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RESUMO

A COVID-19 provocou alteragbes temporarias e permanentes na saude dos
individuos, podendo gerar estresse oxidativo e dano ao DNA celular (DDC). A
falta ou excesso de exercicio fisico € capaz de aumentar a inflamagcao e
possibilita a geragcdo de danos ao DNA. A alimentagdo rica em compostos
inflamatorios e oxidantes é capaz de exacerbar ou atenuar tais maleficios. O
presente estudo de carater observacional teve a inclusdo de atletas adultos de
corrida (10 ou 21 km), com ou sem diagndstico prévio de COVID-19. Foram
realizadas coletas sanguineas pré corrida, pés corrida imediata, e apos 24 horas
da corrida, a fim de avaliar o dano ao DNA através de ensaio cometa. Houve a
aplicacdo de indice Alimentar Inflamatério (IlA) para avaliacdo do perfil

inflamatorio alimentar.

Palavras-chave: coronavirus; estabilidade do DNA; treinamento fisico;

anti-inflamatério



ABSTRACT

COVID-19 has caused temporary and permanent health changes in individuals,
which can lead to oxidative stress and DNA damage (DDC). Lack of or excess
physical exercise can increase inflammation and lead to the generation of DDC.
Eating a diet rich in inflammatory and oxidising compounds can exacerbate or
attenuate this damage. This observational study included adult runners (10 or 21
km) with and without a previous diagnosis of COVID-19. Blood samples were
taken pre-run, immediately post-run, and 24 hours after the run to assess DNA
damage using the comet assay. The Inflammatory Food Index (IFl) was used to

determine the dietary inflammatory profile.

Keywords: coronavirus; DNA stability; physical training; anti-inflammatory



1. REFERENCIAL TEORICO

Este referencial tedrico aborda os temas relacionados ao dano ao acido
desoxirribonucleico (DNA), compreendendo desde o seu mecanismo, bem como a
relacdo entre fatores que favorecem seu surgimento, como a infeccao pelo
coronavirus-2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-COV-2), o exercicio

fisico em excesso, e o perfil inflamatério da alimentacgao.

1.1 DANO AO DNA

O estresse oxidativo emerge a partir da diferenga entre a taxa de produgao,
a taxa de acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a concentragao de
antioxidantes celulares [1]. Embora haja um sistema de defesa especifico a fim de
evitar tal estresse, a produgao continua de EROS e a deficiéncia na atividade
antioxidante podem desequilibrar a formagcao de EROS e a eficacia do sistema de
protecdo, acarretando no surgimento de estresse oxidativo [2]. Os EROS sao
gerados a partir de uma redugao incompleta de oxigénio durante a respiragao
celular. Nesse processo, parte do oxigénio utilizado pelas mitocdéndrias ndo é
convertido em agua, e sim reduzido ao anion superéxido (O2-), que pode ser
reduzido ao perdxido de hidrogénio (H202) e, em seguida, ao radical livre
hidroxila (OH). Dentre os EROS os radicais livres como O2- e OH s&o os mais
danosos [2, 3].

A produgdo de EROS em quantidades moderadas regulam diversos
processos bioldgicos e fisioldgicos, atuando como moléculas-chave de sinalizagéo
intracelular. No entanto, a produgdo excessiva de EROS associa-se
frequentemente a aceleragdo do envelhecimento humano, bem como a fisiologia
de algumas doengas cronicas. Moléculas como o DNA sdo constantemente
oxidadas pelo aumento na geracdo de EROS, pela inflamagéo e pelo estresse
oxidativo, através de quebra de fita simples e dupla ou de ligagbes cruzadas
DNA-proteina, bem como lesdes na base, como oxidacdo, nitracdo, metilacao,
alquilacdo e desaminacdo, gerando interrupgdo na transcricdo e indugédo da
parada do ciclo celular, resultando em dano. Além destes fatores, os processos de
peroxidacao lipidica, também desencadeados pelos EROS, contribuem para a

formagao de lesbes ao DNA [2, 4]. Na Figura 1 podemos observar um esquema
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demonstrando possiveis origens para a formagéao de EROS, bem como fatores de

influéncia, e suas possiveis consequéncias.

FORMAGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Metabolismo Luz Radiagdio Quimicos InfecgBes
celular ultravioleta ionizante mutagénicos virais
@ DANO AO DNA @

Quebra na

Cuebra na )
Erro na ) dupla fita
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replicagdo

1.Sistema de defesa 2. Reparo do DNA 3. Apoptose
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Figura 1. Formacao de espécies reativas de oxigénio. As células sdo expostas a fontes exégenas
e enddégenas de EROS, que em excesso podem originar DDC. Dieta e exercicio fisico adequados
podem evitar a formagédo de dano ao DNA. O sistema de defesa consiste em: 1) sistema de defesa
antioxidante - primeira linha de defesa, 2) mecanismos de reparo de DNA - segunda linha de
defesa, 3) morte celular programada - terceira linha de defesa. Fonte: adaptado de Nordengen,
2022 [5]

O dano recorrente ao DNA pode levar a um aumento na taxa de mutacao,
bem como alterar a expressdo génica, contribuindo para alteragcbes no
metabolismo celular e trazendo risco para a sobrevivéncia da célula [2]. A fim de
evitar tais consequéncias, sao ativadas cascatas de sinalizagcdo que direcionam
as células a apoptose ou a senescéncia, a fim de prevenir a replicacdo de um
genoma danificado [6]. No entanto, alteracbes significativas e acumulativas no
DNA, induzidas pelo estresse oxidativo e o reparo insuficiente do DNA,
ocasionam rapido envelhecimento e podem, posteriormente, acarretar no
desenvolvimento de placas ateroscleréticas, bem como em doencgas
neurodegenerativas, mutagénese e carcinogénese [3].

O ensaio cometa é uma técnica que permite avaliar o estado de integridade
em que se encontra o DNA do individuo. Frequentemente essa técnica € aplicada

para descrever mudancas da estabilidade do DNA apds a atividade fisica. Em
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condicdes alcalinas, € um método simples, rapido e sensivel que detecta quebras
de cadeias de DNA. O principio fundamental do método baseia-se na migragao do
DNA danificado, que é frequentemente fragmentado e que por consequéncia
migra mais, em um campo elétrico, formando imagens em forma de cometa,
conforme demonstrado na Figura 2. A frequéncia de quebras de cadeias de DNA
€ representada pela quantidade relativa de DNA na cauda (intensidade da cauda),

que permite avaliar os danos [3].

I\ v

Figura 2. Padrbes de fragmentacdo tipicos do ensaio cometa. Nivel de danos ao DNA

et

representados de forma crescente nas classes de | a V como indicado pelo aumento na migragao
da causa (classe |: 0-6%; classe Il: 6.1-17%; classe lll: 17.1-35%; classe IV: 35.1-60%; classe V:

60.1-100%). De Guetens et al., 2002 [7].

1.2 SARS-COV-2 E DANO AO DNA

No ano de 2019, foram detectados na cidade de Wuhan, China, casos de
pneumonia de etiologia desconhecida. Posteriormente, a doenga infecciosa
coronavirus 2019 (COVID-19), cuja causa se da pela infecgédo pelo SARS-COV-2,
foi reconhecida. Como consequéncia ha a desregulagdo em diversas vias da
célula hospedeira, especialmente as vias relacionadas a resposta imune e
inflamacao, estresse oxidativo, regulacdo do ciclo celular, homeostase,
metabolismo do acido ribonucleico (RNA), senescéncia, autofagia e apoptose [1].
Devido a velocidade no contagio e a gravidade do virus, a Organizagdo Mundial
da Saude declarou, no ano de 2020, emergéncia de saude publica internacional
[8].

