UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos

Programa de P6s-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao

Dissertacdo

DETECCAO DO VIRUS SARS-COV-2 UTILIZANDO METODO MOLECULAR
ALTERNATIVOE AVALIACAO DAS ALTERACOES BIOQUIMICAS,
HEMATOLOGICAS, INFLAMATORIAS E ESTRESSE OXIDATIVOEM
PROFISSIONAIS DA SAUDE

Carla Marcelino Trassante

Pelotas, 2020



Carla Marcelino Trassante

DETECCAO DO VIRUS SARS-COV-2 UTILIZANDO METODO MOLECULAR
ALTERNATIVOE AVALIACAO DAS ALTERACOES BIOQUIMICAS,
HEMATOLOGICAS, INFLAMATORIAS E ESTRESSE OXIDATIVO EM
PROFISSIONAIS DA SAUDE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao do
Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e
de Alimentos da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial a obtencédo do
titulo de Mestre em Ciéncias (Area de
Concentracdo: Bioquimica e Bioprospecc¢ao)

Orientador: Prof2, Dr2. Janice Luehring Giongo
Coorientador: Prof. Dr. Rodrigo de Almeida Vaucher

Pelotas, 2020



Carla Marcelino Trassante

DETECCAODO VIRUS SARS-COV-2 UTILIZANDO METODO MOLECULAR
ALTERNATIVOE AVALIACAO DAS ALTERACOES BIOQUIMICAS,
HEMATOLOGICAS, INFLAMATORIAS E ESTRESSE OXIDATIVO EM
PROFISSIONAIS DA SAUDE

Dissertacdo aprovada como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias no Programa de PoOs-Graduagdo em Bioquimica e Bioprospeccédo do
Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da Universidade
Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 30/12/2020

Banca examinadora:

Profa. Dra. Janice Luehring Giongo (Orientadora)
Doutora em Ciéncias Farmacéuticas pela Universidade Federal do Rio
Grande do Sul

Prof. Dr. Claudio Martin Pereira de Pereira
Doutorem Quimica pela Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)

Dr. Matheus Dellamea Baldissera
Doutorem Farmacologia pela Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)



Dedico este trabalho & minha mée,
Rosa Marcelino Trassante, ao meu pai
Carlos Eugénio Trassante e a minha
irma Gabriela Marcelino Trassante, que,
apesar de distante fisicamente, sdo meus

pilares e minhainspiracao.



Agradecimentos

Agradeco imensamente a Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e a todos
os docentes presentes durante essa jornada. Apesar do sucateamento da educacéo
e da ciéncia, essa instituicdo e seus docentes seguem firmes como verdadeiros
herdis mantendo a ciéncia brasileira viva.

A minha orientadora Janice Luehring Giongo, minha inspirac¢éo tanto como
profissional quanto como pessoa, desde a graduacdo. Acredito que ndao foi
coincidéncia esse nosso reencontro. Sempre disponivel e cordial, extremamente
exigente, mas com uma maneira gentil e firme ao mesmo tempo. Obrigada pelo
apoio e compreensdo nas horas de desespero (de mandar mensagem chorando
mesmo). Obrigada por acreditar em mim quando nem eu mesma acreditava.

Ao meu coorientador Rodrigo de Almeida Vaucher, incansavel, disponivel,
brilhante. Seu jeito sério e rigoroso de ensinar esconde um coracao enorme, uma
generosidade sem fim. Também depositou sua confianca em mim, estendeu-me a
mao quando eu achava que nédo daria conta. Seu trabalho e dedicacdo impecéaveis
me trouxeram até aqui.

Ao doutorando integrante do Laborat6rio de Pesquisa em Biologia Molecular
de Micro-organismos (LaPeBBioM), Vitor Barbosa pela imensa ajuda e dedicacao.

Ao meu namorado Taisson de Oliveira, por tanto carinho e compreensao nos
momentos mais dificeis e nas auséncias. Fostes essencial.

As minhas colegas de trabalho e amigas Milene Schimitz, Andréia Gongalves
e Luara Lopes. Vocés partilharam comigo cada dificuldade e com palavras e gestos
me ajudaram a conseguir. Sem vocés nao daria.

As minhas colegas e amigas Marina Scheer dos Santos, Rosane Elias Pires,
Janice Morais da Silveira, Suzeli Souza, Carolina Faria e Fabiula Veleda,
enfermeiras maravilhosas que tanto me auxiliaram e ao meu colega Rogério de
Souza Lucas, Agente de Endemias. A Flavia Voloski, Fiscal Sanitaria, Dr2. em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, que dedicou tempo para me auxiliar e elucidar
tantas davidas.

A toda equipe de salde da Atencdo Béasica que me recebeu com tanto

carinho durante a realizacao deste trabalho.



“Se o desejo de alcancar a meta estiver
vigorosamente vivo dentro de nés, ndo nos
faltardo forgcas para encontrar os meios

de alcancé-la e traduzi-la em atos”

Albert Einstein



Resumo

TRASSANTE, Carla Marcelino. DETEC(;AO DO VIRUS SARS-COV-2 UTILIZANDO
METODO MOLECULAR ALTERNATIVO E AVALIAQAO DAS ALTERAC}OES
BIOQUIMICAS, HEMATOLOGICAS, INFLAMATORIAS E ESTRESSE
OXIDATIVO EM PROFISSIONAIS DA SAUDE. 2020. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pds-Graduacéo em Bioquimica e Bioprospecc¢ao, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

Um novo coronavirus foi descoberto em dezembro de 2019 em Wuhan, na China.
Posteriormente denominado SARS-Cov-2, o virus espalhou-se pelo mundo e, em
marco de 2020 a Organizacdo Mundial de Saude decreta a doenca causada pelo
patdgeno, a COVID-19, como uma pandemia. A doenca tem sintomas inespecificos
como tosse, febre, dor de cabeca e dores no corpo, semelhantes a um resfriado. No
Brasil, até 14 de janeiro de 20212 COVID-19 levou 208.246 individuos & morte. Os
profissionais de saude da linha de frente do cuidado tém experimentado situacées
estressoras extremas e prejuizos psicologicos e fisioldgicos, entre eles, processos
inflamatérios e estresse oxidativo. A populacdo de estudo foi composta por
profissionais atuantes na linha de frente de 5 equipes de Atencdo Basica do
municipio de Pinheiro Machado/RS, totalizando 45 profissionais. Entre eles, 2 foram
infectados por SARS-Cov-2 e 43 néo foram infectados desde o inicio da pandemia.
Avaliamos 0s seguintes pontos: estresse psicoldgico, perfil bioquimico, perfil de
coagulacao, hemograma, atividade inflamatdria e estresse oxidativo. Além disso, foi
utilizada a técnica de RT-LAMP para deteccdo da COVID-19. O grupo de
profissionais infectados teve Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato
aminotransferase (AST), Lipoproteina de alta densidade (HDL) e Desidrogenase
lactica (LDH), linfocitos e mondcitos aumentados em relagdo ao grupo controle.
Neste grupo diminuiram os valores de &cido durico, triglicerideos, leucdcitos,
neutrofilos, hemoglobina, hematdcrito e plaquetas comparando-se os resultados ao
grupo controle. Ja para o grupo néao infectado pela COVID-19 houve aumento no
HDL, eosinofilos e mondcitos, quando comparados ao grupo controle. Apareceram
reduzidos o0s seguintes parametros: &cido Uurico, LDH, triglicerideos, VLDL,
hematdcrito e Volume Corpuscular Médio das hemacias, comparando os valores
destes individuos ao grupo controle. O estresse oxidativo esteve presente no grupo
de profissionais infectados e né&o infectados por SARS-Cov-2, assim como a
atividade inflamatéria. Este estudo foi o primeiro a utilizar o método RT-LAMP em
profissionais de saude e mostrou-se eficaz na deteccdo de SARS-Cov-2. Este
estudo foi o primeiro a utilizar o método em profissionais de saude.

Palavras-chave: Profissionais de saude, RT-LAMP, qRT-PCR, SARSCoV-2,

estresse oxidativo, inflamacéao;



Abstract

TRASSANTE, Carla Marcelino. DETECTION OF SARS-COV-2 VIRUS USING
ALTERNATIVE MOLECULAR METHOD AND EVALUATION OF BIOCHEMICAL,
HEMATOLOGICAL, INFLAMMATORY, AND OXIDATIVE STRESS |IN
HEALTHCARE PROFESSIONALS. 2020. Dissertacao (Mestrado) — Programa de
Pos-Graduacdo em Bioguimica e Bioprospecc¢ao, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas

In early December 2019, an outbreak of coronavirus (SARS-Cov-2), caused by a
new severe acute respiratory syndrome (COVID-19) took place in the city of Wuhan,
in the Hubei Province in China. On January 30th, 2020, the World Health
Organization (WHO) declared the outbreak as a Public Health Emergency of
International Concern. Since then, frontline health care professionals have been
experiencing extreme stressful situations and damage to their physical and mental
health. These conditions are capable of bringing harmto the organism of individuals,
including inflammatory processes and oxidative stress. The study population
consisted of frontline health professionals working in Basic Health Units (UBS) in a
city in southern Brazil. Amongst the 45 participants, two of them were infected with
the SARS-Cov-2 virus and diagnosed by immunochromatographic tests as saliva RT-
LAMP and gqRT-PCR. We evaluated the following points: psychological stress,
biochemical profile, coagulation profile, blood count, inflammatory activity and
oxidative stress. In addition, the RT-LAMP technique was used to detect COVID-19.
The group of infected professionals had Alanine aminotransferase (ALT), Aspartate
aminotransferase (AST), high density lipoprotein (HDL) and lactic dehydrogenase
(LDH), lymphocytes and monocytes in relation to the control group. Oxidative stress
was present in the group of professionals infected and not infected by SARS-Cov-2,
as well as inflammatory activity In this group, the values of uric acid, triglycerides,
leukocytes, neutrophils, hemoglobin, hematocrit and platelets decreased, comparing
the results to the control group. For the group not infected by COVID-19, there was
an increase in HDL, eosinophils and monocytes, when compared to the control
group. The following parameters were reduced: uric acid, LDH, triglycerides, VLDL,
hematocrit and Mean Corpuscular Volume of red blood cells, comparing the values of
these individuals to the control group. This study was the first to use the RT-LAMP
method in healthcare professionals and proved to be effective in detecting SARS-
Cov-2. This study was the first to use the method in healthcare professionals.

Keywords: Health professionals, RT-LAMP, RT-PCR, SARSCoV-2, oxidative stress,
inflammation.
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1 Introducéo

Em 31 de dezembro de 2019, a Autoridade de Saude da China alertou a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para varios casos de pneumonia de
etiologia desconhecida na cidade de Wuhan, na provincia de Hubei, China.
(LU; STRATON; TANG, 2020). O patdogeno causador da nova doenca foi
denominado SARS-CoV-2 pelo Coronavirus Study Group e a OMS nomeou a
doencacomo coronavirus 2019 (COVID-19) (GORBALENYA et al., 2020).

Hoje ndo existem terapias eficazes licenciadas para a infeccdo por
SARS-CoV-2 (SAHA et al., 2020; UZUNOVA et al., 2020). Os profissionais de
saude enfrentam maior demanda de trabalho e riscos a suaintegridade fisica e
mental, e o virus foi capaz de causar grandes impactos psicolégicos em um
curto periodo de tempo (ZHANG et al., 2020).

A luz da crise de saltde publica sem precedentes da pandemia de
COVID-19, é de suma importancia reconhecer o impacto psicolégico do
estresse sofrido pelos profissionais de salde e outros danos que essa
condicdo pode trazer aos individuos (TSAMAKIS et al., 2020). Estresse
psicoldgico e angustia foram associados com niveis mais elevados de dano
oxidativo, alteracdo do metabolismo, disfuncfes hematoldgicas, alteracbes da
resposta imune, além de exacerbar a producdo de citocinas inflamatoérias
(BAKADIA et al., 2020). O estresse cronico tem sido associado a inflamacéo,
aumento da morbidade e ao surgimento de doencas como aterosclerose,
cancer e doenca pulmonar (MCDONALD et al., 2019). Anemia leve tem sido
relatada em populacdes de pacientes como resultado de estresse cronico ou
inflamacao crénica (MC KIM et al., 2018).

A inflamacdo é um dos processos mais centrais na defesa das células
contra lesdes ou infec¢cdes microbianas (ISAILOVIC et al., 2015; TODD et al.,
2015). Todavia, um processo inflamatorio prolongado pode provocar doencas
cronicas (ABDULKHALEQ et al., 2018). O estresse oxidativo decorre de um
desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos
sistemas de defesa antioxidante (SUHAIL et al., 2020). Vérios virus
respiratorios induzem uma formacao desregulada, como resultado do aumento
do recrutamento de células inflamatérias no local da infec¢cdo (DELGADO-
ROCHE; MESTA, 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S027858462030378X?via%3Dihub#bb0105
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Para conter a propagacao do virus, a OMS exigiu urgentemente uma
extensdo da triagem e dos testes. Isso € fundamental na tomada de decisdes
sobre medidas de saude publica, como restricbes de movimento e duracédo da
quarentena (BAEK et al.,, 2020; HUANG, W. et al., 2020; GANGULI et al.,
2020). Embora a Reacédo da Transcriptase Reversa seguida pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase (RT-PCR) continue sendo o padréo-ouro comprovado
para diagnadsticos clinicos, ha uma necessidade urgente de outras abordagens
que sejam suficientemente de baixo custo e rapidas para fornecer diagnéstico
(GANGULI et al., 2020).

Nesse contexto, insere-se a importancia do desenvolvimento e
aprimoramento do método de detec¢cdo RT-LAMP para SARS-Cov-2 (LAMB et
al., 2020). Uma das principais vantagens de RT-LAMP em comparacdo com o
RT-PCR é que o RT-LAMP tem uma metodologia robusta na detec¢éo de alvos
de amostras ndo processadas, como por exemplo a saliva. Além disso, os
ensaios RT-LAMP sao realizados a uma temperatura constante, permitindo
velocidade (0 que implica em um menor tempo de espera pelo resultado) e
simplicidade (GANGULI et al., 2020).

Este trabalho demonstrara os resultados de diagndstico do SARS-Cov-2
através da utilizacdo do método molecular alternativo RT-LAMP que foi
realizado em amostras de saliva de profissionais da saude. Também foram
avaliados marcadores fisiopatologicos desses profissionais e de um grupo de

individuos controle em um  municipio do sul do Brasil.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Detectar o virus SARS-Cov-2 através do método de RT-LAMP de
amostras de saliva e avaliar os marcadores bioquimicos, hematoldgicos, anti-
inflamatérios e oxidativos em profissionais de satde de um municipio do sul do

Brasil.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar a técnica de RT-LAMP, em profissionais de salde para diagnostico
da COVID-19.

- Avaliar os parametros bioquimicos como: acido urico, albumina, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), creatinina,
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL, desidrogenase

lactica, glicose, globulinas totais, proteinas totais, triglicerideos e uréia.

- Avaliar os parametros hematolégicos como: leucdcitos, neutréfilos,
eosindfilos, basdfilos, linfocitos, monadcitos, hemacias, hemoglobina,
hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média

(HCM), concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM) e plaquetas.

- Observar o perfil de coagulacédo dos grupos, avaliando a via intrinseca (tempo

de tromboplastia — aPTT) e a via extrinseca (tempo de protrombina — TP).

- Realizar as técnicas de FRAP, TAC, TOS e OSI para analise de variaveis de

estresse oxidativo.

- Determinar nos grupos dos individuos participantes, a atividade inflamatéria

através dos testes de mucoproteinas e Proteina C reativa (PCR).
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3 Revisado da Literatura

3.1Caracteristicas gerais da COVID-19

Em dezembro de 2019, inameros casos de pneumonia foram relatados
em Wuhan, China, através dos quais foi descoberto o SARS-CoV-2, um novo
membro da familia Coronaviridae, que deu origem a doenca COVID-19 (LU;
STRATTON; TANG, 2020). O virus isolado dos primeiros pacientes detectados
com a doenca foi chamado inicialmente de 2019-nCoV. Entretanto, o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus renomeou O termo provisorio como
Sindrome  Respiratéria Aguda  Grave-Coronavirus-2  (SARS-CoV-2)
(GORBALENYA et al., 2020).

Em funcdo do rapido aumento no numero de casos confirmados de
COVID-19 em todo o mundo, em margco de 2020 a OMS considerou a situagao
como uma Emergéncia de Saude Publica de Preocupacdo Internacional
(PHEIC), indicando uma grande ameaca a saude global (XU, X.et al., 2020).

