOCs estdo associadas a maiores prevaléncias de transmissdo, gravidade e
diminuicdo dos anticorpos naturais, que reduzem as chances de um tratamento eficaz (CDC,
2021).

A variante Alfa teve seu primeiro caso em outubro de 2020 com o primeiro caso
detectado na Europa, tendo seu pico de prevaléncia em marco de 2021 no continente europeu.
A variante Beta teve seu primeiro caso detectado na Africa do Sul em outubro de 2020 e foi
prevalente até agosto de 2021. Essa variante ndo se espalhou de forma alarmante a nivel global,
mantendo 0 maior nimero de casos no continente da Africa. Ja a variante Gamma, teve seu
primeiro caso detectado no Brasil e no Japdo, tendo seu pico de prevaléncia entre 0os meses de
junho e julho de 2021. A variante Delta foi identificada pela primeira vez na india e teve uma
infeccdo a nivel global que comecou a crescer em fevereiro de 2021 e s6 teve queda do pico de
infecgdo em fevereiro de 2021. Até outubro de 2021 a Delta era prevalente em 90% dos casos,
porém, atualmente, a Omicron tornou-se a variante dominante na circulagio global, tendo seus
primeiros casos detectados em novembro de 2021, no entanto, em outubro de 2022 comecou a
apresentar sua primeira queda no Sul da América (RESBDATA.ORG, 2012; PEREZ-
ABELEDO; SANZ MORENO, 2021; OMS, 2021).

A variante Omicron, foi identificada pela primeira vez na Africa do sul, sendo logo
classificada como uma variante preocupante, pois a maioria das mutacfes estdo ligadas a
proteina Spike e 15 onde ocorre a ligagdo com o receptor. Diferente da Delta, apresentou
menores riscos ao trato respiratorio inferior, diminuindo a probabilidade de internacdo
hospitalar. Um estudo de realizado com hamsters mostraram que a variante Omicron teve uma
capacidade reduzida de infectar os pulmdes, afetando mais o trato respiratorio superior em
comparag¢do com outras variantes, sendo esse um achado positivo, ja que essa variante ndo
apresenta uma forma tao agressiva quanto as variantes anteriores e causa dessa forma sintomas
mais leves. No entanto, a alta transmissibilidade da Omicron pode se da pelas inimeras
mutacdes do gene que codifica a proteina spike e pela via alternativa que envolve o virus por
endossomos ligados na membrana presentes no interior das células, ajudando na maior

replicacdo no trato superior, ocasionando dessa forma o maior contagio. Além disso, essa



variante tem capacidade de escapar da detecgéo por anticorpos, por conta das mutagoes presente
na proteina (DIAMOND et al., 2021; OMS,2022; YANG et al., 2022)

Os sintomas mais prevalentes em pessoas positivas no dominio da variante Delta foram
coriza, dor de cabeca e perda de olfato. Ja4 no dominio da variante Omicron, os sintomas mais
prevalentes foram dor de cabeca e garganta, coriza, espirros € voz rouca, sendo menos
propensos a terem mais de um dos sintomas classicos de Covid-19 (febre, tosse e perda de
olfato) (MENNI et al., 2022). A Tabela 1 mostra a relacdo de cada variante com as mutacdes,

taxa de transmissdo, gravidade da doenca, eficacia da vacina e genes afetados.

Tabela 1- Classificacdo e caracteristicas das VOCs do Covid-19

Variantes do virus | Alfa Beta Gama Delta Omicron
SARS-CoV-2
Linhagem Pango
Numero de
mutacdes na

proteina spike

B.1.1.7 B.1.351 P.1 B.1.617.2
27 mutacoes 19 31 21
69/70A MutacGes MutacGes T19R
Y144A L18F L18F 156/157A
N501Y D80A T20N R158G
A570D D215G P26S L452R
P681H L242H% D138Y T478K
T716l 242/244A% R190S P681R
S982A R246l K417T D950N
D1118H K417N E484K
E484K N501Y
N501Y H655Y
A701V T10721

B.1.1.529
63 mutacbes
A67TV
69/70A
T95I
G142D
143/145A
211A
214EPEins
L2121
G339D
S371L
S373P
S375F
K417N
N440K
G446S
S477N
T478K
E484A
Q493R
G496S
Q498R
N501Y
Y505H
T547K
H655Y
N679K
P681H
N764K
D796Y
N856K
Q954H
N969K
L981F

Transmissibilidade

~43-90% em
comparagao
com variantes
inferiores

~23-50% em
comparagao
com
linhagens
ancestrais

46% em
comparagao
com variantes
anteriores

60-70% mais
transmissivel
que a Alfa

2,7-3,7 maior
que a
variante
Delta




Gravidade da 1,5a 1,7 maior 2,16-3,6 1,7-2,6 maior 2,36-2,83 50-70%
doenca o aumento do | vezes maior o 0 risco de vezes maior o menor
risco de risco de hospitalizacéo risco de probabilidade
hospitalizagbes, | hospitalizago hospitalizagéo | de internacéo
taxa de e 1,57 vezes e 133-137% comparado
mortalidade de | maior o risco maior risco com a
30-50% maior | de internagdo de variante
que linhagens mortalidade Delta
inferiores
Eficacia da vacina 73% 61% 61% 70% 44%
MRNA-1273
(Moderna)
Eficacia da vacina 94% 72% 72% 88% 70%
BNT162b2 (Pfizer)
Eficacia da vacina 70% 64% 64% 60% N/D
AZD1222
(AstraZeneca)
Genes afetados ORF1lab, S, ORF1lab, S, ORFlab, S, ORF1lab, S, ORFlab, S,
ORF8, N ORF3a, N, E ORF3a, ORF3a, N/ORF9b, E,
ORF8, N ORF7a, M
N, M
Data aproximada de | Setembro 2020 | Outubro 2020 Dezembro Outubro 2021 Novembro
detec¢do 2020 2021

Fonte: adaptado de TEGALLY et al., 2021;“CoVariants”, 2022; MCLEAN et al., 2022.

