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CAVALCANTI, Liara Freitas. Desenvolvimento e aplicagido de um método
quimiluminescente para quantificagao de GSH e peréxido de hidrogénio em
amostras de pacientes com COVID-19 admitidos na UTI. 2021. 61 f. Dissertagcéo
de mestrado (Programa de Po6s-Graduagdo em Patologia Experimental) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

O estresse oxidativo (EO) esta possivelmente envolvido na patogénese da COVID-19,
doencga declarada como pandemia pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em
marco de 2020. As concentragbes de glutationa (GSH) e perdxido de hidrogénio
(H202) sdo importantes indicativos de estresse oxidativo, e a dosagem dos mesmos
pode elucidar os mecanismos pelos quais 0 SARS-CoV-2 (corona virus) causa danos
aos tecidos. A quantificacdo dessas moléculas € realizada por técnicas pouco
sensiveis ou de alto custo e complexidade de execucdo. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo demonstrar o possivel envolvimento do EO na COVID-19 atraves
da quantificacdo de GSH em eritrocitos e H202 no plasma sanguineo utilizando um
método quimiluminescente altamente sensivel e de baixo custo desenvolvido em
nosso laboratério. O sistema luminol—ferricianeto foi escolhido para a reacéao
quimiluminescente devido ao custo minimo, facil armazenamento dos reagentes e sua
utilizacao de forma consistente para quantificacdo de dopamina na urina e ferro em
amostras de agua. A temperatura da reagéo, o pH e concentragéo dos reagentes, a
precipitacdo de proteinas e diluicdo das amostras foram padronizados previamente
para obtencado de resultados satisfatérios. As amostras foram obtidas de pacientes
com COVID-19 admitidos na UTI do Hospital Universitario de Londrina. De forma
geral, apenas uma amostra foi coletada de cada pacientes, mas, em alguns casos,
uma segunda amostra foi coletada. Apds as coletas, as amostras de ambas as coletas
foram agrupadas, formando o grupo COVID, e as amostras da primeira coleta foram
também analisadas de acordo com o desfecho clinico do paciente. O grupo controle
foi formado por voluntarios saudaveis recrutados no campus da Universidade Estadual
de Londrina ou provenientes de um banco de dados. As concentragdes de GSH no
grupo COVID, no grupo obito e alta foram similares a do grupo controle. Em
contrapartida, os niveis de H202 apresentaram uma redugéo significativa de 10 vezes
no grupo COVID, 3.7 vezes no grupo alta e 23 vezes no grupo o6bito em relagdo ao
controle. Além disso, a concentragcdao de H202 foi 6 vezes menor no grupo 6ébito
comparado ao grupo alta. Por fim, houve uma reducao da atividade da catalase de 1.4
vezes em ambos os grupos: COVID e 6bito, comparados ao controle. Conclui-se que
houve uma boa linearidade do método proposto utilizando o luminol (10 uM) preparado
em tampao carbonato de sédio (pH 9,5), e o ferricianeto de potassio (4,5 mM) a 21 —
24°C e pode-se supor que o estresse oxidativo esta envolvido na patogénese da
COVID-19.

Palavras-chaves: SARS-CoV-2; estresse oxidativo; hemacia; luminol; plasma
sanguineo.



CAVALCANTI, Liara Freitas. Development and application of a chemiluminescent
method to quantify GSH and hydrogen peroxide in COVID-19 patients’ samples
admitted to the ICU. 61 p. Masters’ dissertation (Postgraduate Program in
Experimental Pathology) — State University of Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Oxidative stress (OS) is possibly involved in the pathogenesis of COVID-19, a disease
declared as pandemic by Word Health Organization (WHO) in march 2020. The
concentrations of glutathione (GSH) and hydrogen peroxide (H202) are important
indicators of oxidative stress, and its dosages could elucidate the mechanisms which
SARS-Cov-2 (corona virus) causes damages to tissues. The quantification of these
molecules is performed by low sensitive or high cost and complex techniques. Thus,
this work aimed to demonstrate the possible involvement of OS in COVID-19 through
quantification of GSH in erythrocytes H202in blood plasma using a chemiluminescence
method highly sensitive and low cost developed in our laboratory. The luminol-
potassium ferricyanide system was chosen due to its low cost, easy storage of the
reagents and its use consistently to quantify dopamine in urine and iron in water
samples. Temperature of reaction, pH and concentration of reagents, protein
precipitation and samples dilutions were standardized to obtained satisfactory results.
The COVID-19 blood samples were obtained from patients admitted to the ICU from
University Hospital of Londrina. In general, only one sample was obtained from each
patient, however, in some cases, a second one was collected. After, the samples from
both collections were grouped, forming the COVID group and the samples from first
collection were also analyzed according to the clinical outcome of each patient. The
control group consisted of healthy volunteers recruited in the Londrina State University
campus or were from a database. GSH concentrations in COVID group, died and
discharged groups were similar to control group. On the other hand, H202 levels
showed a 10-fold reduction in COVID group, 3.7 in discharged group and 23 in died
group compared to the control. Moreover, the concentration of H2O2was 6 times lower
in died group compared to discharged. Lastly, there was a 1.4-fold reduction in
catalase activity in both COVID group and died group, compared to the control. We
conclude that there was a good linearity of the proposed method using the luminol (10
MM) prepare in sodium carbonate buffer (pH 9.5) and the potassium ferricyanide (4.5
mM) at 21-24 °C and we can assume that the OS is involved in the pathogenesis of
COVID-19.

Key words: SARS-Cov-2; erythrocytes; luminol; oxidative stress; blood plasma.
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1. INTRODUGAO

1.1. ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € definido como um disturbio no equilibrio pro-
oxidante — antioxidante em favor do primeiro (SIES, 1985) ou como uma
interrupcéo da sinalizacdo e controle redox (JONES, 2006). O controle redox
corresponde a um equilibrio entre a producdo de espécies reativas e a
neutralizagdo das mesmas pelas moléculas antioxidantes (MISHRA et al., 2018;
MOLONEY, COTTER, 2018). As moléculas pro-oxidantes sao classificadas
como radicalares e nao radicalares (MAGDER, 2006) e os antioxidantes como
enzimaticos e nao enzimaticos, e encontram-se quase que totalmente no
citoplasma das células (PATLEVIC et al., 2016).

De forma geral, os oxidantes sao formados a partir da reducao parcial do
oxigénio na cadeia transportadora de elétrons na mitocondria, durante a
fagocitose, e pela atividade de enzimas como a NAPDH oxidase, xantina oxidase
e as do citocromo P450 (MAGDER, 2006; QIANG, 2013; MOLONEY, COTTER,
2018). Os radicais livres apresentam um numero impar de elétrons na sua
camada de valéncia, que corresponde ao ultimo orbital atbmico (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Esse desemparelhamento torna-o altamente reativo,
fazendo com que ele reaja com outras moléculas das nossas células, afim de
doar o elétron excedente (se reduzindo) ou receber um elétron (se oxidando)
(MCCORD, 2000). Nessa classe de moléculas estdo o radical hidroxil (o mais
reativo e com maior potencial danoso), radical peroxil, radical hidroperoxil,
radical superéxido (produzido durante a ativagao de leucdcitos) e radical alcoxil
(BARRY HALLIWELL & JOHN GUTTERIDGE, 1999). As espécies reativas
podem ser de oxigénio ou nitrogénio, possuindo a capacidade de reagir com
outras moléculas, como o ferro, gerando radicais livres (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Entre as espécies de oxigénio estdo o perdxido de
hidrogénio, acido hipocloroso, oxigénio singlet e peroxinitrito (BARRY
HALLIWELL & JOHN GUTTERIDGE, 1999). Em quantidades moderadas, as
espécies reativas sdo importantes para o funcionamento normal do organismo e
de vias de sinalizagdo como a via do fator de necrose tumoral a (TNF-a), via da

angiotensina, via do fator nuclear kappa B (NFkB), além de regularem a
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proliferagdo e a sobrevivéncia celular (MAGDER, 2006; REUTER et al., 2010;
SOSA et al., 2013).

Em situacbes em que o equilibrio redox € rompido, as moléculas pro-
oxidantes podem provocar modificagdes bioquimicas devido a reagcdo das
mesmas com proteinas, lipideos e DNA das nossas células (REUTER et al.,
2010). Reagindo com o DNA celular ou mitocondrial, ocorre a formag&o do
produto 8-hidroxi,2-deoxiguanosina (80HdG), proveniente da oxidagdo do
material genético (AITKEN et al., 2014) além de quebras na sua estrutura,
gerando mutagdes (SANTOS, 2008). A oxidagao de lipideos de membrana forma
o malondialdeido (MDA), prejudicando a integridade e a permeabilidade da
membrana plasmatica; e a oxidacao de lipoproteinas do sangue pode contribuir
para a formacéo de placas ateroscleréticas (REUTER et al., 2010; MOLONEY,
COTTER, 2018; SANTOS, 2008).

As moléculas antioxidantes sao substancias que atrasam, previnem ou
removem o dano oxidativo em baixas concentragdes (BARRY HALLIWELL &
JOHN GUTTERIDGE, 1999). Dentre as defesas enzimaticas estédo inclusas a
superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa redutase (GR) e glutationa
peroxidase (GPx) (BIRBEN et al., 2012). A SOD é uma metaloenzima localizada
em diversos compartimentos celulares e que apresenta 3 isoformas: SOD1
(Cu/ZnSOD), presente no citosol, SOD2 (MnSOD), presente na mitocéndria e
SOD 3 (Cu/ZnSOD), presente no meio extracelular (FUKAI, USHIO-KUKAI,
2011; MOLONEY, COTTER, 2018). A principal fungdo da SOD é converter o
anion superoxido (02+7) em H202 e Oz, sendo a principal linha de defesa contra
esse radical (Figura 1) (MAGDER, 2006; MISHRA et al., 2018). A catalase € uma
enzima presente no citosol e nos peroxissomos, que utiliza NADPH como
substrato para a conversdo de H202 em agua e oxigénio (Figura 1), podendo
atuar também na decomposicao de hidroperdxidos e peroxinitrito e na oxidagao
do o6xido nitrico (KIRKMAN, GAETANI, 2007; GLORIEUX, CALDERON, 2017).