Até o dia 17 de dezembro de 2020 haviam 72.851.747 infectados ao
redor do mundo, e 1.643.33 mortes, com uma taxa de letalidade de 2,25%
(OMS). O periodo médio de incubag¢do do COVID-19 é de cerca de 6,4 dias,
variando de 0 a 24 dias. O numero reprodutivo basico (Ro), da doenca varia de
2 a 3,5 na fase inicial. Um estudo do Centro Chinés de Controle e Prevencéo
de Doencas demonstrou que a maioria dos pacientes (80,9%) ticeram
caracteristicas semelhantes a uma pneumonia assintomatica ou leve, mas
liberaram grandes quantidades de virus na fase inicial da infeccdo, o que
representou enormes desafios para conter a disseminagdo do COVID-19. A

transmissdo nosocomial € outro problema grave (WANG, Y et al., 2020)

Algumas pesquisas sugerem que 0s primeiros casos de COVID-19 em
seres humanos tenham sido provenientes da ingestdo de morcegos, uma
iguaria bastante presente em mercados na China (ZHOU et al., 2020). Porém,
de acordo com Li et al. (2020), embora os primeiros estudos indicassem uma
relacdo entre a maioria dos casos de infeccdo com um mercado de animais
selvagens, supondo a possivel transmissdo de animais para humanos, estudos

posteriores comprovaram a transmissdo de SARS-CoV-2 através de goticulas
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ou contato direto, de humano para humano (GORBALENYA et al., 2020; LI et
al., 2020; WANG, D.et al., 2020).

Dessa forma, o aumento rapido da incidéncia de infecc¢des, como a
transmissdo por portadores assintomaticos, tornou a transmissdo de SARS-
CoV-2 bastante eficaz entre humanos, causando, como consequéncia, a

situacéo atual de pandemia pelo novo coronavirus (HUANG et al., 2020)

3.2 Caracteristicas do virus SARS-CoV-2

Os virus séo parasitas intracelulares obrigatérios contendo acidos
nucleicos e proteinas e sdo as "espécies" mais difundidas da Terra. Sao
onipresentes e estruturalmente simples, a particula viral (ou virion) € composta
pelas proteinas do da membrana que envolvem o genoma viral, que podem ser
cercadas por um envelope lipidico (ANTONELLI e PISTELLO, 2019). Estéao
entre 0s menores agentes infecciosos existentes, podendo medir entre 18 e
300 nm (0,018 a 0,3 pum). Ainda, destaca-se que sao seres que utilizam da
maquinaria celular para sua reproducgédo, sendo, por isso, considerados
parasitas intracelulares obrigatorios (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

O SARS-CoV-2 é um virus pertencente a familia Coronaviridae, ao
género Betacoronaviruse a ordem Nidovirales. A maioria dos coronavirus sao
virus zoonéticos que afetam o trato respiratorio e/ou digestivo de mamiferos,
incluindo humanos (CUI; LI; SHI, 2019), e possuem a forma de uma coroa
guando analisados por microscopia eletrénica, com diametro variando de 60 a
140 nm (ZHU et al., 2020).

Em geral, os virus contém apenas um tipo de acido nucleico, DNA ou
RNA, que é o portador das informacfes genéticas necessarias para a sua
propagacgéao. Logo, tanto DNA quanto RNA podem armazenar as informagodes
genéticas, sendo os virus encontrados tanto na forma de fita simples, como de
fita dupla (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). No caso do SARS-CoV-2,
conforme explicam Yang e Wang (2020), o material genético € do tipo RNA de
sentido positivo, que funciona também como RNA mensageiro, sendo traduzido
pelos ribossomos da célula hospedeira, envolto em fita simples.

Como o genoma celular normalmente metaboliza DNA, os virus de RNA
devem conter ou sintetizar enzimas préprias para serem processados, como as
RNA transcriptases e replicases (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Khailany,
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Safdar e Ozaslan (2020) salientam ainda que, enquanto virus de RNA, o
SARS-CoV-2 possui um alto potencial para mutacdes, inclusive aquela que
favorecem, pelo mecanismo de sele¢do natural, a infectividade e a viruléncia
de algumas cepas.

Quanto a infectividade do SARS-CoV-2, sabe-se que o principal
mecanismo de entrada do virus nas células hospedeiras ocorre através da
enzima ECA Il (enzima conversora de angiotensina Il), a qual atua como um
receptor parar o virus nas células epiteliais do trato respiratorio superior
(KHAILANY; SAFDAR; OZASLAN, 2020).

Conforme explicam Chen, N.et al. (2020), na estrutura do SARS-CoV-2
(Figura 1), além de lipideos, ha a presenca de glicoproteinas S no invélucro
viral, as quais sao fundamentais para a suainfectividade e viruléncia, indicando
a porta de entrada e o local de permanéncia do virus nas células humanas.
Ainda, as mesmas sdo responsaveis pela ligacdo do virus ao seu receptor
celular, causando a fusdo do envelope viral com a membrana celular,
fundamental para a penetracdo do virus na célula hospedeira. O receptor para
a glicoproteina S € a enzima ECA IlI, encontrada com maior expressividade no
pulmdo. Logo, os principais sintomas relacionados ainfeccéo por SARS-CoV-2

tendem a ocorrer no trato respiratério (CHEN, N et al., 2020).

Proteina nucleocapsidica

Q- t!:.’t\\'

=t Envelope viral

RNA

—

—= Glicoproteina da espicula

Glicoproteina de membrana

Bicamada lipidica

‘i;t:.:i

Figura 1 - Estrutura do SARS-CoV-2
Fonte: adaptado de Shereen et al. (2020)

Os primeiros coronavirus foram isolados em 1937, porém a

denominacdo coronavirus foi descrita em 1965, por decorréncia de sua
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morfologia microscopica, semelhante a uma coroa (LU et al., 2020). Desde o
primeiro coronavirus humano (HCoV) descoberto nas narinas de pacientes com
resfriado comum, sete outras espécies de coronavirus ja foram descobertas —
HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV, MERS-CoV
e SARS-CoV-2. Destas, as espécies Alphacoronavirus 229E e NL63 e
Betacoronavirus OC43 e HKU1 sdo comumente associadas a infeccoes leves,
representadas por sintomas comuns de resfriado. Por outro lado, o coronavirus
da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) e o coronavirus da
sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) podem causar doenca
fatal (SU et al., 2016; CUI; LI; SHI, 2019).

Embora classificado como Betacoronavirus, o SARS-CoV-2 diverge do
SARS-CoV e MERS-CoV, formando uma linhagem distinta dentro do
subgénero Sarbecovirus (SARS) (ZHU et al., 2020). Além disso, com base em
andlise filogenética, sabe-se que 0 SARS-CoV-2 esté intimamente relacionado
(88-89% de similaridade) com dois coronavirus semelhantes a SARS derivados
do morcego (bat-SL-CoVZC45 e batSL-CoVZXC21) (CHEN, N.et al., 2020).

De acordo com Zhu et al. (2020), os efeitos citopaticos induzidos por
SARS-CoV-2 parecem ser diferentes daqueles induzidos por SARS-CoV e
MERS-CoV. Mudancas estruturais nas células hospedeiras sdo mais
rapidamente observadas nas células epiteliais das vias aéreas humanas (as 96
horas) em comparacdo com outras linhagens celulares, incluindo Vero E6 (as
144 horas) e Huh-7 (as 144 horas).

O genoma do SARS-CoV-2 tem um comprimento total de 29,9kb e
possui uma regido codificante noterminal 5’, outra de codificagcédo la/b na caixa
de leitura aberta ORF (do inglés “open reading frame”), uma regiao “S” que
codifica a glicoproteina de pico (proteina S), uma regido “E” que codifica a
proteina do envelope (proteina E), uma regiao “M” que codifica a proteina da
membrana (proteina M), uma regido “N” que codifica a proteina nucleocapsideo

(proteina N) e uma regido nao codificante no terminal 3' (YANG; WANG, 2020).

3.3 Manifestacéao clinica e respostaimunolégica

O SARS-CoV-2 é considerado o sétimo membro dos coronavirus capaz

de infectar humanos, causando principalmente febre, tosse e opacidades



18

pulmonares em vidro fosco (HUANG et al., 2020; ZHU et al., 2020). O
surgimento desse quadro clinico € consonante com o periodo de incubacéo
viral, que ocorre, normalmente, de 5 a 6 dias ap0s a exposi¢cdo ao virus
(WENJING e LIMING, 2020).

Zhou et al. (2020) explicam que 0 SARS-CoV-2 tem um tropismo pelos
tecidos das vias aéreas superiores e inferiores, logo, a principal porta de
entrada do virus é através da mucosa nasal, bucal e do ducto lacrimal. Quando
uma pessoa infectada tosse ou espirra, libera goticulas de saliva e aerossois
contaminados com o virus, tornando potencialmente contaminante o meio em
gue tais particulas séo inseridas. Por exemplo, no estudo de Van Doremalen et
al. (2020), comparando o tempo de estabilidade viral do SARS-CoV-2 em cinco
diferentes materiais (aerossois, plastico, aco inoxidavel, cobre e papel),
constatou-se que o virus permanece viavel por, no maximo, 3 horas quando
exposto somente ao ar, até 4 horas em superficies de cobre, 24h no papelao e
até 3 dias em aco inoxidavel e no plastico.

A infeccdo é dividida em trés estagios: estagio I, periodo de incubacéo
assintomatico com ou sem virus detectavel; estagio Il, periodo sintomatico néo
grave, com a presenca de virus; e estagio lll, estagio sintomatico respiratorio
grave, com alta carga viral (WANG et al., 2020). Segundo Rothe et al. (2020),
os individuos no estagio I, ou seja, 0s portadores assintomaticos, sdo 0s menos
controlaveis e seu papel nadisseminacao da infeccdo ainda néo foi definido.

Siddiqgi e Mehra (2020) explicam que o estagio | (infeccéo leve/precoce)
ocorre no momento da inoculacdo e estabelecimento precoce da doenca,
caracterizando-se por um periodo de incubacao associado a sintomas leves,
geralmente inespecificos, como mal-estar, febre e tosse seca. O estagio Il
(infeccdo moderada, com envolvimento pulmonar com ou sem hipéxia) envolve
doenca pulmonar e multiplicacéo viral, e caracteriza-se pelo desenvolvimento
da pneumonia viral, com tosse, febre e hipoxia na fase IIB (definida como
PaO2/FiO2< 300mg Hg). Nesta fase, onde a maioria dos pacientes com COVID-
19 precisa ser hospitalizado, a imagem com radiografia de térax ou tomografia
computadorizada revela infiltrados bilaterais ou opacidades em vidro fosco,
enquanto os exames de sangue demonstram aumento da linfopenia e de

transaminases.
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Ainda segundo os autores supracitados, no estagio lll (infec¢éo grave),
ocorre uma hiperinflamacao sisttmica, sendo importante salientar que apenas
uma minoria de pacientes com COVID-19 chega a essa fase, a qual se
manifesta como uma sindrome de hiperinflamacdo sistémica extrapulmonar.
Uma forma semelhante a linfohistiocitosehemofagocitica (SHLH) pode ocorrer
em pacientes nesse estagio avancado da doenca. Além disso, choque,
vasoplegia, insuficiéncia respiratéria, miocardite e colapso pulmonar também
sdo passiveis de ocorrer. Neste estagio, a terapia depende do uso de agentes
imunomoduladores, visando reduzir ainflamacéao sistémica antes que a mesma
evolua para a disfuncdo de mdaltiplos 6rgéos e sistemas, levando ao Obito
(SIDDIQI; MEHRA, 2020).

De acordo com Guan et al. (2020), o SARS-CoV-2 infecta de maneira
uniforme todas as faixas etarias, exceto ocasionalmente criancas e
adolescentes. Cerca de 15 a 20% dos casos confirmados progridem para a
fase grave, embora haja uma maior probabilidade para pacientes com mais de
65 anos, com problemas de saude adjacentes (FITZGERALD et al., 2020;
ZHANG et al., 2020).

Clinicamente, as respostas imunolégicas induzidas pela infeccdo por
SARS-CoV-2 ocorrem em duas fases. Durante os periodos de incubacéo e
sintomatico ndo grave, uma resposta imune adaptativa especifica € necesséria
para eliminar o virus e impedir a progressdao da doenca para o estagio
sintomatico respiratério grave. Portanto, nestas fases, estratégias para
aumentar as respostas imunes, como anti-soros ou IFNa peguilado, séo
fundamentais. Assim, para o desenvolvimento de uma resposta imune
protetora endégena, o hospedeiro deve estar em boas condi¢cdes gerais de
saude e apresentar um fundo genético apropriado, capaz de induzir a
imunidade antiviral especifica (SHI et al., 2020).

As diferengas genéticas sdo reconhecidamente importantes na resposta
imunoldgica aos patégenos. No entanto, guando uma resposta imune protetora
€ prejudicada, o virus se propaga e ocorre a destruicdo macica dos tecidos
afetados, principalmente em 6rgaos que apresentam alta expressao de ACE-2,
como intestino e rim. Dessa forma, as células danificadas induzem a
inflamagdo inata nos pulmdes, amplamente mediada por macrofagos e

granulocitos pro-inflamatérios (SHI et al., 2020), sendo a inflamacgéo pulmonar
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a principal causa de disturbios respiratorios com risco de morte na fase grave
(XU et al., 2020a). Logo, Shiet al. (2020) salientam que, em pacientes cuja
infeccdo avancou para o estagio grave, uma vez que normalmente s&o
acomentidos por danos pulmonares graves, esforcos devem ser feitos no
sentido de suprimir a inflamacgé&o e controlar os sintomas.

De acordo com Xu et al. (2020a), a resposta imune inata ao dano
tecidual causado pelo virus pode levar a sindrome respiratdria aguda grave
(SDRA), na qual a insuficiéncia respiratdria é caracterizada pelo rapido inicio
de inflamagdo generalizada nos pulmdes e subsequente fatalidade. Os
sintomas de pacientes com SDRA incluem respira¢do curta/rapida e cianose,
sendo que aqueles em estado grave, internados em unidades de terapia
intensiva, geralmente requerem ventiladores mecanicos (MACLAREN;
FISHER; BRODIE, 2020).

A auséncia de sintomas clinicos ndo pode descartar o diagndstico da
infeccdo. Pessoas com um histérico claro de exposicdo ao SARS-CoV-2,
independentemente dos sintomas clinicos, devem ser considerados para
observacdo médica, isolamento domiciliar e exame mais aprofundado. Da
mesma forma, os pacientes com sintomas, mas sem historia conhecida de
exposicdo, também devem ser submetidos a exames adicionais (XU et al.,
2020b).

3.4 Diagnadstico

O termo teste rapido tem sido popularmente utilizado para os testes
imunocromatograficos, sdo manuais, de facil execu¢do, ndo necessitam de
outros equipamentos de apoio (como aqueles utilizados em laboratérios) e
fornecem resultados entre 10 e 30 minutos. Nesse caso, 0s testes rapidos
registrados para a COVID-19 sao exclusivamente de uso profissional, cujos
resultados devem ser interpretados por profissional de saltde devidamente
capacitado. H4 a possibilidade de realizacdo dos testes em domicilio, desde
gue executado por profissional legalmente habilitado vinculado a um laboratério
clinico, posto de coleta ou servico de saude publica ambulatorial ou hospitalar
(BRASIL, 2020).
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Quando ha pouco ou nenhum acesso a testes moleculares, testes
rapidos de sorologia fornecem um meio para triagem rapida de casos suspeitos
de COVID-19. Um resultado positivo para o IgM em pacientes sintomaticos que
possuem os sintomas da COVID-19 bem estabelecidos é fortemente sugestivo
da infeccdo pelo SARS-CoV-2. Os resultados sdo confidveis se o teste for
realizado de 5 a 10 dias apds o inicio dos sintomas (PEELING et al., 2020)

Na avaliacao soroldgica, a presenca de anticorpos da classe IgM indica
uma resposta imune recente, enquanto a deteccdo de anticorpos IgG esta
relacionada a fase posterior ao contato com o virus. Ainda nédo é possivel
afirmar por quanto tempo os anticorpos IgM e IgG para COVID-19 permanecem
no corpo, porém, tal teste é capaz de mapear a populacédo que foi exposta ao
virus. Ainda, cabe salientar que, como a produc¢do de anticorpos aumenta a
partir do inicio da infeccéo pelo virus, é necessaria uma quantidade minima de
anticorpos para que o teste consiga fazer a deteccao de forma eficaz. Esse
periodo entre o inicio dos sintomas e a deteccdo de anticorpos, em exames, é
denominado “janela imunoldgica”, logo, a técnica de imunocromatografia de
anticorpos é indicada para a testagem de individuos, oito dias apés o inicio dos
sintomas. Antes desse periodo, tal técnica pode induzir a resultados falso
negativo (BRASIL, 2020).

No caso da técnica molecular RT-PCR (Reverse Transcription — Real
Time Polymerase Chain Reaction), verifica-se a presenca de material genético
do virus em amostra coletada de nasofaringe e orofaringe ou do trato
respiratorio inferior, devendo a coleta ser realizada preferencialmente a partir
do terceiro dia ap6s o inicio dos sintomas até o décimo dia, ja que, ao término
deste periodo, a quantidade de RNA tende a diminuir. Ou seja, os testes RT-
PCR devem ser utilizados quando houver sintomatologia compativel com a
COVID-19 ou necessidade de confirmacéao da infec¢éo (SIORDIA, 2020).

Para realizacdo do RT-PCR, o profissional capacitado deve introduzir o
swab pela narina até a nasofaringe (Figura 2A), realizando movimentos
rotatérios para a captacao de células e absorcdo de secrecéo respiratoria. Isso
deve ser realizado em ambas as narinas. Apos, um terceiro swab € utilizado
para a coleta de secrecdo respiratoria da parte posterior da orofaringe,
devendo-se evitar contato com a lingua, de modo a minimizar contaminagdes
(Figura 2B) (SIORDIA, 2020)
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Figura 2 - Coleta de swab nasal (A) e oral (B)
Fonte: SES/RS (2020)

Cabe salientar que os swabs a serem utilizados devem ser de Rayon e
estéreis, ndo devendo ser utilizados aqueles com haste de madeira ou com
alginato de calcio. No total, sdo utilizados trés swabs, um para cada narina e
outro para a coleta oral, os quais sdo, posteriormente, inseridos no mesmo
frasco contendo solucéo fisiolégica.  Ainda, € possivel utilizar o Meio de
Transporte Viral (MTV — meio rosa) para o diagnostico por RT-PCR, no
entanto, este meio necessita ficar sob refrigeracéo, em temperatura entre 2°C e
8°C, antes da coleta ser realizada (CEVS/RS, 2020).

Para a coleta do trato respiratorio inferior, o profissional realiza lavado
broncoalveolar ou aspirado traqueal, coletando 2 a 3 mL do material em um
frasco estéril. Caso a secre¢cdo esteja muito espessa, € recomendado instilar
gotas de solucdo fisiolégica estéril (cloreto de sbédio a 0,9%), de modo a
promover a fluidez do muco e facilitar a aspiracao. Além disso, preconiza-se o
uso de sistema fechado de aspiracdo, minimizando a liberacdo de aerossois no
ambiente. As amostras devem ser mantidas em temperaturas de 4° a 8°C e
enviadas ao laboratério de referéncia no maximo 72 horas ap6s a coleta (WHO,
2020).

De acordo com Shi et al. (2020), alinfocitopenia é frequentemente
observada em pacientes em estado grave de COVID-19, sendo a sindrome de
liberacdo de citocinas (CRS) mediada por leucécitos que ndo séo células T.
Logo, uma alta contagem de leucdcitos € comum, sugerindo que, em
associacao a linfocitopenia, pode ser um critério de diagnéstico diferencial para

COVID-19. Apos a alta hospitalar, alguns pacientes permanecem positivos para
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0 virus e outros até recaem, indicando que uma resposta imune de eliminacao
de virus ao SARS-CoV-2 pode ser dificil de ser induzida, pelo menos em
alguns pacientes, e as vacinas podem ndao funcionar nesses individuos.

Para Xu, X.et al. (2020), a Tomografia Computadorizada (TC) de torax
também é bastante Util para o diagnostico precoce de COVID-19, ja que a
mesma é capaz de detectar alteragcdes pulmonares com alta sensibilidade,

facilitando o tratamento da doenca.

3.5 Tratamentos disponiveis

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, ainda nédo existem vacinas e
medicamentos, como antivirais e agentes imunomoduladores,
comprovadamente eficazes e seguros, especificos para o tratamento da
COVID-19 (WHO, 2020). As terapias em estudo incluem novos e antigos
agentes disponiveis, 0s quais tém sido testados em ensaios clinicos ou através
de uso compassivo (BARLOW et al., 2020).

Como ja mencionado anteriormente, 0 SARS-CoV-2 expressa proteinas
em sua superficie externa que facilitam a ligacdo as células hospedeiras
através da enzima de conversdo da angiotensina Il (ECA Il) (KHAILANY;
SAFDAR; OZASLAN, 2020). Além disso, trata-se de um coronavirus com fita
simples de RNA, que se replica através de proteinas néao estruturais, como
protease do tipo 3-quimiotripsina, protease do tipo papaina, helicase e RNA
polimerase depende do RNA (LI; DE CLERCQ, 2020). Logo, devido a
semelhanca estrutural com outros virus, diversas terapias antivirais tém sido
testadas.

Alguns antivirais, incluindo interferon a (IFN-a), lopinavir/ritonavir, fosfato
de cloroquina, ribavirina e arbidol, foram incluidos nas Diretrizes para a
Prevencgédo, Diagnostico e Tratamento da Nova Pneumonia Induzida por
Coronavirus, emitida pela Comissao Nacional de Saude (NHC) da Republica
Popular da China, como possibilidades de tratamento da Covid-19. Remdesivir
também foi considerado promissor de acordo com JohnsHopkins ABXGuide
para manejo da Covid-19 (JOHNS HOPKINS ABX GUIDE, 2020; GUL et al.,
2020; SANDERS et al., 2020). A Tabela 1 apresenta a dosagem, o método de

administracédo e a duracado do tratamento através desses antivirais.



Tabela 1 - Principais antivirais utilizados na Covid-19.

Medicamento Principal Dosagem Método de Du(rnl?ao
aplicacao 9 administracao tratamento
Antiviral de 5 milhdes de U
amplo ou dose N ~ .
IFN-a espectro equivalente a Inalagao de Nao mais
- ' vapor que 10 dias
utilizado para o cadavez, 2
tratamento da vezes/dia
Hepatite.
Utilizado em
combinagéo 200 mg/50
. A . com outros mg/capsula, 2 N&o mais
lopinavir/ritonavir . . Oral .
medicamentos capsulas de cada gue 10 dias
para o vez, 2vezes/dia
tratamento do
HIV.
Anélogo de 500 mg de cada
nucleosideo vez,2a3 ~ ~ .
com amplo vezes/dia em Infusdo Nao mais
ribavirina P o intravenosa gue 10 dias
espectro combinac&o com
antiviral. IFN-a ou
lopinavir/ritonavir
fosfato de Utilizado no 500 mg (300_mg N30 mais
cloroauina tratamento da para cloroquina) Oral ue 10 dias
q maléria. de cadavez, 2 q
vezes/dia
Antiviral
arbidol utilizado no 200 mg de cada Oral Nao mais
tratamento do vez, 3 vezes/dia gue 10 dias
virus dagripe.
Antiviral .
o testado 200mg (dia 1) Infuséo Nao mais
remdesivir 100mg de 5a 10 . .
durante o surto dias intravenosa que 10 dias
de Ebola

Fonte: adaptado de Donget al. (2020)

Dos farmacos listados, a repercussdo maior envolve a cloroquina, tendo
em vista que foi demonstrada atividade in vitro desta substancia contra o
SARS-CoV-2 (WANG, M.et al., 2020), bem como a inibicdo da pneumonia e

diminuicdo da duracédo dos sintomas em diferentes niveis de gravidade, sem
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efeitos colaterais graves (GAO; TIAN; ZANG, 2020). A cloroquina é bastante
indicada no tratamento de infec¢cdes por micro-organismos intracelulares,
sendo utilizada no tratamento da malaria ha décadas. Além disso, é eficaz
como agente anti-inflamatério contra o lGpus eritematoso e artrite reumatoide.
Seu provavel mecanismo de acdo envolve a alcalinizacdo do fagolisossomo
(ROLAIN; COLSON; RAOULT, 2007), ou seja, este farmaco aumenta o pH
endossbmico, necessario para a fusdo do virus com as células, inibindo a
glicosilacdo dos receptores celulares de SARS-CoV-2 (GAO; TIAN; YANG,
2020). A dosagem ideal a ser utilizada para o tratamento da COVID-19 ainda
permanece em estudo (COLSON et al., 2020).

Quanto a hidroxicloroquina, um composto analogo a cloroquina, sua
atividade sobre o virus SARS-CoV-2 provavelmente € a mesma da cloroquina,
ja que ambas possuem o mesmo mecanismo de acdo. Além disso, para um
tratamento ideal, pode ser necessario administrar uma dose de ataque, seguida
por uma dose de manutencao (COLSON et al., 2020).

Cabe salientar que, em alguns estudos randomizados e observacionais,
que utilizaram cloroquina ou hidroxicloroquina nos estagios Il e Ill da COVID-
19, ndo demonstrou-se diminuicdo da mortalidade (BORBA et al.,, 2020;
MOLINA et al., 2020; TANG et al., 2020). Inclusive, no estudo de Borba et al.
(2020), que utilizou 12g de cloroquina para o tratamento de pacientes com
COVID-19, houve umaumento da mortalidade.

O farmaco favipiravir também encontra-se em fase de testes clinicos
para o tratamento da COVID-19. Trata-se de um novo tipo de inibidor da RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), o qual, além da atividade anti-virus
influenza, também é capaz de bloquear a replicacao de flavi-, alfa-, filo-, bunya-
, arena-, noro- e outros virus de RNA (DELANG; ABDELNABI; NEYTS, 2018).
De acordo com Furuta, Kameno e Nakamura. (2017), o favipiravir € convertido
em uma forma fosforibosilada ativa nas células, chamada favipiravir-RTP, onde
€ reconhecido pela RNA polimerase viral e, como consequéncia disso, inibe a
atividade da RNA polimerase. Dessa forma, este farmaco, além da acgédo
comprovada contra o virus ebola, pode ter acdo antiviral potencial no SARS-
CoV-2,que é umyvirus de RNA (DELANG; ABDELNABI;NEYTS, 2018).

Chen, C.et al. (2020) compararam a ac¢éo do arbidol com o favipiravir no
combate ao SARS-CoV-2 em um ensaio clinico randomizado com 240
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pacientes internados em trés hospitais da China e concluiram que o favipiravir
tem melhor eficiéncia que o arbidol no tratamento da COVID-19.

O remdesivir, um analogo de nucleosideo e antiviral de amplo espectro,
€ outro farmaco potencial para o tratamento da COVID-19. No estudo de Wang
et al. (2020), observou-se que este medicamento bloqueia de forma potente,
em baixas concentracdes micromolares, a infec¢cdo por SARS-CoV-2, além de
apresentar alto indice de seletividade. Além disso, foi capaz de reduzir
eficazmente a carga viral em ratos infectados com o virus MERS-CoV, além de
diminuir os danos ao tecido pulmonar (SHEAHAN et al., 2020). Holshueet al.
(2020) produziram resultados semelhantes ao utilizarem o remdesivir no
tratamento de um paciente com COVID-19 nos Estados Unidos.

Ja Casadevall e Pirofski (2020) propuseram o uso de plasma rico em
imunoglobulinas de pacientes curados da COVID-19 como uma alternativa a
terapia medicamentosa, de modo a prevenir a infeccdo em casos de alto risco,
como em individuos vulneraveis ou expostos a casos confirmados da doenca.

Bell et al. (2019) afirmam que os niveis de citocinas inflamatérias (IL-1,
TNF) séo bastante elevados nos pulmbes de pacientes com COVID-19, as
quais séo forte indutores de HA-sintase-2 (HAS2) no endotélio CD31+, células
epiteliais alveolares pulmonares EpCAM + e fibroblastos. Dessa forma, Shiet
al. (2020) acreditam que a reducado ou a inibicdo da producédo de HA pode
contribuir para que os pacientes com COVID-19 consigam respirar. Tais
autores sustentam a ideia de que os médicos poderiam fornecer hialuronidase
de grau médico aos pacientes a fim de reduzir o acumulo de HAS2, limpando o
muco do pulmao. Ainda, reforcam que, em modelos animais, as dificuldades
respiratorias causadas pela gripe normalmente sdo aliviadas pela
administragéo intranasal de hialuronidase.

Para Shiet al. (2020), os médicos devem tentar aumentar as respostas
imunologicas durante o Estagio | da doenca, enquanto as suprimem no Estagio
Il. Sugerem, também, que a vitamina B3, altamente protetora do pulmao, deve

ser utilizada assim que a tosse tiver inicio.
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3.6 Fatores psicoldgicos relacionados a pandemia de COVID-19

Considerando o contexto atual de pandemia pelo novo coronavirus
(SARS-CoV-2) e o significativo numero de casos que demandam internacao
hospitalar, incluindo cuidados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), bem
como a auséncia de vacinas e medicamentos eficazes e seguros,
pesquisadores e profissionais de saude tém procurado constantemente por
estratégias para conter a propagac¢édo da Covid-19 (DUAN; ZHU, 2020; WHO,
2020). Dessa forma, com o objetivo de reduzir os impactos da pandemia,
diminuindo o pico de incidéncia da doencga e 0 numero de mortes, indmeros
paises adotaram como medida o isolamento de casos suspeitos e a
quarentena da populagdo, de modo a evitar que a capacidade de leitos
hospitalares, respiradores e outros suprimentos fossem insuficientes diante do
aumento repentino dademanda (FERGUSON et al., 2020).

De acordo com Lin, Peng e Tsai (2010), a quarentena consiste na
separacao e restricdo da movimentacdo de pessoas potencialmente expostas
ao contagio de determinada doenca, visando reduzir o risco de infeccdo por
outras pessoas. Sua realizacdo é considerada um recurso extremo, porém
eficaz, contra a disseminacdo de alguns virus, sobretudo entre os grupos de
risco. J& o isolamento, esti associado a individuos infectados e confirmados
para determinada doenca, 0s quais sdo, como o proprio termo diz, “isolados”
para evitar o contagio (BROOKS et al., 2020).

Brooks et al. (2020) ressaltam que, durante uma pandemia, a
quarentena tende a ser vivenciada como uma experiéncia pessoal
desagradavel, desconfortdvel ou dolorosa, principalmente para os familiares,
devido a separacdo e confinamento das familias, estando associada ao
sentimento de perda de liberdade, soliddo, tédio, incerteza quanto ao futuro,
suicidios e ataques de panico e raiva.

Ainda, alguns estudos tém sugerido que o medo da infeccdo por um
virus potencialmente fatal e de rapida disseminacdo afeta o bem-estar
psicologico das pessoas, sendo comum o surgimento de sintomas de
depressao, ansiedade e estresse (ASMUNDSON; TAYLOR, 2020; WANG et
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al., 2020). Dados advindos de epidemias anteriores, por exemplo, a Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (SARS) em 2003 e a influenza HIN1 em 2009,
ilustram que a comunidade sofreu consideravel medo e panico, resultando em
um impacto psicoldgico significativo (WANG et al., 2020).

Para Ornell et al. (2020), a saude fisica das pessoas e o combate ao
agente patogénico sdo os focos primarios de atencdo de gestores e
profissionais de saude em meio a uma pandemia, tendendo a ser
negligenciadas ou subestimadas a sua implicacdo sobre a saude mental dos
individuos. Dessa forma, é importante salientar que o trabalho pode favorecer a
expressdo da subjetividade das pessoas além de resgatar ou promover a
saude, de acordo com a organizacdo e o processo laboral. Logo, a condicdo
fisica e mental de uma pessoa esta intimamente relacionada com a sua

atividade profissional e com o seu contexto laboral.

3.6.1 Fatores psicologicos da pandemia de COVID-19 em profissionais de
saude

Freitas et al. (2017) afirma que, em unidades hospitalares, o trabalho
das equipes de saude é centrado no cuidado ao ser humano, o que envolve a
associacao direta entre profissionais e pacientes. No contexto de uma
pandemia, profissionais de salde costumam vivenciar, de forma exacerbada,
inUmeros estressores, como: risco de infeccdo, adoecimento e morte;
possibilidade de, inadvertidamente, infectar outras pessoas; sobrecarga e
fadiga; exposicdo a mortes em larga escala; frustragéo; ameacas e agressoes
por pessoas que buscam atendimento, mas ndo podem ser acolhidas devido a
limitacdo de recursos; afastamento da familia e amigos; entre outros (TAYLOR,
2019).