3.1.3 Diagnéstico

Com a nova pandemia da Covid-19, diversos cientistas desenvolveram técnicas para a
deteccdo do virus, mesmo com a falta de informac&o das caracteristicas quimicas e estruturais
do SARS-CoV-2, intuicBes de pesquisas foram capazes desenvolver rapidamente métodos
confiaveis para o diagnostico. Com a chegada do inverno torna-se muito dificil a identificacéo
da Covid-19 pois outros virus, como influenza A e B podem ter sintomas parecidos com o
SARS-CoV-2. Como o virus da Covid-19 é altamente transmissivel, é imprescindivel a
utilizacdo de técnicas de diagnostico eficazes para o conhecimento geral de qual virus esta
circulando na regido (GUGLIELMI, 2021; HUANG et al., 2020).

Diferentes tipos de testes vém sendo utilizados para diagnéstico da Covid-19, incluindo
testes rapidos (anticorpos e antigenos), enzimaticos imunoldgicos e moleculares. O método
padréo-ouro de teste para Covid-19 ¢ o RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa), no entanto, esse teste requer a utilizacdo de equipamentos caros, pessoas
qualificadas e o tempo maior para detec¢do do virus. A RT-PCR funciona por transcricdo
reversa do RNA do virus em cDNA, e é medido a carga viral por meio do Ct (limiar do ciclo).
Nesse caso, menores valores de Ct indicam uma carga viral maior do virus, enquanto maiores
valores de Ct indicam menor carga viral. Para que ocorra a detec¢do do virus, é necessario a

utilizacdo de primers, que sdo construidos a partir das regiées do genoma do SARS-CoV-2 que



codificam as proteinas S, N e E. O teste possui Vérias intercorréncias que devem ser levadas em
consideracdo na hora da andlise, como por exemplo, impurezas, contaminacdo e baixa
especificidade de primers (BULILETE et al., 2021; PASCARELLA et al., 2020; SHARMA et
al., 2021).

As pessoas contaminadas pelo virus apresentam uma reacdo imunoldgica aguda,
portanto, testes sorolégicos apresentam uma boa opgdo para o diagnostico da doenca.
Atualmente, esses testes foram aprovados para diagnostico rapido e caso o teste com acido
nucleico ndo seja viavel. Um teste desenvolvido por Zhang et al. (2020) et al., (2020) mostrou
que foi possivel fazer a deteccdo de 1gG e IgM por meio de Elisa. No teste para IgG, foi utilizado
uma placa ELISA de 96 pocos revestidas por NP recombinante no periodo da noite, soros
humanos diluidos 1:20 e um anticorpo monoclonal conjugado com IgG-HRP anti-humano. Ja
nos testes para IgM, a placa de ELISA foi revestida durante a noite com IgM anti-humano, os
soros foram diluidos em 1:100 e foi utilizado um anti-Rp3 NP-HRP conjugado.

Outro desenvolvimento importante foi feito por Li et al.(2020) que realizou
experimentos para testagem de fluxo lateral (LFIA), fazendo a detecgéo de IgM e IgG de forma
simultanea. Contudo, as limitagdes para a deteccdo de anticorpos sdo diversas, pois 0
desenvolvimento desses anticorpos depende do tempo de infeccdo. Nos estudos ja feitos que
analisaram os anticorpos IgM e IgG contra as proteinas spike e do nucleosideo, mostraram que
na fase aguda da infeccdo (IgM), o pico foi durante a segunda semana de infeccdo, ja na fase
cronica (IgG) o pico maior para deteccdo foi durante a terceira semana. Os testes de antigenos
detectam o virus a partir das proteinas do virus e apresentam uma especificidade aceitavel, no
entanto, de acordo com a OPAS (2020), para melhorar a interpretacdo dos resultados, o teste
confirmatério por meio da biologia molecular seria mais viavel, sendo usando como critério de
confirmacdo. Dessa forma, um resultado negativo ndo deve ser utilizado com critério para
descarte, pois a sensibilidade do teste pode ser baixa e dessa forma, um resultado falso negativo
pode ser liberado (SUN et al., 2020).

Diferente do RT-PCR, esses testes ndo necessitam de pessoas qualificadas para ser
realizado e o tempo de execucdo varia de 10 a 30 min dependendo da técnica e do kit comercial,

além de os custos serem mais baixos (LEE et al., 2021; WU et al., 2020).



3.1.2 Prevencao e tratamento

Os profissionais da saude e pesquisadores tiveram um papel importante na busca pelo
entendimento dessa doenca. Nesse caso, a corrida contra o tempo foi necessaria, fazendo com
gue o mundo todo medisse esforgos para combater a disseminacgao e descobrir o tratamento e a
imunoprevencgao, por meio de vacinas (GARRIDO; GARRIDO, 2020).

O tratamento dessa doenca tem sido um desafio, no entanto, alguns medicamentos como
como o0s antivirais (remdesivir, Paxlovid) e corticosterdides (dexametasona) tem sido
empregado no tratamento da doenca. A compreensdo de marcadores da farmacogenética é
imprescindivel para saber qual farmaco deve ser utilizado para o tratamento, porém, as
caracteristicas mais complexas dessa doenca e seus biomarcadores genéticos dificultam a
elaboracdo de um tratamento eficaz. (FRICKE-GALINDO; FALFAN-VALENCIA, 2021).

Os estudos que relacionam o tratamento com farmacos e o virus ainda séo inconclusivos,
ja que ensaios clinicos mostraram resultados discordantes, Ha relatos de estudos realizados com
pacientes em estado grave da doenca, mas ndo criticos, que uso de remdesivir mostrou melhora
clinica em pessoas que receberam o medicamento de forma precoce ne diminuicao nos dias de
internacdo, além de diminuir o risco de morte e o uso de ventilacdo mecéanica (BEIGEL et al.,
2020; LAl et al., 2021; GARCIA-LLEDO et al., 2022, p. 19; GARCIA-VIDAL et al., 2021;
PARANJAPE et al., 2021).

O Paxlovid é um medicamento criado pela Pfizer, sendo um inibidor de protease (Mpro)
do virus SARS-CoV-2 e € potencializado com ritonavir, tendo como objetivo diminuir os riscos
de hospitalizacGes e morte em 90% de pessoas com estado leve e moderado da doenca. A
interacdo do Paxlovid com o ritonavir reduz o risco das hospitaliza¢des, mostrando resultados

positivos, no entanto, ndo significativos (“Pfizer’s, 2021; ZHAO et al., 2022).

Outro farmaco que vem sendo utilizado para o tratamento e preven¢do da doenca é a
dexametasona, sendo utilizada em pacientes que necessitam de oxigénio ou de ventilagdo
mecanica. O uso desse farmaco se restringiu apenas em casos de tratamento de pacientes em
estado grave e criticamente doentes. Estudos realizados mostraram uma reducdo na mortalidade
em pacientes que estavam com ventilagdo mecénica, no entanto, ndo foi eficaz em pacientes
gue estavam sem. O papel desse medicamento esta bem estabelecido para pacientes com
Covid-19 grave, ndo havendo indicacdo para quadros menos graves (THE RECOVERY
COLLABORATIVE GROUP, 2020; GARCIA-LLEDO et al., 2022; JERONIMO et al., 2020).



Além dos citados, outros medicamentos como hidroxicloroquina/cloroquina,
azitromicina e lopinavir/ritonavir, foram amplamente utilizados no tratamento precoce da
doenca, porém com o apoio de estudos com grandes populagdes, foram descartados por ndo
mostraram beneficios. Sendo dessa forma, os antivirais como remdesivir e Paxlovid os que

mostraram maior eficécia nos ensaios clinicos (GARCIA-LLEDO et al., 2022).

Segundo a OMS (2020), a producdo de vacinas contra o virus SARS-CoV-2 € uma
forma importante de desaceleracdo da Covid-19. Até o dia 27 de outubro de 2021, mais de 100
vacinas foram desenvolvidas e 26 foram avaliadas em ensaios clinicos na fase I1l. Com isso, a
administracdo de vacinas se tornou prioridade para varios paises, no entanto, a dificuldade de
atualizacao sobre vacinas da Covid-19 tem sido um desafio, ja que a velocidade de producéo

cientifica esta cada vez mais rapida (FIOLET et al., 2022).

As vacinas contra a Covid-19 tém mostrado uma eficacia alta, porém nédo absoluta, uma
vez que o virus tem uma alta capacidade de mutacéo e as novas variantes podem fazer com que
a eficacia dessas vacinas seja limitada. Diante desse cenario, se torna necessario uma atencao
maior para 0 tratamento terapéutico, que pode trazer uma alternativa para 0s pacientes
(GARCIA-LLEDO et al., 2022)

Os tipos de vacinas para Covid-19 se dividem em vacinas de RNA mensageiro (mMRNA),
vacinas de vetores virais e vacinas inativas e de subunidades proteicas. A vacina, baseada em
MRNA, contém o antigeno de interesse da célula e € traduzido na proteina spike, induzindo a
resposta imune. Por outro lado, os vetores sdo sistemas que contém acido nucléico que é capaz
de codificar o antigeno. J& as vacinas inativadas, sdo baseadas em virus anteriores que nao
podem mais infectar a célula e se replicar. As vacinas de subunidade proteicas sao realizadas a
partir de fragmentos de polissacarideos ou proteinas, um exemplo muito conhecido dessa vacina
é a Coronavac (FIOLET et al., 2022).

A eficacia dessas vacinas, se mostram positivas em diversos estudos, sendo eles tanto
na infeccdo sintomatica quanto pela infeccdo assintomatica. Na forma sintomatica, a vacina de
MRNA mensageiro, mostrou resultados contra a variante Alfa foi de 88-100%, na variante Beta
e Gama a eficacia foi de 76-100% e contra a Delta, mostrou uma eficacia de 47,3%-88%. Na
imunizacdo por meio de vetores virais, a eficacia da vacina foi de 74,5% contra Alfa e 67%
contraa Delta. Por fim, as vacinas inativadas, mostraram eficécia de 36,8-73,8% nas variantes
Alfa e Gama, ja para variantes Deltas a imunizacdo por meio da Coronavac ndo apresentou

muita eficacia, no entanto, a protecao contra a Covid-19 grave e hospitalizagdes ainda se notou



reduzida. Nos casos de infec¢des assintomaticas, a eficacia das vacinas de mRNA foi de 89,5-
99,2% para a variante Alfa, 75-964% contra a variante Beta e 84,4% contra a variante Delta
(ABU-RADDAD; CHEMAITELLY; BUTT, 2021; CHARMET etal., 2021; CHODICK et al.,
2021; HAAS et al., 2021; KEEHNER et al., 2021; SHEIKH et al., 2021).

E valido ressaltar que varios estudos que trazem a duracdo da eficacia das vacinas,
mostraram que anticorpos podem durar até 6 meses no organismo. Em um estudo realizado por
Pegu et al. (2021) mostrou que a neutralizacdo do virus foi mantida 6 meses nas variantes Alfa,
Delta e Gama, no entanto, a atividade neutralizante foi menor na variante Beta (DORIA-ROSE
etal., 2021; NAABER et al., 2021).