Seu carater epidemioldgico varia dentre os paises em razdo da adogao

individual de medidas de prevencao que influenciam no numero de casos e de
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mortes. De modo geral, homens s&o mais afetados em frequéncia e gravidade do
que mulheres, sendo a idade média de contato de 47 anos. Em criangas e
adolescentes o virus apresenta, de modo geral, apenas sintomas leves. Em se
tratando do numero de mortes, ocorre predominantemente em individuos maiores
de 70 anos e com doencgas crbnicas associadas. A fim de conter o contagio
acelerado, diversos paises adotaram medidas de supressédo e mitigagdo, como
quarentena forgada, rastreio de contatos, vigilancia eletrébnica dos movimentos
dos cidadaos, suspensao de aulas e cancelamento de voos [8].

A primeira descricdo do coronavirus ocorreu na década de 1960,
caracterizados como os maiores virus de RNA de fita simples, encapsulado,
esféricos, e cercados por uma camada proteica, sendo o SARS-COV-2 o sétimo
identificado a causar doencas em humanos [8]. O SARS-COV-2 penetra na célula
hospedeira ao se associar a fatores de ligagdo celular, tais como glicanas e
integrinas, e através da ligagado da glicoproteina spike com a enzima conversora
de angiotensina 2 [1]. Sua transmissdo ocorre predominantemente através de
goticulas (particulas grandes com mais de 5 milimetro), originadas de tosse ou
espirro de individuo contaminado. Embora menos prevalente, a transmissao
através de aerossois (pequenas particulas com menos de 5 milimetro), bem como
contato com superficies ou fontes contaminadas, também é possivel e apresenta
relevancia [8].

A incubacdo considerada do virus SARS-COV-2 é de, em média, 5 dias,
com variagao de 0 a 14 dias. Tal periodo longo de incubagdo pode favorecer o
aumento do risco de transmissdo. Em se tratando de sintomas, a maioria dos
pacientes desenvolvem-os em cerca de 11 dias apds a infecgdo. Os sintomas sao
variaveis, podendo o contagio ser apresentado de forma assintomatica, ou em
quadros leves até graves. Febre (87,9%), tosse (66,7%) e fadiga (38,1%) séo os
sintomas clinicos mais frequentes [8].

Sua patogénese esta descrita em trés fases distintas: fase de replicagao
viral, com carga viral baixa e geralmente assintomatica; fase inflamatoria,
caracterizada pela resposta inflamatéria das vias aéreas superiores e das
condutoras; e fase hiper inflamatdria, em que ocorre hipdxia tecidual e apoptose
celular. Embora seja um virus com genoma RNA de fita unica com replicagcédo
predominantemente no citoplasma, esta relacionado a instabilidade no genoma e

a dano ao DNA celular (DDC) da célula hospedeira, visualizado pela presencga de
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micronucleos, focos de reparo de DNA, e aumento na cauda de cometas de
células infectadas [8, 9]. O dano ao genoma celular pode ser detectado e
reparado através de diversas vias. No entanto, o conhecimento acerca dos
mecanismos exatos de reparo de virus RNA sao mais limitados em relagdo aos
virus de DNA [1].

A interacdo entre virus e os danos e reparos ao DNA pode ser vista sob
duas perspectivas distintas. Primeiramente, ha o dano causado ao material
genético da célula hospedeira, indiretamente ou diretamente por meio de
proteinas virais, como pela producdo de EROS ou pela indugdo de estresse na
replicacdo do DNA. Em segundo lugar, os virus podem interferir nas vias de
reparo do DNA da célula hospedeira, potencialmente aumentando os DDC, uma
vez que o reparo das lesdes usuais do DNA pode ser comprometido [1]. A
deficiéncia nos mecanismos de reparo do DNA podem aumentar a probabilidade
de desenvolvimento futuro de doencas crénicas em pacientes recuperados do
COVID-19 [10].

Foi observado que, apds infeccdo por SARS-COV-2, a fosforilagao de
proteinas envolvidas no reparo de quebra de fita dupla e ligagdo ao DNA de fita
unica, entre outras, aumentou de forma significativa [1]. Estudos demonstraram
que o DNA de pacientes com COVID-19 apresenta maior dano em comparagao
com individuos saudaveis, evidenciado pelo ensaio do cometa, além de
determinar a associagao positiva entre a gravidade da doencga, a extensdo dos
danos ao DNA e o estresse oxidativo [9, 10]. A intensidade da cauda foi 175,4%
(2,75 vezes) e 69,3% (1,69 vezes) maior em pacientes com sintomas graves e
leves, respectivamente, em comparagao ao grupo controle sem COVID-19 [10].

Na condigao p6s-COVID, ha a possibilidade de DDC a longo prazo devido
a presenca de virus residual ou ainda latente remanescente no individuo infectado
apos a recuperagao. O RNA do SARS-COV-2 foi observado em varios locais no
corpo de individuos que faleceram pela doenca, além da retengdo de RNA viral
e/ou proteina em locais especificos [11]. Ainda ndo esta bem estabelecido se o
virus SARS-COV-2 possui comportamento semelhante ao virus da Hepatite C -
outro virus de RNA de cadeia unica -, onde sua persisténcia pode propiciar a
manutencao de estresse oxidativo e altos niveis de EROS, levando ao provavel
acumulo de DDC [1]. Estudos deverao ser realizados nos préximos anos a fim de

detectar danos permanentes ocasionados pela COVID-19.
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1.3 EXERCICIO FiSICO E DANO AO DNA

O exercicio fisico &€ considerado um fator de relevancia na prevencao de
doencas como as cardiovasculares, diabetes e cancer, bem como a reducéo no
risco de mortalidade por todas as causas. Apesar de seus efeitos benéficos em
atividades leves a moderadas, exercicios extenuantes definidos por qualquer
atividade capaz de gastar no minimo seis equivalentes metabdlicos (METS) por
minuto, sendo de longa distancia, de alta intensidade ou se realizado sem
periodos de descanso, podem acarretar em prejuizos metabdlicos [4, 12]. Ha uma
relacdo entre exercicio fisico extenuante e a formagdo exacerbada de EROS,
verificado a partir da detecgao de radicais livres no musculo e figado, aumento de
biomarcadores de dano oxidativo, e redugao dos niveis de antioxidantes, devido
ao aumento nas taxas de consumo de oxigénio corporal [13]. Dessa forma, a
Figura 3 demonstra através da curva de hormesis em formato de sino o efeito

dose-beneficio observado em praticantes de exercicio fisico.

HORMESIS W Benéfico

m Prejudicial

Inatividade fisica Exercicio moderado /regular Alta intensidade ou em excesso

Figura 3. A relagdo entre exercicio fisico e a oxidagdo do DNA e seus efeitos explicados pela
curva de hormesis. Fonte: adaptado de Tryfidou et al, 2020 [5]
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Nao existe um ponto limite definido que esteja relacionado ao inicio do
DDC permanente e reparo insuficiente ocasionado pelo exercicio fisico, cuja
dificuldade de determinacao se da pela heterogeneidade de fatores como sexo,
idade e condicionamento fisico que influenciam o dano. Estudos demonstram que
individuos saudaveis ao realizarem exercicio fisico agudo de intensidade leve
apresentaram niveis de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG), um marcador de
DDC, menores do que individuos sedentarios, demonstrando um possivel sistema
de reparo efetivo e capacidade maior de tolerar niveis superiores de EROS [14].
Além disso, individuos fisicamente ativos podem também desenvolver uma
capacidade antioxidante e um sistema de reparo de danos mais efetivo [15].

Durante o exercicio fisico, os EROS sao produzidos a partir de diferentes
mecanismos. Ha um aumento das necessidades energéticas corporais,
ocasionando uma absorgao de oxigénio até 15 vezes maior em comparagao ao
repouso, além de um aumento de até 100 vezes de fluxo de oxigénio muscular
[4]. Tal estresse oxidativo ocasionado pelo alto consumo de oxigénio é
exacerbado em individuos fumantes e com obesidade [13]. Além disso, a
autooxidagcao de catecolaminas e a ativacdo de células inflamatdrias, como
neutrofilos e linfécitos, devido aos danos no tecido muscular e de isquemia e/ou
hipoxia também estdo envolvidos na formacgéao de EROS [3].