Assim, de acordo com Dal’Bosco et al. (2020), ha uma lacuna no que
tange a harmonia entre as necessidades internas e as exigéncias externas dos
profissionais que estdo a frente no combate da Covid-19. Para Baker, Peckham
e Seixas (2020), sinais e sintomas de transtornos mentais, bem como a
inabilidade para enfrentar situacdes de emergéncia, sdo esperados em

profissionais de salde em meio a uma pandemia, o que pode influenciar
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negativamente sobre as boas préaticas de atencéo e tratamento especializado,
comprometendo a melhora do quadro clinico dos pacientes infectados.

Li, Z.et al. (2020) salientam que profissionais que atuam na linha de
frente na assisténcia ao paciente em condi¢do critica, como em inumeros
casos da Covid-19, devem seguir cuidados com a satde mental. E importante
gue os mesmos tenham periodos de descanso entre os turnos de trabalho,
sigam uma dieta saudavel, mantenham-se hidratados e em contato com
familiares, mesmo que de forma virtual.

Ainda que ndo atuem na linha de frente ou que precisem se afastar
dessa atuagdo temporariamente, profissionais da saude podem apresentar
sofrimento psicolégico em contextos de emergéncias de salde (BROOKSet al.,
2020; Llet al., 2020). Nesse sentido, destaca-se o fendbmeno da “traumatizagao
vicaria”, também denominado “traumatizagao secundaria”, em que pessoas que
ndo sofreram diretamente um trauma passam a apresentar sintomas
psicolégicos decorrentes da empatia por quem o sofreu (LI et al., 2020).

De acordo com Martins et al. (2016), a ansiedade e a depressao podem
se manifestar de diferentes maneiras nos profissionais de saude, refletindo
diretamente em suas vidas pessoal e profissional, 0 que pode, inclusive,
desencadear depressédo e sindrome de Burnout. O conceito desses diferentes

adoecimentos psiquicos esta apresentado na Tabela abaixo.

Tabela 2 - Conceitos de diferentes adoecimentos psiquicos.

Sentimento vago e desagradavel de medo e

apreensdo, com caracteristicas de tensdo ou DAL'BOSCO et al.
desconforto, derivadas da antecipacdo do perigo, de (2020)

algo desconhecido ou estranho.

Ansiedade  Estado emocional que atinge componentes
psicolégicos, sociais e fisiolégicos, o qual pode
transformar-se em patologia quando considerado LANA et al. (2020)
excessivo, atingindo o meio psicossocial da pessoa
diante da situacéao.

Medo e ansiedade excessivos, associados a
perturbacbes comportamentais, os quais diferem entre
si com relagdo aos objetos ou situagdes que o0s APA (2014)
induzem. Diferem da ansiedade por serem mais
Transtornos  intensos e persistentes.

ansiosos Configuram uma dificuldade de relacionamento
interpessoal, baixa autoestima e vitimizacdo, sendo um
pessoal, baix fima € 690, ! FERNANDES et al.
estado psicologico e fisiologico caracterizado por (2014)
componentes somaticos (emocionais, cognitivos e/ou
comportamentais).

Depressdo  Grave transtorno de humor, caracterizado por humor VERA-VILLARROEL
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deprimido ou pela perda de interesse ou prazer em um et al., 2010
periodo de duas ou mais semanas.

Transtorno multifatorial que apresenta fatores de risco

como afetividade negativa, experiéncias adversas na

infancia, eventos estressantes, familiares de primeiro

grau com diagnéstico, transtornos subjacentes,

condicdes médicas crbnicas ou incapacitantes. GARBER et al., 2016
Caracteriza-se  por  tristeza  ou irritabilidade,

desinteresse ou desprazer, sentimento de culpa ou

baixa autoestima, distirbios do sono ou apetite, fadiga,

dificuldades cognitivas e ideias recorrentes de morte

Representa a sindrome da desisténcia, que ocorre
guando o individuo deixa de investir em seu trabalho e

nas relacbes afetivas decorrentes dele, tornando-se, CODO; VASQUES-

MENEZEZ (1999)

Sindrome de aparentemente, incapaz de envolver-se
Burnout emocionalmente com 0 mesmo.
Exaustdo de energia decorrente de uma ma adaptagao MASLACH,;
a exposicdo prolongada a condigcbes de trabalho SCHAUFELI; LEITER,
estressantes ou com elevada carga tensional. (2001)

O enfrentamento da pandemia do novo coronavirus faz parte das
funcbes essenciais da Saude Publica por meio de acdes voltadas para a
populacdo ou para grupos com maior risco de contaminacdo, como 0s
profissionais de saude (JACKSON FILHO et al., 2020). Tanto o exercicio das
atividades laborais quanto as condi¢cdes de trabalho sédo fontes potenciais de
exposicado ao virus (BAKER; PECKHAM; SEIXAS, 2020).

Mesmo para os profissionais da linha de frente do cuidado, pouco se
discute sobre as condi¢cOes e organizacdo do trabalho, prevalecendo, até o
momento, protocolos com recomendacéo de medidas individuais (higiene e uso
de equipamentos de protecao), transferindo a responsabilidade da prevencao
do contagio para o proprio profissional (WHO, 2020). Ha relatos de
profissionais e denuncias de sindicatos de condi¢cfes de trabalho precarias,
higiene inadequada, jornadas extenuantes, falta de treinamento e, inclusive,
insuficiéncia ou indisponibilidade de equipamentos de protecdo, mesmo nos
servigos de terapia intensiva (AMB, 2020).

A pandemia de Covid-19 tem o potencial de afetar significativamente a
saude mental dos profissionais que estdo na base do enfrentamento desta
crise (PAPPA et al., 2020). A experiéncia anterior de epidemias de menor
escala e a literatura disponivel sobre a Covid-19 mostram que o inicio de uma
doenca subita e com risco imediato de vida, pode levar a uma presséo

extraordinaria sobre os profissionais de salude e que a quantidade
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incomparavel de estresse com que 0S mesmos estdo suportando esta
associada ao aumento da morbidade psicoldgica (LIU et al., 2020; TSAMAKIS
et al., 2020).

Médicos, em especial, estdo enfrentando estressores emocionais
importantes durante a pandemia de Covid-19, incluindo tristeza por observar
tantos pacientes virem a Obito, medo de contrair o virus e infectar seus
familiares e inconformidade por ndo ter 0s recursos necessarios para salvar
vidas. Para alguns, esses estressores causaram ou exacerbaram o
esgotamento, a depressdo ou o transtorno de estresse pos-traumatico e foram
implicados em suicidios. A incapacidade de cumprir seu dever pode ser a
origem da angustia moral experimentada pelos médicos que atuam na Covid-
19 (DZAU; KIRCH; NASCA, 2020; SHALEV; SHAPIRO, 2020).

Da Silva e Neto (2020) relatam que existe uma forte associacéo entre 0s
profissionais de saude e o Covid-19 em termos de repercussdes
psiquiatricas. Uma meta-analise realizada pelos autores mostrou que 0s
profissionais de saude apresentam um nivel mais alto de traumatizacédo
indireta, no qual o nivel de dano excede a tolerancia psicoldgica e emocional e
resulta indiretamente em anormalidades psicolégicas. A incidéncia de tracos
obsessivo-compulsivos e somatizacbes foi maior em situacbes envolvendo
profissionais da linha de frente.

Tsamakis et al. (2020) explicam que o aumento da carga de trabalho, a
exaustdo fisica, equipamentos de protecdo individual inadequados, a
transmissdo nosocomial e a necessidade de tomar decisdes eticamente dificeis
sobre o racionamento dos cuidados podem ter efeitos draméticos no bem estar
fisico e emocional destes profissionais.

A resiliéncia dos individuos que atuam na linha de frete durante a
pandemia pode ser ainda mais afetada pelo isolamento e perda de apoio
social, risco ou infec¢des de amigos e parentes, bem como mudancas drasticas
e frequentemente perturbadoras nas formas de trabalhar. Os profissionais de
saude sao, portanto, especialmente vulneraveis a problemas de satde mental,
incluindo medo, ansiedade, depressio e insdnia (PAPPA et al., 2020). A luz
desta calamidade de saude publica sem precedentes da pandemia Covid-19, é
imperativo reconhecer o impacto psicolégico dessa ameaca crescente nos
profissionais de saude (TSAMAKIS et al., 2020).
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3.7 RT-LAMP

O diagnastico precoce e preciso da infeccdo por SARS-CoV-2 é crucial
para prevenir a transmissao viral e fornecer tratamento adequado para 0s
pacientes. Os sintomas sdo inespecificos e as caracteristicas radiolégicas
sobrepbéem-se as de um resfriado comum, assim sendo, a confirmacdo da
infeccdo por SARS-CoV-2 depende inteiramente da deteccdo do RNA viral
(COMISSAO NACIONAL DE SAUDE DA REPUBLICA POPULAR DA CHINA,
2020; OMS, 2020). A RT-gPCR é o método padrdo e mais amplamente
utilizado para deteccdo de RNA SARS-CoV-2 em laboratérios clinicos (LU, R.et
al., 2020). Apesar de seu excelente desempenho analitico, as abordagens
baseadas em RT-gPCR na COVID-19 ainda sofrem de muitas limitacdes.
Dentre elas, o longo tempo para fornecer o resultado (de 2 a 4 h), baixa
disponibilidade, necessidade de uma instrumentacdo cara e uma alta
proporcao de resultados falso-negativos ou valores equivocos (WU et al., 2020;
ZHAO et al., 2020).

Essas limitagbes tornam o teste RT-gPCR um tanto inadequado para
enfrentar o desafio atual de uma demanda enorme de populacéo infectada, néo
documentada e de transmissdo assintomatica (ZOU et al.,, 2020). Neste
contexto, merece destaque a técnica de RT-LAMP que vem sendo
desenvolvida e aperfeicoada (HUANG, W.et al., 2020; NOTOMI et al., 2020).

Notomi et al. (2000) desenvolveram o método LAMP (amplificacdo
isotérmica mediada em loop), que amplifica o DNA com alta especificidade,
eficiéncia e rapidez sob condi¢des isotermas. Este método emprega uma
polimerase de DNA e um conjunto de quatro primers especificamente
projetados que reconhecem um total de seis sequéncias distintasno DNA a ser
investigado. Desde que surgiu, a técnica tem sido utilizada para varios tipos de
deteccdo viral como o virus influenza, MERS-CoV, virus do Nilo Ocidental,
virus Ebola, virus Zika, virus da febre amarela e varios outros patégenos.

O método LAMP também é capaz de amplificar algumas cépias de DNA
a uma enorme quantidade, em menos de uma hora, sem necessidade de

reagentes especiais. Este método também pode ser usado para alvos de DNA
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e RNA, pois é capaz de detectar RNA alvo pela reacdo de transcricdo reversa
(RT-LAMP) (FUKUTA et al., 2003).

Em RT-LAMP, sequéncias de RNA sao detectadas em vez de DNA. A
transcriptase reversa € adicionada a mistura LAMP, para ajudar na conversao
do RNA viral em DNA complementar (cDNA) que, posteriormente, sera usado
para deteccdo de material viral. A amplificacdo e deteccdo do acido nucleico
poder ser concluida ao mesmo tempo, em uma Unica etapa, incubando a
amostra do paciente, quatro ou seis primers especificamente projetados, e
DNA polimerase de DNA no mesmo tubo de ensaio em cerca de 60 a 65 °C.
(SAHOQ, et al., 2016)

Uma das principais vantagens de RT-LAMP em comparacdo com o RT-
PCR, € que o RT-LAMP é conhecido por ser robusto na detec¢éo de alvos de
amostras ndo processadas, como a saliva por exemplo. Além disso, 0s ensaios
RT-LAMP séao realizados a uma temperatura constante, permitindo velocidade
e simplicidade. Um ensaio tipico de LAMP consiste em dois primers internos e
dois externos, estes reconhecem seis regides distintas da sequéncia do DNA
alvo (GANGULI et al., 2020).

A figura 3 mostra a localizagdo dos primers, suas regides
complementares e a sequéncia de amplificacdo. O primer interno dianteiro
(FIP) é a regido F2 e uma sequéncia complementar da regido de F1 (F1c)
enquanto o primer interno retrogrado (BIP) consiste na regido B2 e uma
sequéncia complementar da regido B1 (B1c). O primer externo dianteiro (F3) e
o primer externo retrogrado (B3) tém as sequéncias complementares as
sequéncias das regibes F3c e B3c, respectivamente O processo de
amplificacdo LAMP comeca com o complexo FIP associado ao DNA alvo em
sua regidao F2 para formar DNA de dupla cadeia, em equilibrio em torno de
65 oC (PARIDA, et al., 2008).

A DNA polimerase entéo inicia a sintese de DNA do FIP (regido F2),
deslocando simultaneamente um unico fio de DNA. Apls esta etapa de
iniciacao, o primer F3 entéo se liga a sua regido complementar F3c e desloca a
cadeia complementar FIP. Por causa da sequéncia F1c no FIP, o fio FIP é
capaz de formar uma estrutura de loop em uma extremidade do DNA. Esta
estrutura entdo serve como alvo para a sintese de DNA iniciada pelo BIP e

posterior deslocamento de fios da sintese de DNA de B3. Isso permite que a
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outra extremidade da Unica cadeia de DNA forme uma estrutura de loop,
resultando assim em uma estrutura de DNA semelhante a um haltere. Ele
serve como modelo para amplificagdo subsequente. Ap6s uma estrutura
semelhante a um haltere formada, a amplificacdo exponencial da estrutura do
haltere é entdo iniciada, com a polimerase de DNA iniciando a sintese de DNA
naregido de F1 (THOMPSON e LEI, 2020).

A partir deste processo de repeticdo, é possivel que a amplificacao
macica seja alcancada, pois o0 DNA pode ser amplificado até 109 vezes dentro
de uma hora (PARIDA, et al., 2008; SAHOO, et al., 2016)
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Figura 3: Desenho esquematico do processo de amplificacédo de LAMP.
(A) Passos iniciais para formar uma estrutura semelhante ao haltere.
(b) Amplificacéo ciclica de LAMP
Fonte: adaptado de Parida et al. (2008)

3.8 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando h& um desequilibrio entre
oxidacao e reducdo de Espécies Reativas ao Oxigénio da célula (EROs) e de
Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN), causando danos as membranas e a
biomoléculas vitais como DNA, proteinas e lipidios (IGODARO, 2018). As
espécies reativas sdo atomos, moléculas, ou ions derivados do oxigénio, que
em sua grande maioria possuem alta reatividade, devido a presenca de um ou
mais elétrons desemparelhados (POPRA et al, 2017). Os principais
representantes de EROs séo: radical anion superoxido (O2-), radicais hidroxila
(OH-), alcoxila (RO-) e peroxila lipidica (ROO-), 6xido nitrico
(NO) e peroxinitrito (OONO-) (ROBERTS; SINDHU, 2009; PISOSCHI, 2015).

O envolvimento das espécies reativas na ocorréncia de doencas é amplamente
conhecido. O desequilibrio entre as espécies oxidantes e o sistema de defesa
antioxidante pode desencadear fatores especificos responsaveis pelo dano
oxidativo na célula como, por exemplo, super expressdo de genes envolvidos
na etiologia do cancer, geragdo de compostos mutagénicos, promoc¢ao de
atividade aterogénica, ocorréncia de placa senil ou inflamagédo (PISOSCHI,
2015). E sabido que estressores ambientais cronicos podem ter um impacto
significativo na geracdo de EROs no cérebro (HERBET et al., 2017).

A resposta imune é fortemente modulada pelo estresse oxidativo e
processos inflamatorios (LAURIDSEN, 2019).0 estresse oxidativo
desempenha dois papeis no curso das infecgdes, os radicais livres protegem
contra microorganismos invasores e também podem vir a causar danos aos
tecidos durante a inflamacédo. No processo de infec¢do, acontece a geracao de

espécies reativas por mieloperoxidase, NADPH oxidase e Oxido nitrico
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sintase. No entanto, espécies reativas podem ser geradas, entre outras, pelo
citocromo P450, alguns metais e xantina oxidase (POHANKA, 2013).