20,~+2H*_SO0 _HO,+O0, (1)
2 H,0, Catalase, 2 HO + O, (2)

Figura 1 — Reacgdes realizadas pelas enzimas superéxido dismutase (SOD) (1) e catalase (2).
Fonte: VASCONCELOS et al., 2007.
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A glutationa peroxidase (GPx) é responsavel por reduzir indiretamente o
peréxido de hidrogénio durante o processo de oxidagdo da GSH (Figura 2)
(HUBER, ALMEIDA, 2008). A glutationa oxidase (GO) &€ uma enzima FAD
dependente responsavel pela oxidagdo do GSH a GSSG (Figura 2) (WU,
BATIST, 2013; OESTREICHER, MORGAN, 2018). A glutationa redutase (GR) é
uma flavoproteina que utiliza a nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato
reduzida (NADPH) como substrato para converter GSSG a GSH (Figura 2),
processo fundamental para a manutengdo das defesas antioxidantes, ja que
GSSG é formada apds a exposi¢cao de GSH ao agente oxidante (BARREIROS,
DAVID, DAVID, 2006, FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

CO; 0
H,0, . GSH-Px ,2H20 e 3
— HHNTTY rlN’“CO'g
o B
GO S
2GSH S
7N o Iy
Oz H02  +H3N ~_ _N_ _CO3
N R 2
GR CO; H/E/
N GSSG
NADP+ NADPH+ H+

Figura 2 — Ciclo catalitico da glutationa: conversdo de GSH a GSSG pelas enzimas glutationa
peroxidase (GSH-px) ou glutationa oxidase (GO) e redugdo de GSH a GSGG pela enzima
glutationa redutase (GR). Fonte: HUBER e ALMEIDA, 2008.

A glutationa, a vitamina C, a vitamina E sdo exemplos de antioxidantes
nao enzimaticos. A glutationa, um tripeptideo de baixo peso molecular, composto
por cisteina, glicina e acido glutamico, esta presente intracelularmente na forma
oxidada (GSSG) e reduzida (GSH), participando da redugao de espécies reativas
(HUBER, ALMEIDA, 2008; OESTREICHER, MORGAN, 2018;). A vitamina C
promove protecao contra danos oxidativos, neutralizando o radical hidroxil e o
peroxido de hidrogénio e auxiliando na redu¢ao de GSSG a GSH (MIRONCZUK-
CHODAKOWSKA, WITKOWSKA, ZUJKO, 2018). A vitamina E é um
antioxidante localizado nas membranas celulares e possui a capacidade de
reduzir os radicais peroxil formados durante lipoperoxidacdo de membranas
(MOUSSA, JUDEH, AHMED, 2019).
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Os niveis de antioxidantes intracelulares sao regulados através de vias de
sinalizagdo, como a via do fator nuclear relacionado ao eritréide 2 (Nrf2). A
ativagao desta via aumenta a expressao e a atividade da SOD, catalase e GPx,
além de aumentar a produg¢ao de GSH e a conversdo de GSSG a GSH (VYSAKH
et al., 2016; MOLONEY, COTTER, 2018). No citoplasma, a associagao da
proteina Nrf2 com duas proteinas Keap1, a encaminha para degradagao
proteassomal (MARTON et al., 2018). Quando ha um aumento das espécies
reativas, as cisteinas presentes em Keap1 sao oxidadas, fazendo com que se
dissociem do Nrf2 (QIANG, 2013; MARTON et al., 2018). Uma vez livre, o Nrf2
se transloca para o nucleo da célula, onde se liga a promotores associados com
a transcricdo de genes envolvidos nas defesas antioxidantes (QIANG, 2013;
HAHN, OLIVEIRA, BOCK, 2017; MARTON et al., 2018).

1.2.  PEROXIDO DE HIDROGENIO

O peroxido de hidrogénio (H202) é uma espécie reativa, isolada pela
primeira vez em 1818 por Thénard, formada a partir da redugcédo do oxigénio na
cadeia transportadora de elétrons na mitocéndria (Figura 3) ou a partir da
dismutagao do anion superoxido pela SOD (GOUGH, COTTER, 2011; ROJKIND
et al., 2002; HIRAKAWA, 2018). Desde a sua descoberta, ficou claro que em
altas concentracgdes, pode representar um risco para nossas células (GOUGH,
COTTER, 2011). Isso porque apesar de ser uma molécula estavel e com uma
baixa constante de velocidade de reagao, o peroxido pode participar ativamente
da geragcdo de moléculas altamente reativas capazes de interagir com
membranas bioldgicas, inclusive membrana de eritrécitos, levando a
modificacdes oxidativas das mesmas (FERREIRA, MATSUBARA, 1997). Em
contato com o ion cobre (Cu?*), o peréxido de hidrogénio é capaz de causar
modificagdes em bases nitrogenadas, com consequente dano ao DNA
(HIRAKAWA, 2018).
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Figura 3 — