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RESUMO

O coronavirus SARS-CoV-2, agente infeccioso causador da doenga conhecida como
COVID-19, que tem afetado negativamente a vida de milhdes de pessoas desde o ano
passado. A COVID-19 é uma infecgao multiorganica que tem efeitos relevantes sobre
o sistema musculoesquelético de individuos infectados, causando fadiga excessiva,
artralgia, mialgia, danos musculares e fraqueza muscular. Estes sintomas podem
persistir durante semanas ou até meses apos o término da infecgédo, dando origem a
chamada COVID-19 longa. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos do SARS-
CoV-2 em musculos esqueléticos, principalmente em individuos que néo
necessitaram de suporte ventilatorio e/ou hospitalizacdo. Objetivos: Avaliar o impacto
do coronavirus SARS-CoV-2 sobre o sistema musculoesquelético humano, com o
intuito de contribuir para um melhor entendimento dos efeitos da infeccado apds sua
fase aguda. Métodos: Este estudo contou com participantes divididos em grupo
controle e grupo COVID-Longa e foram submetidos a bidpsia muscular, coleta
sanguinea e teste em dinamOmetro isocinético para analises morfologicas,
bioquimicas e funcionais. Resultados: O grupo COVID-Longa apresentou alteragdes
morfolégicas no musculo vasto lateral, incluindo diminuicdo dos capilares, oxido nitrico
e miogenina, acompanhadas de aumento de IL-1B, Pax7 e ERO. No aspecto
funcional, verificou-se aumento do pico de torque nas sessdes de isometria, além de
reducao da frequéncia meédia do sinal eletromiografico. Conclusao: A infecgado pelo
SARS-CoV-2 esta relacionada a alteragdes musculares que podem impactar
negativamente na morfologia e fungdo do musculo vasto lateral de humanos, mesmo

apos o periodo agudo da doenca.

Palavras-chave: COVID longa; Musculo Esquelético; Biépsia muscular; Sintomas

Musculoesqueléticos; Vasto lateral.



ABSTRACT

The coronavirus SARS-CoV-2, the infectious agent that causes the disease known as
COVID-19, has negatively affected the lives of millions of people since last year.
COVID-19 is a multi-organ infection that has significant effects on the musculoskeletal
system of infected individuals, causing excessive fatigue, arthralgia, myalgia, muscle
damage, and muscle weakness. These symptoms can persist for weeks or even
months after the end of the infection, giving rise to what is known as long COVID-19.
However, little is known about the effects of SARS-CoV-2 on skeletal muscles,
particularly in individuals who did not require ventilatory support and/or hospitalization.
Objectives: To assess the impact of the coronavirus SARS-CoV-2 on the human
musculoskeletal system, with the aim of contributing to a better understanding of the
effects of the infection after its acute phase. Methods: This study included participants
divided into a control group and a long-COVID group. They underwent muscle biopsy,
blood collection, and isokinetic dynamometer testing for morphological, functional, and
biochemical analyses. Results: The long-COVID group showed morphological
changes in the vastus lateralis muscle, including decreased capillaries, nitric oxide,
and myogenin, accompanied by increased IL-1B, Pax7, and ROS. Functionally, an
increase in peak torque was observed during isometric sessions, as well as a reduction
in the mean frequency of the electromyographic signal. Conclusion: SARS-CoV-2
infection is associated with muscle changes that can negatively impact the morphology
and function of the vastus lateralis muscle in humans, even after the acute period of

the disease.

Keywords: long-COVID; Skeletal Muscle; Muscle Biopsy; Musculoskeletal Symptoms;

Vastus lateralis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura do virus SARS-COV-2.........ccceovvvevennene 25
Figura 2- Mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 nas Células........cccccceoueererenincncnicnieeennn. 26
Figura 3- Sintomas musculares comuns da COVID-Longa.........cccceeveirininenenenenceeeeenn 30
Figura 4- Panfleto de recrutamento de participantes..........ccccoceevereeenieeeceneeeeee e 33
Figura 5- Testes rapidos para COVID-19 (IgM /IgG) ......cceouririninineeeeeesereereeeeeeeeee 34
Figura 6- Tubo com amostra de sangue apds Coleta ..o 35
Figura 7- Agulha Bergstrom em papel grau CirUrgiCo .........ccoecveecieeveeneeseesieeie e esee e see e 36
Figura 8- Fragmento do musculo vasto lateral coletado por biépsia muscular ....................... 36
Figura 9- Curativo estéril transparente...........cooeviiieiiicce e 37
Figura 10- Folheto de recomendacgdes apos a bidpsia entregue para os participantes ........ 37

Figura 11- Musculo fixo e pronto para realizagdo dos cortes no equipamento Criostato Leica

............................................................................................................................................................... 38
Figura 12- Posicionamento do participante na cadeira do dinamdmetro e posi¢cao dos
€letrodos da EMG.........ccooiiiiiiic s 44
Figura 13- Cortes histologicos do musculo vasto lateral de humanos corados em
HematoxXilina € EOSING (HE)........coiiiiieeeees st 47

Figura 14- Quantificacédo de nucleo centralizado no musculo vasto lateral de individuos do

grupO CoNtrole € COVID-LONGA.......ccoiiiiiireseseee ettt enes 48

Figura 15- Quantificagcao de capilares pelo marcador LC24 (tropomiosina 4) no musculo

VASEO 1ateral dE NUIMEAINOS ......eeeieeeieeeeeeeeeeee ettt ettt e et e s sttt essssaeeessssbaeesssnbaeesssnras 49

Figura 16- Fotomicrografias de laminas processadas com anticorpo para imunomarcagao de

capilares através do anticorpo LC24/TropomioSina 4 ........cccovvveevieeeeeenieeieniesteeee e 49
Figura 17- Quantificacado de Células Satélites no musculo vasto lateral de humanos........... 50
Figura 18- Foto micrografias de laminas processadas com anticorpo para imunomarcagao

de células satélites através dos anticorpos Pax7 e Miogenina...........ccoccveceveieeienenenesceene 51



Figura 19- Conteudo de a-actinina presente no musculo vasto lateral de individuos do grupo

COVID-Longa e controle representado pelo ensaio de Western Blotting. .........ccccoeovevvevenenne. 52

Figura 20- Conteudo de IL-1beta presente no musculo vasto lateral de individuos do grupo

COVID-Longa e controle representado pelo ensaio de Western Blotting .........ccccccevevvenenene. 53

Figura 21- Conteldo de IL-6 presente no musculo vasto lateral de individuos do grupo

COVID-Longa e controle representado pelo ensaio de Western Blotting .........cccccoeeveveveennnee. 54

Figura 22- Quantificagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pela analise de

dihidroetidio (DHE) no musculo vasto lateral de humanos..........ccoceevvviecieveniece e 55

Figura 23- Fotomicrografias de laminas processadas e analisadas com dihidroetidio para

marcacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) no musculo vasto lateral de humanos... 56

Figura 24- Quantificagcédo de 6xido nitrico (ON) pela analise de griess no musculo vasto

Y= =1 e [ a1UT 1 = T Lo 1= TR OO PP PR RRRRRPPPR 57

Figura 25- Quantificagdo de CK e LDH no soro de individuos do grupo COVID-Longa e

(7o) 1 (o] [T TR 58
Figura 26- Pico de torque e média do pico de torque durante a CIVM...........cccoovvvecvrvncennnne 59

Figura 27- Pico de torque durante as 3 sessdes de CIVM nu grupo Controle e COVID-Longa

............................................................................................................................................................... 59
Figura 28- Eletromiografia do musculo reto femoral de humanos durante contracéo
ISOIMEBTIICA. ...ttt et h b bbbt s e b bt s bt b e e nese e ne e 61
Figura 29- Eletromiografia do musculo vasto lateral de humanos durante contragao
ISOMIBEIICA. ... cvieiicee ettt bbbttt 62

Figura 30- Eletromiografia do musculo reto femoral e vasto lateral do grupo COVID-Longa
durante as 3 sess0es de CONtracao iISOMELIICA ........cc.eevvieirieriieiiecie et ebe v 63
Figura 31- Eletromiografia do musculo reto femoral e vasto lateral do grupo Controle
durante as 3 sessfes de contragao ISOMELIICA ........ccceeverieiieriiieeee e 63
Figura 32- Razao entre eletromiografia e o pico de torque dos musculos reto femoral e vasto

lateral dO grupo COVID-LONGA.......cccicieieeieieseeeete ettt ettt e et re et et s s e ssesreesaesaeeseensens 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Anticorpos primarios e secundarios utilizados na técnica de imunofluorescéncia 39
Tabela 2- Anticorpos primarios, secundario e controle de carregamento utilizados na técnica
de WeStern BIOHING ......c..coiiiiiiiei et st 41
Tabela 3- Caracteristicas dos participantes do grupo Controle e grupo COVID-Longa......... 46
Tabela 4- Alteragdes celulares das fibras do musculo vasto lateral de individuos do grupo

controle e COVID-Longa, identificadas pela técnica de coloragdo Hematoxilina e Eosina. .. 47



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP: Adenosina trifosfato

BSA: Albumina sérica bovina

CIVM: Contragdo isométrica voluntaria maxima
COVID-19: Doencga coronavirus 2019

CS: Célula Satélite

CK: Creatina quinase

DAPI: Diamidino-2-phenylindole

DHE: Dihidroetidio

ECA2: Enzima conversora de angiotensina 2
EMG: Eletromiografia

ERO: Espécies reativas de oxigénio

HE: Hematoxilina e Eosina

IgM: Imunoglobulina M

IgG: Imunoglobulina G

IF: Imunofluorescéncia

IL: Interleucina

IL-1B: Interleucina 1 beta

IL-6: Interleucina 6

LDH: Lactato desidrogenase

LFBM: Laboratdrio de fisiologia e biofisica muscular
MERS: Sindrome respiratéria do oriente médio
ON: Oxido nitrico

NLRP3: NOD-like receptor Family, pyrin domain containing 3



OMS: Organizacdo mundial de saude

PT: Pico de torque

PBS: Phosphate-buffered saline (Tampéao fosfato salino)

RF: Reto femoral

RMS: Root mean square

SARS: Sindrome respiratéria aguda grave

SARS-CoV-2: Coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2
TBS-T: Solugédo salina tamponada com Tris € Tween

TCLE: Termo de consentimento livre e esclarecido

TMPRSS2: Enzima protease serina transmembranar 2

UTI: Unidade de terapia intensiva



LISTA DE SIMBOLOS

m/min: Metros por minuto
cm: Centimetro

mg/kg: Miligramas por kilograma
°C: Graus Celsius

mm: Milimetro

m: Metro

g: Grama

s: Segundo

kg: kilograma

min: Minuto

Mm: Micrémetro

Ml Microlitro

Mg: Micrograma

rpm: Rotagdes por minuto
mV: Milivolts

Nm: Nanémetro

U/L: Unidade por litro

Hz: Hertz

%: Porcentagem

<: Menor

>: Maior



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ...ttt et s s 20
2. OBUETIVOS ...ttt b et b et e et b ettt b ettt s et e b nene 22
3. REVISAO DA LITERATURA ..ottt s s 23
3.1 Origem e virologia da COVID-19........ooi et 23
3.2 Mecanismo de infecGa0 dO SARS-COV-2 ...ttt 25
3.3 Transmisséo e fatores de risco associados a COVID-19........cccccevvivinininencncncieee, 26
3.4 SiNtomas da COVID-T9 ...ttt 26
3.4.1 A sintomatologia musculoesquelética e @ COVID-19.......cccccoievevieieieieececeeies 27

3.5 Suscetibilidade das células musculares esqueléticas a infecgao por SARC-CoV-2 .... 28

3.6 COVID-Longa e 0 mUSCUlO €SQUEIETICO ........ccueueeuieiiriiiirieieicceee s 29
3.7 Escassez de estudos — casos leves € moderados.............coceveveieineninenenenieneeeeeees 30
4. MATERIAIS E METODOS ...t ves st saes s sessses s sesssss s ssss s snesannes 31
4.1 Delineamento experimental: recrutamento.........cccecvvieeiie e 31
4.2 COleta d& SANQUE........eceeieceeeeeeetee ettt ettt e e st e s ra e te s baeatesreennenrens 34
4.3 BiOPSIA MUSCUIAT......cceeeieiieeieieceeiese ettt e e see e s e ste et e ssesseesesseensessesnsensens 35
4.4 Processamento das @mMOSIIas ........cocvererieieieieinerere ettt 37
4.5 ANAIISE NISTOIOGICA ......coueeieiieeee ettt sttt st ae 38
4.6 Analise de imMUNOfIUOTESCENCIA.........cc.eiiuiiriiiieee e 39
4.7 Analise de dihidroetidio (DHE) .......cccooiiirieieieceere e 40
4.8 Analise de Western BIOHNG ........ccvvieieiiiieeseee ettt 40
4.9 Quantificagdo dos biomarcadores CK e LDH (les@o muscular).........ccccecevvvveciervnnennne 41
4.10 Quantificagao de 6xido nitrico - analise de grieSS.......ccoceveverieieriieireresere e 41
4.11 Dinamémetro isocinético - contragao isométrica voluntaria maxima (CIVM)............... 42
4.12 Eletromiografia (EMG) ........cceoiriiiiieseseee sttt st 43
4.13 ANAlises eStatiStiCas.........coceivieiriiiricicc e 44
5. RESULTADOS ..ottt ettt ettt ettt benenes 45
5.1 Dad0S deMOGrafiCOS .......ciriiuirieiiieirierte ettt 45
5.2 ANAlISE NISTOIOGICA ......coueviiiieiecee et 46
5.3 Analise de imunOflUOrESCENCIA ..o 48
5.4 Analise de WESIErn BIONG ...........ccceiieeecieeeeseeeeestte ettt sttt 52
5.5 Analise de dihidroetidio (DHE) para espécies reativas de oxigénio (ERO).................... 55
5.6 Analise de griess para 0xido Nitrico (ON) ......cciiiiiriinere e 56
5.7 Quantificagado dos biomarcadores CK e LDH (Les&o Muscular)............ccccceeeeveenenenee 57

5.8 Contracao isométrica voluntaria maxima (CIVM) e eletromiografia (EMG).................... 58



B. DISCUSSAOD...........ooiiiiiiieieiie ettt bbbt bbbt 64

6.1 Alteragdes histolégicas do musculo vasto lateral de humano com COVID-Longa ....... 65
6.2 Alteracao na a-actinina sarcomérica do musculo vasto lateral de humanos com
COVID-LONGA. ...ttt sttt ettt b e bbbt e st eae bbbt e e e e e eneeneenes 67
6.3 Disfuncao endotelial e estresse oxidativo no musculo vasto lateral de humanos com
(1@ A4 o o T - FO RSP 68

6.4 Inflamacgao de baixo grau no musculo vasto lateral de humanos com COVID-Longa. 70

6.5 Regeneragao muscular prejudicada no musculo vasto lateral de humanos com

(1@ LY/ o o Vo - FO RSP 72
6.6 Auséncia de alteragdo nos biomarcadores CK e LDH em humanos com COVID-Longa
........................................................................................................................................................... 73
6.7 Alteracao no pico de torque e na frequéncia média do sinal eletromiografico em
humanos COM COVID-LONGA.......cccciiiieeeeceee ettt st st be e b e s beeaaers 74
(oIS I 011 = Todo T TS0 Lo =< 10 o o TS 76
(oI e I gg] o) [ Toz= Toto =TT od 11 o] [or= 1< TS 76
7. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSAOQ ..........o.ooooiviceeeeeeeeeeeeeeeee e, 76
REFERENCIAS ........oooooiiiiieeete ettt 78
APENDICE ...ttt 94



Efeitos da infecgdo pelo SARS-CoV-2 sobre os aspectos morfoldgicos, bioquimicos e funcionais do musculo vasto lateral de humanos. -

20

1. INTRODUGAO

A COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), doencga causada pelo coronavirus
SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), se espalhou
rapidamente pelo mundo e tem mudado drasticamente o estilo de vida das pessoas
desde o comecgo da pandemia. A COVID-19 é transmitida pela inalagdo de goticulas
liberadas durante o ato de tossir/espirrar ou até mesmo falar, por contato pessoal
préximo (toque e/ou aperto de méos) e/ou por contato com objetos ou superficies
contaminadas seguido de contato com o nariz, os olhos ou a boca (COELHO et al.,
2020; ZAIM et al., 2020, EL JADDAOUI et al 2025).