O estresse oxidativo cronicamente elevado é visto em infecgfes virais
de longa duracdo como por exemplo, o virus Epstein-Barr (EBV) e o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), entre outros, além disso, tem sido associado a
respostas imunoldgicas enfraquecidas (REUTER, 2010; IVANOV; BARTOSCH;
ISAGULIANTS, 2017; LAURIDSEN, 2019). Estudos recentes postulam que o
estresse oxidativo € um fator essencial que aumenta a gravidade de Covid-19
em alguns pacientes, especialmente associado a disfuncdo pulmonar e a
tempestade de citocinas ou em sepse viral derivada de SARS-CoV-2 (CHAN et
al., 2019; SAMIR et al., 2020; LI, X.et al.,2020). Zhou et al. (2020) argumenta
que, grupos de risco para a Covid-19 como idosos, diabéticos, hipertensos e
portadores de doencas cardiovasculares ja apresentam um estado de estresse
oxidativo, a infecgéo viral intensifica esse estresse, oferecendo uma possivel
explicacdo para a gravidade da doenca nessas categorias de pacientes.

O mecanismo de estresse oxidativo na COVID-19 envolve a atividade
da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) clivando o octapeptideo
angiotensina Il (Ang Il) (BELTRAN-GARCIA et al., 2020). O peptideo Ang Il é
um poderoso vasoconstritor com um papel fundamental na elevacdo da
pressdo arterial, seu processamento por ECA2 induz a vasodilatacéo,
acentuada pela geracdo de Ang 1-7, um peptideo com potentes papéis
vasodilatadores que € gerado durante esse processo (DIKALOV e
NAZAREWICZ, 2013).

A vinculagcdo do SARS-CoV-2 ao receptor de Angiotensina Il (ACE2)
permite a entrada do virus nas células e, por sua vez, reduz a
biodisponibilidade do ACE2. Evidéncias mostraram que Ang Il regula a ativacéo
de fosfato de NADPH oxidase (NOX) quando se liga a angiotensina tipo 1
(AT1R). A ativacdo NOX € um dos principais contribuintes para a formacao de
EROs (anion radical de superéxido (O2") e peroxido de hidrogénio (H202), por
exemplo). Portanto, a reducdo da biodisponibilidade ACE2 apds a ligacao
SARS-CoV-2 permite que Ang Il esteja disponivel para interagir com o AT1R,
gue media sinais para ativar o NADPH oxidase e induzir estresse oxidativo e
respostas inflamatérias (ZABLOCKI e SADOSHIMA, 2013; RINCON, et al.
2015., BELTRAN-GARCIA et al., 2020).
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Violi et al. (2020) demostraram que o NADPH oxidase-2 (NOX-2) é
superexpresso em pacientes COVID-19 hospitalizados, o que leva ao aumento
do estresse oxidativo. Em consonancia com esses resultados, outros autores
tém demonstrado em macréfagos que o blogueio NOX-2 melhora os fenotipos
da doenca gracas a diminuicao do estresse oxidativo. Curiosamente, destaca-
se que quando estimuladas por citocinas proinflamatérias e outros agonistas,
as células endoteliais podem mobilizar proteinas NOX, contribuindo para o
estresse oxidativo local e disfuncao endotelial (WU, H. et al. 2020)

Beltran-Garcia et al. (2020) explicam que outros mecanismos
relevantes relacionados com ACE2 e estresse oxidativo na patogénese do
COVID-19, incluem a disfuncdo endotelial produzida como consequéncia de
EROs produzida por NOX, que reduz a biodisponibilidade do éxido nitrico, o
que, por suavez, resulta em vasoconstricao, inflamacao, desequilibrio de redox
e disfuncdo endotelial. Portanto, quando o ACE2 é disfuncional ou seus niveis
sdo reduzidos como consequéncia do SARS-CoV-2, o sistema renina-
angiotensina-aldosterona, torna-se um potente sistema pré-oxidante em vasos.

Além desses mecanismos citados acima, a liberacdo de ferro na
corrente sanguinea a partir de glébulos vermelhos, que podem mediar as
reacdes de Fenton e Haber-Weiss para produzir estresse oxidativo também
podem aparecer durante a COVID-19. Isso ocorre porque o0 SARS-CoV-2 ataca
grupos de hemoglobina (Hb) nos glébulos vermelhos, produzindo assim a
liberacdo de ions Fe(lll) dos grupos heme para a corrente sanguinea, que por
sua vez produz um aumento nos niveis de ferritina. A hemoglobinopatia e o
dismetabolismo de ferro, mediadas pelo virus, podem contribuir para as
sindromes clinicas destacadas durante o COVID-19, incluindo estresse
oxidativo, ferroptose, peroxidacdo lipidica e dano mitocondrial, entre outros
(CAVEZZI, TROIANI e CORRAO, 2020)

E importante ressaltar que macréfagos e neutrofilos também
desempenham um papel patologico potencial durante a infecgédo pelo SARS-
CoV-2 produzindo um grande nimero de EROs. O estresse oxidativo afeta o
sistema imunoldgico ao longo da alteracdo da funcdo celular imune e da
resposta inflamatéria (NAGAR, PIAO e KIM, 2018., BELTRAN-GARCIA et al.,
2020).
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3.9 Inflamacéao

A inflamacado ocorre apds a interrupcdo da homeostase tecidual por
estresse celular, lesdo ou infeccdo e, em Ultima instancia, envolve o
recrutamento e retencéo de células de origem hematopoiética, que chegam aos
locais afetados para resolver danos e iniciar o reparo (DI PAOLOM;
SHAYAKHMETQV, 2016). O processo envolve uma ampla gama de respostas
fisiolégicas a um organismo estranho (patdgenos, particulas de poeira, virus,
por exemplo). Investigacdes recentes tém esclarecido que a inflamacdo € um
fator importante para a progressao de varias doencas, incluindo diabetes,
cancer, doengas cardiovasculares, distirbios oculares, artrite, obesidade,
doencas autoimunes e doencas inflamatdérias intestinais (ARULSELVAN et al.,
2016).

COVID-19 é um processo inflamatério severo, similar a sepse, sendo
ainda mais agressivo. SARS-CoV-2 cria uma resposta imunoldgica bastante
alterada. A hiperativacdo das células epiteliais e endoteliais podem ser
estimuladas por infec¢des por este virus que leva a hiperproduc¢édo da citocina.
Isso gera uma inflamacdo que pode chegar as células do pulméo e outros
tecidos (ABDULKHALEG et al., 2020).

Li, Lu e Zhang (2020) explicam que, aproximadamente 7 a 14 dias
apos o inicio dos sintomas iniciais da COVID-19, inicia-se um aumento nas
manifestagbes clinicas da doenca. Isso ocorre em paralelo com um aumento
sistémico pronunciado de mediadores inflamatorios e citocinas, que podem até
ser caracterizados como uma "tempestade de citocinas". Respostas imunes
adquiridas prejudicadas e respostas inflamatérias inatas descontroladas podem
estar associadas ao mecanismo da tempestade citocina em COVID-19 (HU,
HUANG e YIN, 2020).

Particularmente, SARS-CoV-2 pode ativar rapidamente linfocitos T do
tipo Thl, para segregar citocinas pro-inflamatorias, como o fator estimulante da
colénia granulocito-macréfago (GM-CSF) e a interleucina-6 (IL-6). O GM-CSF
ativa ainda mondcitos inflamatérios CD14 e CD16 para produzir grandes
quantidades de IL-6, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e outras citocinas
(HAIMING et al.,, 2020). Receptores imunolégicos ligados a membrana

(Toll-like, por exemplo) podem contribuir para uma resposta inflamatéria
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incorreta, exacerbada, e a inducao fraca de IFN-y talvez seja um importante
amplificador da producdo de citocinas (HUSSMAN, 2020). A tempestade de
citocinas em COVID-19 é caracterizada por uma alta expressao de IL-6 e
TNF-a (ZUO et al., 2020). A figura 4 ilustra os mecanismos imunolégicos que
levam a tempestade de citocinas associada as formas graves da COVID-19.

O controle precoce da tempestade citocina através de terapias, como
imunomoduladores e antagonistas de citocinas, € essencial para melhorar a
taxa de sobrevivéncia dos pacientes com COVID-19 (HU; HUANG e YIN,

2020).

Sindrome da Ativacdo Macrofdgica
111 PCRMerritina ¢ Uinfécitos CD4*/CD8*
Tt D-dimero TTTIL-18 4 Uinfécitos B

11 AST/ALT . 4 ¢ IgMIgA

MCP3
1P-10

Tempestade de

\\\.\ citocinas

+ Linfécitos CD4*/CD8*/T17

, T IL-6 4 Uinfécitos B
Tt PCRMorritina ! G
11 D-dimaro + Células NK
1 AST/ALT Desregulagio do Sistema Imune LT

Figura 4;: Mecanismos imunolégicos que levam a tempestade de citocinas na COVID-19.
Fonte: adaptado de AARESTRUP et al (2020)

Um dos marcadores encontrados em pacientes infectados € a proteina
C-reativa inespecifica, um biomarcador amplamente utilizado para o
diagnostico de sepse. Além disso, niveis elevados de citocinas inflamatorias e
quimiocinas sdo associados a gravidade da doenca e a morte na COVID-19
(ONG, etal., 2020)

Os pesquisadores concordam que na infeccdo grave causada pela
COVID-19, ocorre uma resposta inflamatoria pulmonar e sistémica exacerbada,
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com aumento dos niveis de soro de marcadores inflamatorios, como proteina
C-reativa (PCR), desidrogenase lactica (LDH), ferritina, D-dimer e IL-6 (GUAN
et al.; HUANG et al., 2020) todos os quais podem resultar em tempestade de
citocinas, similarmente ao SARS e MERS. (CHANNAPPANAVAR, R. e
PERLMAN, 2017).



41

4 Manuscrito

A metodologia e o0s resultados obtidos nesta dissertacdo serao
apresentados na forma de manuscrito e representam, na integra, o estudo. O
presente manuscrito esta formatado de acordo com as normas da revista a
qual foi submetido: International Journal of Environmental Research and Public
Health (Fator de impacto: 2,849; ISSN: 1661-7827).
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Abstract

In early December 2019, an outbreak of coronavirus (SARS-Cov-2), caused by
a new severe acute respiratory syndrome (COVID-19) took place in the city of
Wuhan, in the Hubei Province in China. On January 30", 2020, the World
Health Organization (WHO) declared the outbreak as a Public Health
Emergency of International Concern. Since then, frontline health care
professionals have been experiencing extreme stressful situations and damage
to their physical and mental health. These conditions harm the organism,
including stress, biochemical, hematological, and inflammatory changes, as well
as oxidative damage. The study population consisted of frontline health
professionals working in Basic Health Units (UBS) in a city in southern Brazil.
Amongst the 45 participants, two of them were infected with the SARS-Cov-2
virus and diagnosed by immunochromatographic tests as saliva RT-LAMP and
gRT-PCR. We also evaluated biochemical, hematological, inflammatory, and
oxidative stress markers. The group of infected professionals (CoV-2-Prof)
showed a significant increase in the levels of alanine aminotransferase (ALT),
glutamic oxalacetic transaminase (GOT), cholesterol (HDL), Ilactic
dehydrogenase (LDH), lymphocytes, and monocytes. In this group, the values
of uric acid, triglycerides, leukocytes, percentage of neutrophils, hemoglobin,
hematocrit, and platelets decreased. Regarding the group of uninfected
professionals (No-Cov-2-Prof), a significantincrease in HDL levels, percentage
of eosinophils, and monocytes was observed. There was a significantreduction
in the levels of uric acid, LDH, triglycerides, cholesterol (VLDL), hematocrit, and
mean corpuscular volume (MCV). Both groups showed significantinflammatory,
where infected health professionals had changes in C-Reactive Protein levels
and uninfected professionals demonstrated changes in mucoproteins. Our study
is the first to report the use of the RT-LAMP method with saliva samples from

health professionals.

Keywords: Health professionals, RT-LAMP, RT-PCR, SARSCoV-2, oxidative

stress, inflammation.
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l.Introduction

The emergence of viral diseases poses a serious threat to global public
health. Several viral epidemics in the past few decades have increasingly
emerged. On December 31%t, 2019, the China Health Authority alerted the
World Health Organization [1] to several cases of pneumonia of an unknown
etiology in the city of Wuhan in Hubei province, China [2]. The pathogen
causing the new disease was named SARS-CoV-2 by Coronavirus and the
WHO named the disease as coronavirus 2019 (COVID-19) [3]. On December
14t 2020, 4.24 million confirmed cases and 294,046 deaths worldwide caused
by COVID-19 were reported [1].

SARS-CoV-2 was classified as a 2B group beta-coronavirus with greater
similarity to two bat-derived coronavirus strains, more than 96% identical. The
genome of the new virus comprises a 5’ untranslated region (UTR), replicase
complex (ORF1lab), Spike gene (S gene), E gene, M gene, N gene, and 3' UTR
[4].

Since the outbreak of SARS-CoV-2 infection began, the recommended
gold standard assay is the polymerase chain reaction with real-time reverse
transcription (RT-gPCR). This technique has played an important role in the
clinical diagnosis and investigation of suspected cases, with numerous
commercially standardized kits and recommendations from the CDC and WHO
[5]. However, alternative methods have been proposed for the detection of
SARS-CoV-2, among them the loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
developed by Notomi et al. [6]. The execution of RT-LAMP is performed in
isothermal conditions of 65° C and the results are obtained within 15-40 min
and aims at amplifying genes such as: ORFlab, Spike (S), envelope (E), and
Nucleocapsid from SARS-CoV-2 [7,8,9,10,11,12,13]. The RT-LAMP technique
can detect the virus in both throat and nasopharyngeal swab samples, with a
detection limit ranging from 5 to 10 copies of RNA and 99% to 100% agreement
with RT-gPCR [10,11,12,]. In addition, the result of RT-LAMP can be assessed
by visual inspection, by colorimetry, making results faster and more convenient
[10].

However, the use of this method for screening SARS-CoV-2 by
healthcare professionals has not been reported to date. Health professionals
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face great demand for work and risks to their physical integrity, being frequently
exposed to contagion by SARS-CoV-2. Therefore, they must be monitored, and
the RT-LAMP method emerges as an alternative for the diagnosis of SARS-
CoV-2, since its operation is relatively simple, of low cost and shorter execution
time compared to RT-qPCR [9].

The physical and psychological impact of stress suffered by health
professionals during the pandemic, as well as the fear of becoming infected with
SARS-CoV-2 during the performance of professional activities have been the
subject of recent studies on the health condition of these individuals [14].
Protocols with behavioral tests, as well as the evaluation of laboratory
parameters capable of assisting in such investigations, are also important tools
for understanding the results of studies in research worldwide [12]. Biochemical,
hematological, coagulation, and oxidative damage markers stand out among
the investigated laboratory parameters, in addition to numerous inflammatory
markers, in particular cytokines, which can be detected in cases of SARS-CoV-
2 infection [16,17].

We believe that the study of these markers combined with the detection
of SARS-CoV-2 virus by a fast and less expensive technique could be an
interesting tool to assist professionals and assess their condition. Thus, the aim
of this study was to assess the condition of stress in health professionals in
southern Brazil, by identifying SARS-CoV-2 virus using RT-LAMP technique in
the individuals' saliva and by biochemical, hematological, and inflammatory
markers as well as oxidative damage in such professionals and a control group

of non-professionals.

2. Materials and methods
2.1 Study population

A prospective, cross-sectional study was conducted, including 90 samples
of convenience, collected from frontline health professionals (45 individuals) in
the fight against COVID-19 in Unidades Basicas de Saude (UBS) in the
municipality of Pinheiro Machado, in the State of Rio Grande do Sul and
samples from the control group (45 samples) composed of healthy individuals
who do not work in the health field. A questionnaire was applied to collect socio-
demographic data, in addition to closed questions directly related to the work of
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professionals during the pandemic. The questions also addressed questions
regarding the conditions of pre-existing diseases and the use of medications.
Inclusion criteria were health professionals who perform their activities in at
least 1 of the Basic Health Units in the town of Pinheiro Machado/RS, and who
have been exposed weekly to patients from these UBSs during the 3 months
prior to the tests. No symptoms related to SARS-CoV-2 infection at the time of
the interview. This last requirementwas also applied to the control group named
here as a non-professional group. In addition to these criteria, the individuals in
the groups should voluntarily sign the Informed Consent Form (ICF). Exclusion
criteria: health professionals and individuals in the control group who did not
sign the ICF and who had already been diagnosed with COVID-19 3 months
before the beginning of the study.

2.2 Samples

Saliva samples were collected from individuals in the non-professional
health and control group to detect SARS-CoV-2 using the RT-LAMP method. All
health professionals and the non-professional control group were tested after
nasopharyngeal swab collection by qRT-PCR at the Laboratério Central do Rio
Grande do Sul (LACEN/RS) for the detection of SARS-CoV-2. Blood samples
were collected from all subjects after an overnight fast by venous puncture
techniqgue into Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes in
anticoagulants with EDTA and sodium citrate. The citrated plasma and serum
tubes were routinely centrifuged at 2500 x g for 15 minutes at 4° C. All
collections were performed at the Laboratory of Rita de Cé&ssia Laboratory,
Pinheiro Machado/RS and Laboratory of Biochemistry Research and Molecular
Biology of Microorganisms (LaPeBBiOM), Universidade Federal de Pelotas. All
collection and transportation of samples used in the study followed the protocols
recommended by the Center for Disease Control and Preventition [18]. This
study protocol (4.124.248) was approved by the Local Research Ethics
Committee and the volunteers who participated in the study signed a Free Prior

Informed Consent..

2.3 Extraction of viral RNA
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The viral RNA of the individuals’ saliva was extracted by the K Proteinase
method, as proposed by Chantal et al [19] with modifications. Approximately 0.5
mL of the subjects' saliva was collected in sterile falcon tubes and sent 46
immediately to the laboratory to begin extraction of the viral RNA. 50 pL of
saliva was transferred to a microtube, with 6.25 pL of Proteinase K 20 mg/mL
added (Ludwig Biotecnologia, Porto Alegre, Brazil). The tubes were incubated 1
min at room temperature and then for more 4 min in a thermocycler at 55 °C.
Subsequently, the tubes were inactivated at 95 °C for 1 min. After this
procedure, the material was used to detect SARS-CoV-2 by the RT-LAMP
method. Samples from nasopharyngeal swabs (NFS) as well as the positive
control (SARS-CoV-2 inactivated, kindly provided by Prof. Dr. Edison Durigon of
the University of Sdo Paulo/lUSP) were extracted using the MagMax™ core
nucleic acid purification kit (Applied Biosystems), according to the
manufacturer's instructions. After extraction, the RNAs were quantified in
NanoDrop® (Thermo Scientific, Waltham, MA). A concentration of
approximately 10 ng of RNA was used to perform RT-LAMP and RT-gPCR.

24 RT-LAMP

RT-LAMP reaction was performed on saliva samples from the professional and
non-professional group as proposed by Park et al. [13], with modifications. A
reaction of 25 uL of final volume with the WarmStart® Colorimetric LAMP 2X
Master Mix kit (New England Biolabs, Inc) was performed according to the
manufacturer's instructions. Oligonucleotides for the N gene (Nsp3_1-61) and
for the actin gene (ACT) were synthesized. The concentrations used in each
Nsp3 1-61 oligonucleotide reacton were: 16 uyM of F3 (5
GGAATTTGGTGCCACTTC 3’) and B3 (5° CTATTCACTTCAATAGTCTGAACA
3’), 04 MM of FIP (5
CTTGTTGACCAACAGTTTGTTGACTTCAACCTGAAGAAGAGCAA 3) and BIF
(5 CGGCAGTGAGGACAATCAGACACTGGTGTAAGTTCCATCTC 3') and 0.4
MM of LF (5 CGGCAGTGAGGACAATCAGACACTGGTGTAAGTTCCATCTC
3’)and LB (5 TCAAACAATTGTTGAGGTTCAACC 3’). The gene of actine was
used as an endogenous control and the concentrations applied in each reaction
of the oligonucleotide ACT were: 04 uyM of primers F3 (5
AGTACCCCATCGAGCACG 3’) and B3 (5 AGCCTGGATAGCAACGTACA 3),
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04 MM of FIP (5
GAGCCACACGCAGCTCATTGTATCACCAACTGGGACGACA 3’) and BIF (5°
CTGAACCCCAAGGCCAACCGGCTGGGGTGTTGAAGGTC 3’) and 0.4 uM of
47 LF (5 TGTGGTGCCAGATITICTCCA 3), and LB (¥
CGAGAAGATGACCCAGATCATGT 3’), respectively. After preparing the
reactions, the tubes were incubated in a thermal block at 65° C for 30 minutes

and the tubes were read in colorimetric form by visual inspection

2.5 qRT-PCR

RNA samples extracted from the nasopharyngeal swabs of the healthcare
professionals and control groups were evaluated by qRT-PCR, as described by
Corman et al. (2020). Briefly, a reaction of 25 pL of final volume was used, with
the following volumes added to the 1x concentrated master mix: 5 yL of sample
RNA, 12.5 pL of 2 x reaction buffer, 1 yL of Superscript™ Ill One-Step with
Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Darmstadt, Germany), 0.4 mM of
each dNTP, 0.4 uL of a 50 mM MgSO4 solution (Invitrogen), 1 pg of non-
acetylated bovine albumin (Roche), and DEPC qsp water. The primers and
probes used were: E-Sarbeco-F (5 ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT 3’),
E-Sarbeco-R (5" ATATTGCAGCAGTACGCACACAZJ’), E-Sarbeco-P1 (5'-FAM —
ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG - BBQ 3), Rp-SARSr-F (5
GTGARATGGTCATGTGTGGCGG 3’), RdRp-SARSI-R (5
CARATGTTAAASACACTATTAGCATA 3’) and RdRp-SARSr-P1 (5 FAM-
CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC-BBQ 3’). The cycling conditions
were: 55° C for 10 minutes for reverse transcription, followed by 95° C for 3
minutes and 40 cycles of 95° C for 15 seconds, 58° C for 30 seconds. The
reactions were performed on Real-time OneStep® equipment (Applied

Biosystems, USA).

2.6 Biochemical measurements

The sera from individuals in the health professional and non-professional
groups were initially used to assess the presence of anti-SARS-CoV-2 IgG/IgM
antibodies using the immunochromatographic method (Wondfo Biotech Co. Ltd,
China). were used to evaluate the levels of uric acid, albumin, ALT, GOT,
creatinine, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, VLDL
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cholesterol, glucose, total globulins, lactic dehydrogenase, total proteins, C
reactive protein, triglycerides were performed by use of standard methods on
Cobas MIRA® automated analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). 48
Colorimetric mucoprotein was identified using the Labtest commercial kit (Minas
Gerais, Brazil), as instructed by the manufacturer. Cortisol was determined in
serum by immunoenzymatic assay (ELISA). Cortisol level (Diagnostics Biochem
Canada Inc) was quantified according to the manufacturer's recommendations.
Microplate reading was performed on a microplate reader (TP-Reader, Thermo
Plate, China) in the length of 450 nm. The FRAP, total oxidation status (TOS)
and total antioxidant capacity (TAC) concentrations were determined on Cobas
MIRA® described previously by Erel, respectively [21,22]. The ratio percentage
of the total peroxide (TOS) to the total antioxidant potential (TAC) gave the

oxidative stress index (OSI), an indicator of the degree of oxidative stress [23].

2.7 Hematologic analysis

Hematological parameters were assessed in whole blood collected in
tubes containing EDTA (Vacutainer®) using an ABX Micros 60®automated
hematology system (HORIBA Medical, Japan). Total leukocytes (WBC), total
erythrocytes (RBC), hemoglobin concentration (Hb), hematocrit (Ht), mean
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and platelets (PLT) were
determined. Blood smears were fixed in methanol and stained with Instant-Prov
(NewProv®) stain for determination of the differential WBC count. At least 200

WBCs were counted for differential WBC determinations.

2.8 Anticoagulant activity

Anticoagulant activity was determined based on aPTT and PT, which
indicate the intrinsic and extrinsic coagulation pathways, respectively, in
samples of citrated plasma. The patient samples were then centrifuged at 800 g
for 10 min. aPTT and PT were determined using a mono channel coagulometer
(Clotimer, Brazil) with the commercial kits (Biotecnica, Brazil), following the

manufacturer'sinstructions.

2.7 Imonochromatographic test
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All subjects participating in the study were tested for the presence of
IgG/IgM antibodies using the rapid immunochromatographic test of the brand

Wondfo Biotech as recommended by the manufacturer.

2.9 Statistical analysis

Data were express as mean + SD for duplicates or triplicates for each
experimental point. Data were analyzed by using one-way analysis of variance
test (ANOVA), followed by Dunnet's multiple comparison test when needed,

using GraphPad Prism 4.0 software.

3. Results

3.1 Study population
Table 1: Socio-demographic data of the individuals studied.

No-CoV-2 Cov-2- No-Prof
Prof
Gender (%)
Female 86.7 100 77.9
Male 13.3 - 22.2
Age (years)
18to 35 - 100 35.6
Above 35 42.2 0 64.4
Education
High school 54,6 0 73.3
University education 45,4 100 26.7
Profession

Community agent/ 24.4 - -

endemic
Doctors 8.9 50 -
Nurses/ Nursing 311 - -
technicians
Other health 35.6 50 -

professionals
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Pre-existing diseases

Some type of pre- 44.2 50 57.9
existing disease
Respiratory disease 21 - 17.8
Hypertension 16.3 - 26.7
Heart disease 4.7 - 44
Diabetes 7 - 22.2
Depression 4.7 50 11.1
Use of medicines
Contraceptive 41.9 100 444
Losartan 14 - 17.8
Hydrochlorothiazide 9.3 - 155
Omeprazole 9.3 - 11.1
Clonazepan 7 - 11.1
Fluoxetine 4.7 50 6.6
Metformin 7 - 22.2
Budsonida 7 - 2.22
Others 28 50 62.2

Total (n = 90) 100% (43)  100% (2)  100% (45)

3.2 Detection of SARS-CoV-2in the studied individuals

Table 2: Immunological and molecular tests performed in the study.

Test Result Prof-no- Prof- No-Prof
CoV-2(n CoV-2 (n =45)
= 43) (n=2)
Immunochromatographic Positive - (2/90) -
test IgG/IgM

Negative (43/90) - (45/90)

RT-LAMP Positive - (2/90) -
(Saliva) Negative (43/90) - (45/90)

Detected - (2/90) -
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gRT-PCR Inconclusive - - -
Not detected (43/90) - (45/90)

RT-LAMP (figure 1) detected the presence of SARS-CoV-2 virus in 2
saliva samples from the tested health professionals (channel 10 and 11). Dueto
this fact, the group of health professionals was subdivided into: Prof-no-CoV-2

and Prof-CoV-2 during the course of the

study.

Figure 1. Results of RT-LAMP in saliva samples for the study subjects.
Channel 1 to 9: negative result for the detection of SARS-CoV-2. Channel 10
and 11: positive result for SARS-CoV-2. Pink reaction: no amplification; Yellow
reaction: amplification.

The results were confirmed by the gRT-PCR method, indicating that the
RT-LAMP from saliva is a reproducible and reliable method. In addition, all
negative results on RT-LAMP were also confirmed by gRT-PCR and presented
similar results, that is, the presence of the SARS-CoV-2 virus was not detected
in the individuals' nasopharyngeal swab samples. The serology results of the
individuals also showed the same pattern of results, and only in the Prof-no-
CoV-2 group antibodies of the IgG/IgM class were detected after 15 days of
viral infection.

Table 3: Biochemical parameters evaluated in the study.

Tests Prof-No- Prof-CoV-2 No-Prof P
CoV-2 value
Uric Acid (mg /dL) 5.05 +2.23 ** 415 +0.92* 7.41 +£1.55 0.0001
Albumin (mg / dL) 428 £1.34 4.05+£0.35 454 £1.06 0.4562
ALT (U/L) 15.62 £ 8.01 51.5+233* 42.8 £+62.31 0.0222

GOT (U/L) 22.7+9.4 105 £21.21**  39.49+39.45 0.0001



Creatinine (mg /dL)
Cholesterol (mg /dL)
Glucose (mg /dL)
Total globulins (g / dL)
HDL (mg / dL)
Lactic dehydrogenase
(u/L)

LDL (mg/dL)

Total proteins (g / dL)
Triglycerides (mg / dL)
Urea (mg / dL)
VLDL (mg /dL)

1.15+0.16
213.07 £ 47.25

83.98 +57.9

423 +1.64
915 +25.7*
270.5 + 64.16*

97.15 £42.91

851+11
122.1 +82.18*
36.14 + 9.63
24.43 +16.44

1.09 +0.06
216 £12.72
745 +9.19
6.15 +1.05
92 + 23.7 **

515 + 91.92**

101 £ 36.7

10.2+0.71

115 +£21.21*
30.3 +13.44

23+ 4.24

1.24 +£0.29
195 + 39.02
80.28 + 27.7
4.15+1.69
64.4 £15.9

343.9 £80.88

96.07 +
38.15
8.67 = 1.37

173.1 +92.49

39.6 £13.44
34.6 £18.5
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0.1570
0.1237
0.9077
0.2535
0.0001
0.0001

0.9195

0.1347
0.0296
0.1626
0.0296

Data are expressed as mean = SD of the Prof-no-CoV-2 and Prof-CoV-2 groups

compared to the No-Prof (control). * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 compared

to control.

When assessing anti-inflammatory activity, a significant increase in

mucoprotein levels can be seen in the Prof -No-CoV-2 group (figure 2A) when

compared to the No-Prof. A non-significant reduction in mucoprotein was

observed in the CoV-2-Prof group when compared to the No-Prof control. The

levels of C-Reactive Protein had a significant increase only in the Prof-CoV-2-

Prof group when compared to the No-Prof control (Figure 2B).
B
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Figure 2: Anti-inflammatory activity with levels of mucoproteins (A) and C-

reactive protein (B). Data are expressed as mean + SD of the Prof-no-CoV-2

and Prof-CoV-2 groups compared to the No-Prof (control). * p <0.05; ** p <0.01;

*** n <0.001 compared to control.
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The professionals' stress assessment was validated by the detection of
serum cortisol levels. A significant increase in circulating cortisol levels was
observed in the NoCoV-2-Prof group when compared to the cortisol levels of
the individuals in the No-Prof group (Figure 3).

*k%

260

20+

15+

pg/dL

10+

54

0

NoCoV-2-Prof CDV-E'-F'rnf No-Prof

Figure 3: Individuals' stress assessed by plasma cortisol levels. Data are
expressed as mean += SD of the Prof-no-CoV-2 and Prof-CoV-2 groups
compared to the No-Prof (control). * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 compared
to control.

The determination of oxidative stress was assessed by FRAP, TOS,
TAC, and oxidative stress index (OSI) assays. Figure 4A shows the results of
the level of antioxidants in the serum of the groups evaluated in the FRAP
assay. A significantdecrease in the level of antioxidants can be observed in the
Prof-No-CoV-2 group when compared to No-Prof. Figure 4B shows the results
of TOS levels. A significant increase in TOS levels can be observed in the No-
CoV-2-Prof and CoV-2-Prof groups when compared to the No-Prof group.
Figure 4C shows TAC levels. There was a significantincrease in TAC levelsin
the Prof-No-CoV-2 groups when compared to the No-Prof group. Figure 4D
shows the results of the oxidative stress index (OSI).
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Figure 3: Antioxidant activity and oxidative stress of the individual groups
belonging to the study. FRAP (A), TOS (B), TAC (C) and OSI (D). Data are
expressed as mean + SD of the Prof-no-CoV-2 and Prof-CoV-2 groups
compared to the No-Prof (control). * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 compared
to No-Prof (control).

Table 4 shows the results of the hemograms. A significant reduction in
the values of WBC, neutrophiles, hemoglobin, hematocrit and platelets can be
seen in the Prof-CoV-2 group when compared to the No-Prof group. There was
a significant increase in lymphocyte and monocyte values in the Prof-CoV-2
group compared to the No-Prof group. A significant increase in the values of
eosinophils and erythrocytes was observed in the Prof-no-CoV-2 group
compared to the No-Prof group. There was a significant decrease in hematocrit
and MCV values in the Prof-no-CoV-2 group compared to the No-Prof group.

Table 4: Blood count values of the groups evaluated.

Prof-no-CoV-2 Prof-CoV-2 No-Prof P
WBC (x 103/uL) 7.62 +3.3 2.8 £1.41* 6.41+1.8 0.0052
Rods (%) 0.7+0.72 0 0.5+ 0.56 0.1292
Neutrophil (%) 68 + 10.7 39.0 £ 2,12 *** 67+49 0.0001
Eosinophil (%) 2.0+ 0.68 ** 2+1%** 1.0+0.80 0.0043
Basoophili (%) 0.3+0.4 0 1.0+£0.31 0.9082
Lymphocyte 45.0 + 3.53 ** 26 + 3.4 0.0001
(%) 24+ 39

Monocyte (%) 5.0+ 1.30 15+ 1.41 *** 45+ 3.1 0.0001
RBC (x 10%/uL) 4.75 + 0.63 ** 3.9+0.19 4.23 +0.38 0.0003

Hb (g/dL) 13+ 0.81 109+056*  142+156  0.0415
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Ht (%) 348 +129* 343 +1.83* 37.1 £33 0.0365
MCV (fl) 82.7 £13.5* 85+ 2.82 87.8+£3.8 0.0094
MCH (pg) 33.0 £ 12.9 29.3+0.91 32.7+34  0.7709
MCHC (g / dL) 33.8+134 34.4 +1.69 376 +3.1 0.7463
PLT (x 103/uL) 311 +113.4 125 +21.21* 2743659 0.0126

Data are expressed as mean = SD of the Prof-no-CoV-2 and Prof-CoV-2
groups compared to the No-Prof (control). * p <0.05; ** p <0.01; ** p <0.001

compared to control.

Evaluating coagulation proteins, a significant decrease in prothrombin
time (PT) activity was observed in the Prof-no-CoV-2-Prof group when
compared to the No-Prof control (figure 5A). For the activated partial

prothrombin time (@TTP), no significant differences were observed between the

groups (figure 5B).
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Figure 5: Evaluation of proteins from the intrinsic and extrinsic pathways
of coagulation in the groups. TP (A) and aTTP (B). Data are expressed as
mean + SD of the Prof-no-CoV-2 and Prof-CoV-2 groups compared to the No-
Prof (control). * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 compared to No-Prof (control).

4. Discussion

The study participants were divided into three groups based on the
results initially observed in the RT-LAMP method: Prof-Cov-2, Prof-No-CoV-2,
and NoProf. This result was important, as it is the first report on the use of the
RT-LAMP technique in testing health professionals from saliva. Although the

method has already been reported by Park et al. [13] and using commercially
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available reagents, the RT-LAMP presented in this study showed interesting
advantages over gRT-PCR. Some studies recently carried out using the RT-
LAMP method aimed to standardize the RT-LAMP method to detect viral RNA
for the diagnosis of the virus SARS-CoV-2 in nasopharyngeal samples
[13,18,19,20]. Dao et al. [21] tested a two-color RT-LAMP assay protocol to
detect SARS-CoV-2 viral RNA using a primer set specific forthe N gene. Yan et
al. [10] developed an RT-LAMP assay designing specific primers for the SARS-
CoV-2 orflab and S genes.

SARS-CoV-2 transmission is mediated mainly by saliva droplets [16].
FDA has approved saliva as a source for detecting the virus. Ben-assa et al.
[22] applied RT-LAMP to nasal swab samples and self-collected saliva samples.
The tests were performed on 186 samples from suspected patients, and the
results, as well as our study, were compared with those obtained using gRT-
PCR. However, among the samples tested, only 3 were saliva. Two of them had
confirmed results for SARS-CoV-2 and another suspected patient with a
negative result. Tests of saliva samples from patients confirmed by RT-LAMP
and RT-gPCR (2 subjects) tested positive, while 1 negative case was confirmed
as negative in the gRT-PCR. Our results are in line with those reported by Ben-
assa et al. [22] showing that RT-LAMP is a fast, low-cost, and safe method to
be usedin the screening of the SARS-CoV-2 virus in healthcare professionals.
A study reported by Nagura-lkeda et al. [23] evaluated the self-collected saliva,
with a median of 3 days after receiving their first positive qRT-PCR result. Self-
collected saliva at the initial stage of symptoms proved to be an alternative
option for diagnosing the SARS-CoV-2 virus. However, no study had yet tested
a group of health professionals, using the RT-LAMP method to detect the
SARS-CoV-2 virus in saliva. with an average of 3 days after receiving their first
positive qRT-PCR result. Self-collected saliva at the initial stage of symptoms
proved to be an alternative option for diagnosing the SARS-CoV-2 virus.
However, no study had yet tested a group of health professionals usingthe RT-
LAMP method to detect the SARS-CoV-2 virusin saliva.

Considering the 45 individual health professionals who participated in the
study, it was possible to observe a diversity of functions at the UBS. Depending
on their role, they may be more exposed to the risk of being infection with the

SARS-CoV-2 virus. Nurses and nursing technicians were in greater numbers
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(31.1%). Doctors were 8.9%, community workers and/or endemic agents
24.4%. 44.2% of them had preexisting disease, with a prevalence of respiratory
disease (21%), hypertension followed shortly after with 16.3%. Diabetes
affected 7% of the participants, heart disease and depression were present in
4.7%. During this study, 2 professionals (1 doctor and 1 dentist) had a
detectable result for SARS-CoV-2 and ended up composing the CoV-2-Prof
group. Johnstone and Turale [24] reported that nurses and nursing technicians
could be the professionals most affected by the virus during the pandemic. Our
results showed that although there was a greater number of professionals
exercising thisrole in the NoCoV-2-Prof group, there were no cases of infection
by the SARS-CoV-2 virus during the entire study.

Stress is the response of the body to any non-specific demand related to
emotional tension and pressure [28]. Stress conditions can activate different
metabolism response routes and cause oxidative damage in these individuals.
Prolonged emotional pressure of distressing periods such as the pandemic, or
chronic stress, can lead to a wide spectrum of physical and psychological
illnesses [29]. The pandemic caused by the new coronavirus has had several
psychological effects worldwide. Previous psychiatric illnesses have been
exacerbated. In this study the psychological impact less reported by individuals
was stress (4.7%), a result that was contrary to the increased levels of plasma
cortisol observed in a significant way in the group No-CoV-2-Prof when
compared to the No-Prof. Blackman [25] recently reported the emotional
exhaustion of health professionals during the pandemic, with effects on the
behavior of such individuals. 74.4% of professionals stated that they had some
change in their professional routine. Da Silva and Neto [26] state that the
psychological suffering of health professionals can be associated with the
uncertainty of a safe workplace. Moore et al. [27] showed that 35% of the
frontline professionals in the United Kingdom needed support, but did not feel
able to ask for help, and 64% reported feeling anxious during the April 2020
peak of the pandemic. Such situations can cause physiological changes,
increasing the level of some biochemical, hematological, coagulation, and
inflammatory markers.

In this study, a significant reduction in uric acid values was observed in

the Prof-CoV-2 group. A significant decrease in the levels of uric acid and
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triglycerides was observed in the Prof-no-CoV-2 group. Qin et al. [30] reported
in a study that in severe cases of COVID-19, extremely low levels of uric acid
were detected because of the disease. During the formation of uric acid, ROS
and H202 are formed by the enzymatic activity of xanthine oxidase. The increase
in uric acid levelsindicates that the enzyme is more active, therefore, producing
more ROSs leading to a state of oxidative stress. This hypothesis may be one

of the factors that increases oxidative stress in Covid-19.

Trinder et al. [31] state that changes in lipids correlate with the severity of
the infection, that is, the more severe, the greater the changes in the levels of
lipids and lipoproteins. Alvarez [32] and Sahin and Yldiz [33] reported that
triglyceride levels may be elevated or inadequately normal in cases of viral
infection. Feingold et al. [34] also showed that in patients with COVID-19
infections, serum triglyceride levels were variable, both high and low. Wang, L.
et al. [35] found that the level of serum triglycerides were important influencing
factors for the recovery from SARS-CoV-2 infection. However, there are no data
available in the literature involving the measurement of these parameters in
health professionals who work during the pandemic for a concrete comparison
of results.

A significant increase in ALT, GOT, HDL, and LDH levels in the Prof-
CoV-2 group was observed in the study. There was also a significantincrease
in HDL values in the Prof-no-CoV-2 group and a significant decrease in LDH
and VLDL levels in the Prof-no-CoV-2 group. Changes in liver function tests
have been reported in up to 40% of patients suffering from COVID-19
[36,37,38]. The suggested mechanism for liver damage involves the presence
of Angiotensin Il receptors (ACE2) and transmembrane serine protease 2
(TMPRSS2) in cholangiocytes and hepatocytes, which suggests that the
damage to liver function is due to viral cytopathic effect [39,40]. In addition,
there are also other mechanisms that may be involved, such as autoimmune
damage, hypoxic hepatitis, and drug-induced liver damage [41]. There is an
association with the severity of COVID-19 with liver damage and even some
meta-analyses indicate that the alteration of these liver enzymes could be used
as prognostic markers for the severity of COVID-19 [42,43]. Shao et al. [40]
carried out a study with 98 mild COVID-19 patients at the Wenzhou Central
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Hospital in Wenzhou, China and their results suggest that hepatobiliary
complications are prevalentin patients with mild COVID-19.

Thus, our results are notin line with the data in the literature. Regarding
HDL dosage, the infected professionals had significantly increased values
comparing to the control group, different from the results in the literature, which
show a decrease in the total LDL and/or HDL cholesterol in patients infected
with COVID-19. In most studies, the more severe the disease the greater was
the decrease in LDL and/or HDL [34]. The decrease in serum HDL cholesterol
is associated with the severity of COVID-19 infection. Infected patients had
drastically reduced concentrations of serum total cholesterol, HDL cholesterol
and LDL cholesterol [44]. As the professionals had a satisfactory recovery, HDL
levels may have remained higher than those reported in the literature for the
most severe cases of COVID-19 in hospitalized patients. In these patients, the
levels of total cholesterol, LDL and HDL may be decreased [32,33]. A study by
Scalsky et al. [45] reported that high HDL levels were associated with a reduced
risk of positive testing for SARS-CoV-2, a result opposite to the one we
obtained, since this parameter was high in infected individuals. In the study by
Li et al. [46] a high level of lactic dehydrogenase (LDH) was significantly
associated with severe COVID-19 on admission. Patients with risk factors such
as older age, hypertension, and a high level of LDH required careful observation
and early intervention to prevent the worsening of COVID-19. Accordingto Li et
al. [43], Zhang et al. [47], and Wu et at. [48] a high level of LDH is a factor for
COVID-19 severity. Wang et al. [35] found in their results 40% of patients
infected with high LDH. Cov-2-Pro group had a significant increase in LDH
compared to the control group but did not have the severe form of the disease.
Erez et al. [49] report that LDH has been recognized as a marker for severe
prognosis in several diseases, including cancer and infection.

Inflammatory markers of acute phase were evaluated in this study. A
significant increase in mucoprotein (MUC) levels was demonstrated in the No-
CoV-2 group and a non-significant reduction in mucoprotein was observed in
the CoV-2-Prof group. There was no data in the current literature to compare
these results, being the first report on the use of mucoprotein to assess the
acute inflammatory process in health professionals working during the
pandemic. CRP levels increased significantly in the CoV-2-Prof group. We
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attribute the increase to the SARS-Cov-2 viral infection in this group of
professionals. Guan et al. [37] described biochemical findings where C-reactive
protein (CRP) was elevated in 60.7% of the evaluated patients. Lippi, Plebani,
and Henry [50] reaffirm this hypothesis, reporting that one of the most frequent
laboratory alterations in patients with COVID-19 is the increase in CRP by 75%
-93%. These data are in agreement with those described in our study. Li, etal.
[46] explain that, approximately 7 to 14 days after the onset of the initial
symptoms, an increase in the clinical manifestations of the disease begins. This
occurs in parallel with a pronounced systemic increase in inflammatory
mediators and cytokines, which can even be characterized as a "cytokine
storm”. Higher CRP was associated with unfavorable aspects of COVID-19,
such as the development of Acute Respiratory Discomfort Syndrome (ARDS),
higherlevels of troponin - T, myocardial injury, and death [48]. Many studies set
out that the hyperinflammatory response induced by SARS-CoV-2is one of the
main causes for the severity of the sickness and death in infected patients.

It is known that the chronic stress can stimulate the conserved
transcriptional response to adversity (CTRA through the sympathetic nervous
system) leading to the induction of proinflammatory cytokines and the
suppression of genes involved in the production of antibodies and interferons,
bringing vulnerability to viral infections. Proinflammatory cytokines induce
chronic inflammation and ROS generation, thus producing an unbalanced
oxidative stress response [51]. Oxidative stress results from an imbalance
between the generation of oxidizing compounds and the performance of
antioxidant defense systems [52]. Several respiratory viruses induce an
unregulated formation because of the increased recruitment of inflammatory
cells at the infection place [53]. Among the markers of oxidative stress, TAC,
TOS and OSI can be an important tool for the investigation of oxidative stress in
the organism [54,55]. In addition, FRAP in the serum was determined, an
indirect method to assess antioxidant capacity. We observed a significant
decrease in the level of antioxidants in the No-CoV-2-Prof group, a significant
increase in TOS levels in the No-CoV-2-Prof and CoV-2-Prof groups, a
significantincrease in TAC levelsin the No-CoV groups -2-Prof and a significant
increase in OSI levels in the No-CoV-2-Prof and CoV-2-Prof groups. Current
research findings and reports have suggested that oxidative stress could play



62

an important role in SARS-Cov-2 infections. The absence or reduction of
oxidative stress would have a significant beneficial effect during the initial stage
of viral infection, preventing the binding of viral protein in host cells [52].
Derouiche [56] reports that oxidative stress affects repair mechanisms and the
immune control system, which is one of the main events of the inflammatory
response. This fact leads to oxidative stress that may be linked to a greater
propensity to be infected with COVID-19, in addition to being a factor that
increases the severity of the virus, especially in patients with chronic diseases.
All reported markers able to assess the level of oxidative stress in groups of
individuals were reported in an unprecedented way in this study. Thus, we do
not have data in the literature for comparison.

Regarding the frequent hematological changes in patients with COVID-
19, itis known that there is a total leukocyte count with considerable variation,
sometimes appearing high or decreased, but with evident presence of
lymphopenia. There is also a decrease in hemoglobin [50]. The number of
leukocytes in the Cov-2-Pro group was reduced, a possibility that the authors
mention. The hemoglobin in this group was also reduced, corroborating the data
previously mentioned. The neutrophil count in the Cov-2-Prof group was
decreased. Varim et al. [57] comment in their study that individuals with severe
COVID-19 had an increase in neutrophils compared to patients who had mild
disease. Higher neutrophil value is related to poor prognosis. Neutrophils play a
vital role in our immune defenses, eliminating invading microorganisms.
Common causes of neutropeniainclude autoimmune diseases, drug reactions,
chemotherapy, and hereditary disorders [58]. Although further research is
needed on the underlying etiology, several factors can contribute to COVID-19-
associated lymphopenia. It has been shown that lymphocytes express the
ACEZ2 receptor on their surface [59] and SARS-CoV-2 can directly infect these
cells and ultimately lead to their lysis. In addition, the cytokine storm is
characterized by markedly increased levels of interleukins and Tumor Necrosis
Factor Alpha (TNFa) that can lead lymphocytes to apoptosis [60,61].
Substantial activation cytokines may also be associated with atrophy of
lymphoid organs [62].

Huang et al. [7] and Wang et al. [35] highlighted an association between
lymphopenia and the need for care in the ICU, while Wu et al. [48] showed an
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association between lymphopenia and the development of acute respiratory
distress syndrome (ARDS). Lymphopenia, excessive activation of the
inflammatory cascade and cardiac involvement are crucial characteristics of
COVID-19 disease and have a high prognostic value. However, the
understanding of the underlying mechanisms is still limited [63]. The
professionals in the Cov-2-Prof group had increased lymphocyte values,
contrary to the literature data. He et al. [64] comments that the effect of
lymphocytes in mild cases of COVID-19 (as the case for the two individuals in
our infected group) is still unclear.

Another increased result of the Cov-2-Prof group was monocytes. The
effect of monocytes in mild cases of COVID-19 is not yet clear (HE et al., 2020).
In line with our study, Zhou et al. [65] found significantly increased circulating
proportions of CD14 and CD16 monocytes in peripheral blood of 33 patients
hospitalized with COVID-19, and this percentage was highly increased in
COVID-19 patients with acute respiratory distress syndrome.

The result of the platelet count in the Cov-2-Pro group was reduced.
Platelet countis a simple, inexpensive, and easily available biomarker, which is
why it was quickly adopted as a potential biomarker for COVID-19 patients [66].
It was reported that the number of platelets was significantly reduced in patients
with COVID-19 and even lower in non-survivors compared to survivors [66,67].
In the evaluation of coagulation proteins, a significant decrease in activity was
observed in the prothrombin time (PT) of the NoCoV-2-Prof group and for the
activated partial prothrombin time (aTTP), no significant differences were
observed between the groups. However, it is known that coagulation disorders
are observed relatively frequently among patients with COVID - 19, especially
among those with severe disease with increased clotting times due to deficiency

in the production by the liver [65].

Conclusions

The psychological damage that the COVID-19 pandemic has broughtto
humanity is indisputable. A particularly affected group were the health
professionals who work daily to face the pandemic. We can see that RT-LAMP
can be an alternative molecular method for screening SARS-CoV-2 virus in

saliva samples collected from these professionals. We consider it a fast, safe,
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and less expensive method when compared to qRT-PCR. We emphasize that
our study is the first to report the use of RT-LAMP method with saliva samples
from health professionals.

Health care professionals experienced chronic stress during the
pandemic period, a fact confirmed here by the increase in plasma cortisol levels
and the alteration of biochemical
such as HDL, uric acid, LDH, triglycerides, VLDL in uninfected professionals
(Prof-no-Cov) by COVID-19 and ALT, AST, HDL, LDH, uric acid and
triglycerides in infected professionals (Prof-Cov). In addition, hematological
parameters were altered in these groups that operate on the front line of
COVID-19 in Primary Care. Stressful psychological conditions may have
triggered the presence of oxidative stress in the two groups studied, as well as
inflammatory activity, some biochemical, hematological, inflammatory, and

oxidative stress markers.
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Conclusdes

- RT-LAMP teve resultado idéntico aos resultados obtidos por gRT-PCR.

- Os profissionais da area de saude tiveram niveis significativamente

aumentados de cortisol na corrente sanguinea.

- Os profissionais de saude tiveram niveis significativamente aumentados de

estresse oxidativo em relagcéo ao grupo controle.

- Estes profissionais demonstraram presenca de atividade inflamatoria em
relacdo ao grupo controle.

- O grupo de profissionais de satde que nao foram infectados por SARS-Cov-2
(No-Cov-2-Pro) apresentaram o0s seguintes parametros aumentados em
relagdo ao grupo controle: HDL (resultado: 91.5 + 25.7 / valor de referéncia:
maior que 40mg/dL / valor do grupo controle: 64.4 + 15.9), LDH (resultado:
97.15 + 42.91 / valor de referéncia: 230,0 a 460,0 U/L / valor do grupo controle:
343.9 £ 80.880), WBC, neutrofilos, eosinofilos.

- Os seguintes parametros estavam diminuidos no grupo Prof-No-Cov-2 em
relacdo ao grupo controle: acido uarico (resultado: 5.05 + 2.23 / valor de
referéncia: 2,5-7,4 mg/dL / resultado do grupo controle: 7.41 + 1.55), ALT
(resultado: 15.62 + 8.01 / valor de referéncia: 5 a 40 U/L / resultado do grupo
controle: 42.8 + 62.31), Triglicerideos (resultado: 122.1 + 82.18 / valor de
referéncia: menor que 150mg/dL / valor do grupo controle: 173.1 + 92.49),
VLDL (resultado: 24.43 + 16.44 / valor de referéncia: até 30mg/dL / resultado
do grupo controle: 34.6 £ 18.5), linfécitos, hemoglobina, hematdcrito, volume

corpuscular médio,

- Estiveram alterados no grupo No-Cov-2: mucoproteinas, niveis de cortisol
(aumentados), tromboplastina (aumentado), FRAP (diminuido), TOS
(diminuido), TAC (aumentado), OSI (diminuido).

- O grupo de profissionais infectados por SARS-Cov-2 (Prof-Cov-2)

demonstraram 0s seguintes parametros aumentados em relacdo ao grupo
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controle: ALT (resultado: 51.5 + 23.3 / valor de referéncia: 5 a 40 U/L /
resultado do grupo controle: 42.8 £ 62.31), AST (resultado: 105 + 21.21 / valor
de referéncia: até 31 U/L para mulheres, maioria do grupo / resultado do grupo
controle: 39.49), HDL (resultado: valor de referéncia: valor de referéncia: maior
que 40mg/dL / valor do grupo controle: 64.4 + 15.9) e LDH (resultado: 515 +
91.92 /valor de referéncia: 230,0 a 460,0 U/L / valor do grupo controle: 343.9 +
80.880), linfécitos e monacitos.

- O grupo de profissionais infectados por SARS-Cov-2 (Prof-Cov-2)
demonstraram 0s seguintes parametros diminuidos em relacdo ao grupo
controle: &cido arico (resultado: 4.15 + 0.92 valor de referéncia: 2,5-7,4 mg/dL /

valor do grupo de controle: 7.41 + 1.55), linfdcitos, mondcitos, triglicerideos,
leucacitos, neutrofilos, hemoglobina, hematdcrito e plaquetas.

- Estiveram alterados no grupo Prof-Cov-2 em relacéo ao grupo controle: PCR
(aumentado), TOS (aumentado), OSI (aumentado).

- Nosso estudo é o primeiro a reportar a utilizagdo do método de RT-LAMP com

amostras de saliva oriunda de profissionais de saude.

- Fomos os primeiros pesquisadores a utilizar o teste de mucoproteinas para

estudo de atividade inflamatéria aguda em profissionais de saude.

- Todos os marcadores de niveis de estresse oxidativo (TOS, TAC, FRAP e
OSI) aqui utilizados aparecem de forma inédita na literatura para avaliacdo de

parametros de profissionais de saude.
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MICROBIAL PATHOGENESIS o

HONE  LOGOUT o HEL o REGSTER o UPDATEHY INORNATION o JOLRNAL OVERVIEW Role: NI Uscrname: rodvalcher@hotmal.com
NAINNBA o CONTCTLS o SUBWT ANALSCRFT » INTRUCTION FOR ATTHORS o PRIVACY

Submissions Being Processed for Author Rodrigo de Almeida Vaucher

Page: 1 of 1 (1 total submissions) Display | 10 |+ results per page.
Status
Title Date |Current Status
% Acion A|AY AY AY |AY
View Submission Detection of SARS-CoV/-2 virus using alternative moleculr method and evaluation of biochemical, hematological, Dec 25,2020 Dec25,  Submitted to Journal
Send E-mall inflammatory and oxidative stress in healthcare professionals 020
Page: 1 of 1 (1 total submissions) Display | 10 | v results per page.

<¢ Author Main Menu |



93

Anexo B - Comprovante do Comité de Etica em Pesquisa
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Continuaglo do Parecer: 4,124 248

Consideracdes Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[ Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Informagdes Basicas PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 29/06/2020 Aceito

do Projeto ROJETO 1540785.pdf 14:21:15

Projeto Detalhado / |Projeto.pdf 29/06/2020 (RODRIGO DE Aceito

Brochura 14:18:12 |ALMEIDA VAUCHER
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TCLE / Termos de  |Anexod.pdf 29/06/2020 (RODRIGO DE Aceito
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Outros Carta.pdf 29/06/2020 (RODRIGO DE Aceito
14:14:41 [ALMEIDA VAUCHER

Outros Anexo6.pdf 29/06/2020 |RODRIGO DE Aceito
09:46:30 [ALMEIDA VAUCHER

Outros Anexo5.pdf 29/06/2020 (RODRIGO DE Aceito
09:45:04 [ALMEIDA VAUCHER

Outros Anexo3.pdf 19/05/2020 |RODRIGO DE Aceito

i 02:47:34 [ALMEIDA VAUCHER

Outros Anexo2.PDF 19/05/2020 |RODRIGO DE Aceito
02:46:30 [ALMEIDA VAUCHER

Outros Anexo1.pdf 19/05/2020 |RODRIGO DE Aceito
02:4507 [ALMEIDA VAUCHER

Outros UCPel.pdf 17/04/2020 |Patricia Abrantes Aceito
091258 _|Duva

Folha de Rosto Folha.pdf 16/04/2020 |RODRIGO DE Aceito
11:52:39 |ALMEIDA VAUCHER

Sltuacdo do Parecer:
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Anexo C - Questionario sécio-demografico Qloww&
A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS — UFPel ."?——-?.’

Programa de Mestrado em Bioquimica e Bioprospeccéo

Profisséo:

Idade:

Sexo:

Presséo Arterial:

Peso:

Altura:

Vocé possui alguma doenca preexistente? ( ) Sim () Nao

Se sim, quais?

Vocé faz uso de medicamentos? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, quais (incluido chés, fitoterapicos, homeopéticos, vitaminas, anticoncepcional,
analgésicos...)

Porfavor, responda as questdes abaixo de acordo com a legenda:

0— Nenhum pouco

1- Muito pouco

2— Pouco

3- Razoavelmente

4—Bastante

5- Totalmente

O inicio da pandemia de Coronvirus no Brasil mudou minha rotina profissional.
(0 ()1()2 ()3 ()4 ()5

O inicio da pandemia de Coronvirus no Brasil mudou minha rotina pessoal.
()o ()1 ()2 ()3 ()4 ( )5

Me sinto seguro realizando o meu trabalho.

()0 ()1 ()2 ()3 ()4 ()5

Tenho a quantidade necessaria de EPIs para realizar minhas atividades profissionais.
00 ()1 ()2 ()3 ()4 ()5

Acho que posso serinfectado pelo Sars-Cov-2 realizando o meu trabalho.

(J)o ()1 ()2 ()3 ( )4 ()5
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Acho que algum familiar ou amigo podem ser infectados pelo Sars-Cov-2.

()o ()1 ()2 ()3 ()4 ()5

Estou dormindo normalmente.

(joCH)r ()2 ()3 ()4 ()5

Estou me alimentando normalmente neste periodo.

(j)o (H)r )z ()3 ()4 ()5

Estou lidando bem emocionalmente com familiares (ou pessoas que residem na mesma casa)
neste periodo.

(J)o ()1 ()2 ( )3 ()4 ()5

Percebo alteracdes de humor anormais.

(J)o ()1 ()2 ()3 ( )4 ()5

Se sim, de que tipo? ( ) Irritabilidade ( ) Nervosismo ( )Medo ( )Inseguranca ( )
Tristeza ( ) Estresse () Outros:

Ja pensei em procurar ajuda psicolégica neste momento.

()0 ()1 ()2 ()3 ()4 ()5

Percebo que a populacdo tem consciéncia da gravidade da situacdo que estamos vivendo.

()0 ()1 ()2 ()3 ()4 ()5

Minha perspectiva sobre o desfecho desta situacéo é positiva.

(Jo ()1 ()2 ()3 ()4 ()5

Tive diagnéstico de alguma patologia apds o inicio da pandemia de Coronavirus no Brasil?
( )Sim ( )Néo

Se sim, qual (s)?
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Iniciei o uso de algum medicamento apdés o inicio da pandemia de Coronavirus no Brasil?
(inclusive analgésicos, fitoterapicos, homeopaticos)

( )Sim ( ) Nao

Se sim, quais?

Em seu ambiente de trabalho, vocé entrou em contato com alguma pessoa suspeita de ter
contraido o Coronavirus? ( )Sim () Nédo

Vocé conhece algum colega de profissdo que contraiu o Coronavirus? () Sim ( ) Nao
Marque a alternativa que vocé julga ser correta:

Em relagdo a pandemia, o Coronavirus pode causar:

Tosse (1) Sim (2) Nao  (3) Nao sei

Dorde garganta (1) Sim (2) Nao (3) Néo sei

Coriza - nariz escorrendo (1) Sim (2) Nao (3) Néao sei

Falta de ar/dificuldade de respirar (1) Sim (2) Nao  (3) Nao sei

Dorde cabecga (1) Sim (2) Nao (3) Néo sei

Dorno corpo (1) Sim  (2) Nao (3) Nao sei

Febre (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei

Congestéo nasal — nariz trancado (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei
Dificuldade de sentir cheiro e gosto (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei
Cansaco (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei

Diarreia (1) Sim (2) Nao (3) N&o sei

O Coronavirus é transmitido por:

Goticulas de saliva (1) Sim (2) Nao (3) N&o sei
Espirro (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei

Tosse (1) Sim (2) Néao (3) Nao sei

Toque ou aperto de méos (1) Sim (2) Nao  (3) Nao sei
Abraco (1) Sim  (2) Ndo (3) Nao sei

Beijo (1) Sim (2) Nao  (3) Nao sei

Relagédo sexual (1) Sim (2) Nao  (3) Nao sei

Urina (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei

Animais (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei
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Insetos (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei

Objetos ou superficies contaminadas (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei

Fazem parte do grupo de risco para Coronavirus pessoas com:
Diabetes (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei

Presséo alta(1) Sim (2) Ndo (3) Néo sei

Problemas nos rins/insuficiénciarenal (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei
Asma/enfisema/bronquite (1) Sim (2) Nao (3) N&o sei

Cancer (1) Sim (2) Ndo  (3) Nao sei

Vocé faz parte do grupo de risco para Coronavirus?

(1) Sim (2) Nao (3) Nao sei

Vocé sabe se existe vacina para a COVID-19 (doenca causada pelo Coronavirus)?

(1) Existe (2) Nao existe (3) Nao sei

Vocé sabe se existe tratamento para a COVID-19 (doenca causada pelo Coronavirus)?

(1) Existe (2) Nao existe (3) Néo sei

Atualmente, vocé lava as maos com agua e sabdo/sabonete varias vezes ao dia?

(0) Nao (1) Sim. Vocé jafazia isso antes de saber sobre o Coronavirus? (0) Sim (1) Nao

Atualmente, vocé higieniza as m&os com &lcool em gel varias vezes ao dia?(0) Nao(1)
Sim. Vocé ja fazia isso antes de saber sobre o Coronavirus? (0) Sim (1) Néo

Atualmente, ao tossir ou espirrar, vocé cobre o nariz e a bocacom lengo ou com o brago
ao invés dasmaos?(0) Nao (1) Sim. Vocé jafaziaisso antes de saber sobre o
Coronavirus? (0) Sim (1) Nao

Atualmente, vocé toca olhos, nariz e boca sem lavar as méos? (0) Sim(1) Nao. Vocé ja
faziaisso antes de saber sobre o Coronavirus? (0) Sim (1) Nao

Atualmente, vocé compartilha objetos de uso pessoal, como talheres, toalhas, pratos e
copos? (0) Sim(1) Nao. Vocé jafazia isso antes de saber sobre o Coronavirus? (0) Sim (1)
Nao
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Atualmente, vocé compartilha chimarrdo com as pessoas? (0) Sim (1) Néo

Atualmente, vocé evita aglomerac6es? (0) Ndo(1) Sim. Vocé ja fazia isso antes de saber
sobre o Coronavirus? (0) Sim (1) Nao

Atualmente, vocé mantém os ambientes ventilados? (0) Ndo(1) Sim. Vocé ja fazia isso
antes de saber sobre o Coronavirus? (0) Sim (1) Ndo

Atualmente, vocé higieniza seu telefone celular? (0) Nao (1) Sim. Vocé ja fazia isso
antes de saber sobre o Coronavirus? (0) Sim (1) Néo

Atualmente, vocé usa mascara quando sai de casa? (1) Sim  (0) Nao

Atualmente, vocé higieniza as compras quando chegam em casa? (0) Ndo(1) Sim. Vocé ja
faziaisso antes de saber sobre o Coronavirus? (0) Sim (1) Nao

Em relagéo ao isolamento social, vocé:

Estafazendo (1) Sim (0) Nao

Sai de casa para trabalhar (1) Sim (0) Nao

Sai de casa para ir ao supermercado e a farmacia (1) Sim  (0) Ndo

Sai de casa(l) Sim (0) Nao

Indique abaixo quem, além do(s) morador(es), atualmente esta frequentando a sua
casal/apartamento:

Parentes proximos (1) Sim (0) Nao
Outras pessoas préximas (1) Sim  (0) Nao
Prestadores de servico (1) Sim  (0) Nao
QOutros (1) Sim  (0) Nao

Ninguém (1) Sim  (0) Nao

Nos ultimos 7 dias vocé teve:
Tosse (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei
Dorde garganta (1) Sim (2) Néo (3) Néo sei

Coriza - nariz escorrendo (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei



Falta de ar/dificuldade de respirar (1) Sim (2) Nao
Dorde cabega (1) Sim (2) Nao (3) Néo sei
Dorno corpo (1) Sim (2) Néo (3) Nao sei
Febre (1) Sim (2) Nao  (3) Nao sei

Congestao nasal — nariz trancado (1) Sim  (2) Nao
Dificuldade de sentir cheiro e gosto (1) Sim (2) Néao

Cansaco (1) Sim (2) Nao (3) Néo se

Diarreia (1) Sim  (2) Ndo  (3) Néo sei

(3) Nao sei

(3) Néo sei

(3) Néo sei
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