Uma revisao avaliou formas de amenizar o estresse oxidativo e inflamacéao
presentes apds exercicio fisico através de suplementacao antioxidante [16]. Tais
estratégias nutricionais sédo relevantes quando consideramos a influéncia do
estresse e inflamacédo a fadiga, recuperacédo prejudicada e possivel DDC. Os
resultados variaram devido a heterogeneidade na duragcdo da suplementacéo, a
biodisponibilidade dos nutrientes, a caréncia nutricional e as defesas
antioxidantes enddgenas relacionadas ao nivel de treinamento dos participantes.

Nesta revisdo, o unico estudo que demonstrou atenuagao nos niveis de
interleucina 6 (IL-6) e cortisol ao exercicio de moderada a alta intensidade (até 2,5
horas de duragao) envolveu um periodo minimo de 2 semanas de suplementagao
de 200 mg de vitamina C, cuja biodisponibilidade diaria é reduzida em doses
superiores. Em se tratando de vitamina E, doses entre 600 a 800 Ul de
RRR-alfa-tocoferol por dia pareceu ser mais eficaz na reducdo da inflamacéo,
tendo biodisponibilidade aumentada quando ingeridas em refeigbes ricas em

lipidios. Nesse sentido, a redu¢do no consumo de gordura por atletas pode
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influenciar sua absor¢cdo e disponibilidade em neutralizar EROS durante a
atividade fisica. Grandes doses de vitamina C e E podem ser prejudiciais a saude,
apresentando efeito contrario ao desejado. Um esquema demonstrando a relagao
entre exercicio, estresse oxidativo e antioxidantes pode ser observado na Figura

4. Mais informagdes sobre fatores nutricionais serdo discutidos no proximo tépico.

EXERCICIO
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Figura 4 - Um esquema que indica as interacdes entre exercicio, ROS e RNS, antioxidantes e

citocinas. Abreviagées: LPS = lipopolissacarideo. Fonte: adaptado de Peake et al, 2007 [16]

Uma recente meta-analise demonstrou que o DDC aumentou
imediatamente com grande tamanho de efeito apds o exercicio aerobico agudo. O
DDC manteve-se elevado em 24 horas apds o exercicio. O exercicio aerdbico em
qualquer intensidade parece produzir estimulos capazes de aumentar a produgao
de EROS [4]. No entanto, exercicios agudos isolados, mesmo de alta intensidade
de longa duragdo, ndo sdo capazes de gerarem danos permanentes ao DNA.
Embora seja observado DDC pontuais imediatamente apos a atividade fisica,

alguns estudos demonstram retorno do DDC a linha de base dentro de 3 dias
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apos o exercicio, ndo sendo necessariamente prejudiciais nesse caso [17, 18].
Dessa forma, o exercicio fisico ndo deve gerar consequéncias a longo prazo ao
individuo praticante, desde que haja um correto tempo de recuperagcdo entre
exercicios de alta intensidade. No entanto, os resultados existentes na literatura
sao controversos, visto que o reparo do dano depende de diversos fatores

enddgenos e de exposigao exogena.

1.4 ALIMENTAGAO E DANO AO DNA

A alimentagao tem sido comumente utilizada como fator para identificagao
de desfechos cronicos e determinantes de saude, desempenhando um papel
central na regulagédo da inflamagéo crénica, embora seja de dificil mensuragao e
avaliagdo. Um esquema demonstrando a relagdo entre estresse oxidativo,
inflamacgéo, sistema imune, replicagdo viral e a relagdo entre macro e

micronutrientes pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 - Diagrama esquematico que mostra as interagdes entre os constituintes
dietéticos, o sistema imunoldgico e a infecgéo viral. Abreviagbes: IG = indice glicémico. Fonte:
adaptado de Iddir et al, 2020 [19]
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Ferramentas como o Questionario de Frequéncia Alimentar (QFA) surgem
para determinar o consumo de alimentos, nutrientes, grupos de alimentos, e
padrées alimentares de participantes [20]. O calculo do indice Inflamatério
Alimentar (IlIA), a partir do QFA, foi proposto com o objetivo de identificar o
potencial inflamatoério de determinada alimentacdo, capaz de favorecer a geragéo
de EROS. Os escores mais altos (positivos) do IIA indicam uma alimentagado mais
pré-inflamatoéria, e os escores mais baixos (negativos) indicam uma alimentagao
mais anti-inflamatoéria. O calculo do IlA foi desenvolvido a partir da populacdo do
estudo longitudinal de saude do adulto (ELSA-Brasil), assim como o QFA utilizado

no nosso estudo. Aos grupos que apresentaram correlagbes com os valores de

proteina C reativa e leucdcitos totais foram atribuidos indices anti ou
pré-inflamatérios, estando descritos na Tabela 1.
GRUPO ALIMENTAR PRODUTOS PERFIL
DIETETICOS DO QFA INFLAMATORIO

Carne processada

Mortadela, presunto,
salame, linguica,
salsichao, chourico,
copa, paté

Carne de porco

Carne de porco com e
sem 0Sssos

Refrigerante diet

Refrigerante sem agucar

Carne vermelha

Carne de gado (bife,
carne moida, carne
ensopada)

Suco artificial sem
acgucar

Suco artificial sem
agucar

Café com agucar

Café com agucar

Suco artificial com

Suco artificial com

Pro-inflamatoério

acucar acucar

Cerveja Cerveja

Nozes Castanha de caju, Anti-inflamatorio
améndoas, nozes,
castanha do Para,
pistache, amendoim

Vinho Vinho branco e tinto
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Pizza Pizza

Carne de frango Peito de frango, chester,
peru, frango cozido
(outras partes)

Cereal integral Aveia, granola, farelos,
outros cereais, arroz
integral, pao integral, pao
de centeio

Frutas Laranja/tangerina/mexeri
ca/bergamota, banana,
mamao, maga/péra,
melancia, melao,
abacaxi, manga, uva

Tabela 1 - Alimentos incluidos no calculo do IIA e perfil inflamatério

Além do lIA, a avaliacao do perfil inflamatdrio alimentar pode ser realizada
através do Indice Inflamatério da Dieta (IID), cuja principal diferenca se da pela
avaliacdo do perfil inflamatorio alimentar através de macronutrientes,
micronutrientes e compostos bioativos, em vez de grupos alimentares. Um estudo
associou IID com DDC via ensaio cometa em obesos (indice de massa corporal
(IMC) > 35 kg/m"2). Embora nao tenha sido demonstrado um impacto claro do 11D
com o DDC, quando separado por faixas etarias, individuos acima de 60 anos
apresentaram uma alimentacdo menos diversificada, além de maior IID e maior
DDC [21].

Uma anadlise geral de habitos de vida saudaveis demonstrou forte
associagdo negativa ao DDC. Nesse estudo, foram avaliadas as seguintes
praticas de saude: tabagismo, consumo de alcool, horas de sono, horas de
trabalho, exercicio fisico, café da manha, nutricado equilibrada e estresse mental.
O desequilibrio nutricional, a pratica de exercicio fisico menor que 2 vezes por
semana, menos de 6 horas por dia de sono, e horario de trabalho superior a 9
horas por dia, tiveram contribuigdo significativa em um maior DDC. O fumo
apresentou contribuicao significativa apenas sob alta frequéncia de uso [22].

Fatores de saude como a obesidade podem contribuir para o elevado
estresse oxidativo, inflamagé&o e a instabilidade do genoma, acarretando em uma
ampla gama de danos ao DNA e inibicdo de mecanismos de reparo. A presencga

18



de restrigdo caldrica é capaz de atenuar a geragdo de EROS pelas mitocéndrias,
e, por conseguinte, reduzir o DDC [13]. Um estudo demonstrou que o DDC, que
aumentou concomitantemente com a idade, foi suspenso pela restricao calérica
[23].

A alimentagcdo rica em produtos organicos, graos integrais, frutas e
vegetais e pobre em alimentos processados mostrou niveis mais baixos de DDC
em comparagao a individuos com alimentagao rica em alimentos processados e
pobres em frutas e vegetais. Além disso, os individuos do primeiro grupo
(alimentacédo saudavel) eram moradores de zona rural, e a auséncia do estresse
da vida urbana, bem como o contato préximo com a natureza podem ter
influenciado positivamente na visualizacdo de tal resultado, visto que fatores de
exposi¢cao ambiental como a polui¢ao do ar e luz solar influenciam o DDC [24].

Um estudo avaliou a diferenga entre a dieta vegana (exclui todos os
produtos de origem animal), vegetariana (exclui todas as carnes e frutos do mar),
pescovegetariana (exclui carnes com excecgao de frutos do mar), semivegetariana
(consumo de carne limitado) ou onivora nos escores de IID durante 6 meses em
individuos com sobrepeso ou obesidade. E de se esperar que dietas com menor
consumo de carne apresentem melhorias nos indices de IID, considerando a
reducdo esperada de gordura saturada e colesterol, e possivel aumento no
consumo de fibra ao substituir a proteina animal por vegetal. Foi observado que
todos os participantes veganos, vegetarianos e pescovegetarianos observaram
melhora na pontuacdo do IID em comparagdo com os participantes
semivegetarianos [25]. Em relacdo ao DDC, a dieta vegetariana parece
apresentar tendéncia a reducdo do dano oxidativo ao DNA, sendo a dieta
lactovegetariana (mantém apenas o consumo de lacteos dentre alimentos de
fonte animal) a responsavel pelo menor nivel de DDC [26].

Padroes alimentares, como o adotado pela dieta mediterranea,
caracterizada pelo consumo de frutas, vegetais, aves, peixes magros, nozes e
produtos lacteos, tém se mostrado protetores modulando a expressao génica de
reparo do DNA e mantendo o comprimento do teldmero. Um estudo encontrou
protecado contra DDC observada na adogao da dieta mediterranea isolada, assim
como no consumo de alimentos repletos de compostos bioativos (como azeite e
vinho tinto), ou com compostos antioxidantes (coenzima Q10). O consumo

quantitativo e qualitativo de gorduras foi um dos fatores primordiais para o
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resultado obtido [27]. Corroborando com tal afirmagao, outro estudo demonstrou
que o consumo de PUFAs esteve associado a redugdo de DDC, enquanto o
aumento de DDC esteve associado a ingestao de acidos graxos saturados [28].

No entanto, o consumo quantificado de gordura pode refletir também
negativamente os niveis de DDC, devido a facil oxidacdo que sofrem durante o
armazenamento. Nesse sentido, controverso aos achados anteriores, o consumo
de acidos graxos oxidados pode gerar a producdao de EROS. Além disso, o
estresse oxidativo persistente e a peroxidacao lipidica aumentada de acidos
graxos poliinsaturados (PUFAs) dmega-6, como o acido linoléico e araquiddnico,
geram danos macromoleculares e interrupgao das vias de sinalizagdo, com
formagao de compostos capazes de reagir com DNA [13, 29].

Um estudo demonstrou que o aumento da ingestdo de PUFAs de 5% para
15% da energia consumida durante 2 semanas aumentou significativamente os
danos ao DNA em homens saudaveis. Tal maleficio foi mitigado pela
suplementagao vitaminica de 80 mg/d de vitamina E [30]. Dessa forma, foi
demonstrado que, através de estudos controversos, o tipo de 6leo e seu carater
antioxidante, afetado pela presenca relevante ou ndo de compostos como os
polifendis, podem modular o DDC [29, 31].

Varios micronutrientes estdo envolvidos como cofatores em reagdes de
manutencdo do DNA, incluindo a sintese de DNA, seu reparo, sua metilagao e a
apoptose, e sua deficiéncia pode gerar DDC. A falta de nutrientes por si s6 &
capaz de levar prejuizos a estabilidade gendmica, produzindo efeitos semelhantes
a disturbios genéticos herdados ou exposigdo a carcindgenos [32]. Tal falta de
antioxidantes e cofatores enzimaticos essenciais para reparar e metilar o DNA,
em combinagdo com o consumo elevado de aditivos quimicos muito presentes na
alimentagdo dos dias atuais, em conjunto com predisposicdo genética, pode
resultar em exacerbacgao dos efeitos de instabilidade genémica e hipometilagao
de proto-oncogenes [24]. Alguns dos mecanismos conhecidos pelos quais
deficiéncias em micronutrientes especificos podem causar danos ao DNA e
instabilidade cromossdémica s&o através do encurtamento e disfungcdo do
teldbmero, mutacdo ou delecado de sequéncia de bases de DNA, e disfungao do
centrbmero [33].

Foi demonstrado que a deficiéncia em micronutrientes como ferro, zinco,

acido félico, vitamina B12, vitamina B6, vitamina B3, vitamina C ou vitamina E,
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gera quebra de fita unica e dupla no DNA e/ou lesdes oxidativas, imitando efeitos
maléficos da radiagdo ou de produtos quimicos [34]. Uma revisao sistematica
destacou a importancia da a vitamina A e seu precursor b-caroteno, as vitaminas
C, E, os minerais selénio e zinco e os fitoquimicos curcumina em associagao com
a piperina, o licopeno e as proantocianidinas na preveng¢ao do estresse oxidativo
e inflamagao, bem como a vitamina B12, o folato e o zinco no metabolismo e
reparo do DNA [33].

Em se tratando de antioxidantes, vitaminas e minerais, embora haja o
conhecimento acerca de uma alimentacdo rica em frutas e vegetais para
prevencao da carcinogénese, a relagado entre o consumo de alimentos in natura e
o impacto no DCC permanecem escassos, bem como sua suplementagao
demonstra comprovacgao limitada na redug¢ao de DDC.

Um estudo realizado em individuos com baixa ingestdo de frutas e vegetais
avaliou possivel protegcao contra danos oxidativos de um suplemento multi
micronutriente composto por: quatorze vitaminas (vitamina A, D, E, K, B1, B2, B6,
B12, C, niacina, biotina, betacaroteno, folato e acido pantoténico) e nove minerais
(calcio, ferro, iodo, zinco, cobre, manganés, magnésio, cromo e selénio). O
suplemento também continha fitoquimicos de extratos ou pd de acerola, alfafa,
brassica, cenoura, citricos, semente de uva, casca de uva, alecrim e espinafre, e
a intervencao foi realizada durante 8 semanas. Embora os pacientes tenham
recebido orientacdo para manterem sua alimentagao e estilo de vida padréo, eles
foram orientados a evitarem alimentos com alto teor de antioxidantes. Foi
observada uma resisténcia contra danos oxidativos no grupo suplementacao
versus placebo em relagéo a intensidade e comprimento da cauda do DNA [35].

Apesar da demonstracdo efetiva de que antioxidantes sdo capazes de
modular os DDC em estudos in vitro e em animais, 0os ensaios clinicos néo
demonstram uma convincente efetividade [13]. A suplementacédo de 20 mg diarios
de betacaroteno por 20 semanas ndo demonstrou alterar a taxa de excrecao de
8-OHdG em fumantes [36]. Em concordancia a isso, além da administracdo de
betacaroteno nao ser capaz de afetar indicadores de DDC, a suplementagao de
vitamina C e vitamina E também parecem ser controversas [37, 38]. E necessario
considerar que vitaminas antioxidantes também podem possuir propriedades
pro-oxidantes, podendo apresentar efeito negativo, como a vitamina C sob a

presenca de ions metalicos reduzidos no meio, bem como a vitamina E atuando
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como promotor da carcinogénese. Além disso, ha a possibilidade de que a
corregao do estresse oxidativo através da suplementagao antioxidante possa ser
efetiva apenas em populagdes com determinada deficiéncia [13].

Suplementos ndo vitaminicos e n&o minerais também podem estar
atrelados ao estresse oxidativo e DDC. A suplementacdo de glucosamina,
condroitina e suplementos de fibra estiveram associadas aos niveis reduzidos de
estresse oxidativo, enquanto a suplementacao de coenzima Q10 foi relacionada a
diminui¢do do DDC [22].

Apesar de uma dieta rica em alimentos contendo carotendides, um
composto bioativo derivado da vitamina A, apresentar propriedades antioxidantes
e de prevencido de danos ao DNA, inibindo a carcinogénese, por outro lado a
suplementacdo de betacaroteno, o precursor da vitamina A, pode aumentar a
incidéncia de cancer em fumantes [39]. Isso pode ser explicado devido a
diversidade de carotendides e outros compostos bioativos encontrados em
alimentos em contrapartida a suplementagdo isolada, além da menor
biodisponibilidade detectada em alimentos [13].

O licopeno, um carotendide cuja principal fonte é o tomate, parece estar
envolvido na prevengdo de DDC. Tem sido demonstrado uma tendéncia de
reducdo da oxidacao de DNA sob suplementacdo de diversas dosagens de
licopeno (20 - 150mg/dia), através de variadas fontes alimentares: suco de
tomate, molhos e oleorresina de licopeno [40, 41].

Vegetais cruciferos, como brocolis, repolho e couve de bruxelas, sé&o
capazes de reduzir o risco no desenvolvimento de varios tipos de céancer. A
ingestdao de 300g de couve de bruxelas, bem como o consumo do seu extrato
aquoso, por dia foi capaz de reduzir os niveis de 8-OHdG [36, 42]. No entanto, em
um estudo envolvendo ratos como modelo experimental, seu extrato aumentou os
niveis de 8-OHdG [43].

As isoflavonas, compostos bioativos da soja, tém sido amplamente
estudadas devido ao seu poder antioxidante, em particular a genisteina e a
daizeina. Elas suprimem os radicais livres e induzem enzimas eliminadores de
antioxidantes [44]. Individuos que consumiram 1 litro de bebida a base de soja
durante 4 semanas apresentaram redugcdao de DDC em comparagdo aos
individuos que consumiram bebida a base de arroz e leite de vaca semidesnatado

no mesmo periodo de tempo [45].
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Os polifendis sdo compostos bioativos presentes em frutas, vegetais,
folhas, sementes, flores e nozes que podem interferir nas vias que regulam a
proliferacdo e divisdo celular, a resposta inflamatéria e imunoldgica e a
desintoxicacdo. Os chas sdo uma das principais fontes de polifendis, sendo a
epigalocatequina uma das mais importantes. Uma das acgbes de regulagdo
oxidativa se da pela inibicao da xantina oxidase associada a formacdo de EROS
(ref 258). E possivel observar no estudo de Wei et al [46] a inibicdo da inducdo de
8-OHdG pelo cha verde e cha preto. A adicdo de epigalocatequina ao cha verde e
preto auxiliou na reducdo de 8-OHdG. Além disso, a ingestdo de 5 xicaras ao dia
de cha verde durante 4 semanas demonstrou redugdo do dano ao DNA em
fumantes. Isso ocorreu através da inibigao do crescimento celular e interrupgao do
ciclo celular com aumento nos marcadores de apoptose, reduzindo o numero de
células com DDC na amostra [47].

O resveratrol, catequina, epicatequina e proantocianidinas sdo compostos
bioativos encontrados nas uvas. A suplementacdo de resveratrol em ratos foi
capaz de reduzir os niveis de 8-OHdG [48]. Um estudo realizado com o publico
masculino avaliou a influéncia da ingestdo de 240 mL ao dia de vinho tinto em
uma dieta mediterrdnea ou uma dieta rica em gordura durante 3 meses. O DDC
foi aumentado na dieta rica em gordura, sendo reduzido, através da avaliagcao de
8-OHdG, em aproximadamente 50% dos valores basais apos a ingestao de vinho
[49].

Uma recente revisdo sistematica que avaliou efeitos da suplementagao
antioxidante em marcadores de estresse oxidativo e danos musculares apos
exercicio de forca encontrou beneficios referente a suplementacdo de suco de
roma no alivio o estresse oxidativo, da taurina diminuindo a isquemia e a
producdao de EROS, dos mirtilos reduzindo a oxidagao, da melatonina prevenindo
a oxidagao extracelular e intracelular e da aveia melhorando a resposta
inflamatadria. No entanto, a ingestao dietética de macronutrientes e micronutrientes
dos participantes dos estudos nao foram padronizadas, apresentando-se como
uma importante limitagéo [12].

O consumo de alcool também esta associado a maior frequéncia de DDC.
Em um estudo comparando o consumo de 300 mL de vinho tinto desalcoolizado,
com alcool ou apenas etanol demonstrou que o primeiro apresentou redugao

significativa (20%) no DDC em 60 e 120 minutos apds o consumo, e o segundo
23



demonstrou protecdo contra DDC em comparacao ao etanol puro. Tais achados
demonstram que apenas a fracdo ndo alcodlica do vinho é capaz de ter efeito

protetor [50].
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2. JUSTIFICATIVA

A atividade fisica regular e de baixa intensidade é incentivada para reduzir
o risco de desenvolvimento de doengas agudas e crbnicas. Por outro lado,
exercicios prolongados ou excessivos sao capazes de aumentar a inflamacéao e
desencadear a geracdo de danos mediados por radicais livres. As espécies
reativas de oxigénio sdo geradas durante o exercicio de alta intensidade e sdo

conhecidas por afetar a estabilidade do DNA [4].

A pandemia da COVID-19 ocasiona altera¢des temporarias e permanentes
na saude dos individuos infectados pelo SARS-COV-2. O aumento de mediadores
pré-inflamatérios induzidos pela infecgao viral podem ocasionar também dano ao
DNA, promovendo instabilidade gendémica e interrompendo o processo e reparo
de DNA. Pacientes soropositivos para SARS-COV-2 tiveram um nivel
significativamente maior de dano ao DNA em comparagdo com os individuos

controle [9, 10].

Ao considerarmos o fator dietético, alguns compostos com elevado
potencial antioxidante podem ser observados em alimentos, como vitaminas,
minerais e compostos bioativos [13]. Espera-se que os antioxidantes e
anti-inflamatdrios dietéticos reduzam a formacao de danos oxidativos ao DNA,
presentes em individuos soropositivos para SARS-COV-2 e em atletas de

exercicios extenuantes e excessivos.

Dessa forma, pretendemos verificar um possivel impacto da COVID-19 no
dano ao DNA dos atletas, visto que alteracbes excessivas podem ocasionar
envelhecimento precoce e danos severos, como aumento no risco para
carcinogénese. Além disso, buscamos identificar a influéncia de uma dieta rica em

antioxidantes e compostos anti-inflamatérios em atenuar tais maleficios.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Compreender o impacto do indice inflamatdrio da dieta e do diagndstico prévio de
COVID-19 no dano ao DNA em atletas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a composicao corporal dos individuos através da avaliacdo do IMC
e do percentual de gordura;

- ldentificar o volume de treinamento dos atletas;

- Relacionar o perfil inflamatério alimentar com a composi¢ao corporal, o

nivel de atividade fisica e o dano ao DNA.
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RESUMO

A COVID-19 provocou alteragbes temporarias e permanentes na saude dos
individuos, podendo gerar estresse oxidativo e dano ao DNA celular (DDC). A
falta ou excesso de exercicio fisico € capaz de aumentar a inflamagcao e
possibilita a geracdo de danos ao DNA. A alimentagcdo rica em compostos
inflamatorios e oxidantes é capaz de exacerbar ou atenuar tais maleficios. O
presente estudo de carater observacional teve a inclusdo de atletas adultos de
corrida (10 ou 21 km), com ou sem diagndstico prévio de COVID-19. Foram
realizadas coletas sanguineas pré corrida, pés corrida imediata, e apos 24 horas
da corrida, a fim de avaliar o dano ao DNA através de ensaio cometa. Houve a
aplicacdo de indice Alimentar Inflamatério (IlA) para avaliacdo do perfil

inflamatorio alimentar.

Palavras-chave: coronavirus; estabilidade do DNA; treinamento fisico;

anti-inflamatoério
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INTRODUGAO

O coronavirus 2019 (COVID-19), cuja causa se da pela infecgdo pelo
coronavirus-2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-COV-2), foi
reconhecido como pandemia pela Organizagao Mundial de Saude no ano de 2020
(Souza et al, 2021). Foi demonstrado que pacientes infectados por COVID-19
apresentaram maior dano ao DNA celular (DDC), em comparagao aos individuos
sem a infecgdo (Grand, 2023), e este dano foi proporcional a gravidade dos
sintomas dos pacientes (Basaran et al, 2023). Ha a possibilidade da permanéncia
da geragcao desse dano a longo prazo na condigao p6s-COVID-19, devido a
presenca de virus residual ou ainda latente remanescente apds a recuperagao do
individuo (Stein et al, 2022).

O DDC se apresenta como um marcador de exposicado a agentes que
afetam negativamente o DNA. Varias lesbées ao DNA ocorrem em nossas células
diariamente, sejam elas por fatores exdégenos ou enddgenos, como através do
estresse oxidativo - desequilibrio entre a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e mecanismos de defesa antioxidante - e inflamacdo. No
entanto, quase todos os DDC sao reparados através de uma maquinaria que
identifica possiveis lesdes. Todavia, quando n&o reparados, seu acumulo pode
levar ao rapido envelhecimento, a mutagénese, e a carcinogénese (Azqueta,

2020).
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Varios fatores contribuem para a homeostasia do sistema imune e a
manutencdo dos processos de reparacdo do DNA. Macronutrientes, como a
proteina, sdo necessarios para produg¢ao de anticorpos. Micronutrientes, como o
zinco e a vitamina A, em seu estado deficitario, estdo associados ao aumento do
risco infeccioso. Componentes antioxidantes e anti-inflamatérios sdo essenciais
para o combate ao estresse oxidativo e processos inflamatérios exacerbados,
como visualizado na infecgdo por SARS-COV-2 (Iddir et al, 2020). Além disso,
varios micronutrientes estdo envolvidos como cofatores em reacdes de
manutencdo do DNA, apresentando extrema importancia para o0 bom
funcionamento de reparo ao dano (Prado et al, 2010).

Compostos anti-inflamatérios como fibras, 6mega-3, fitoquimicos como
carotendides e polifendis, vitaminas e minerais podem ser mensurados através de
ferramentas como o indice Inflamatério Alimentar (II1A). O efeito anti-inflamatério
dos alimentos respeita uma curva em formato de "U", em que os pontos finais da
curva, ou seja, as deficiéncias nutricionais ou a presenga de compostos
anti-inflamatérios em excesso, podem contribuir para o DDC (Hao et al, 2024).

O exercicio fisico, cujo efeito mostra-se semelhante a dose-resposta
alimentar, apresenta carater benéfico quando em niveis adequados, e torna-se
maléfico quando em insuficiéncia ou em excesso. Exercicios moderados e com
periodos de recuperagao apropriados geram baixos niveis de formagédo de EROS,

que podem estimular mecanismos de adaptagdo: favorecem a expressado de
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enzimas antioxidantes e regulam positivamente o reparo de DNA (Wagner et al,
2011). Estudos indicam que apenas exercicios maximos de alta intensidade,
treinamento excessivo, triatlos e/ou distédncias acima de 42 km podem induzir
DDC permanentes, embora haja um aumento consideravel de DDC
imediatamente apds quaisquer intensidades de exercicio aerdbico (Tryfidou et al,
2020).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o DDC em atletas com ou
sem diagnostico prévio para COVID-19, bem como a influéncia que o carater
inflamatério da dieta pode apresentar nesse dano. Nossa hipétese € que o
diagnostico prévio de COVID-19 acarretara na visualizagdo de maiores niveis de
DDC entre os atletas soropositivos, além da contribuicdo do carater inflamatério

da dieta amplificando esse dano.

METODOLOGIA

Participantes

O caélculo amostral foi realizado através do programa GPower versao 3.1.3;
Franz Faul, Universitat Kiel, Kiel, Germany. O tamanho da amostra foi calculado
com base em dados do dano de DNA de corredores (Fogarty et al, 2013), tendo
sido adotado um tamanho de efeito grande de 1,73; intervalo de confianga de
95%, erro padréao de 0,05% e um poder de 95%. Desta forma foi identificado um

tamanho amostral minimo de 18 participantes, e, tendo em vista a estimativa de
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uma perda amostral de 20% dos participantes, o tamanho amostral encontrado foi

de 22 participantes, sendo 11 individuos em cada grupo.

Os participantes foram recrutados através de contato com assessorias
esportivas, cartaz digital e carta a universidade, e apos preencherem os critérios
de inclusdo, foram incluidos para participacao voluntaria apds a assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os critérios de inclusao foram:
idade superior a 18 anos e inferior a 60 anos; alfabetizados; minimo de atividade
fisica de 150 minutos semanais; praticantes de atividade fisica ha pelo menos 6
meses. Os critérios de exclusao foram: gravidez, presenca de doenca inflamatéria
aguda e/ou infecgao; uso de antiinflamatério no momento do estudo; presencga de

qualquer tipo de lesdo na ultima semana preé coleta.

O estudo foi conduzido de acordo com a Declaracdo de Helsinque, com
aprovacdo no Comité de Etica da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de

Porto Alegre (UFCSPA, Brasil) sob o parecer numero 6.591.081.

Desenho Geral do Estudo

Trata-se de um estudo observacional com coletas realizadas no periodo de
janeiro a margo de 2023 pelo Laboratério de Imunologia da UFCSPA. Os
participantes foram divididos em dois grupos, sendo o primeiro (G1) individuos
que obtiveram diagndstico prévio auto referido de COVID-19, e o segundo (G2)

individuos que nao obtiveram diagndstico prévio auto referido de COVID-19 ou

38



foram assintomaticos. A pesquisa foi realizada em dois dias consecutivos: no
primeiro dia houve a coleta pelo pesquisador de dados antropométricos, aplicagao
de um questionario de frequéncia alimentar (QFA), coleta sanguinea pré-corrida,
realizacéo pelo participante de corrida de 10 km ou 21 km, e coleta sanguinea
apos corrida; no segundo dia houve apenas uma coleta sanguinea apos 24 horas
da corrida. Os participantes foram orientados a nao realizar atividade fisica entre
as coletas sanguineas, com excec¢éo da corrida prevista no projeto. A aplicagéo
do questionario de dados gerais de identificagdo, socioecondmicos e de atividade
fisica foi realizada virtualmente, sendo preenchida pelo préprio participante.
Dados demograficos gerais e de atividade fisica dos participantes estdo descritos

na Tabela 1.

Avaliagcao Antropométrica

A coleta de dados antropométricos foi realizada por trés nutricionistas
capacitadas, sendo utilizado os seguintes equipamentos: balanga com
capacidade de 150Kg e precisdo de 100g para afericdo de peso, e para coleta
das pregas cutaneas adipdmetro cientifico da marca Cescorf® com sensibilidade
0,imm e amplitude de leitura 88mm. Para a avaliacdo antropométrica foram
utilizados os dados de peso corporal (kg) e estatura (m). Para avaliagdo da
composi¢cao corporal dos homens foi utilizado o somatério de sete dobras
cutaneas (toracica + axilar média + triceps + subescapular + supra iliaca +

abdominal + coxa medial), através da equacéao preditiva de densidade corporal e
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porcentagem de gordura para homens atletas de 18 a 61 anos de Jackson e
Pollock (1978), e para as mulheres Jackson, Pollock e Ward (1980). O percentual

de gordura (%BF) sera calculado utilizando-se a equacéao de Siri (1961).

Questionario de Frequéncia Alimentar

A ingestdo habitual de alimentos foi avaliada através de QFA
semi-quantitativo especifico do pais retirado do Estudo Longitudinal de Saude do
Adulto (ELSA-Brasil) em sua versao validada e reduzida (Mannato, 2013). O QFA
avaliou o consumo médio de produtos alimenticios durante os ultimos 12 meses a
pesquisa e avaliou a frequéncia de consumo de 76 produtos, divididos em 7
grupos alimentares: paes, cereais e tubérculos; frutas; verduras, legumes e
leguminosas; ovos, carnes, leites e derivados; massas e outras preparagoes;
doces; bebidas. A frequéncia de consumo de alimentos selecionados foi avaliada
com 9 respostas possiveis: consumo sazonal; nunca ou quase nunca; 1-3 vezes
por més; 1 vez por semana; 2-4 vezes por semana; 5-6 vezes por semana; 1 vez
por dia; 2-3 vezes por dia; mais de 3 vezes por dia. O valor nutricional das dietas
foi calculado com base na Tabela Brasileira de Composi¢cado de Alimentos (2023).
As medidas caseiras foram convertidas em gramas segundo a Tabela para

Avaliagdo de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras (Pinheiro et al, 2023).

indice Inflamatério Alimentar
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O IIA é uma ferramenta para avaliar a capacidade inflamatéria da dieta,
sendo descrita em detalhes em outro estudo (Riboldi et al, 2022). Em resumo, é
um indice que representa um algoritmo de pontuacdo que da énfase aos grupos
alimentares, e nao aos nutrientes. O QFA foi utilizado como base para o calculo
do IlA de 18 alimentos ou grupos alimentares com potencial pré6 ou
anti-inflamatério. Uma pontuagdo IIA alta (positiva) indica uma dieta
pro-inflamatdria, e valores baixos (negativos) representam uma dieta
anti-inflamatdria. Os alimentos com valores positivos utilizados neste estudo, em
ordem decrescente, sdo: carne processada, carne de porco, refrigerante diet,
refrigerante, carne vermelha, suco artificial diet, café com agucar, suco artificial
com agucar, e cerveja. Os alimentos com valores negativos utilizados neste
estudo, em ordem decrescente, sdo: frutas, graos integrais, carne de frango,
pizza, vinho, e oleaginosas. Uma pontuagdo foi atribuida para cada variavel
alimentar, variando entre —-4,6 (ou seja, fortemente anti-inflamatéria) a +2,2
(fortemente pro-inflamatoria) nesse estudo. Essa pontuagéao foi entdo multiplicada
pelo consumo diario em gramas de cada alimento ou grupo alimentar, e
posteriormente somada, para assim obter a pontuagdo do I|IA para cada

participante.

Coleta Sanguinea e Ensaio Cometa

Para coleta sanguinea, profissionais capacitados foram orientados a coletar

de participantes 4 mL de sangue venoso através de pungdo na veia antecubital
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em tubos contendo EDTA, sendo separados em aliquotas, as quais foram
congelados a -80°C para posteriores analises. As coletas sanguineas foram
realizadas pré exercicio, apds exercicio, e 24 horas apds exercicio.

O ensaio cometa foi realizado sob condi¢cdes alcalinas, conforme descrito
por Singh et al. (1988), com algumas modificagdes sugeridas por Tice et al.
(2000). A analise do dano ao DNA foi realizada no Laboratério de Biomedicina
Translacional da Universidade do Extremo Sul Catarinense (Brasil). As células do
sangue (aliquotas de 5 pL) foram embebidas em agarose de baixo ponto de fusdo
(0.75%, w/v, 115 pL) e a mistura foi adicionada a uma lamina de microscoépio
pré-coberta com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), cobrindo
posteriormente com uma laminula e levado a geladeira por aproximadamente 5
minutos a 4°C para solidificagdo. Logo apoés, as laminulas foram cuidadosamente
retiradas e as laminas imersas em tamp&o de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA e
10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adigado na hora do uso de 1% de Triton X — 100 e

10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e maximo de 1 semana.

As laminas foram incubadas em tampéao alcalino (300mM NaOH e 1mM
EDTA, pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a corrida
eletroforética foi realizada no mesmo tampéao nas seguintes condigdes: a 30v e
300mA por 35 minutos. Todas estas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca
amarela. Posteriormente as laminas foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5)

e, ao final, o DNA foi corado Syber Gold (Invitrogen, EUA) para posterior analise.
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Um total de 100 células por individuo (50 células por duplicata) foram analisadas
usando o sistema de analise de imagem semi-automatizado Comet Assay IV
(Perceptive Instruments, UK). As analises microscopicas foram realizadas em um
microscopio de fluorescéncia (Eclipse E400, Nikon Instruments, Japao), com
objetiva de 40X. A porcentagem de DNA na cauda do cometa (%DNA) foi o
parametro usado para avaliar o dano do DNA.

As diretrizes internacionais e recomendagdes para o ensaio do cometa
consideram que o escore visual de 100 cometas € um método de avaliagdo bem
validado. Ele tem uma alta correlagdo com a analise de imagem por computador
(Collins et al, 1997). Foram utilizados controles negativos e positivos para cada
teste de eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas

as laminas foram codificadas para analise as cegas.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi conduzida no programa estatistico SPSS 22.00
(SPSS Inc., EUA) e GraphPad Prism versdo 8. A normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram expressos por medidas de
tendéncia central e dispersdo. As variaveis categoricas foram descritas por
frequéncia e avaliadas pelo Teste Exato de Fisher ou Qui-Quadrado, e as
continuas, se distribuidas normalmente, por média e desvio padréao (SD), sendo
comparadas pelo Teste t, e, caso contrario, por mediana e intervalo

interquartilico, sendo comparadas pelo Teste U de Mann-Whitney. Uma ANOVA
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de dois fatores foi usada para comparar as médias paramétricas das amostras de
danos ao DNA, seguida pelo teste post hoc de Tukey. Os coeficientes de
correlacdo de Spearman foram utilizados para correlacionar as associacdes
brutas entre variaveis continuas. Um nivel de significancia estatistica foi definido

em p < 0,05.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo do estudo: Estudo do perfil alimentar e imunoldgico de atletas soropositivos
para SARS-CoV-2

Pesquisadora: Priscila da Trindade Flores
Pesquisadora responsavel: Prof.2 Dra. Alessandra Peres
Instituicdo: UFCSPA

Local da analise de dados: Laboratério de Imunologia da Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre

Telefone para contato: (65) 991344971
E-mail para contato: prisciladatrindadeflores@gmail.com

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da coleta de dados desta
pesquisa de forma totalmente voluntaria e sem custos. Antes de concordar em
participar desta pesquisa, € muito importante que vocé compreenda as
informacdes e instrugdes contidas neste documento. Os pesquisadores deverao
responder todas as suas duvidas antes de decidir participar. A participagdo neste
estudo é voluntaria e livre, podendo ser cancelada em qualquer fase do processo.
Nao havera compensagao financeira para os participantes relacionada a sua
participacéo. Ao participar do estudo vocé recebera uma via deste termo.

Com a participacao neste estudo vocé contribuira para a compreensao dos
efeitos dos volumes de treino na resposta imunolégica de atletas, bem como
compreender se ha correlacdo entre volume de treinamento fisico e propensao a
infecgcdes de mucosas e sistema respiratério bem como na qualidade de vida.
Considerando a pandemia da COVID-19, pretendemos verificar um possivel
impacto da COVID-19 no sistema imunolégico e dano ao DNA dos atletas.

A coleta de dados para este estudo constara em responder uma ficha de
anamnese com informagdes gerais e de saude e questionario de rastreamento
metabdlico e qualidade de vida. Para avaliar a ingestdo alimentar, vocé
preenchera um recordatério alimentar e questionario de frequéncia alimentar
(QFA). As orientagbes quanto ao preenchimento serdo realizadas por
académico(a) treinado(a), com o objetivo de obter informag¢des que permitam
definir e quantificar a alimentacdo consumida, no periodo de referéncia, sem
indugao de respostas. Sera necessario realizar o registro diario do treino.

Para avaliar seu perfil inflamatoério e dano ao DNA, serao colhidas amostras
de sangue, na sala de coleta do Laboratério de Analises Clinicas da Universidade
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Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, localizado no segundo andar do
prédio Il da universidade, por um profissional habilitado. Para coleta de sangue
serdo necessarios em torno de 10 minutos. Nenhuma amostra de sangue sera
armazenada. O descarte sera realizado em sacos brancos e a agulha sera
descartada imediatamente apds o procedimento em recipientes apropriados para
materiais perfuro cortantes. Todo o procedimento sera realizado obedecendo as
normas de biosseguranca para material biolégico. Também sera medido seu
peso, altura e dobras cutaneas nos dias das avaliagdes.

Os materiais serao preparados considerando todos os protocolos de
segurancga, com utilizagcdo de face shield, mascara de protecao e alcool em gel.
Todos os procedimentos serdo realizados obedecendo as normas de
biosseguranga para material biologico.

Sua participagdo nesta pesquisa é totalmente voluntaria, e vocé podera
desistir apés ter concordado em participar do estudo em qualquer momento, sem
que haja nenhuma responsabilidade ou qualquer prejuizo. Informamos que nao
esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo no estudo. Vocé
também nao tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos. Com
a participagdo na pesquisa terd como beneficio os resultados das avaliagbes
realizadas além da orientagdo a respeito de todas as avaliagdes; alimentar,
composig¢ao corporal, perfil inflamatario.

Os riscos da participacdo na pesquisa sao considerados de leves a
moderados. Os leves devido a constrangimento para responder aos
questionamentos ou cansago devido a extensdo dos instrumentos. Os riscos
médios referem-se a coleta de sangue, que pode causar dor, desconforto,
formagdo de hematomas e/ou outras lesées no local da coleta e, em alguns
casos, pode haver ocorréncia de desmaio. Caso ocorra, vocé sera atendido e
tratado por um profissional capacitado para a resolu¢cao do problema no préprio
local, para estabelecer o seu bem-estar fisico. E em caso de qualquer efeito
adverso, comprovadamente decorrente da presente pesquisa, vocé sera
indenizado

Os dados levantados serao confidenciais, resguardando a identidade dos
sujeitos, e poderao ser utilizados para estudos e publicagdes cientificas, por 5
anos, mostrardo apenas os resultados obtidos como um todo, sem revelar seu
nome, instituigdo ou qualquer informacéao relacionada a sua privacidade. Ficando
sob responsabilidade dos pesquisadores para futuros estudos, desde que seja
respeitada totalmente sua privacidade e confidencialidade. Os pesquisadores
serao 0s unicos a ter acesso aos dados obtidos e tomarao todas as providéncias
necessarias para manter o sigilo, mas sempre existe a remota possibilidade da
quebra do sigilo, mesmo que involuntario e nao intencional, cujas consequéncias
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serdo tratadas nos termos da lei. Assim, ciente e de acordo com o que foi
anteriormente exposto,

Eu , portador (a)
da carteira de identidade numero , afirmo que,
apods a leitura deste documento e de esclarecimentos dados pelos pesquisadores,
concordo com a realizagdo desta pesquisa e autorizo minha participagdo, como
também autorizo a publicagdo em meio académico dos dados, informagdes e
outros procedimentos coletados nesta pesquisa. Todas as minhas duvidas foram
esclarecidas e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer
momento conforme minha necessidade. Considero-me igualmente informado:
sobre os procedimentos nos quais estarei envolvido, dos riscos e beneficios
esperados. Assinatura:

Porto Alegre, de de 2023.

Caso vocé tenha duvidas ou solicite esclarecimentos, entrar em contato
com o pesquisador responsavel professora Alessandra Peres email:
peres@ufcspa.edu.br e telefone: (51)99619331, ou com a autora Priscila da
Trindade Flores email: prisciladatrindadeflores@gmail.com e telefone
(55)991344971, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Ciéncias da Saude de Porto Alegre — UFCSPA pelo telefone (51)3303-8804.

Observacao: O presente documento baseado no item IV das Diretrizes e Normas
Regulamentadoras para a pesquisa em saude, do Conselho Nacional de Saude
(resolugao 466/12), sera assinado em suas vias, de igual teor, ficando uma via em
poder do paciente ou de seu representante legal e outra com o pesquisador
responsavel.

ANEXO B - ENTREVISTA ESTRUTURADA E FICHA DE AVALIAGAO
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Nome: Data de Nascimento:

Sexo resignado ao nascer: Profissao:
Escolaridade: Estado civil:
Tabagista: Horas média de sono:

)Sim ( ) Ndo ( ) Eventualmente

Medicamentos de uso continuo (dose/frequéncia)

Uso de anti-inflamatorio nos ultimos 15 dias? ( ) Sim ( ) Né&o.

Uso de alcool: ( ) Sim ( ) Nao.
Consumo:( ) diario; ( ) semanal; ( ) eventual.

Se sim, qual a quantidade em copos:

Doencgas associadas? Cirurgia nos ultimos 6 meses?

Possui doenca inflamatdria aguda? Se sim, qual?

Habito intestinal: ( ) normal ( ) constipado(a)

Frequéncia de evacuacgoes:

) diaria ( ) a cada 2 dias ( ) a cada 3 dias ( )

Consumo de agua vocé toma ao dia: Copos
Modalidades esportivas realizadas: Frequéncia semanal:
Ha quanto tempo pratica? Duragcdo média do treino em horas:

Quanto a CORRIDA, pratica ha quanto tempo? (meses ou anos)
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Duracdo média dos treinos de corrida:

Volume semanal dos treinos de

corrida em Km:

Atualmente corre quantas vezes por semana?

Compete a nivel nacional ou internacional? ( ) Sim ( ) Nao

Faz acompanhamento com assessoria esportiva? ( ) Sim ( ) N&o.

Teve COVID-19 ? ( ) Sim ( ) N&o.

Apresentou sintomas ( ) Sim ( ) Nao

Quais?

Precisou de internacédo? ( ) Sim ( ) N&o.

Foi vacinado para COVID-19?

)Sim () N&o

Detalhar
(tipos/datas):

esquema vacinal

Faz acompanhamento nutricional com nutricionista? ( ) Sim ( ) Nao.

Usa suplementos nutricionais?

Quem orientou? () Nutricionista ( )
Outros

Nome comercial:

Quantidade?

Frequéncia diaria:

Frequéncia semanal:

Uso de esteroides anabolizantes?

Quantidade?

Tempo de uso? Frequéncia?
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Avaliagdo antropométrica

Peso (kg)

Altura (cm)

Triceps (mm)

Toracica(mm)

Abdome (mm)

Axilar média (mm)

Subescapular (mm)

Suprailiaca (mm)

Coxa medial (mm)
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