Os sintomas iniciais e mais comuns sao febre, tosse seca e dor de cabeca
(ABDULLAHI; CANDAN; ABBA, 2020; HENRINA et al., 2020; MANAM et al., 2020;
ZAIM et al., 2020). Estudos indicaram que a infeccéo pelo SARS-CoV-2 pode ser mais
grave em pacientes com idade avancada (> 65 anos), com doencas crénicas
(respiratdrias, cardiacas e renais), cancer, hipertensao, diabetes e obesidade (BAJ et
al., 2020; BURN et al., 2021; MAISON et al., 2025).

Em destaque, a COVID-19 afeta ndo apenas o trato respiratério, mas também
uma variedade de 6rgdos (doenga multiorganica), incluindo o sistema
musculoesquelético associado com o sistema nervoso periférico (SNP), causando
fadiga, artralgia, mialgia, fraqueza muscular, danos aos musculos esqueléticos,
anosmia e ageusia (AL-RAMADAN et al., 2021; ANDALIB et al., 2021; DISSER et al.,
2020; SCHETT et al., 2020; TUZUN et al., 2020; VASILIADIS et al., 2021). Esses
sintomas podem persistir durante semanas e até mesmo meses apds o término da
infeccéo viral, debilitando o condicionamento fisico e afetando a qualidade de vida de
muitos individuos (GODLEE, 2020; GREENHALGH et al., 2020; MORLEY, 2020;
NATH, 2020; PEREGO et al., 2020; RUBIN, 2020).

Alguns estudos associaram a “tempestade de citocinas”, uma resposta imune
pro-inflamatéria desregulada da COVID-19, com: (a) a fraqueza muscular observada
em pacientes soropositivos para a doenga (ABDULLAHI; CANDAN; ABBA, 2020;
AHMAD; RATHORE, 2020) e (b) as respostas neuroinflamatérias e autoimunes
observadas em alguns casos (ABU-RUMEILEH et al., 2021; ANDALIB et al., 2021;
KORALNIK; TYLER, 2020). Esses pacientes apresentaram altos niveis de

interleucinas (ILs) pro-inflamatorias, como a interleucina-6 (IL-6), a interleucina 1 beta
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(IL-1B), a interleucina-8 (IL-8 ou CXCLS8), o interferon-gama (IFN-y), a proteina 10
induzida por interferon-gama (IP-10 ou CXCL10), e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) em amostras de plasma e soro (CIPOLLARO et al., 2020; DISSER et al.,
2020; LAING et al., 2020). Essas ILs podem induzir a protedlise de fibras musculares
e promover a diminuicao da sintese proteica, interferindo no processo de miogénese
(BROUSSARD et al., 2004; DISSER et al.,, 2020; MORLEY; KALANTAR-ZADEH,;
ANKER, 2020).

Como é de conhecimento, a creatina quinase (CK) é liberada no sangue
quando as células musculares sao danificadas e a integridade da membrana alterada.
A causa da mialgia durante a COVID-19 pode estar relacionada a danos musculares
causados pelo aumento do processo inflamatério e, portanto, uma CK mais alta
poderia ser utilizada como um marcador prognostico para indicar um quadro clinico
mais grave da doenca (BATUR et al.,, 2021). Outros possiveis biomarcadores de
danos musculares sao a lactato desidrogenase (LDH), a aldolase, a mioglobulina, a
anidrase carbdnica, e a aspartato aminotransferase (AST). Varios estudos que
investigaram as caracteristicas laboratoriais em pacientes com COVID-19,
observaram uma associacdo entre CK e LDH (FENG et al., 2020; UCAROGLU CAN;
KAYA; KOTAN, 2020; XIE et al., 2021).

Adicionalmente, pesquisa realizada por Leung et al. (2005) mostrou que os
musculos esqueléticos post-mortem de pacientes positivos para SARS-CoV, o virus
que causou a epidemia SARS (Sindrome Respiratéria Aguda Grave) em 2003,
apresentaram necrose de miofibras com fragmentagdo do conteudo sarcolemal e
desorganizagao estrutural de sarcémeros (perda dos discos Z), além da presencga de
fibras atroficas (LEUNG et al., 2005). Além disso, estudos mostraram que o aumento
de TNF-a em fibras musculares reduz o conteudo de miosina e de actina sarcoméricas
(proteinas contrateis), indicativo de redu¢do da massa e da forgca muscular (OTIS et
al., 2014; PAJAK et al., 2008).

Também €& possivel encontrar estudos sobre alteracbes capilares e
desregulagdo imunolégica no musculo esquelético de pacientes pds-COVID, que
podem ser responsaveis por alguns sintomas como intolerancia ao exercicio fisico e
fadiga, o dano endotelial e a patologia capilar foram amplamente descritos em
sequelas agudas e pds-agudas da infecgao por SARS-CoV-2 em estudos humanos e
animais (ASCHMAN et al., 2023). Portanto, a infecgcado pelo SARS-CoV-2 € uma
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doencga multifatorial na qual varios fatores nocivos interagem entre si de forma que
podem levar aos sintomas da sindrome p6s-COVID-19.

Considerando que os virus SARS-CoV e SARS-CoV-2, isolados de humanos,
compartilham 79,5% de similaridade entre suas sequéncias de RNA (ROSSI et al.,
2020) e que o mecanismo responsavel pela lesdo muscular quanto aos sintomas
musculoesqueléticos associados a COVID-19 ainda sao assuntos pouco
compreendidos e investigados, espera-se que este estudo contribua para um melhor
entendimento dos efeitos da COVID-19 no sistema musculoesquelético,
proporcionando uma melhoria no diagnodstico, no manejo e no tratamento de
individuos acometidos por essa doenga. Também espera-se obter novas informagdes
sobre a fraqueza muscular persistente que tem sido observada em muitos pacientes.
Pelo que se sabe, até o presente momento, quase ndo ha dados biofisicos e/ou
morfolégicos descritos na literatura cientifica sobre o efeito do SARS-CoV-2 em
musculos esqueléticos, principalmente de individuos que apresentaram a doencga e
nao foram hospitalizados em unidades de tratamento intensivo, ndo necessitando de

suporte ventilatério.

2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da COVID-Longa sobre o musculo vasto lateral de individuos
que desenvolveram as formas leve a moderada de COVID-19 e obter informacdes
relevantes que relacionem os sintomas musculoesqueléticos observados nesses

individuos com degeneragoes/lesdes musculares.

Objetivos Especificos

- Analisar a morfologia do musculo vasto lateral dos individuos com COVID-Longa;

- Quantificar proteinas sarcoméricas e identificar o possivel comprometimento das
estruturas musculoesqueléticas pela COVID-19;

- Quantificar as citocinas IL-13 e IL-6;

- Quantificar capilares, espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico;

- Quantificar células satélites na fase de ativagao e diferenciacao através do marcador
Pax7 e miogenina;

- Quantificar os marcadores de lesdes: Creatina quinase e lactato Desidrogenase;
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- Analisar dados sobre a contragao isométrica voluntaria maxima, para verificagao do

pico de torque e eletromiografia.

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Origem e virologia da COVID-19

No final de dezembro de 2019 um grande numero de pessoas foram afetadas
por uma pneumonia de etiologia desconhecida, esses pacientes estavam
epidemiologicamente ligados a um mercado atacadista de frutos do mar e animais
umidos em Wuhan, provincia de Hubei, China (ROTHAN; BYRAREDDY, 2020; WHO,
2020). Posteriormente um coronavirus chamado de SARS-CoV-2 foi identificado como
0 patdégeno causador dessas pneumonias, ele recebeu esse nome devido a
similaridade com o SARS-CoV (Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave)
que causou uma epidemia em 2002-2003 na China e esta geneticamente relacionado
com o SARS-CoV-2 (MORENS et al., 2020; ROSSI et al., 2020).

Tanto o SARS-CoV como o SARS-CoV-2 sao originarios da China e
compartilham um alto grau de similaridade, incluindo exposi¢céo a animais selvagens,
enquanto o SARS-CoV-2 e o MERS-CoV (coronavirus da sindrome respiratoria do
Oriente Médio) possuem similaridades no sentido de que os casos podem permanecer
assintomaticos enquanto ainda disseminam a doenca (ABDELRAHMAN; LI; WANG,
2020; LU et al., 2020). Portanto o surgimento do SARS-CoV-2 marcou a terceira
introdugdo de um coronavirus epidémico altamente patogénico e em larga escala na
populacdo humana no século XXI apés o SARS-CoV em 2002-2003 e o MERS-CoV
em 2012-2013 (GUO et al., 2020; KOLIFARHOOD et al., 2020).

A doenca viral foi denominada COVID-19 (Doenca do Coronavirus 2019) em
11 de fevereiro de 2020 e, como o virus se espalhou rapidamente pelo mundo, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou situagdo de pandemia em 11 de
margo de 2020 (WHO, 2020). A OMS define uma pandemia quando uma nova doenga
infecciosa se espalha facilmente e de forma sustentada em diversos continentes ou
em todo o mundo, afetando um grande numero de pessoas (WHO,2020).

O SARS-CoV-2 é um coronavirus (CoV) do género 3, que é um virus de RNA
de fita simples positivo envelopado. Os coronavirus podem ser divididos em 4
géneros: alfa, beta, gama e delta. Esses virus podem resultar desde doencas leves
(como um resfriado comum) até doencas graves, como SARS e MERS, ambas as
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quais causaram surtos nas ultimas duas décadas (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020;
ALSHEBRI, 2020). A palavra Corona vem do latim, representa as protuberancias em
forma de espiculas em sua superficie. Elas consistem nas seguintes proteinas

estruturais:

* Proteina spike (S): Esta proteina reconhece os receptores ECA2 (enzima
conversora de angiotensina 2) encontrados em diversos tecidos, ela medeia a
ligacdo, a fusdo e a entrada subsequente do virus na célula hospedeira
(HELENO et al., 2023; KUMAR et al., 2022) (Figura 1);

* As proteases da célula hospedeira (serina 2, catepsinas, tripsina e furina)
causam a clivagem da proteina spike, resultando na fusao do virus dentro da
célula hospedeira (HELENO et al., 2023; KUMAR et al., 2022);

* Proteina do envelope (E): As proteinas do envelope sdo as menores e estao
presentes principalmente no reticulo endoplasmatico (RE) e no complexo de
Golgi, onde séo responsaveis pela montagem e liberagdo do virus da célula
hospedeira. Portanto, sdo bem expressas durante a replicagéo viral (HELENO
et al., 2023; KUMAR et al., 2022) (Figura 1);

* Proteina de membrana (M): As glicoproteinas de membrana sao proteinas de
superficie e as proteinas mais abundantes do virus. Ela auxilia na formacéao e
da forma ao envelope viral, e também controla a montagem de varios
componentes do virus (HELENO et al., 2023; KUMAR et al., 2022) (Figura 1);

* Proteina do nucleocapsideo (N): Sua principal fungdo é de protecédo do RNA,
aléem de auxiliar na montagem do virus por meio da interagdo com outras
proteinas estruturais. Muitos testes utilizam a proteina N como alvo, pois ela é
muito abundante no virus (HELENO et al., 2023; KUMAR et al., 2022) (Figura

1);

* Proteina hemaglutinina-esterase (HE): A hemaglutinina-esterase, uma
glicoproteina, auxilia na ligagao e destruicdo dos receptores de acido sialico na
superficie da célula hospedeiro (HELENO et al., 2023; KUMAR et al., 2022).
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Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura do virus SARS-COV-2

Fonte: Figura adaptada de Heleno et al., 2023. Criada com BioRender.com

3.2 Mecanismo de infeccdo do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é altamente infeccioso, sendo transmitido por goticulas e
aerossois, sendo uma infecgdo altamente contagiosa e transmissivel devido a sua
afinidade pela ligacao aos receptores ECA2 (DISSER et al., 2020; RAVI; SAXENA;
PANDA, 2022). A proteina spike consiste em duas subunidades: a subunidade S1,
que se liga ao receptor de entrada do hospedeiro (ECA2), e a subunidade S2, que
medeia a fusdo da membrana. Apés a ligacao a ECA2, a proteina spike é clivada pela
serina protease transmembrana TMPRSS2 no sitio S2. Essa clivagem ativa os
trimeros da subunidade S2 para fundir as bicamadas lipidicas virais do hospedeiro,
liberando o complexo de ribonucleoproteina viral dentro da célula (JACKSON et al.,
2022; LARSEN et al., 2020; RAVI; SAXENA; PANDA, 2022) (Figura 2).

As primeiras células-alvo do SARS-CoV-2 durante a infeccao natural em
humanos provavelmente serdo células da nasofaringe, mucosa olfatéria nasal e
traqueia seguido pela migracdo para os pulmdes, onde ocorre a multiplicagdo
adicional do virus. O virus usa o receptor ECA2 como entrada primaria para as células,
a ECA2 é encontrada abundantemente no revestimento mucoso do trato respiratorio,
células endoteliais vasculares, coragao, intestino e rim (MENG-YUAN LI et al., 2020;
HAN et al., 2024). Apds a entrada nas células, o virus sofre replicagdo rapida dentro
das células-alvo levando a uma grande resposta inflamatéria com a produgao de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, a qual implica na ativacao e migracao de
neutrofilos, e consequentemente, resulta na tempestade de citocinas (FARA et al.,
2020; LAMERS et al., 2022).
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Figura 2- Mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 nas células

Fonte: Figura adaptada de Hartenian et al., 2020. Criada com BioRender.com

3.3 Transmisséao e fatores de risco associados a COVID-19

O SARS-CoV-2 tende a infectar todas as faixas etarias e é transmitido por
contato direto ou goticulas respiratorias geradas durante a tosse ou espirro pelo
paciente infectado durante a fase sintomatica ou pré-sintomatica da infecgao
(GREENHALGH et al.,, 2020). Também houve evidéncias de transmissao
assintomatica da COVID-19 (MEHTA et al., 2021). O periodo de incubacédo da COVID-
19 varia de 2 a 14 dias, com um periodo médio de incubacéao de 3 dias (DOS SANTOS
et al., 2022). Embora a COVID-19 possa afetar todas as faixas etarias, a doenca
grave esta associada a bebés, pacientes idosos acima de 65 anos e pacientes com
outras comorbidades, como diabetes mellitus, hipertensdo, doenga arterial

coronariana e outras condigdes cronicas (BURN et al., 2021).

3.4 Sintomas da COVID-19

A distribuicdo dos receptores ECA2 em diferentes tecidos explica os locais de
infecgao e os sintomas do paciente. Os sintomas mais frequentemente relatados sédo
febre, tosse, mialgia, fadiga, dispneia e, com menos frequéncia, dor de cabeca,
diarreia e coriza (DOS SANTOS et al., 2022; HARTENIAN et al., 2020). Pacientes com
COVID-19 apresentam sintomas semelhantes a outras doencgas respiratérias comuns,
0 que pode dificultar no diagnéstico (LARSEN et al., 2020). Esses sintomas podem
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progredir rapidamente para a sindrome respiratéria aguda grave (SRAG), com
sintomas mais graves como dispneia/dificuldade para respirar, pressdo toracica
persistente ou saturacao de O2 abaixo de 95% em ar ambiente, ou labios e rosto
azulados (SEVERO SANTOS; DAHMER SANTOS, 2020).

Por ser uma doenga multiorganica, € comum a ocorréncia de outros sintomas
também, como os gastrointestinais, sendo os mais comuns a diarreia, vomitos e
nauseas (PERISETTI et al., 2020). Diversas manifestagdes relacionadas ao sistema
nervoso e a COVID-19 também tém sido relatadas na literatura, os sintomas
neurolégicos mais comuns sao cefaleia, tontura e comprometimento da consciéncia,
sendo a cefaleia o sintoma mais prevalente. Esses sintomas podem ser iniciais ou
ocorrer de forma isolada (KACEM et al., 2021).

O sistema sensorial também ¢é afetado pelo virus da COVID-19, as principais
queixas relacionadas a esse sistema foram perda do paladar, associada a perda do
olfato, em alguns casos prevalecendo mesmo apos a fase aguda da doenca (TROTT;
DRISCOLL; PARDHAN, 2022). Além dos citados, algumas pessoas referem sintomas
oculares, como irritacdo, dor, visdo embacada e sensibilidade a luz, sintomas
associados a audi¢cdo, como perda auditiva e zumbido, e também formigamento e
dorméncia em regides do corpo (TROTT; DRISCOLL; PARDHAN, 2022).

3.4.1 A sintomatologia musculoesquelética e a COVID-19

A COVID-19 também tem efeitos consideraveis no  sistema
musculoesquelético, estudos mostraram que os sintomas musculoesqueléticos
podem ocorrer durante os primeiros dias de infeccdo, mesmo antes da sintomatologia
respiratoria comum (DOS SANTOS 2022). Fadiga, artralgia (dor nas articulagdes),
mialgia (dor muscular) e fraqueza muscular foram relatadas como sintomas iniciais e
comuns por individuos COVID-19 positivos (ALI; KUNUGI, 2021; CIPOLLARO et al.,
2020).

Infelizmente, esses sintomas atenuantes podem diminuir a capacidade dos
individuos de realizar atividades da vida diaria, como deambular, vestir-se, limpar a
casa e trabalhar, o que reduz a qualidade de vida, gerando ansiedade e depressao.
Outro sintoma muito relatado é a intolerancia para realizar atividades e exercicios
fisicos, bem como o mal-estar pés-exercicio (TRYFONOS et al., 2024; JAMIESON et
al., 2024).
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3.5 Suscetibilidade das células musculares esqueléticas a infecgao por SARC-CoV-2

O musculo esquelético é um tecido altamente organizado que constitui 40% do
nosso peso corporal, ele € composto por fibras musculares que sdo longas e
multinucleadas, além de envolvidas e organizadas pelo tecido conjuntivo. Essas fibras
sdo organizadas em feixes chamados de fasciculos, e 0 musculo como um todo é
revestido por uma bainha de tecido conjuntivo chamada epimisio (FRONTERA et al.,
2015; SCHNYDER; HANDSCHIN, 2015).

Os musculos esqueléticos também possuem em abundéncia vasos sanguineos
€ nervos, os quais estdo diretamente relacionados a funcédo primaria do musculo
esquelético: a contragao. Por isso 0 musculo esquelético € um componente essencial
do sistema locomotor, ele tem um papel mecanico crucial, gerando forgca e poténcia
por meio da conversdo de energia quimica em mecanica, o que produz movimento,
facilitando nossas atividades diarias (MUKUND et al., 2019; TROVATO et al., 2016).
Além disso, o musculo esquelético pode armazenar substratos energéticos
(carboidratos e aminoacidos) para diferentes tecidos. Ele também contribui para a
manutengao dos niveis de glicose sanguinea (FRONTERA et al., 2015; TROVATO et
al., 2016). A boa manutencdo da saude do musculo esquelético € crucial para a
prevencao de diversas doengas.

Nos Uultimos anos, o numero de estudos relacionados ao envolvimento

musculoesquelético aumentou, mas ndo houve consenso sobre a patogénese, mas
existem algumas hipéteses que sugerem diferentes mecanismos de agéo do virus no
tecido muscular esquelético:
1. Receptores e enzimas: No musculo esquelético,b a TMPRSS2 é
predominantemente expressa, e tanto a ECA2 quanto a TMPRSS2 desempenham um
papel na ligagdo do virus. Por isso, a primeira hipotese considera um mecanismo
direto de ligagao do SARS-CoV-2 ao receptor ECA2 na superficie da célula muscular
esquelética (DISSER et al., 2020; FERRANDI; ALWAY; MOHAMED, 2020) ou talvez
0 SARS-CoV-2 interaja com as células de forma independente da ECA-2, dessa
forma, a presenga de TMPRSS2 que se encontra em maior quantidade no musculo
esquelético, juntamente com outros receptores da célula hospedeira, seria suficiente
para promover a ligacao e a infecgao do virus (EVCIK, 2023).
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2. Tempestade de citocinas: O prognéstico da doenga tem uma relagéo préxima
com a inflamacgao sistémica. A liberacédo desregulada de citocinas e quimiocinas como
interleucina-6 (IL-6), interleucina-1p (IL-1pB), interleucina-8 (IL-8 ou CXCL-8), interferon
gama (IFN-y), proteina induzivel por interferon gama 10 (IP-10 ou CXCL10) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), induzem protedlise da fibra muscular e promovem
diminuicao da sintese proteica, interferindo no processo miogénico e interrompendo a
homeostase corporal (CHARLTON et al., 2024; EVCIK, 2023).

3. Hipoxia: A Hipdxia e a inflamacgao interagem entre si, pois a hipdxia também
desencadeia a liberagcdo de citocinas pro-inflamatérias, assim, o metabolismo
anabolico muscular muda, a glicolise anaerdbica e a produgdo de lactato
desidrogenase aumenta (DI GIROLAMO et al., 2022). Além disso, a produgédo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) aumenta durante a hipdxia. Altos niveis de ERRO
desempenham um papel importante na disfuncédo endotelial e muscular (CHARLTON
et al., 2024).

3.6 COVID-Longa e o musculo esquelético

Estudos recentes sugerem que os sintomas musculoesqueléticos, prevalecem
apos a fase aguda da infecgao, persistindo por semanas e/ou meses, esses sintomas
persistentes da COVID-19, sao chamados de COVID-Longa e sdo uma preocupagao
de saude publica (BRUSSOW E TIMMIS, 2021; MARSHALL, 2021; SALAMANNA et
al., 2021). De acordo com as diretrizes do Instituto Nacional de Exceléncia em Saude
e Cuidados (NICE) do Reino Unido, a COVID-longa é definida como “sinais e sintomas
que continuam apoés a COVID-19 aguda, persistindo por mais de 4 semanas”, isso
abrange tanto a COVID-19 sintomatica em curso (de 4 a 12 semanas) quanto a
sindrome pés-COVID-19 (além de 12 semanas e n&o sado elucidados por um
diagnodstico alternativo, exceto COVID-19) (SIVAN E TAYLOR, 2020; SALAMANNA et
al., 2021).

Os sintomas mais prevalentes em individuos com COVID-Longa sao fadiga,
cefaleia, dispneia e anosmia (STAVEM et al., 2021; VARGHESE et al., 2021), sendo
a fadiga o sintoma musculoesquelético mais frequentemente relatado (AMENTA et al.,
2020; RUDROFF et al., 2020), enquanto mialgias e artralgias também sao queixas
comuns (LIANG et al., 2020). Outra sequela é a intolerancia as atividades fisicas
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associada a um quadro de fadiga crénica e dificuldade de retorno a vida diaria normal
(MIYAZATO et al., 2020; HUMPHREYS et al., 2021) (Figura 3).

Alguns estudos sugerem que as sequelas musculares estdo envolvidas em
uma resposta inflamatéria prolongada induzida por virus, citocinas pro-inflamatérias
associadas e hiperativagao de células imunes. Outro mecanismo hipotético ja visto
anteriormente é pela ligagdo do virus aos receptores presentes nas células do
musculo esquelético (KHOJA et al., 2022).
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Figura 3- Sintomas musculares comuns da COVID-Longa

Fonte: Elaboragao propria. Figura criada com BioRender.com

3.7 Escassez de estudos — casos leves e moderados

A escassez de estudos cientificos direcionados ao sistema musculoesquelético
em pessoas que tiveram as formas leves e moderadas da COVID-19 é uma lacuna
significativa que merece maior atencdo. Pacientes com manifestagdes leves da
doengca geralmente ndo apresentam sintomas como falta de ar, dispneia ou
pneumonia viral. Ja aqueles com quadro moderado podem apresentar sinais clinicos
de pneumonia, com niveis de saturagao de oxigénio (SpO2) iguais ou superiores a
90% em ar ambiente, ao nivel do mar (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021).
Diante dessa prevaléncia, seria esperado um volume expressivo de publicacdes
focadas nesses grupos. No entanto, a realidade mostra o oposto, especialmente
quando se trata dos efeitos da COVID-19 sobre o sistema musculoesquelético nesses

pacientes sintomaticos.
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Uma revisdo bibliografica realizada por Santos et al. (2022) observou a
existéncia de quatro tipos principais de estudos que abrangem COVID-19 e musculo
esquelético: (1) relatos de caso e artigos originais de individuos hospitalizados
(COVID-19 grave); (2) artigos de revisao e observacionais citando apenas os sintomas
musculoesqueléticos; (3) estudos prospectivos de acompanhamento de pacientes
com sintomas musculares persistentes (principalmente apds alta hospitalar); e (4)
estudos neurolégicos que incluem sintomas musculoesqueléticos. Esse mesmo
estudo encontrou apenas quatro estudos comentando brevemente sobre os sintomas
musculoesqueléticos (fadiga e mialgia) em casos leves e nao criticos de COVID-19
(KIM et al., 2020; LECHIEN et al., 2020; WANG et al., 2020).

Embora escassas, as pesquisas que abordam casos leves a moderados de
COVID-19 tém evidenciado que a infecgdao viral pode impactar o sistema
musculoesquelético, tanto de forma aguda quanto prolongada, mesmo entre aqueles
que nao precisaram ser hospitalizados (DOS SANTOS et al., 2022). Apesar disso, 0s
processos bioldgicos e bioquimicos responsaveis pelos sintomas musculares em
casos leves ainda sdo pouco compreendidos, ja que a maior parte das investigacoes
se concentra nas repercussdes musculares observadas em pacientes com quadros
graves ou criticos que exigiram internagao e suporte respiratério. Diante disso, torna-
se evidente a caréncia de informacdes mais detalhadas, especialmente no que se
refere aos aspectos biofisicos e morfolégicos das lesdes musculares associadas a

COVID-19 em individuos sintomaticos, independentemente da gravidade do quadro.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Delineamento experimental: recrutamento

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) (CAAE:
39913520.3.0000.5504; numero do parecer: 4.509.688; aprovagao no dia 25/01/2021)
(Anexo 1). As amostras e os dados dos participantes foram tornados andénimos no
momento da coleta pelo médico e envolvidos no projeto. Todos os regulamentos
éticos  foram respeitados. Importante citar que todos participantes assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2) antes de qualquer
procedimento do estudo e que todas as diretrizes de boas praticas em pesquisa clinica

e boas praticas em laboratoério foram seguidas.
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O recrutamento dos individuos que participaram dessa pesquisa foi realizado
mediante divulgacdo de um link online (formulario) para que os interessados na
pesquisa se inscrevessem nela (no apéndice 1 se encontra os itens do formulario). O
link foi divulgado no site do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UFSCar
(http://dcf.ufscar.br/pt-br) onde ocorreu o estudo, e na rede social do Laboratério de
Fisiologia e Biofisica Muscular (instagram: Ifom_ufscar) (Figura 4).

Nosso estudo englobou participantes (faixa etaria = 18 a 50 anos) que tiveram
diagnostico de COVID-19 confirmado (RT-PCR) e que durante o curso da doenca,
estes individuos apresentaram sintomas leves a moderados, incluindo fraqueza
muscular, mialgia, fadiga e/ou dor nas juntas, os quais mesmo apds o término da
infeccdo viral ainda estavam presentes (grupo COVID-Longa). Além disso, os
individuos recrutados n&o praticavam exercicios fisicos, sem comorbidades
associadas e nao foram submetidos a qualquer suporte ventilatério ou internacéao
durante o decorrer da doenga, visando excluir os sintomas musculoesqueléticos que
nao foram causados exclusivamente pela infecgao por SARS-CoV-2.

Para o grupo controle este estudo contou com participantes saudaveis (faixa
etaria = 18 a 50 anos), e que nao tiveram COVID-19, os individuos deste grupo néo
praticavam exercicios fisicos, € sem comorbidades associadas.

Vale ressaltar que devido a baixa tolerancia de alguns participantes ao
procedimento de bidpsia e a alta taxa de infeccdo por SARC-CoV-2 na populacéo
geral durante o periodo de recrutamento, houve dificuldades em recrutar individuos,
principalmente para o grupo controle, uma limitagdo que resultou em apenas 5
participantes para compor esse grupo. Para superar esta limitagdo, amostras de tecido
muscular de individuos saudaveis foram gentilmente cedidas pelo laboratério
Musculab da Universidade Federal de S&o Carlos, coordenado pelo Prof. Dr. Cleiton
Augusto Libardi, mediante consentimento prévio dos participantes, e com a aprovagao
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da Universidade Federal
de Sado Carlos (UFSCar), (CAAE:56259622.0.0000.5504; numero do parecer:
5.427.049). Diante disso, para analises histologicas, de imunofluorescéncia e Western
Blotting, o grupo COVID-Longa contou com 18 individuos e o grupo controle contou
com 11 individuos, enquanto as analises em soro e os testes realizados no
dinamdmetro isocinético, o grupo COVID-Longa permaneceu com 15 individuos e o

grupo controle permaneceu com os 5 individuos recrutados no projeto.
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Pessoas com qualquer doenga muscular crbénica, problemas de cicatrizacao
e/ou coagulacao, alergia a anestésicos e/ou fobia de agulhas, ou que faziam uso de
medicamentos que poderiam prolongar eventuais sangramentos, ndo foram incluidos
na pesquisa. Mulheres gestantes também n&o foram incluidas. Ademais, para eliminar
os riscos de transmissao da COVID-19, individuos COVID-19-positivos na fase aguda
da doencga ou em quarentena também n&o foram incluidos.

Por isso, 1 a 2 dias antes da entrevista agendada, entramos em contato com o
participante para perguntar se ele ou algum familiar apresentava sintomas comuns da
COVID-19 ou estava em quarentena, visando evitar a transmissdo do virus. Vale
ressaltar que fornecemos um teste sorolégico para confirmar que o participante teve
COVID-19, mas nao estava transmitindo o virus (IgM-; IgG+), aplicamos o mesmo
procedimento de pré-entrevista e testagem soroldgica para o grupo controle, apenas
os participantes com perfil IgM- e IgG- (negativo para COVID-19) foram recrutados
(Figura 5).

Além disso, todos receberam um questionario especifico de triagem do
procedimento de bidpsia para que fosse certificado que o participante ndo possuia
reacao adversa ao anestésico a ser utilizado ou qualquer problema de cicatrizagao
(CORNELL UNIVERSITY ERGONOMIS WEB, 2021; DA C. MENEZES COSTA et al.,
2011; HEDGE; MORIMOTO; MCCROBIE, 1999; KATZ; MELZACK, 2011).

‘\\'

ESTAMOS RECRUTANDO
VOLUNTARIOS PARA A PESQUISA:

Efeitos da Covid-19

- 2
no musculo =
Y
INTERESSADOS PREENCHER O FORMULARIO NA BIO
DO NOSSO INSTAGRAM OU ENTRAR EM CONTATO
ATRAVES DO E-MAIL DO LABORATORIO.
LFBM - Laboratério de
Fisiologia e Biofisica
PRE-REQUISITOS Muscular. DCF -UFSCar.

- PESSOAS QUE TIVERAM COVID-19
ITARAM
MUSCULARES.

A
- PESSOAS QUE NAO TIVERAM Ifom_ufscar LFB M
e

covip-19.

Figura 4- Panfleto de recrutamento de participantes

Fonte: Redes sociais do laboratério LFBM
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Grupo
COVID-Longa

Grupo
Controle

Figura 5- Testes rapidos para COVID-19 (IgM /IgG)

Fonte: Elaboragao propria

4.2 Coleta de sangue

ApOs realizagao dos testes, preenchimento dos termos e esclarecimento de

duvidas, os participantes foram encaminhados para coleta de amostras sanguineas,

que foram coletadas através de puncdo venosa realizada em um dos membros

superiores de cada participante. A coleta foi realizada por meio da técnica de coleta a

vacuo com agulha 21G (25mm x 0,8mm), com a retirada de 4 ml de sangue de cada

participante em tubos para sorologia com gel separador (Figura 6). Apds a coleta, as

amostras foram centrifugadas para a separagao do soro, e foi armazenado em freezer

-80°C até realizacdo das analises. As coletas de sangue foram realizadas pela

pesquisadora deste projeto, cuja formacao é a enfermagem (Emilly Sigoli, COREN-

SP: 694258-ENF).
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Figura 6- Tubo com amostra de sangue apéds coleta

Fonte: Elaboragao proépria

4.3 Bidpsia muscular

Ap0s coleta do sangue, os participantes foram encaminhados para realizagao
da bidépsia muscular. Amostras do musculo vasto lateral (quadriceps femoral) foram
obtidas por meio de bidpsia muscular através de agulha de bidpsia do tipo Bergstrom
(5 mm de didmetro) com succao manual (Figura 7), a qual foi realizada pela médica
Dra. Alessandra Jungers Okuyama (CRM-SP 106.617) juntamente com a
pesquisadora responsavel, Dr.2 Anabelle Silva Cornachione.

A coleta das amostras foi realizada entre mar¢co e agosto de 2022, no
laboratério LFBM (DCF — UFSCar) em ambiente limpo, confortavel e privativo. Toda
equipe utilizou  equipamento de protecao individual e estéril e a maca na qual
foi realizado o procedimento foi esterilizada com alcool etilico 70% (antes e apds o
procedimento), seguindo todas as normas de Biosseguranga vigentes para diminuir
eventuais riscos de contaminagéao. Inicialmente, foi feita a assepsia da pele da regiao
do musculo vasto lateral dos participantes, e posteriormente, foi aplicada anestesia
local por meio de injegdo subcutanea de 3 ml de cloridrato de lidocaina a 2% sem
vasoconstritor. Em condigdes estéreis, uma incisao cirurgica de aproximadamente 1,0
cm foi feita por meio de bisturi na derme e fascia muscular paralela as fibras
musculares na face lateral da coxa. Em seguida, a agulha Bergstrom foi inserida no
local (angulo de 45°) juntamente com o dispositivo de extragdo e aproximadamente
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100 mg de musculo foi coletado (Figura 8) e armazenados em freezer -80°C. Ao final
foi realizado curativo de sutura adesiva (steri strip) para aproximagao das bordas da
pele e fechamento com curativo tegaderm transparente (Figura 9). Em caso de
sangramento foi realizado curativo compressivo. Todas as orientagdes de cuidados
com o curativo foram realizadas aos participantes apds a bidpsia.

No final do procedimento o participante foi colocado em repouso sentado em
uma sala e oferecido suco e bolachas, como também folheto de orientagdes para casa
(Figura 10). Foi realizado acompanhamento de todos os participantes apds as
bidpsias, todos apresentaram otimas cicatrizagdes sem nenhuma intercorréncia
relatada. Vale ressaltar que as agulhas passaram por processo rigoroso de limpeza,

desinfeccao e esterilizagcado antes e apds as bidpsias.

Figura 7- Agulha Bergstrém em papel grau cirurgico

Fonte: Elaboragao prépria

-

Figura 8- Fragmento do musculo vasto lateral coletado por bidépsia muscular

Fonte: Elaboragéao propria.
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Figura 9- Curativo estéril transparente

Fonte: Elaboragao propria

RECOMENDACOES
APOS ABIOPSIA

» L

Apos a biopsia, recomendamos que vocé:

Flgue com a sutura adesiva (ponto falsol por, pelo
menos, 3 [trés) dias o evite molhar 8 regiao ao tomar
banho

Caso sinta dor, faga uma compressa com gelo 2 (duss) vezes so
e U Tome paracetamol para evitar desconforios.

Em caso de paquenos sangramentos, nao retire o curativo e
faca pressdo no local por 10 (daz) minutos

Caso o sangramento persista ou em caso de duvida, entre am
CONLANG CONSCO.

Figura 10- Folheto de recomendacgdes apds a bidpsia entregue para os participantes

Fonte: Elaborado em conjunto pelos alunos do LFBM

4 .4 Processamento das amostras

Uma porgao do musculo coletado pela bidpsia muscular foi untada em talco e
congelada em nitrogénio liquido para a realizagdo das analises de histoquimica e
imunofluorescéncia, e a outra porgdo, também congelada, foi utilizada para as
analises de Western Blotting.

Para processamento histolégico e de imunofluorescéncia os musculos
previamente congelados contaram com o seccionamento em cortes transversos (6 um
de espessura, temperatura de -25 °C) através de Cridtomo CM 1850 UV (LEICA®),
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equipamento pertencente ao Laboratério Musculab do departamento de Educagao
Fisica da UFSCar. Os cortes foram colhidos em |aminas de 24x50 mm e armazenados

em freezer -20 °C (Figura 11).

Figura 11- Musculo fixo e pronto para realizagéo dos cortes no equipamento Criostato Leica

Fonte: Elaboragéo propria

4.5 Analise histoldgica

As laminas contendo os cortes musculares foram coradas em Hematoxilina e
Eosina (HE) para andlises dos seguintes aspectos gerais das fibras musculares:
centralizagdo nuclear, necrose celular, células basofilicas, infiltrado inflamatdrio,
splitting e alterag¢des no tecido conectivo (o apéndice 2 expde os tipos de alteragdes),
seguindo metodologia estabelecida (CORNACHIONE, A.; et al, 2008;
CORNACHIONE, A et al., 2011).

A hematoxilina € um corante basico de cor azul purpura, responsavel por corar
substancias acidas do tecido, como por exemplo os nucleos, enquanto que a eosina
€ um corante acido de cor rosea/vermelho que tem atragdo por substancias basicas
como o citoplasma. A aquisigéo de imagens para esta analise morfoldgica foi realizada
por meio de microscopia de luz (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com
magnificagao de 20x e 40x (equipamento pertencente ao Laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFSCair).

A analise foi realizada de forma qualitativa e os resultados foram demonstrados
em uma tabela com a porcentagem da quantidade de individuos que apresentaram as
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alteragdes musculares. Em complemento, uma anélise quantitativa foi realizada para
a centralizagao nuclear, onde foram utilizados 3 campos aleatérios (500x500um) em
fotos 20x de magnitude e realizado a contagem das fibras musculares e dos nucleos
centralizados, e entio realizado uma relacdo da quantidade de nucleo centralizado

por fibra.

4.6 Analise de imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia (IF) utilizada foi a indireta, na qual foi aplicado
um anticorpo primario especifico nao fluorescente, e um anticorpo secundario ligado
ao fluordforo fluorescente que se associa somente ao anticorpo primario, o qual reage
com um antigeno especifico.

Para a realizacao do procedimento, a amostra foi retirada do freezer para secar
em temperatura ambiente. Apds a secagem, o tecido foi incubado com os anticorpos
primarios (Tabela 1) e levado a estufa 37°C por 45 minutos. Posteriormente, as
amostras foram lavadas 3x com PBS 1% com um intervalo de 5 min entre as lavagens.
Logo apds, os tecidos foram incubados com os anticorpos secundarios (Tabela 1) e
levados a estufa 37°C por 35 minutos, seguido de novas lavagens com PBS 1% em
intervalos de 5 min cada. Por fim, foi utilizado o meio de montagem (DAPI — marcador
nuclear), e as laminas foram devidamente guardadas em freezer -20 °C.

Para a visualizagao da IF foi utilizado o sistema de imagens ImageXpress XLS
System (Molecular Devices) (equipamento multiusuario pertencente ao Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFSCar). Para analise das células satélites e
capilares foi utilizado 3 campos aleatdrios (500x500um) em fotos 10x de magnitude e
realizado a contagem das fibras musculares e das células satélites e capilares e entao
realizado uma relacdo da quantidade de capilar por fibra e de células satélites por
fibra.

Primarios Isétipos Hospedeiro Fabricante Concentragao
Anti-Laminina IgG Anti-Rabbit Abcam 1:200
F5D-Miogenina IgG1 Anti-Mouse DSHB 1:10

PAX7 IgG1 Anti-Mouse Santa Cruz 1:10
LC24-Tropomiosina 4 IgG1 Anti-Mouse DSHB 1:100
Secundarios Isétipos Hospedeiro Fabricante Concentragao
Alexa Fluor 647 IgG Anti-Rabbit Invitrogen 1:200
Alexa Fluor 488 lgG1 Anti-Mouse Jackson 1:200

Tabela 1- Anticorpos primarios e secundarios utilizados na técnica de imunofluorescéncia
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4.7 Analise de dihidroetidio (DHE)

A técnica com DHE (Dihidroetidio) foi usada para detectar ERO, principalmente
0 anion superoxido (O,7¢), nos musculos estudados. O DHE reage com o superéxido,
formando etidio, que emite fluorescéncia e pode ser detectado por microscopia de
fluorescéncia ou citometria de fluxo.

Para isso foram usados tecidos congelados posteriormente cortados em
criostato (6 um de espessura), e montados em laminas histoldgicas limpas. Quanto a
preparagao do DHE, foi dissolvido em DMSO (solugdo-mée de 10 mM), diluido a
solucdo mae em tampao PBS ou meio de cultura para obter uma concentragao final
de 5-10 uM. Posteriormente foi adicionado a solugdo de DHE sobre o tecido (100—
200 pL por lamina) e incubado em camara escura a 37°C por 20-30 minutos
(DIKALOV et al., 2007; LEJAY et al., 2015). Depois foi feita a lavagem de forma
delicada com PBS para remover o excesso de DHE, e subsequente leitura em
microscopio de fluorescéncia ImageXpress XLS System (Molecular Devices)
(equipamento multiusuario pertencente ao Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFSCar). A Andlise foi realizada através da intensidade média de
fluorescéncia em 3 campos aleatérios (500x500um) em fotos 10x de magnitude

através do programa Image J (versao 1.51n).

4.8 Analise de Western Blotting

As amostras obtidas da bidépsia muscular dos participantes foram
homogeneizadas em tampao de extracao overnight a 4 °C, com auxilio de agitadores
magneéticos em microtubos. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas (14000
rom, 4°C, 20 minutos) e os sobrenadantes foram coletados para quantificagdo proteica
através de ensaio colorimétrico de BCA seguindo instru¢ées do fabricante (Thermo
Scientific). Posteriormente, as proteinas dos sobrenadantes foram misturadas ao

tampao de Laemmli e fervidas a 100°C por 5 minutos.
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Aliquotas contendo 15 ug de proteina de cada grupo foram separadas em géis
de 12% (SDS-PAGE) e transferidas para membranas de nitrocelulose (0,45 um; Bio-
Rad), as quais foram bloqueadas com BSA 3% em Tween-TBS. O ensaio de Western
Blotting foi realizado utilizando-se anticorpos primarios descritos na tabela 2,
permanecendo overnight, 4°C. O GAPDH e o Ponceau foram utilizados como controle
de carregamento. No dia seguinte, as membranas foram lavadas com TBS-T (3x de 5
minutos cada) e incubadas com anticorpo secundario especifico conjugado com HRP
(horseradish peroxidase) durante 1 hora, a 4°C, sob agitacdo basculante.
Posteriormente, as membranas de nitrocelulose foram reveladas por meio de reagente
quimioluminescente (Clarity™ Western ECL Substrate; Bio-Rad). As bandas foram
visualizadas no equipamento ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad) e quantificadas por analise

densitométrica utilizando-se o software ImageJ (versao 1.51n).

Primarios Isétipo Hospedeiro kDa Fabricante Concentragao
Alfa-Actinina sarcomérica IgG Anti-Rabbit 103 kDa Abcam 1:6000
IL-1B IgG Anti-Rabbit 28kDa Cell Signaling 1:1000
IL-6 IgG Anti-Rabbit 26kDa Abcam 1:1000
Controle de carregamento Isétipo Hospedeiro kDa Fabricante Concentragao
Anti-GAPDH IgG Anti-Rabbit 36kDa Abcam 1:3000
Secundario Isétipo Hospedeiro kDa Fabricante Concentragao
HRP IgG Anti-Rabbit - Abcam 1:10000

Tabela 2- Anticorpos primarios, secundario e controle de carregamento utilizados na técnica de
Western Blotting

4.9 Quantificagdo dos biomarcadores CK e LDH (lesdo muscular)

As amostras sanguineas foram centrifugadas para a separagdo do soro e
posteriormente, 25 pl de soro de cada tubo foram pipetados para microplacas com
reagentes CK NAC e 10 ul de soro para microplacas com reagentes LDH-P UV para
analise no equipamento Spectramax 13 (Molecular Devices) conforme protocolo

fornecido pelo LaborlLab Ltda.

4.10 Quantificagao de 6xido nitrico - analise de griess

A analise de Griess € um método utilizado para quantificar o ON e seus
metabdlitos em amostras biolégicas ou liquidas (GIUSTARINI et al., 2004). Para essa

analise foi utilizado o soro do sangue dos participantes, previamente centrifugado. A
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técnica, que utiliza reagcées quimicas subsequentes, permite a formagdo de um
corante azo vermelho, cuja intensidade é proporcional a concentragdo de ON ou de
seus metabdlitos. Posteriormente, 50 ul de soro (diluido 1:1) de cada participante foi
pipetado em microplacas com a solugcao de Griess, a leitura e analise foi realizada no

equipamento Spectramax I3 (Molecular Devices).

4.11 DinamOmetro isocinético - contragdo isométrica voluntaria maxima (CIVM)

Apos 6 dias da realizacdo das bidpsias, os participantes foram convidados a
participar do teste de for¢a no isocinético (Biodex System 4; Biodex Medical Systems®
- equipamento pertencente ao departamento de fisioterapia da UFSCar). Vale
salientar que 3 participantes desistiram e n&o participaram dessa etapa do projeto,
totalizando um total de 13 individuos no grupo COVID-Longa e 5 individuos no grupo
Controle.

Primeiramente, as configuragbes do dinamdmetro isocinético foram
determinadas para cada participante de acordo com as especificagdes do fabricante
Antes das sessdes de teste, todos os participantes tiveram sua altura e peso medidos.
Cada participante foi posicionado sentado na cadeira do dinamdémetro em posigao
vertical. A estabilizacdo do corpo foi realizada por meio de duas algas de contencao
cruzando o peito do participante, uma al¢a na cintura e uma alca na coxa. O eixo de
rotacdo estimado da articulagcdo do joelho foi alinhado com o eixo de rotagdo do
dinamdmetro. A articulagao do joelho foi fixada em um angulo de 90° de flexao, e o
membro pesado, para corregcao do torque, a 30° de flexao (Figura 12).

Assim que o participante se familiarizou com o equipamento foi realizado o teste
isométrico com Biodex, através de um protocolo onde foi realizado 3 sessbes de
extensdo do joelho para medir a forgca do quadriceps femoral em uma posicao fixa,
sem movimento articular, os participantes foram instruidos por incentivo verbal a
produzir o torque o0 mais rapido e forte possivel, para manter um torque maximo por 5
segundos e depois relaxar o mais rapido possivel, realizando um descanso de 2
minutos entre as sessdes. Os parametros foram extraidos do relatério do equipamento

BIODEX, entre eles os valores de pico de torque (PT) e média de PT.
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4.12 Eletromiografia (EMG)

A atividade elétrica do musculo esquelético foi registrada por meio de
eletromiografia de superficie (EMG), utilizando o equipamento EMG System
SAS1000v8 (EMG System do Brasil, S&do José dos Campos, SP). Os dados foram
coletados a uma frequéncia de amostragem de 1.000 Hz. A EMG foi realizada durante
a CIVM, visando avaliar a ativagao muscular/neural.

Os eletrodos (2 x 2 cm) foram fixados no maior volume do musculo seguindo a
orientagdo das fibras dos musculos reto femoral (RF) e vasto lateral (VL). O eletrodo
de referéncia foi alocado sobre uma proeminéncia 6ssea. Os demais eletrodos foram
posicionados de acordo com as diretrizes do Surface Electromyography for the Non-
Invasive Assessment of Muscles (SENIAM), apos tricotomia, limpeza da pele com
alcool e abraséo leve, com o objetivo de reduzir a impedancia de contato (Figura 12).

Apods a aquisi¢ao, os dados foram exportados em formato texto (.txt) e em
computador convencional, processados em ambiente Python (versdo 3.12).
Inicialmente, os dados brutos de tempo (s) e amplitude EMG (mV) foram organizados
em vetores numeéricos. Em seguida, submetidos a uma filtragem digital do tipo passa-
banda, com o objetivo de eliminar artefatos de movimento e ruidos, preservando a
faixa espectral fisiologicamente coerente.

A partir do trecho correspondente a contracdo voluntaria maxima, a analise
grafica foi gerada e desta extraidas trés parametros principais: (i) a amplitude pico a
pico, definida como a diferenga entre os valores maximo e minimo do sinal nesse
intervalo; (ii) o valor quadratico médio (RMS), utilizado como estimativa da intensidade
do sinal; e (iii) a frequéncia, considerando a média ponderada das amplitudes. Esses
trés parametros foram utilizados na analise estatistica e os dados de cada grupo foram

apresentados como média e desvio padrao.
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Figura 12- Posicionamento do participante na cadeira do dinamdmetro e posi¢do dos eletrodos da
EMG

Posicionamento em cadeira do dinamdémetro em posigao vertical, a estabilizagdo do corpo foi realizada
por meio de duas algas de contengao cruzando o peito do participante, uma alga na cintura e uma alga
na coxa. O centro de rotagdo estimado da articulagdo do joelho foi alinhado com o centro de rotagéao
do dinamdmetro. Os eletrodos (2 x 2 cm) foram fixados nos musculos reto femoral (RF) e vasto lateral
(VL). Um eletrodo foi fixado em uma protuberancia 6ssea como ponto neutro.

Fonte: Elaboragéo propria.

4 .13 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram analisados por meio do programa estatistico
GraphPad Prism (versao 8.0.2). Foram determinados e excluidos os outliers e a
normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para as
comparacgoes entre grupos, foram utilizados o teste T nao pareado, paramétrico para
dados com distribuigdo normal ou ndo paramétrico (teste de Mann-Whitney) a
depender de cada analise. Para comparacdes dos valores obtidos entre as sessdes
de CIVM, foi aplicado o teste de Friedman, apropriado para dados emparelhados com
distribuicdo ndo paramétrica. Adicionalmente foi calculada a razédo entre a amplitude
do sinal da EMG e o PT (EMG/Torque) com o objetivo de avaliar a eficiéncia

eletromecanica dos musculos ao longo das sessdes. Para todas as comparagdes foi
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adotado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05) e os dados apresentados com média

+- SEM (média do desvio padrao).

5. RESULTADOS
5.1 Dados demograficos

No total foram incluidos no presente estudo 29 participantes com idade entre
18 e 50 anos. A amostra foi distribuida em dois grupos experimentais:
(1°) grupo Controle, composto por 11 individuos sem historico de infegdo por SARS-
CoV-2 ou sintomas musculares, entre esses participantes 6 eram mulheres (54,5%)
com peso médio de 70,88 £ 17,6 kg e altura média de 1,69 + 0,07 metros e 5 eram
homens (45,5%) com peso médio de 78,88 £ 8,8 kg e altura média de 1,73 + 0,005
metros. A média de idade dos participantes deste grupo eram de 29,3 + 9,1 anos
(Tabela 3).
(2°) grupo COVID-Longa, composto por 18 individuos com sintomas persistentes pos-
infecgdo, entre esses participantes 5 eram homens (27,8%) com peso médio de 93,5
* 22,4 kg e altura média de 1,79 £ 0,04 metros e 13 eram mulheres (72,2%) com peso
médio de 75,4 £ 14,2 kg e altura média de 1,66 + 0,05 metros. A média de idade dos
participantes deste grupo eram de 29,5 + 8,7 anos (Tabela 3).

Para o grupo COVID-Longa, o tempo médio entre o diagndstico da infecgao
aguda e a data da biopsia muscular foi de 8,6 + 5,3 meses. Todos os participantes
reportaram ter recebido ao menos uma dose de vacina contra o SARS-CoV-2, é

possivel ver na tabela 3 quais foram as vacinas.
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Participantes

Caracteristica Grupo Controle Grupo COVID Longa
Idade (anos), Média (DP) 293 (x9.1) 29,5 (x8,7)
Sexo, n (%)

Feminino 6 (94,5%) 13 (72,2%)

Masculino 2 (45,5%) a (27,6%)
Peso (kg), Média (DP)

Feminino 70,88 (x17.6) 754 (14 2)

Masculino 78,8 (x8,8) 935 (x22 4)
Altura (m), Média (DP)

Feminino 1,69 (£0,07) 1,66 (£0,05)

Masculino 1,73 (+0,005) 1,79 (+0,04)
Tempo apos infecgdao (meses)

N/A 8,6 (x5,3)

Vacina (distribuigao)

Plizer 2 (45,5%) 7 (38,9%)

Coronavac 3(27,3%) 2 (27,6%)

Astrazeneca 2(18,2%) 2(11,1%)

Jansen N/A 2(11,1%)

Preferiu néo responder 1(9,1%) 2(11,1%)

Tabela 3- Caracteristicas dos participantes do grupo Controle e grupo COVID-Longa

5.2 Analise histologica

Pela andlise detalhada das Iaminas do musculo vasto lateral coradas em HE
(hematoxilina e eosina), como esperado foi observado uma estrutura muscular normal
nos musculos do grupo controle, com fibras poliédricas, nucleos na periferia, com
poucos nucleos centralizados e poucas alteragdes celulares, o que € completamente
normal devido a pequenas lesdes que ocorrem com as atividades diarias e a
capacidade do musculo esquelético de se regenerar. Por outro lado, o grupo COVID-
Longa apresentou aumento dessas alteragcbes quando comparado com o controle,
alteragdes como: aumento de nucleos centralizados, splitting (processo em que uma
fibra esta se dividindo), necrose, infiltrado inflamatorio, basofilia e alteragdo no tecido
conjuntivo (Figura 13).

A tabela 4 destaca em porcentagem (%) a quantidade de participantes que

apresentaram as alteragdes musculares, o que fica evidente que no grupo COVID-
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Longa foi encontrado as alteragdes em maior parte de individuos do grupo, quando
comparado com o controle. Além disso, ambos os grupos muitos individuos
apresentaram centralizagdo nuclear, sendo assim, foi feito uma analise quantitativa,
com isso observamos um aumento significativo de centralizagdo nuclear no grupo
COVID-Longa (média de 0,8074 + 0,4609), quando comparado com o grupo controle
(média de 3,177 £ 2,794), (p < 0.05) (Figura 14).

Alteragoes Celulares Grupo Controle Grupo COVID-Longa

Nucleos centralizados 82% 94%
Splitting 09% 19%
Basofilia 09% 37%
Necrose 18% 37%
Regiéo de Infiltrado inflamatério 09% 25%
Regido com alteragdo de tecido 09% 37%
conjuntivo

Tabela 4- Alteracdes celulares das fibras do musculo vasto lateral de individuos do grupo controle e
COVID-Longa, identificadas pela técnica de coloragdo Hematoxilina e Eosina.

% Referéncia a quantidade de individuos que apresentaram a alteragao no grupo.

~ Grupo Controle Grupo COVID-Longa

Figura 13- Cortes histolégicos do musculo vasto lateral de humanos corados em Hematoxilina e
Eosina (HE)

A) Musculo vasto lateral de humanos do grupo controle, com a presenga de pouca centralizagdo
nuclear. B) Musculo vasto lateral de humanos do grupo COVID-Longa com presenga de aumento de
centralizagao nuclear, tecido conjuntivo e splitting. Seta Branca: nucleo centralizado, seta preta:

Splitting, asteriscos: aumento de tecico conjuntivo. (Lente = 40x, Barra = 20 ym).
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Figura 14- Quantificagdo de nucleo centralizado no musculo vasto lateral de individuos do grupo
controle e COVID-Longa

O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou maior quantidade de nucleos centralizados em

comparagao ao grupo controle (n=11). * *p < 0.05.

5.3 Analise de imunofluorescéncia

e Tropomiosina 4 (Capilares)

A COVID-Longa determinou no musculo vasto lateral, acometimento
significativo na relagao capilares por fibras musculares. As figuras 15 e 16 ilustram a
presenca dos capilares e a quantificacdo através da técnica de imunofluorescéncia,
onde podemos observar uma redugcdo no numero de capilares por fibra no musculo
esquelético dos individuos do grupo COVID-Longa (média de 0,7194 + 0,2982)
quando comparado aos dos individuos do grupo controle (média de 0,9900 + 0,2430)
(p <0.05).
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Figura 15- Quantificagdo de capilares pelo marcador LC24 (tropomiosina 4) no musculo vasto lateral
de humanos

O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou redu¢do na quantidade de capilares por fibras em

comparagao ao grupo controle (n=11). *p < 0.05.
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Figura 16- Fotomicrografias de laminas processadas com anticorpo para imunomarcagao de
capilares através do anticorpo LC24/Tropomiosina 4

O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou redu¢do na quantidade de capilares por fibra quando
comparado ao grupo Controle (n=11) p < 0.05. Vermelho: Laminina. Azul: nucleos. Verde: tropomiosina

4. Setas brancas: Capilares. Barra: 100um e 20um (Zoom). Lente:40x.
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e Células Satélites

A COVID-Longa determinou alteragdo nas células satélites (CS) do musculo
vasto lateral de humanos. A figura 17A ilustra a quantificacdo das CS quiescentes e
ativadas identificadas através do marcador Pax7, e como esperado, o grupo COVID-
Longa (média de 0,2233 £ 0,08847) apresentou aumento de CS quiescentes/ativadas
quando comparada ao grupo Controle (média de 0,1340 + 0,06025) (p < 0.05), como
podemos observar na figura 18A.

A figura 17B ilustra a quantificacdo das CS em diferenciacdo e fusao
identificadas através do marcador F5D (miogenina), surpreendentemente o grupo
COVID-Longa (média de 0,1467 + 0,04457) apresentou poucas CS em
diferenciagdo/fusdo quando comparado ao grupo Controle (média de 0,2560 =+
0,09476) (p < 0.05), como podemos observar na figura 18B.

Vale ressaltar que a imunomarcagao das CS tanto para pax7 como para
miogenina foram confirmadas através da sua localizagao entre o sarcolema e a lamina
basal e pela presengca do nucleo subjacente observado pela técnica de

imunofluorescéncia (Figura 18).

A) Pax7 B) Miogenina
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Figura 17- Quantificagdo de Células Satélites no musculo vasto lateral de humanos.
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A) O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou aumento na quantidade de CS em quiescéncia/ativagao
em comparagao ao grupo controle (n=11). *p < 0.05. B) O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou
reducéo na quantidade de CS em diferenciagdo/fusdo em comparagéo ao grupo controle (n=11).

< 0.05.

*

p

Controle

COVID-Longa

. Figura 18- Foto micrografias de laminas processadas com anticorpo para imunomarcagao de

Controle

COVID-Longa

células satélites através dos anticorpos Pax7 e Miogenina.

A) O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou aumento na imunomarcagao para Pax7 quando
comparado ao grupo Controle (n=11) p < 0.05.B) O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou reducéo
na imunomarcagéo de miogenina quando comparado ao grupo Controle (n=11) p < 0.05. Vermelho:

Laminina. Azul: nucleos. Verde: Pax7/Miogenina. Setas brancas: Células Satélites C. Barra: 100um

e 50um (Zoom). Lente:10x.
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5.4 Analise de Western Blotting

e «a-actinina
Nossos resultados para a-actinina apresentados pelo ensaio de Western
Blotting demonstraram aumento do conteudo da proteina no grupo COVID-Longa
(média de 1,111 £ 1,169) quando comparado ao grupo Controle (média de 0,6035 +
0,4829) (p < 0.05) (Figura 19).

Alfa-actinina 103kDa

GAPDH 36kDa

a-actinina
2.0
b 1.3 4.1
—
1.5

Densidade optica

Figura 19- Contelido de a-actinina presente no musculo vasto lateral de individuos do grupo
COVID-Longa e controle representado pelo ensaio de Western Blotting

O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou aumento do conteudo de a-actinina em comparado ao

controle (n=11). O GAPDH foi utilizado como controle de carregamento (normalizador). **** p < 0.05.
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o IL1B
Nossos resultados para IL-1B apresentados pelo ensaio de Western Blotting
mostraram aumento do conteudo da proteina no grupo COVID-Longa (média de
0,001655 * 0,001072) quando comparado ao grupo Controle (média de 0,001203 +
0,0008850) (p < 0.05) (Figura 20).
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Figura 20- Conteudo de IL-1beta presente no musculo vasto lateral de individuos do grupo COVID-
Longa e controle representado pelo ensaio de Western Blotting

O grupo COVID-Longa (n=18)apresentou aumento do conteido de IL-1beta  em comparado ao

controle (n=11). O ponceau foi utilizado como controle de carregamento (normalizador). *** p < 0.05.
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o IL-6
Nossos resultados para |IL-6 apresentados pelo ensaio de Western Blotting nao
mostraram diferengas no conteudo da proteina do grupo COVID-Longa quando

comparado ao grupo controle (p=0.99) (Figura 21).
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Figura 21- Conteudo de IL-6 presente no musculo vasto lateral de individuos do grupo COVID-Longa
e controle representado pelo ensaio de Western Blotting

Nao observamos diferengas entre o grupo COVID-Longa (n=18) e o Controle (n=11). O ponceau foi

utilizado como controle de carregamento (normalizador) (p=0.99).
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5.5 Andlise de dihidroetidio (DHE) para espécies reativas de oxigénio (ERO)

A Figura 22 e 23, mostram através da analise de dihidroetidio (DHE), um
aumento nas espécies reativas de oxigénio no musculo esquelético vasto lateral de
individuos no grupo COVID-Longa (média de 13,98 + 4,465) quando comparado ao
musculo de individuos no grupo Controle (média de 10,67 + 3,560) (p < 0.05).
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Figura 22- Quantificagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pela analise de dihidroetidio (DHE)
no musculo vasto lateral de humanos

O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou aumento na intensidade média de fluorescéncia para

espécies reativas de oxigénio (ERO) em comparagao ao grupo controle (n=11). *p < 0.05.
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Grupo Controle Grupo COVID-Longa

Figura 23- Fotomicrografias de laminas processadas e analisadas com dihidroetidio para marcagao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) no musculo vasto lateral de humanos

O grupo COVID-Longa (n=18) apresentou aumento na quantidade de ERO quando comparado ao

grupo Controle (n=11) p < 0.05. Vermelho: ERO. Barra: 100um. Lente: 10x.

5.6 Analise de griess para 6xido nitrico (ON)

Através do método de analise de griess, foi possivel observar que o grupo
COVID-Longa (média de 1,933 % 0,146) apresentou uma diminuicdo na quantidade
do 6xido nitrico (ON) no soro desses pacientes em comparacao aos individuos do
grupo controle (média de 2,555 £ 0,276) (p < 0.05) (Figura 24).
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Figura 24- Quantificagdo de 6xido nitrico (ON) pela analise de griess no musculo vasto lateral de
humanos

O grupo COVID-Longa (n=15) apresentou redugao na quantidade de ON em comparagéo ao grupo

controle (n=5). *p <0.05.

5.7 Quantificagao dos biomarcadores CK e LDH (Lesao Muscular)

A quantificacdo dos biomarcadores utilizados para identificagdo de lesao
muscular, tanto a creatina quinase (CK) (p=0,52) como a desidrogenase latica (LDH)
(p=0,95) ndo apresentaram diferengas estatisticas entre os grupos COVID-Longa e
Controle (Figura 25A e 25B). Isso pode ter acontecido devido a limitacdo em relagao
a quantidade de participantes do grupo Controle ser menor (n=5) em comparagao ao
grupo COVID-Longa (n=15).
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Figura 25- Quantificagdo de CK e LDH no soro de individuos do grupo COVID-Longa e controle

A) Apesar da tendéncia evidenciada maior no grafico da CK do grupo COVID-Longa (n=15), as
diferengas nao foram significativas em comparagdo com o grupo Controle (n=5). B) N&o houve

diferengas entre os grupos COVID-Longa (n=15) e grupo Controle (n=5) para LDH.

5.8 Contrac&o isométrica voluntaria maxima (CIVM) e eletromiografia (EMG)

Quando realizado as comparagdes para pico de torque (p=0,1011) e média do
pico de torque (p=0,1033) entre os grupos controle e COVID-Longa ndo foram
encontrados resultados significativos, porém é possivel observar uma tendéncia
maior nos graficos que representam o grupo COVID-Longa (Figura 26A e 26B).

Comparacoes estatisticas também foram feitas para avaliagdo do pico de
torque (PT) entre as sessbes de isometria dentro de um mesmo grupo, 0 grupo
controle ndo apresentou diferencas significativas no PT entre as sessoes (p=0,2222)
(Figura 27A), por outro lado no grupo COVID-Longa conseguimos observar aumento
do PT durante as sessdes. Os valores médios foram de (163,3 £ 64,70; 180,3 + 67,10;

190,5 + 61,24) nas sessdes 1, 2 e 3 respectivamente (p < 0.05) (Figura 27B).
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A) Pico de Torque (PT) B) Média do Pico de Torque(PT)
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Figura 26- Pico de torque e média do pico de torque durante a CIVM

Apesar da tendéncia maior no grafico do PT (A) e na média do PT (B) do grupo COVID-Longa

(n=15), as diferencas nao foram significativas em comparag¢do com o grupo Controle (n=5).
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Figura 27- Pico de torque durante as 3 sessdes de CIVM nu grupo Controle e COVID-Longa

A) N&o houve diferenca no PT entre as 3 sessdes de CIVM realizadas no grupo Controle (n=5). B) No
grupo COVID-Longa (n=15) é possivel observar aumento do PT durante as 3 sessdes de CIVM. **p <
0.05.
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As analises de eletromiografia (EMG) foram avaliadas tanto para o musculo
vasto lateral como para o musculo reto femoral, ambos constituem o quadriceps
femoral, principal musculo responsavel pela execugao do movimento de extensao
realizado no Biodex.

Em ambos os tecidos musculares analisados (musculo reto femoral e vasto
lateral), ndo foram encontrados resultados significativos na amplitude do sinal Root
mean square (RMS) e nem para a frequéncia média na comparagao entre os grupos
Controle e COVID-Longa (p > 0.05) (Figura 28 e 29). Portanto, quando realizamos
comparagdes dentro do grupo COVID-Longa entre as 3 sessbes encontramos uma
diminuicao significativa na frequéncia média e no musculo vasto lateral (Figura 30F).
Os valores médios foram de (137,9 + 15,41; 129,1 £ 14,07; 129,7 + 16,87) nas sessdes
1, 2 e 3 respectivamente (p < 0.05).

As demais comparagdes dentro do grupo nao foram estatisticamente
significativas (p > 0.05). As comparacgdes dentro do grupo Controle também n&o foram

estatisticamente significativas (p > 0.05) (Figura 31).
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Figura 28- Eletromiografia do musculo reto femoral de humanos durante contragédo isométrica

(A,B,C) Nao houve diferengas significativas entre o grupo Controle (n=5) e COVID-Longa (n=15) na

amplitude do sinal no musculo reto femoral em nenhuma das sessoes. (D,E,F) Nao houve diferengas

significativas entre o grupo Controle (n=5) e COVID-Longa (n=15) no root mean square no musculo

reto femoral em nenhuma das sessées. (G,H,l) Nao houve diferengas significativas entre o grupo

Controle (n=5) e COVID-Longa (n=15) na frequéncia média no musculo reto femoral em nenhuma

das sessoes.
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Figura 29- Eletromiografia do musculo vasto lateral de humanos durante contragdo isométrica

(A, B,C) Nao houve diferencgas significativas entre o grupo Controle (n=5) e COVID-Longa (n=15) na

amplitude do sinal no musculo vasto lateral em nenhuma das sessdes. (D,E,F) Nao houve diferengas

significativas entre o grupo Controle (n=5) e COVID-Longa (n=15) no root mean square no musculo

vasto lateral em nenhuma das sessées. (G,H,l) Nao houve diferengas significativas entre o grupo

Controle (n=5) e COVID-Longa (n=15) na frequéncia média no musculo vasto lateral em nenhuma

das sessoes.
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Figura 30- Eletromiografia do musculo reto femoral e vasto lateral do grupo COVID-Longa durante as
3 sessdes de contragao isométrica

(A,B,C) Nao houve diferengas significativas na amplitude do sinal, root mean square e frequéncia

média no musculo reto femoral entre as sessdes.D,E) Nao houve diferengas significativas na

amplitude do sinal e root mean no musculo vasto lateral entre as sessdes F) No grupo COVID-Longa

(n=15) é possivel observar uma diminuigéo significativa na frequéncia média no musculo vasto lateral

entre as sessoes (p < 0.05).
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Figura 31- Eletromiografia do musculo reto femoral e vasto lateral do grupo Controle durante as 3

sessdes de contragdo isométrica

(A,B,C,D,E,F) Nao houve diferengas significativas na amplitude do sinal, root mean square e

frequéncia média no musculo reto femoral e vasto lateral entre as sessées no grupo Controle (n=5).
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Uma razéo entre atividade elétrica e pico de torque no grupo COVID-Longa
tanto para o musculo vasto lateral (p=0,5580) como para o reto femoral (p=0,2192)
também foi realizado, porém nao foram observadas diferengas estatisticas (Figura
32).

A) Razao entre ativacao elétrica B) Razao entre ativacao elétrica
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Figura 32- Razao entre eletromiografia e o pico de torque dos musculos reto femoral e vasto lateral
do grupo COVID-Longa

(A,B) Nao houve diferengas significativas entre as sessdes para ambos os musculos no grupo
COVID-Longa (n=15).

6. DISCUSSAO

No presente estudo podemos observar que a prevaléncia dos participantes sao
mulheres quando comparamos com os homens. Estudos mostram que mulheres s&o
mais resistentes a desenvolver as formas graves da doenca em relagao aos homens
(JIN et al., 2020; ALKHOULI et al., 2020; TEJPAL et al., 2021; PRADHAN et al.,2020).
Isso é possivel devido a diferenga bioldgica entre o sistema imunolégico de homens e
mulheres (TEJPAL et al., 2021), por outro lado, estudos demonstram que as mulheres
tem sido mais afetadas pela COVID-Longa (SHAH et al., 2025) com isso podemos
explicar o maior interesse e adesado das mulheres no presente estudo.

Outro dado importante em relacdo aos participantes € que a maioria reportou
ter recebido ao menos uma dose de vacina contra 0 SARS-CoV-2. Um estudo de
Antonelli et al., (2022) mostrou menor risco de sintomas persistentes em individuos
vacinados, enquanto Ayoubkhani et al., (2022) demonstrou que vacinados
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apresentaram cerca de 50% menos riscos de desenvolver COVID-Longa. Mesmo que
haja uma associagado entre a vacinagdo e um menor risco de desenvolver sintomas
persistentes, os casos de COVID-Longa apds a vacinagao ainda podem ocorrer, como
mostramos neste atual estudo.

Por isso esse estudo investiga a musculatura esquelética desses individuos e
traz resultados promissores e discussdes sobre as possiveis causas do acometimento
do musculo esquelético na COVID-Longa, onde os principais sintomas musculares
relatados foram de mialgia, fadiga, fraqueza muscular, artralgia e intolerancia ao

exercicio.

6.1 Alteracdes histolégicas do musculo vasto lateral de humano com COVID-Longa

Por meio da analise histologica, utilizando a coloracdo com hematoxilina e
eosina, foi possivel observar alteragdes na musculatura dos individuos do grupo
COVID-Longa indicando dano muscular, como centralizagdo nuclear, infiltrado
inflamataorio, basofilia, splitting, necrose e alteragao do tecido conjuntivo.

O aumento significativo dos nucleos centralizados no grupo COVID-Longa sao
um indicio de regeneragao muscular, essa centralizagado acontece na fase de fusao
das células satélites no processo de regeneragcdo muscular. Com a ativagdo das
células satélites apds um estimulo, ocorre a proliferagédo até o local da lesao e seguida
da diferenciacado e fusado reparando o dano tecidual, é nesta etapa de fusdo que é
possivel observar a centralizagdo nuclear, ja que com a maturagao da fibra recém
reparada, o nucleo migra de volta para a periferia (SIGOLI et al.,, 2022;
CORNACHIONE, et al., 2008; DUBUISSON et al., 2022).

A centralizagao nuclear é observada em diversas miopatias e distrofias, como
por exemplo na Distrofia Muscular de Duchenne (VATTEMI et al., 2014; SIGOLI et al.,
2022), assim como em musculos sadios, isso acontece devido as microlesdes
causadas pelas atividades fisicas diarias (CLOSE et al., 2005), e por isso € normal a
presenca dessa alteragao observada nos musculos do grupo controle, entretanto, no
grupo COVID-Longa, foi possivel visualizar uma maior quantidade de centralizagao
nuclear, o que indica a presenca de um amplo processo de regeneragdo mesmo
meses apos a infecgao.

Além da centralizagado nuclear outras alteragbes foram encontradas, como

infiltrado inflamatério, necrose e alteracdo do tecido conjuntivo. Essas alteracbes
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podem ocorrer com o aumento do influxo de calcio nas fibras devido as rupturas na
membrana muscular (BOZYCKI et al., 2018). Essa ruptura no sarcolema pode ser
causada por diversos fatores, geralmente relacionados ao estresse mecanico ou a
desequilibrios bioquimicos. A inflamacao crénica € uma das causas e pode alterar a
permeabilidade da membrana e levar a danos estruturais (MONTES-IBARRA et al.,
2022). Outra causa pode ser a produgado excessiva de radicais livres, e o estresse
oxidativo pode danificar a membrana celular (WANG et al., 2020). Além disso, a
COVID Longa tem mostrado um prejuizo na fungdo mitocondrial, 0 que diminui a
produgcao de ATP, necessario para manter a integridade das membranas celulares,
favorecendo a ruptura (MADSEN et al., 2024). O influxo exacerbado de calcio do meio
extracelular também justificam os achados para células basofilicas, atributo da
acidose citosdlica, passiveis de identificacdo pela coloracdo com a hematoxilina
devido a afinidade que o corante tem por estruturas acidas (JUNQUEIRA, et al., 2017).

Mesmo que ndo quantificado o tecido conjuntivo, foi possivel observar em
algumas regides uma distribuicdo desse tecido de forma n&o uniforme ao redor das
fibras musculares do grupo COVID-Longa, e identificado locais de acumulo de tecido
conjuntivo, os quais sugerem fibrose. Alguns estudos explicam que isso acontece
devido a ativacao excessiva das vias fibréticas durante o periodo agudo da infecgao,
associado ao fato de que a COVID Longa nao promove um ambiente compensatorio
para a reestruturagcdo desse tecido conjuntivo comprometido e nem a remogéo total
dos pontos de fibrose (DANESINI et al., 2024; TYAGI et al. 2022; SALOMAO et al.,
2023).

Outro achado importante é a presencga de "splitting”, este termo é amplamente
utilizado e se refere a fibras musculares que parecem ser divididas ou fragmentadas
em duas ou mais fibras filhas menores, € um processo que ocorre devido a sobrecarga
funcional ou ao aumento de volume (ERIKSSON et al., 2006; MURACH et al., 2019).
De acordo com Makovicky et al. (2020) a divisdo das fibras musculares esqueléticas
também pode ser interpretada como uma degeneragéo seguida pela regeneragao das
fibras musculares esqueléticas.

Outros estudos também encontraram as mesmas alteragdes, corroborando
com nossos achados. Soares et al. (2022) observaram a presenga de nucleos
centralizados, atrofia, infiltrado celular e necrose em pacientes com sindrome pos-

COVID, da mesma forma Hejbal et al. (2022) também observaram a presencga de
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nucleos centralizados, atrofia e infiltrado inflamatério nos musculos de pacientes com

sintomas musculares persistentes por 14 meses apés a infecgdo por COVID-19.

6.2 Alteracédo na a-actinina sarcomeérica do musculo vasto lateral de humanos com
COVID-Longa

A a-actinina € uma das principais proteinas dos discos Z do musculo
esquelético de humanos, é essencial para manter a estrutura e fungao do sarcémero,
funcionam como uma rede reticular nos filamentos finos de actina, dando estabilidade
ao sarcémero durante a contragao (YOUNG et al., 2000). No musculo humano, a a-
actinina-2 (ACTN2) é expressa em todas as fibras musculares, (codificada por
ACTN2), enquanto a a-actinina-3 (ACTN3) tem uma expressao mais especializada, e
e restrita as fibras musculares glicoliticas, responsaveis pela rapida geragao de forga
(MACARTHUR et al., 2004; MILLS et al., 2001). Nossos resultados para a-actinina-2
apresentados pelo ensaio de Western Blotting mostraram aumento do conteudo da
proteina no grupo COVID-Longa quando comparado ao grupo controle, que indicam
uma resposta compensatéria da a-actinina no musculo afetado.

Um estudo recente investigou a interacdo entre o SARS-CoV-2 com a a-
actnina-4 (ACTN4) expressas em células endoteliais e fibroblastos, como regulador
da replicacao viral (ZHU et al., 2024). Ja Yenmis et al. (2025) demonstraram um efeito
protetor da ACTN3 contra a infecgdo grave pela COVID-19, no entanto, infelizmente
nao ha estudos que tenham analisados a-actinina-2 em musculos esqueléticos de
pacientes nas condigdes de COVID-19 aguda e COVID-Longa.

Embora ndo ha estudos que descrevem diretamente sobre esse achado em
musculos de pacientes com COVID-Longa, experimentos realizados em outros
modelos indicam que a a-actinina-2 pode ser regulada positivamente em situagdes de
adaptacao muscular (FLUCK et al., 2003). Um estudo com camundongos Knockout
para ACTN3 apresentaram elevagcao da ACTN2, o que sugere uma adaptagao
compensatoéria do sarcomero (SETO et al., 2011), além disso o estudo de Witt et al.
(2017) demonstrou em culturas humanas que fatores de crescimento aumentam a
ACTN2 durante a diferenciacdo muscular. Esses estudos podem fortalecer nossa
hipétese de resposta compensatoria ou regenerativa, visto que na analise morfoldgica

observamos aumento da centralizagao nuclear.
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6.3 Disfungao endotelial e estresse oxidativo no musculo vasto lateral de humanos
com COVID-Longa

No presente estudo, encontramos a nivel morfolégico alteragcdes capilares,
onde foi possivel observar uma redugdo da razdo capilar-fibora em pacientes com
COVID-Longa quando comparado ao controle. Essa redug¢ao pode estar contribuindo
para sintomas como fraqueza muscular, fadiga intensa e intolerancia ao exercicio,
devido a diminuicdo da oxigenacéao e nutricdo muscular (SOARES et al., 2022).

A disfuncdo endotelial e o dano vascular pode ser uma das causas dessa
rarefagdo capilar, uma vez que o SARS-CoV-2 infecta as células endoteliais dos
capilares através dos receptores ECA2 causando inflamacédo e danos nos vasos
sanguineos. Esta situacdo favorece a destruigdo e a rarefagdo dos capilares, tanto
pela inflamagdao local como sistémica, prejudicando o reparo vascular e a
angiogénese, ou seja, a sintese de novos capilares (OSTERGAARD et al., 2021;
OSIAEVI et al., 2022; SOARES et al., 2022). Aschaman et al. (2023) realizaram
biépsias musculares em 11 individuos que apresentavam sintomas musculares e
intolerancia ao exercicio apos meses a infeccdo aguda pelo SARS-CoV-2, os mesmos
observaram alteragdes capilares, como a reducéo na capilarizagdo no musculo vasto
lateral, o que corrobora com os nossos resultados. Outro estudo foi de Hejbal et al.
(2022) que biopsiou o musculo biceps braquial de 16 individuos com sintomas
musculares persistentes pdés COVID-19 e encontrou degeneragao capilar. Além disso,
outros estudos mostram que o desuso e o descondicionamento fisico reduz
rapidamente a densidade capilar muscular e danifica as mitocdndrias (TANAKA et al.,
2024; LAMPERT et al., 1996; TYML et al., 1999; HYATT et al., 2021), o que pode
ocorrer também na COVID-Longa, em casos de inatividade prolongada, que pode
desenvolver um ambiente favoravel a reducao de capilar, piorando a perfusao e o
condicionamento fisico.

A rarefagao de capilares no musculo esquelético em pacientes com COVID-
Longa também esta fortemente associada ao aumento do estresse oxidativo e a
diminuigéo da biodisponibilidade de éxido nitrico (ON), dois fatores centrais na saude
vascular e muscular (MONTIEL et al., 2022; LOBATO et al., 2024; COOK et al.,2002).
O estresse oxidativo é propriamente dito como “um desequilibrio entre oxidantes e

antioxidantes em favor das espécies oxidantes, potencialmente levando a danos”
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(BALDELLI et al., 2019; GUTTERIDGE E HALLIWELL, 2018), sendo prejudicial as
células musculares, pois envolve a geragao excessiva de ERO que podem danificar o
musculo esquelético e resultar em danos mitocondriais duradouros (LIAN et al., 2022;
SHANKAR et al.,2024; NOONONG et al., 2023). De acordo com Lian et al. (2022), o
excesso de ERO também pode afetar a fungado das células satélites do musculo
esquelético, o que comprometera regeneragao muscular.

O ON, uma molécula sinalizadora que é produzida principalmente por enzimas
oxido nitrico sintase (NOS) no musculo por NOS endotelial (eNOS) e a NOS neuronal
(nNOS) (STAMLER E MEISSNER 2001), tem como principal fungdo no musculo
esquelético a regulacdo do fluxo sanguineo muscular através da vasodilatacao,
melhorando a entrega de oxigénio e nutrientes principalmente durante exercicios
fisicos (MUELLER et al., 2025). O ON em niveis adequados modula a liberagéo de
calcio dentro das fibras musculares auxiliando na forga e contracdo (MUELLER et al.,
2025; CYR et al., 2020), estimula a biogénese mitocondrial por meio da ativagdo do
PGC-1alfa (TENGAN et al., 2012) e atua na ativacéo de células satélites favorecendo
o processo de reparo muscular (ANDERSON, 2000). Em concentragdes fisioldgicas o
ON atua como um importante antioxidante, neutralizando as ERO (MUELLER et al.,
2025).

No caso da COVID-Longa a reducao de ON pode ser resultado de alteragoes
endoteliais, inflamatdrias e oxidativas que comprometem a sua producdo e
biodisponibilidade, e consequentemente, a diminuicdo pode ser devido a menor
producao no caso de eNOS disfuncionais, maior degradagao por ERO ou, até mesmo,
menor estimulo fisico pela inatividade. A deficiéncia de ON no musculo esquelético
pode contribuir para sintomas como fadiga, intolerancia ao exercicio fisico e mialgia
(MONTIEL et al., 2022; YANAI et al., 2024).

O presente estudo observou tanto o aumento de ERO no musculo esquelético
como a reducdo de ON no soro de pacientes do grupo COVID-Longa quando
comparado ao grupo controle, o que em conjunto com a reducao dos capilares
caracteriza-se uma disfungdo endotelial. Alguns estudos apoiam a hipdtese de
disfungao endotelial continua em pacientes pés COVID-19, tendo como principais
mecanismos provaveis a presenca viral persistente, inflamagao crénica e
desregulagado imunoldgica (WU et al., 2023; CHIOH et al., 2021; LAMBADIARI et al.,
2021; MEHANDRU E MERAD, 2022). O estudo de Hofmann et al. (2023) sugerem

que a fadiga pés COVID tem conexdo com o aumento de ERO e estresse oxidativo,
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além disso observaram também que os mesmos reduzem na medida que os sintomas
de fadiga atenuem.

Portanto esses mecanismos de aumento de estresse oxidativo e a queda nos
niveis de ON podem explicar muitos dos sintomas musculoesqueléticos persistentes
da COVID-Longa, como por exemplo a fraqueza, fadiga e mialgia, mesmo em

pacientes que tiveram a forma leve ou moderada da doenca.

6.4 Inflamagao de baixo grau no musculo vasto lateral de humanos com COVID-
Longa

Muitos estudos descrevem a fase aguda da COVID-19 como uma resposta
imune exacerbada que leva a liberagdo de varias citocinas e a geragcéo de ERO,
principalmente nos casos graves, no qual é muito discutido os efeitos da “tempestade
de citocinas” (ALBUQUERQUE et al., 2021; VANINOV 2020; ELIJAALY et al., 2021;
LAGE et al., 2022; DE SOUZA et al., 2020).

No topico anterior foi discutido sobre o aumento de ERO na fase pés COVID-
19 e umas das possiveis causas para esse aumento de acordo com a literatura é a de
inflamacao crénica (WU et al., 2023; CHIOH et al., 2021; LAMBADIARI et al., 2021;
MEHANDRU E MERAD, 2022), e um resultado que contribui para essa hipotese, é o
aumento de IL-1B encontrado nos individuos do grupo COVID-Longa quando
comparado aos individuos do grupo Controle.

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatdria potente, crucial para as respostas de
defesa do hospedeiro a infecgao, € uma das principais moléculas a serem produzidas
e liberadas pelo inflamossoma NLRP3 via caspase-1, a partir do reconhecimento do
virus (LAGE et al., 2022; DUBUISSON et al., 2021). Por mais que seu papel seja de
proteger contra infecgdes e danos celulares, a ativagao exagerada do NLRP3 leva a
hiperinflamagéo causando e agravando assim a lesao tecidual (LAGE et al., 2022;
PAN et al., 2021). Alguns estudos tém descrito a persisténcia do virus no organismo
como responsavel por essa ativagdo mesmo apos a fase aguda da doenga (GUSEV
E SARAPULTSEV 2024; CHEN et al., 2023). Validando esses achados, Bertoni et al.,
(2022) demonstraram que a proteina ORF3a do SARS-CoV-2 ativa o inflamossomo
NLRP3 in vitro, enquanto estudo de Pan et al. (2021) demonstrou que a proteina do
nucleocapsideo (N) do SARS-CoV-2 pode interagir diretamente com o NLRP3 levando

a producado e liberacdo de moléculas inflamatérias em camundongos. Estudos
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também destacam a ativacdo do inflamassoma NLRP3 através do estresse
intracelular e geragéo de ERO (TSCHOPP E SCHRODER 2010), o que evidencia um
ciclo vicioso de inflamagao cronica de baixo grau.

Os efeitos da ativagdo exagerada do inflamassoma NLRP3 no musculo
esquelético pode reduzir a capacidade de reparo muscular, perda da massa e forga,
mialgia, dano mitocondrial e inflamacdo local pela liberagcdo da IL-1B e IL-18
(KUMMER et al., 2023). Entretanto € muito escassos os estudos com dosagem de
interleucinas em biopsias musculares de individuos com COVID-Longa, contudo,
alguns estudos demonstram que o musculo esquelético tem a capacidade intrinseca
de sintetizar IL-1B quando ativado por estresse ou dano, um mecanismo plausivel que
€ sustentado pelos nossos achados (DUBUISSON et al., 2021; AMERICO-DA-SILVA
et al., 2021). De acordo com Huang et al. (2017) a IL-1 atua diretamente nas fibras
musculares, e concluem que a inibicao da IL-1p3, visando o NLRP3, pode ser util para
prevenir atrofia muscular induzida por inflamacao.

Niveis séricos mais altos de IL-13 estdo associados ao aumento da gravidade
da COVID-19 e podem permitir a identificagdo de pacientes com maior risco de
desfechos ruins (POTERE et al., 2022). De acordo com o estudo de Alonso-
Dominguez et al. (2023), a IL-1p pode ser utilizado como marcador para sintomas poés
COVID, uma vez que observaram a presenga dessa interleucina 1 més apods a fase
aguda da doenga, enquanto outras citocinas apresentaram declinio. Esse achado
justifica auséncia de diferengas estatisticas na quantidade de IL-6 entre os grupos
COVID-Longa e Controle, visto que as bidpsias foram realizadas apds semanas, e até
meses da fase aguda da doencga.

Entretanto, alguns estudos tém demonstrado o aumento de IL-6 no soro de
pacientes com COVID-Longa quando comparado aos controles saudaveis,
(SCHULTHEI et al., 2021; PELUSO et al., 2021), porém nao ha evidéncias sobre a
mensuragao da IL-6 diretamente no musculo esquelético no contexto de COVID-
Longa. Estudos como o de Schulthei et al. (2021) e Peluso et al. (2021) encontraram
niveis elevados de citocinas, como IL-18, IL-6, TNF e IP10 em soro de individuos com
COVID-Longa.

A IL-1B e a IL-6 tém papeis distintos na inflamacéao, o que pode justificar o fato
de ter sido encontrado aumento de IL-18 no musculo de individuos com COVID-
Longa, enquanto que para IL-6 n&o foi observado o mesmo. A IL-13 € uma citocina

chave na ativagado da inflamacao local, atuando diretamente nos tecidos afetados,
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como por exemplo os musculos, enquanto, a IL-6 € uma citocina frequentemente
encontrada no sangue, mas nem sempre nos tecidos afetados (ALIYU et al., 2022;
UNVER 2018). De qualquer forma, tanto a inflamacgao local como a sistémica, podem
promover danos musculares (GUSEV E SARAPULTSEV 2024) e podem ser

responsaveis pelos sintomas musculares persistentes na COVID-Longa.

6.5 Regeneragao muscular prejudicada no musculo vasto lateral de humanos com
COVID-Longa

Os danos musculares ocasionados pela inflamagdo e estresse oxidativo
ocasionam em estimulos para a ativagao de CS, as quais sdo responsaveis pela
reparacao das fibras musculares danificadas e manutengdo do musculo esquelético
(CARECCIA et al., 2024; FOSCHINI et al., 2004). Essas células sdo mononucleadas,
fusiformes e estao localizadas na periferia das fibras musculares, entre a lamina basal
e o sarcolema (CARECCIA et al., 2024).

Enquanto o tecido muscular mantém-se livre de danos, as CS permanecem em
estado de quiescéncia, entretanto sdo ativadas em resposta a estimulos (FOSCHINI
et al., 2004). Durante o estado de quiescéncia e ativagao, as CS expressam o fator de
transcricdo Pax7, apds ativacdo as CS migram para o local da lesdo onde proliferam
pela alta expressdo de MyoD e Myf-5. A préxima etapa é a diferenciagao, a qual é
marcada pela regulagdo negativa de Pax7 e pela regulagdo positiva de Mrf4 e
Miogenina, e por fim, as CS diferenciam-se em novas miofibras multinucleadas ou se
fundem as miofibras danificadas (SIGOLI et al., 2021; FOSCHINI et al., 2004;
KACZMAREK et al., 2021).

No presente estudo foi investigado por meio da técnica de imunofluorescéncia,
as CS na sua fase de quiescéncia e ativagao por meio do marcador Pax7 e as CS na
sua fase de diferenciacdo por meio do marcador miogenina, e com isso observamos
aumento de Pax7 no grupo COVID-Longa em comparagdo ao grupo controle,
enquanto para miogenina observamos a redugdo no grupo COVID-Longa quando
comparado ao grupo controle. Nossa hipdtese é que o aumento de Pax7 reflete em
maior ativacdo e acumulo de CS em uma tentativa de regeneracédo, porém nao
estariam transicionando e completando a diferenciacdo, indicado pela reducdo da

miogenina, resultando assim, em uma regeneracgao incompleta.
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Um estudo de Mayer et al. (2024) realizou biépsias do musculo vasto lateral de
pacientes que sobrevivem a internagao na UTI por COVID-19, e encontraram maior
abundancia de macrofagos semelhantes a M2 e CS, quantificadas através de Pax7,
0S mesmos associam os achados com a alta prevaléncia de fraqueza, fadiga e
capacidade de exercicio funcional reduzida nos pacientes. Os estudos com CS e
COVID-19 sao escassos e nao ha estudos que investigam essas células em pacientes
que tiveram a forma leve ou moderada da doencga. Entretanto, estudos como He et al.
(2013) e Shirakawa et al. (2021), demonstram que quadros inflamatorios crénicos,
como na caquexia induzida por cancer, aumentam Pax7 e inibem a expressao de
miogenina por meio da TNF-a e NF-kB, o que bloqueia a diferenciagdo miogénica. De
acordo com Akhmedov et al. (2013), é possivel também que, na inflamagéao crénica,
a coordenacdo normal entre macrofagos e CS musculares seja prejudicada e
contribua para o comprometimento da fungao das CS.

O aumento da IL-1B no grupo COVID-Longa visto anteriormente também pode
estar relacionado com a inibicdo da diferenciacdo celular, um estudo que confirma
essa relagao é de Cohen et al. (2015), seus achados destacam que a IL-1( inibe a
diferenciacdo muscular em modelos com distrofia muscular, os mesmos utilizaram
bloqueadores para IL-18 o que reverteu o efeito inibitério, confirmando seu impacto
negativo na fusao e diferenciagado celular. Contudo, mais estudos precisam ser
realizados para elucidagcao dos processos que impactam na diferenciagao das CS em
pacientes com COVID-Longa, uma vez que esse comprometimento da regeneragao
pode contribuir para os sintomas musculoesqueléticos apresentados por esses

pacientes.

6.6 Auséncia de alteragao nos biomarcadores CK e LDH em humanos com COVID-
Longa

A CK é uma enzima encontrada em varios tecidos como coragao, cérebro e
musculo esquelético, no qual niveis elevados no sangue servem como um marcador
para dano muscular, e no caso da COVID-19 é considerada um marcador para a
gravidade da doencga, sobretudo a progressao clinica que pode ser monitorizada
através dos niveis de CK (MALIK et al., 2020). Estudos mostram que niveis elevados
de CK estao associados com um pior desfecho em pacientes hospitalizados, incluindo
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necessidade de intubacéo, UTI e 6bito (AKBAR et al., 2021; ZINELLU et al., 2021;
ORSUCCI et al., 2021).

O mesmo ocorre para o LDH, em que estudos como o de Han et al. (2020)
descrevem uma forte correlagcdo do LDH com a gravidade da doenga e com danos
pulmonares. Malik et al. (2020) também demonstram que niveis mais elevados de
LDH estao significativamente associados a gravidade durante a hospitalizagao e a
mortalidade em diferentes periodos. A LDH é uma enzima que esta presente nos
tecidos por todo o corpo e tem um papel central no metabolismo energético,
participando da conversao de piruvato em lactato, uma reagao importante durante
situacbes de hipoxia, niveis anormais de LDH podem resultar na diminuicido da
oxigenacgao, levando a uma regulagdo positiva da via glicolitica e de lesbes de
multiplos 6rgéos (MALIK et al., 2020; XIE et al., 2015).

Pacientes graves que se recuperaram da COVID-19, podem apresentar
aumento de CK e LDH na fase de COVID-Longa (PAHARIA et al, 2022; UDEH et al.,
2023), entretanto o presente estudo quis investigar esses biomarcadores em
pacientes que tiveram a forma leve e moderada da doenga, ou seja, que nao
precisaram de hospitalizagcdo. Nossos resultados ndo mostram diferenca significativa
para CK e nem LDH entre os grupos COVID-Longa e Controle. Embora
conseguimos observar uma tendéncia maior nos niveis de CK no grupo COVID-Longa

em relagdo ao controle, os resultados nao foram estatisticos.

6.7 Alteragcéo no pico de torque e na frequéncia média do sinal eletromiografico em
humanos com COVID-Longa

Através do dinambémetro isocinético (Biodex) conseguimento definir o PT, ou
seja, o maior valor de forga rotacional que o musculo consegue produzir durante um
movimento, (TAYLOR et al.,, 1991; JOKIEL et al.,, 2024) muito utilizado em
reabilitacdes, esporte e pesquisas como o presente estudo que buscou investigar os
efeitos da COVID-19 na musculatura esquelética. Na comparagao do PT do grupo
COVID-Longa com o grupo controle, ndo encontramos diferencgas significativas entre
0S grupos, mesmo observando uma tendéncia maior nas colunas do grupo COVID-
Longa, assim como, quando realizamos comparagdes entre as trés contracdes
isométricas dentro dos grupos, ndo observamos diferengas no grupo Controle, no

entanto, encontramos aumento do pico de torque no grupo COVID-Longa, o que pode
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parecer contra intuitivo, no entanto esse resultado pode ser explicado por alguns
fatores.

Um deles € que o grupo controle, foi composto totalmente por mulheres,
enquanto o grupo COVID-Longa foi composto por homens e mulheres, de acordo com
a literatura os homens apresentam maior forga e torque em comparagao as mulheres.
(LINDLE et al., 1997; YASUDA et al., 2005; KRITZER et al., 2024). Outra hipétese é
de que tenha ocorrido alteragdes compensatérias e uma reorganizagdo nas fibras
musculares, ou seja, uma redugao de fibras tipo | pode ter levado ao maior uso das
fibras tipo Il, que sdo mais explosivas o que favorece picos de torque mais altos
mesmo em exercicios isométricos (HEJBQL et al.,, 2022; BELTMAN et al., 2004;
YOUNG., 1984). De acordo com Muddle et al. (2018) conforme o nivel de forga
aumenta as fibras tipo Il sdo recrutadas, portanto o que pode ter acontecido, € que
nos participantes COVID-Longa as fibras tipo Il foram recrutadas precocemente
devido a ineficiéncia das fibras tipo |, achado que é respaldado por Hejbgl et al. (2022)
que descreveram a atrofia das fibras tipo | em pacientes COVID-Longa. Resultados
paralelos, ainda ndo publicados, obtidos em nosso laboratério, relacionados aos tipos
de fibras musculares, mostraram um comprometimento do trofismo das FTI dos
participantes com Covid-Longa.

Concomitantemente, uma diminuicdo da frequéncia média do sinal
eletromiografico no musculo vasto lateral foi observada no decorrer das sessdes no
grupo COVID-Longa o que indica fadiga neuromuscular progressiva. Embora o grupo
COVID-Longa esteja conseguindo gerar maior torque por mecanismos
compensatorios, a diminuicao de frequéncia média ao longo das sessdes sugere que
esse esforgo é insustentavel, podendo levar a fadiga precoce e declinio da fungao
neuromuscular com o tempo (RETORNAZ et al.,, 2022; KOWAL et al., 2024;
AGERGAARD., 2023). No entanto, nao foi possivel observar o mesmo resultado para
o musculo reto femoral, uma explicacdo é a diferenca funcional, anatdmica e de
recrutamento desses musculos durante exercicio de extenséo isométrica do joelho,
onde uma hipotese € que o musculo vasto lateral esteja sendo mais recrutado e
exigido, pois sao um dos principais extensores do joelho quando o quadril esta
flexionado (posigao realizada no teste), o que implica maior suscetibilidade a fadiga e
menor frequéncia média (PINCIVERO et al., 2006; BARONI et al.,2013).

Embora o protocolo isométrico utilizado (3 x 5 segundos com 2 minutos de

intervalo) néo seja tipicamente suficiente para induzir fadiga significativa em adultos
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saudaveis como visto nas analises com o grupo o controle, para os individuos com
COVID-Longa foi suficiente, este achado pode refletir uma menor capacidade de
recuperacao e maior suscetibilidade a fadiga neuromuscular, o que pode explicar os

sintomas relatados de fadiga e intolerancia ao exercicio fisico.

6.8 Limitagdes do estudo

Uma das principais limitacbes deste estudo foi o tamanho reduzido dos
participantes no grupo controle quando comparado ao grupo COVID-Longa em
algumas analises. Isso ocorreu devido ao contexto pandémico vigente durante o
periodo de coleta, na qual grande parte da populacéo ja havia sido infectada pelo
SARS-CoV-2 dificultando o recrutamento de individuos elegiveis como controle, além
disso, as pessoas dispostas a realizagao de bidpsias musculares representaram um
desafio adicional, considerando a natureza invasiva do procedimento e a baixa adesao
geralmente observada em estudos desse tipo. Estudos futuros com maior

amostragem sao recomendados para reforcar os dados obtidos.

6.9 Implicagdes clinicas

Diante dos achados deste estudo, torna-se essencial o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas e reabilitagdes voltadas a inflamacao crénica de baixo grau,
reducao do estresse oxidativo e melhora da fungao regenerativa do musculo em
pacientes com sintomas musculares persistentes. Além disso, os resultados
contribuem para futuros estudos e o avanco dos conhecimentos sobre as
consequéncias musculares na COVID-19, principalmente em pacientes que tiveram a
forma leve e moderada da doencga. Portanto o presente estudo pode contribuir no
direcionamento de futuras investigagdes que possam testar intervengbes para

restaurar a integridade e funcionalidade muscular desses pacientes.

7. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSAO

A presente tese investigou de forma integrada os efeitos da infeccdo pelo

SARS-CoV-2 sobre os aspectos morfolégicos, bioquimicos e funcionais do musculo
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Vasto Lateral em humanos que tiveram a forma leve e moderada da doenga, com
persisténcia dos sintomas musculares. Os resultados revelaram que, mesmo apos a
fase aguda da infecgdo, individuos com histérico de COVID-19 apresentaram
alteragdes musculares significativas, caracterizadas por aumento da inflamagéo local
(IL-1B), do estresse oxidativo (ERO), da presenca de células satélites em ativagao
(Pax7) e da centralizagdo nuclear, além de reducdo de células satélites em
diferenciacdo (miogenina), oxido nitrico (ON) e capilarizagdo, evidenciando um
ambiente muscular desfavoravel. No aspecto funcional, foi observado aumento do
pico de torque ao longo das sessdes de contragdo isométrica, porém acompanhado
de reducdo da frequéncia média no sinal eletromiografico, sugerindo possiveis
mecanismos compensatorios na ativagdo neuromuscular. As alteragdes histolégicas
reforcam a presenca de um processo de remodelacido muscular ainda em curso, com
impacto potencial na capacidade funcional e no desempenho fisico desses individuos.

Sendo assim, concluimos que a infecgao pelo SARS-CoV-2 pode desencadear
efeitos duradouros na estrutura e fungdo muscular, mesmo em individuos néao
hospitalizados.

A compreenséao dessas alteragdes contribui para o reconhecimento da COVID-
Longa como uma condigdo com implicagdes musculares importantes, e reforca a
necessidade de estratégias terapéuticas individualizadas, bem como de

acompanhamento clinico e funcional prolongado.
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APENDICE

Apéndice | — Tabela com itens do formulario de participagdo na pesquisa

Vocé tem algum vinculo com a
UFSCar?

Nome
Idade
Masculino
Sexo —
Feminino
e-mail
Telefone para contato
Cidade / estado
Nao

Sim, professor

Sim, estudante

Sim, funcionario

Prefiro ndo responder

Vocé pratica exercicios fisicos com
frequéncia?

Sim, trés vezes por semana

Sim, todos os dias

Nao

Prefiro ndo responder

Outro:

Vocé tem alguma das doencas abaixo?

Hipertensao

Diabetes

Doenca cardiovascular

Doenga muscular

Asma

Tuberculose

Céancer

Obesidade

Nao apresento

Prefiro ndo responder

Qutro:

Teve COVID-197?

Sim

Nao

Eu nédo sei

Prefiro ndo responder

Que tipo de tratamento foi realizado?

Casa (isolamento)

Hospital — enfermaria

Hospital — UTI

N&o tive COVID-19

Prefiro ndo responder

Vocé tomou vacina?

Sim, apenas a primeira dose

Sim, duas doses

Sim, dose Unica

Sim, incluindo a dose adcional

Nao

Prefiro ndo responder

Se a resposta acima for positiva, qual
vacina foi aplicada?

Butantan (Coronavirus)

Fiocruz (AstraZeneca/Oxford)

Pfizer

Janssen

Prefiro ndo responder

Sintomas na fase aguda da infecgao
(durante a doenga). Marque todos os
sintomas que vocé apresentou

Falta de ar

Cansaco/Fadiga

Fraqueza muscular

Dor muscular (dor no corpo)

Dor nas articulagoes




Efeitos da infecgdo pelo SARS-CoV-2 sobre os aspectos morfoldgicos, bioquimicos e funcionais do musculo vasto lateral de humanos. -

95

Dor de cabeca / enxaqueca

Febre

Nariz entupido (coriza)

Tosse

Perda ou diminuicao de olfato (cheiro)

Perda ou diminuic¢do do paladar (gosto)

Diarreia

Desmaio

Queda de pressao (hipotensao)

Tontura

Desorientagao

Sem sintomas (assintomatico)

Nao tive COVID-19

Prefiro nao responder

Outro:

Sintomas no més seguinte a
quarentena (apos 15 dias de isolamento
em casa). Marque todos os sintomas
que vocé apresentou

Falta de ar

Cansago/Fadiga

Fraqueza muscular

Dor muscular (dor no corpo)

Dor nas articulagdes

Dor de cabega / enxaqueca

Febre

Nariz entupido (coriza)

Tosse

Perda ou diminuicdo de olfato (cheiro)

Perda ou diminuic¢do do paladar (gosto)

Diarreia

Desmaio

Queda de pressdo (hipotensao)

Tontura

Desorientagao

Sem sintomas (assintomatico)

Nao tive COVID-19

Prefiro ndo responder

Outro:

Sintomas que persistiram apés o fim da
COVID-19. Marque todos os sintomas
que vocé ainda apresenta.

Falta de ar

Cansago/Fadiga

Fraqueza muscular

Dor muscular (dor no corpo)

Dor nas articulagdes

Dor de cabega / enxaqueca

Febre

Perda ou diminui¢go do olfato (cheiro)

Perda ou diminuigdo do paladar (gosto)

Dificuldade para praticar exercicios fisicos

Dificuldade para caminhar (percorrer curtas distancias)

Dificuldade para realizar atividades do dia a dia

Dificuldade de concentracdo nas tarefas

Perda de memoéria

Sem sintomas

Nao tive COVID-19

Prefiro ndo responder

Outro:
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Apéndice llI- Tipos de alteragdes celulares encontradas no musculo vasto letal de
humanos.

_____Nucleo Centralizado
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Anexo |l — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
(Resolucao 510/2016 do CNS)

“0 impacto do novo coronavirus SARS-CoV-2 no musculo esquelético.
Analises morfoldgicas, bioquimicas e funcionais”

Somos pesquisadores do Laboratorio de Fisiologia e Biofisica Muscular do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas (UFSCar) e estamos estudando as causas da

fraqueza muscular apos infecgao pelo novo coronavirus (COVID-19).

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a responder este questionario como parte do
projeto: “O impacto do novo coronavirus SARS-CoV-2 no musculo esquelético”
Analises morfoldgicas, bioquimicas e funcionais”. Sua participagdo nesta pesquisa
nos ajudara a entender como a musculatura é afetada por este virus e assim, novos
estudos poderao tracar tratamentos eficazes para a reabilitacdo de pessoas apods a
COVID-19.

Esse estudo englobara:

1) pessoas que tiveram COVID-19 com sintomas leves a moderados, incluindo
fraqueza muscular (dor no corpo), fadiga e/ou dor nas juntas, os quais podem estar

persistindo mesmo apods o término da doencga;

2) pessoas que nao foram infectadas pelo novo coronavirus, visando comparar os

efeitos a longo prazo da doencga no sistema muscular.

Este questionario tem como objetivos principais: (1) o recrutamento de individuos
interessados em participar da etapa presencial de nossa pesquisa (avaliagao
muscular); (2) a coleta de dados (respostas) que nos ajudarao a entender os aspectos
relacionados a persisténcia de sintomas musculares em individuos pds fase aguda da
infeccao viral (COVID-crénica), e que serao utilizados na escrita de um artigo cientifico
(o/a senhor/a tera suas respostas tornadas andnimas e sera tratado como um

coletivo); e (3) os dados fornecidos nos auxiliardo na separagado dos individuos
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interessados em participar da etapa presencial em grupo controle (COVID-19-

negativo) e grupo teste (COVID-19-positivo pos fase aguda).

Sua participagao € voluntaria, isto €, a qualquer momento o(a) senhor(a) decidira se
(1) deseja participar e preencher o questionario, ou (2) se deseja desistir da

participagado durante ou apds o preenchimento do questionario.

Ao aceitar participar da pesquisa, o(a) senhor(a) ira: 1. Eletronicamente aceitar
participar da etapa virtual do estudo, o que correspondera a assinatura deste termo
(TCLE), o qual podera ser impresso ou solicitado ao pesquisador via endereco de e-
mail fornecido, se assim o desejar. 2. Responder ao questionario on-line que tera
tempo gasto para seu preenchimento em torno de 5 minutos. Caso mude de ideia e
nao queira responder ao formulario, basta fechar a pagina do seu navegador. Caso
desista de preencher o formulario antes de finaliza-lo, os seus dados nao serao
gravados, enviados e nem recebidos pelos pesquisadores. Caso responda a esse
formulario, mas desista de participar desta etapa da pesquisa, entre em contato com
um dos pesquisadores do estudo (endereco para contato abaixo) para que seus dados

sejam retirados da pesquisa.

As respostas deste formulario serdo tornadas anénimas no momento do estudo para
preservar a sua identidade. Os dados coletados serdo utilizados na escrita de um
artigo cientifico e poderao ser divulgados em eventos nacionais e internacionais. O(a)
senhor(a) tem o direito de n&do responder qualquer questdo, sem necessidade de
explicacéo para tal, podendo desistir de responder por completo este formulario, sem
penalidade alguma. Apesar da maioria das perguntas serem de preenchimento
obrigatorio, vocé tem o direito de nao responder a pergunta, sem penalidade alguma
ao optar pela opcao "Prefiro nao responder". Apos a conclusao da coleta de dados
(respostas) obtida por este questionario, faremos o download dos mesmos e 0s
armazenaremos em um HD externo do Laboratdrio de Fisiologia e Biofisica Muscular
(LFBM — UFSCar). Em seguida, estes dados online serdao apagados da ‘nuvem’

(Google Drive) e de qualquer ambiente virtual compartilhado.

O(a) senhor(a) nao tera nenhum custo ou compensacao financeira ao participar desta
etapa da pesquisa. A participacdo em responder este formulario ndo oferece risco
imediato ao(a) senhor(a), porém considera-se a possibilidade de um risco subjetivo,

pois algumas perguntas podem remeter a algum desconforto ou evocar lembrangas
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desagradaveis. Caso algumas dessas possibilidades ocorra, o(a) senhor(a) podera
optar pela suspensao imediata da participagdo na pesquisa, sem penalidade alguma.
Ha ainda o risco inerente a qualquer acesso a internet e como forma de minimizacgao,
as informagdes ndo fornecidas pelo(a) senhor(a) (por exemplo, IP) ndo seréo

acessadas pelos pesquisadores.

Espera-se que, como resultado deste estudo, tenhamos um melhor entendimento dos
efeitos da COVID-19 no sistema musculoesquelético, proporcionando uma melhoria
no diagndstico, no manejo e no tratamento de individuos acometidos por essa doencga.
Além disso, obteremos informagdes importantes sobre a fraqueza muscular
persistente que tem sido observada em muitos individuos apés o término da infec¢ao

viral.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na
pesquisa e concordo em participar. Estou ciente de que esta pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da UFSCar, que
funciona na Pré-Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Sao Carlos,
localizada na Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP 13.565-
905 - Sao Carlos - SP — Brasil. Fone do CEP (16) 3351-9685. Fone da Pro-Reitoria de
Pesquisa (16) 3351-8028. Endereco eletrénico: cephumanos@ufscar.br. O CEP esta
vinculado & Comisséao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional
de Saude (CNS), e o seu funcionamento e atuacao sao regidos pelas normativas do
CNS/CONEP. A CONEP tem a funcdo de implementar as normas e diretrizes
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, aprovadas pelo CNS,
também atuando conjuntamente com uma rede de Comités de Etica em Pesquisa
organizados nas instituicdes onde as pesquisas se realizam. Enderego: SRTV 701,
Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar - Asa Norte - CEP: 70719-040 -
Brasilia-DF. Telefone: (61) 3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br. O CEP tem por
finalidade cumprir e fazer cumprir as determinagdes da Resolugdo 510/16, do
Conselho Nacional de Saude no que diz respeito aos aspectos éticos das pesquisas
envolvendo seres humanos, sob a 6tica do individuo e das coletividades, tendo como
referenciais basicos da bioética: autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia e justica,
entre outros, visando assegurar os direitos e deveres que dizem respeito a

comunidade cientifica, aos sujeitos da pesquisa e ao Estado.

Ficaremos muito gratos com a sua participagao!
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--Enderecos para contato:

Contato: Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF), Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar) - Rodovia Washington Luiz, Km 235. CEP 13565-905- S&o
Carlos - SP — Brasil. E-mail: Ifom.lab@gmail.com; cornachione@ufscar.br ; telefone:
(16) 99761-3234.