3.2 Epidemiologia do Covid-19

A disseminacéo do virus ocorreu de forma muito réapida, iniciando no final de 2019 na
cidade de Wuhan na China e tendo o seu primeiro caso exportado para a Tailandia em janeiro
de 2020. No més de fevereiro de 2020, ja haviam sido notificados 28.276 casos confirmados e
565 6bitos. Com a répida disseminacdo, a OMS declarou no dia 11 de marco de 2020 uma
pandemia global. De acordo com Our World In Data (2022) até o dia 10 de novembro de 2022
haviam sido notificados 633.697.692 casos e 6.604.771 6bitos no mundo todo (OMS, 2020).

Em um estudo realizado na Italia no inicio da pandemia, verificou-se que 23% da
populacdo tinha 65 anos ou mais, dando énfase em quadros letais para pacientes mais velhos.
Ainda observaram que pacientes homens e com mdaltiplas comorbidades morriam com maior
frequéncia). A taxa de mortalidade dessa doenca varia de acordo com cada paciente, estima-se
que ocorra entre 1 e 3% de pacientes sintomaticos, sendo aumentada significamente em adultos
com mais de 60 anos e com comorbidades preexistentes (DAVENNE; GIOT; HUYNEN, 2020;
ONDER; REZZA; BRUSAFERRO, 2020).

O primeiro caso no Brasil, foi registrado em fevereiro de 2020, sendo também o primeiro
caso da América latina. No més de maio de 2020, o Brasil era o segundo pais mais afetado pela
doenca, ultrapassando a Russia e ficando atrds apenas dos Estados Unidos. Até o dia 15 de
junho de 2022, o Brasil ja havia notificado 24.343.304 casos de Covid-19 e 594.200 6bitos. A
regido com maior numero de casos foi a sudeste, onde o estado de S&o Paulo apresentou
4.360.548 casos acumulados. Atualmente, o Brasil possui 34.855.492 casos acumulados e
688.395 Gbitos registrados por Covid-19. Ainda no pais, no més de outubro de 2022, pode-se

observar em um aumento no crescimento de novos casos nos estados de Minas Gerais (MG),



Espirito Santo (ES), Sergipe (SE), Amapéa (AP) e Acre (AC), em contrapartida nove dos estados
do Brasil estdo com indices positivos de reducdo e doze em manutengdo (BRASIL,2022; WU
et al., 2020; FIOCRUZ, 2022).

No Rio Grande do Sul, o primeiro caso de Covid-19 surgiu em fevereiro de 2020.
Atualmente, o Rio Grande do Sul apresenta 2.748.115 casos acumulados e 41. 204 6bitos
notificados causados por Covid-19, onde o maior pico de infecgéo pela doenca foi em janeiro
de 2022 e o maior pico de 6bitos em mar¢o de 2021. Ainda, a maior prevaléncia de infeccao
pela doenca foi em pessoas com a faixa etaria de 30-39 anos e 0 maior nimero de Obitos em
pessoas com idade de 70-79 anos. O sexo feminino mostrou maior casos de infecgoes,
correspondendo a 54% e o sexo masculino 46%. Ainda no estado do RS, os sintomas mais
prevalentes apresentados foram de dor de garganta (40%), tosse (49%) e febre (34%), sendo
Porto Alegre a cidade com maior nimero de casos, correspondendo a 303.323 pessoas
infectadas (RIO GRANDE DO SUL, 2022; FIOCRUZ,2022).

Uma das formas para diminuir a disseminacdo e a gravidade da doenca, foi a vacinacéo
em massa no mundo todo. De acordo com o relatério de vacinacdo da FIOCRUZ (2022),
atualmente, 181.962.650 pessoas estdo com a primeira dose da vacina, correspondendo a 85,3%
da populacdo vacinada. A segunda dose da vacina ou dose Unica foi aplicada em 80,79% da
populacdo do Brasil. Ja a terceira dose, foi aplicada em 55,7% das pessoas, onde 0 maior pico

da vacinag¢do foi em janeiro de 2022. (“MonitoraCovid-19”, 2022).

3.3 Telbmeros

O organismo vivo depende da capacidade das células de interpretar, traduzir e transmitir
informacBes genéticas de células mées para células-filhas durante cada processo de divisdo
celular. No final do século XIX, foi descoberto que os responsaveis por levar essa informacéo
geneética sdo 0s cromossomos e que tal estrutura possui acido desoxirribonucleico (DNA) e
proteinas. Ao longo dos anos, cientistas passaram a estudar mais sobre DNA e descobriram que
cada molécula desse componente possuia duas longas cadeias peptidicas composta por quatros
unidades nucleotidicas (ALBERTS, 2010).

Como ja& mencionado anteriormente, os teldmeros sdo estruturas localizadas na
extremidade cromossémica e tem como objetivo ajudar a manter a estabilidade e protegem a
células contra o desgaste que ocorre a cada replicacdo do DNA. Eles sdo estruturas presentes

no DNA e séo ligados por proteinas chamadas de shelterins. Estudos feitos com os teldmeros



ao longo do ano, mostraram que a cada divisdo celular, eles tendem a diminuir o seu
comprimento, isso ocorre especialmente nas células somaticas. J& nas células germinativas a
manutencdo dos teldmeros € realizada por uma enzima chamada de telomerase, cuja sua funcéo
é preservar o comprimento dos telémeros, adicionando repeticdes teloméricas (KAHL; SILVA,
2016; LAMPROKOSTOPOULOU et al., 2019).

Em algumas células, este encurtamento pode ser neutralizado pela enzima telomerase,
que é fundamental para a senescéncia celular. A acessibilidade entre a enzima telomerase e 0s
teldmeros pode ser regularizada pela proteina shelterin, que protege o telémeros e ajuda na
formacdo da sua estrutura. No entanto, quando o encurtamento chega em niveis criticos, a
proteina que forma o complexo de shelterin ndo é mais capaz de se associar a uma sequéncia
telomérica, e consequentemente perde sua funcdo (SARETZKI, 2018; TURNER; VASU;
GRIFFIN, 2019).

As mulheres possuem teldmeros mais longos que os homens, no entanto, o estilo de
vida pode influenciar no processo de encurtamento dessa estrutura (CALADO; YOUNG,
2009). Os biomarcadores utilizados para fazer a medigdo do comprimento dos teldmeros
incluem a atividade da telomerase, proteinas shelterin, 0 RNA com a repeticdo telomérica,
medidas mitocondriais, os marcadores de estresse oxidativo, entre outros (CALADO; YOUNG,
2009; NIEHS., NIA 2017).

Existem fatores que influenciam no comprimento dos telébmeros, causando seu
encurtamento. Esses fatores podem estar relacionados com habitos de vida, envelhecimento,
estresse psicologico, oxidativo e as multiplas doencas, tais como doencas cardiacas, infecciosas
e doencas relacionadas a idade (KAHL; SILVA, 2016).

3.4 Covid-19 e os telémeros

Alguns fatores imunolégicos que envelhecem o sistema estdo ligados ao processo de
contaminag&o pelo virus SARS-CoV-2 e correlacionando com o fato de dados epidemiologicos
apresentarem maior letalidade nos idosos. Mongelli et al. ~ (2021) mostraram que pacientes
pos-covid, que tiveram desde sintomas leves a quadros mais graves, sofreram niveis de
metilagdo do DNA que sdo associados a idade bioldgica (BARBOSA et al., 2021; MONGELLI
etal., 2021).



A Covid-19 em casos de linfopenia de células T apresentou resposta imune inata
desregulada, ocasionando lesdo pulmonar grave por conta da hiperinflamacdo. Ainda, os
telomeros de células hematopoiéticas curtos estdo associados a casos de fibrose pulmonar sendo
correlacionada com os teldmeros de células T curtos. Essas relacdes explicam o fato de a
infeccdo pelo SARS-CoV-2 em pessoas com 0s telomeros mais curtos ter uma ameaga maior e
pode levar a casos letais em pessoas mais velhas com os teldmeros menores). A linfopenia de
células T em casos de Covid-19é pouco compreendida, porém é necessario que ocorra uma
expansdo clonal dessas células na resposta para a infecgdo pelo virus, pois € muito importante
a formacdo de células T de memoria especifica do antigeno de SARS-CoV-2 para a eliminagéo
dele (AVIV, 2021; MCGRODER et al., 2021; SETTE; CROTTY, 2021).

Existe uma relacdo entre o Covid-19 e os teldémeros que € definido por limite de
comprimento, onde o tamanho dessa estrutura implica na severidade da doenca. Quando o
limite é ultrapassado, sendo mais agravado dependendo da idade do individuo, o telémero se
torna um amplificador de sintomas na Covid. Os sintomas mais graves de Covid-19 estdo
relacionados com a diminuicdo dos teldmeros, apresentando febre, tosse, fadiga e falta de ar.
Os casos mais severos de Covid-19, podem evoluir para uma pneumonia, problemas
cardiovasculares e renais, acidente vascular cerebral (AVC) ou até mesmo, levar a morte do
individuo. A doenca esta associada a maiores complicacdes em idosos, podendo levar a pessoa
a ter depressao, ansiedade, insonia, entre outros problemas relacionados ao emocional (AVIV,
2021; CRUZ et al., 2022; TSILINGIRIS et al., 2020).

Uma senescéncia na proporcao das células T, pode dificultar a resposta para inflamacdes
e a funcionalidade dessas células. Os teldmeros encurtados estdo relacionados com resultados
mais graves de varias infeccfes, sendo que ele pode estar menor independente dos fatores de
risco de Covid-19. Os telébmeros curtos em células T limitam uma resposta imune adaptativa
contra o virus SARS-CoV-2, mesmo que nao ocorra a manifestacdo de linfopenia (AVIV, 2021;
WANG et al., 2021).

A Figura 2 mostra a relacdo do comprimento dos telébmeros e a sua relacdo com a
resposta imunoldgica. Pode-se observar que individuos com telémeros de células T longos, a
resposta representada pela cor vermelha denota forte atividade de células T e supressdo robusta
da resposta imune inata. A cor verde denota atividade “calibrada” (moderada) da resposta imune
inata. Para o individuo com telémeros de celulas T curtos, a cor azul denota resposta fraca das

células T e supressdo inadequada da resposta imune inata. A cor vermelha denota atividade mal



"calibrada" (forte) da resposta imune inata, expressa em tempestade de citocinas, leséo
pulmonar e COVID-19 grave (AVIV, 2021).

Figura 2: Efeito do comprimento dos telémeros de linfécitos T sobre a resposta

imune inata e adaptativa.
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Fonte: AVIV (2021).

O estudo de Tsilingiris et al. (2020) mostrou que os individuos com os telémeros
mais curtos poderiam ter infeccdo mais grave pelo virus (Figura 3). Além disso, uma
desregulacdo imune complexa que acelera o processo de senescéncia das células imunes esta
associada aos telédmeros curtos, que levam ao aumento da infeccdo e a casos de pneumonia
ocasionadas pelo SARS-CoV-2. Essas evidéncias explicam o0s aspectos epidemiol6gicos
relacionados com o virus, por conta da sua relacdo com a idade e a gravidade da doenca. Na
figura abaixo € demonstrado os aspectos epidemiolégicos e fisiopatoldgicos da relacdo proposta
entre a diminuicdo do comprimento dos teléomeros de linfocitos e doenca coronavirus grave de
2019. Siglas: DM2: diabetes mellitus tipo 2; DPOC: doenca pulmonar obstrutiva cronica;
NAD+:dinucle6tido de nicotinamida adenina; SARS-CoV-2: sindrome respiratoria aguda

coronavirus 2.



Figura 3: Aspectos epidemioldgicos e fisiopatoldgicos da relacéo entre os teldmeros de linfocitos o Covid-19.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO E AMOSTRA

O presente trabalho se caracteriza como um estudo observacional e transversal. Para
realizar o estudo transversal, deve-se ter um delineamento da exposicdo que precede ou tenha
consequéncia de um determinado efeito. Os impactos obtidos atraves dos estudos transversais
sdo Uteis para avaliar as necessidades em saude da populacdo (BONITA et al., 2006). A coleta
das amostras e os dados dos pacientes utilizados nesta pesquisa foram realizadas em estudo
prévio denominado “CARACTERIZACAO CLINICA, EPIDEMIOLOGICA E GENETICA
DE PACIENTES COM COVID-1 9 EM UMA REGIAO DO SUL DO BRASIL”. O
recrutamento dos participantes da pesquisa ocorreu por meio de divulgacdes pela internet, radio,
jornal e cartazes pela Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC) e também do hospital Santa
Cruz (HSC). O segundo grupo foi composto de individuos voluntérios que tiveram sintomas

mais graves e faziam parte do Programa de Reabilitacdo Cardiorrespiratéria do HSC.

4.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os individuos incluidos na pesquisa tinham idade maior que 18 anos e tiveram
diagnostico de Covid-19 entre fevereiro de 2020 e novembro de 2021. Todos residiam no
municipio de Santa Cruz do Sul. Além disso, alguns participantes faziam parte do programa de
Reabilitacdo Cardiorrespiratoria do HSC.

4.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Conforme mencionado acima a coleta de dados ocorreu no segundo semestre de 2021,
e 0s critérios para a exclusdo dos sujeitos foram aqueles que tiveram problemas na amostra,
como por exemplo ma coleta e armazenamento inadequado. Além disso, foram excluidos do
estudo aqueles que ndo foi possivel realizar a mensuracao dos telomeros, pela qualidade dos

procedimentos moleculares.



4.1.3 VARIAVEIS

4.1.3.1 VARIAVEIS DEPENDENTES

- Comprimento dos telémeros: variavel dependente medida através da comparagédo entre 0s
teldmeros e um normalizador, onde sdo realizadas triplicatas para ser feita a média dos valores
de CT.

4.1.3.2 VARIAVEIS INDEPENDENTES

- Tabagismo: Referente a pratica de fumar autorreferida através do questionario (anexo B)
realizado no estudo “CARACTERIZACAO CLINICA, EPIDEMIOLOGICA E GENETICA
DE PACIENTES COM COVID-1 9 EM UMA REGIAO DO SUL DO BRASIL”, realizada
uma analise qualitativa dicotdmica (sim ou nao);

- Internacdo: Referente ao numero de dias de internacdo devido a Covid-19 autorreferidos pelo
individuo. Variavel qualitativa dicotbmica (sim ou ndo) e quantitativa continua (se sim, quantos
dias);

- Sintomas: Referente aos sintomas apresentados no momento da coleta e diagnostico
autorreferido pelo individuo através do questionario (anexo B), analise qualitativa nominal (ex.:
tosse, coriza, febre, cefaleia, dificuldade respiratdria);

- Gravidade dos sintomas: Referente a gravidade de sintomas apresentados pelos participantes;
- Sexo: Referente ao sexo do participante respondido no questionario;

- Idade: Referente a idade dos participantes.

4.1.3.3 VARIAVEIS CONFUNDIDORAS

- ldade: obtidos atraves do questionario (anexo B), andlises quantitativas continua (anos
completos) e qualitativa nominal (0-20, 21-40, 41-60, > 60);

- Sexo: Masculino ou feminino, analise qualitativa dicotdmica (masculino ou feminino);

- Presenca de comorbidades e/ou doengas cronicas:  Presencga ou auséncia de comorbidade,
analise qualitativa dicotdmica (sim ou ndo) e qualitativa nominal (ex.: hipertensdo arterial,
cardiopatia, DPOC).



4.2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O presente estudo utilizou os dados e amostras bioldgicas de uma pesquisa anterior
denominada “CARACTERIZACAO CLINICA, EPIDEMIOLOGICA E GENETICA DE
PACIENTES COM COVID-19 EM UMA REGIAO DO SUL DO BRASIL”, conduzida pelas
pesquisadoras Nayanna Dias Bierhals, Lia Gongalves Possuelo e Jane Dagmar Pollo Renner,
aprovada pelo CEP com parecer n® 4.582.247 e CAAE: 41705121.4.0000.5343. A data das

coletas teve inicio de fevereiro de 2020 e foi finalizada nem novembro de 2021.
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4.3 COLETA DE DADOS/MENSURAGOES CLINICAS

5.3.1 Coleta das amostras bioldgicas

As coletas foram realizadas por profissionais capacitados, onde foram retirados 5 mL de
sangue total em um tubo com EDTA (thylenediamine tetraacetic acid). As amostras foram
destinadas ao Centro de Exceléncia em Produtos e Processos Oleoquimicos e Biotecnoldgicos
— CEPPOB, Unidade do Parque Cientifico e Tecnoldgico da Universidade de Santa Cruz do



Sul, que esté localizado na Universidade de Santa Cruz do Sul, no bloco 55. As amostras foram
armazenadas em aliquotas de 500 uL em criotubos de 1,5 mL na temperatura de -80°C.

4.3.2 Aplicacdo do questionario

No questionario do projeto ja executado (anexo B), foram identificados os sintomas dos
individuos, se ocorreu internacdo hospitalar e se foi na ala do Covid-19 ouna UTI. Dessa forma
a categorizacgdo por severidade da doenca serd baseada nos sintomas e no tipo de internacao
hospitalar. Todos os participantes que responderam ao questionario serdo incluidos na pesquisa
atual. Serd utilizado o banco de dados ja existente e entdo realizadas as analises de acordo com

a classificacdo dada pela académica da presente pesquisa.

4.3.3 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA foi utilizado o método Salting Out (MILLER; DYKES;
POLESKY, 1988) com  adaptacdes. Foi utilizado 500  pL de sangue total em microtubo
de 1,5 mL estéril. Esse método consiste em romper as membranas das células por meio da acédo
de lises. Inicialmente adiciona-se 700 pL de lise celular gelada (1M de NH2C(CH20H)3, XX
M de NH4CI) que sdo homogeneizadas em vortex e apds isso centrifugadas por 3 minutos a
13000 rpm, essa etapa é repetida no minimo 3 vezes, até a amostra estar em uma coloracdo
branco-rosa. Ap06s isso, € adicionada no tubo 350 pL de solucdo de lise nuclear
(IMNH2C(CH20H)3, 0,5M de EDTA ¢ 5M de NaCl) ¢ 50 uL Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
a 10% e novamente misturadas em vortex fazendo a liberacdo do DNA. Depois adicionou-se
20 pL de uma enzima chamada de proteinase K na concentracdo de 20 mg/mL e serdo incubadas
por 1h a 65°C. As amostras sdo retiradas do banho e entdo adicionado 175 pL de NaCl a 5,3M
e agitadas manualmente e centrifugadas na velocidade méaxima por 10 minutos. Ao final dessa
etapa, 0 sobrenadante foi retirado e colocado em um novo microtubo e entdo adicionado 1mL
de etanol absoluto gelado, o tubo foi invertido para que ocorresse a precipitacdo do DNA e
entdo, centrifugada novamente. As amostras foram retiradas da centrifugae o sobrenadante
foi descartado. Apos foi adicionado etanol 70% e centrifugado novamente nas mesmas
condig@es. Por fim, é retirado todo excesso de alcool e adicionado  agua ultrapura para fazer
a diluicdo e armazenado a -20°C.



4.3.4 Andlise quantitativa e qualitativa do DNA

A concentracdo do DNA foi obtida através de espectrofotometria pelo equipamento
Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, EUA). Além disso, a qualidade do DNA foi
analisada por meio de um gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e visualizado em

luz ultravioleta no transiluminador L-pix Image EX (Loccus Biotecnologia, Brasil).

4.3.5 Anédlise do comprimento dos teléomeros

O comprimento dos telémeros foi medido utilizando a técnica de qPCR, com o
instrumento Step One Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Conforme descrito
por Cawthon et al. (2009), essa técnica permite a amplificacdo da sequéncia de telémeros (T) e
um gene de cdpia Unica, designado como normalizador (Ribosomal Protein Large PO-RPLO).
Para realizar esse procedimento, foi utilizada uma placa de 96 pocos, sendo adicionada em cada
poco, os primers, DNA genémico e 0 Sybr Green PCR, totalizando um volume de 10 uL no
final. Ainda, foram utilizados quatro primers, com as seguintes sequéncias: GGT TTT TGA
GGG TGA GGG TGA GGG TGA GGG TGA GGG (tel 1), TCC CGACTATCCCTATCC
CTATCCCTATCC CTATCC CTA (tel 2), CCC ATT CTATCA TCA ACG GGT ACA A
(Hrplpol) e CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC (Hrplpo 2). A razéo utilizada de
telémero para S (T/S) foi normatizada com a seguinte formula: [2 CT (teldmeros) / 2 CT (gene
de cdpia Unica)] = 2 -ACT. Para cada placa tera uma uma curva padrdo de uma amostra de
referéncia de DNA com concentracdes de 64ng; 32 ng; 16ng; 8ng; 4ng; 2ng; 1ng;0,5 ng e 0,25
ng.

Essa curva foi incluida como padrdo para controlar a variabilidade entre as placas e o
valor aceito aproximadamente foi de R2> 0,98. Para melhores resultados e controle de
qualidade, foram realizadas triplicatas de cada amostra e analisadas de acordo com a

concordancia entre os valores.

4.4 PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS

Os dados coletados foram analisados por média das amostras e desvio padrdo e
colocados em planilhas. Logo ap6s foram passados para o software de estatistica Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS), versao 23.0 (IBM®, Chicago, IL, USA). No programa
foi analisada a frequéncia em porcentagem (%) com avaliagdo por meio do teste Qui-quadrado

com valor de significancia de p<0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo estd em periodo de embargo e por essa razdo os resultados ndo

constam nessa versao.
6 CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel observar diversas relagdes de caracteristicas clinicas e
0 comprimento dos telomeros. Esse estudo buscou corroborar com pesquisas que avaliam o
comprimento dos telémeros e suas complicacbes com a Covid-19, além disso, é necessario mais

estudo para que esse assunto possa ser melhor explorado e validado.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACGAD DA SEVERIDADE DOS SINTOMAS EM PACIENTES COM SARS-COV-2
E DE SUA RELACAD COM O COMPRIMENTO DOS TELOMEROS

Pesquisador: Andreia Rosane de Moura Valim

Area Temaética:

Versdo: 2

CAAE: 53581522 B.0000.5343

Institulgio Proponente: Universidade de Santa Cruz do Sul - UNISC
Patrocinador Principal: Universidade de Santa Cruz do Sul - UNISC

DADOS DO PARECER
Mamers do Parecer: 5.746.800

Apresentacio do Projeto:

Trata-se da apresentagio do projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAD DA SEVERIDADE DOS
SINTOMAS EM PACIENTES COM SARS-COV-2 E DE SUA RELACAD COM O COMPRIMENTO DOS
TELOMERDS" cujola pesquisadorfa responséavel & Andreia Rosane de Moura Valim.

As informagbes foram retiradas do argquive Informagdes Basicas do Projeto
(PE_INFORMACOES_BASICAS_DO _PROJETO _1977082. pdf 22/00/2022).

Objetive da Pesquisa:

Objetivos presentes, clarns & exequivels. Ouals sejam:

OBJETIVG PRIMARID

HAvaliar a severidade dos sintomas em pacientes que foram contaminantes pelo vines SARS-COV-2 e |
relagdo com o compriments dos teldmeros.

OBJETHWVOS SECUNDARIOS:

- |dentificar os sintomas apresentados por pessoas com diagnésticos de Covid-19 e wvaridveis
sociodemograficas;

-Avaliar o comprimento dos tebdmeros em pessoas que tiveram Cowid-19;

- Relacionar as caracteristicas sociodemograficas e sintomas de Covid-18 com o comprimento dos
teldmeras.
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As informagtes foram retiradas do arquive Informagées Basicas do Projeto
(PE_INFORMACOES_BASICAS_DO _PROJETO _1977082. pdf 22/08/2022).

Awvallagido dos Riscos e Beneficlos:

RISCOS:

Pode haver akgum risco de divulgagio de dados individuais dos participantes, porém serdo observados
todos o5 aspectos previstos na Resoluglo 46612012 quanto a divulgagio dos dados, preservando o sigilo.
BENEFICIOS:

A pesquisa permiticd entender & relagio dos telbmeros com o agravaments do Covid-18, o que poderd
auxiliar na explicecio de aspectos epidemiokdgicos dnicos da pandemia causeda pelo SARS-COV-2.
Ag informagbes foram retirades do arquive Informagdes Bdsicas do Projeto
(PE_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO _1977882. pdf 22/08/2022).

Comentarios e Conslderagtes sobre a Pesquisa:

{0 presanie trabalho & caracierizado como estudo observacional e transversal. Serd realizado com pessoas
que tiveram diagndatico de Covid-19 entre fevereiro de 2020 e novembno de 2021.

A coleta das amostras e os dados dos pacientes que serdo uiilizados nesta pesquisa forma realizadas em
estude prévio denominade “Caracterizagio Clinica Epidemioldgica e Genética de Pacientes com Covid-18
em uma regido do Sul do Brasil®.

Serd utilizado o banco de dados |4 existente & entdo realizadas as andlises de acordo com a classificagho
deda pela académica da presente pesguisa. Para a extragho de DNA fol utilizado o método Snting Out
(MILLER; DYKES; POLESKY,1988), gue sofreu adapiagdes para melhor extracéo da amosira.

O compriments dos teldmenss serd medido utiizando a téenica de gPCR com o instrumento Step One Plus
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

0= dados coletados serBo analisados por média das amostras e desvio padrio e serd empregado o
software Statistical Package for the Social Scences (SPSS) vers&o 23.0. Serd analisada média aritmética
com desvio padrdo e frequéncia com avallaglo por meio do teste Qui-guadrado com valor de significancia
de p<.05.

As informagtes foram retiradas do arquive Informagées Basicas do Projeto
(PE_INFORMACOES_BASICAS_DO _PROJETO _14977082. pdf 22/08/2022).
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Consideragtes sobre o5 Termos de apresentacio obrigatoria:

s documentos de apresentacdo obrigakina estdo presentes, sendo claros & objetivos.
580 documenios obrigattnos;

- Folha de rosto;

- Projato de pesguisa;

- Informagtes Basicas (FB);

- Orgamanto;

- TCUD:

- Carta de apresentagio do projeto;

- Carta de instituigso parceira.

Recomendagies:

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadeguagbes:

Frojeto APROVADD & em condigtes de ser executado conforme documentos anexados & Plataforma Brasil
e validados pelo CEP-UMISC.

Conslderagbes Finals a critério do CEP:

FROJETO APROVADO e em condigbes de ser executado conforme documentos anexades 3 Plataforma
EBrasil e validados pelo CEP-UNISC.

Alerta-se o pesquisador responsavel para a8 necessidade de realizar e encaminhar ao CEP-UNISC, via
Plataforma Brasil, os Relatdrics Parcials de Acompanhamento da Pesquisa e o Relatdrio Final de
Acompanhamento da Pesquisa. Os formuldrics para os relatdros estio disponivels no link do CEP-UNISC
{hitps:/fwwwr_unisc_ bript/pesquisalcomite-de-etica ), aba Documentagio, Arquivo “Modelo de Relatdno
Parcial ou Final da Pesquise®. E o mesmo formuldrio para ambos os relatérios (ss marcagies no progrio
formulério & que diferem, a depender da natwreza do projeto).

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:

_ﬂpn Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

[Recursa do Parecer recurso.pdf 15H0r2022 Acedto
13:02:17

Ostros metodologia. pdf 15102022 | DYOVANA Acedto
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Anexo B- questionario do projeto ja executado

Questionario clinico e epidemiologico

*Obrigatério

1.  NUMERO DE IDENTIFICACAO

2. Nome completo *

3. Datade nascimento *
Exemplo: 7 de janeiro de 2019

4. |dade

5 Sexo*
Marcar apenas uma oval.

Femino

Masculino



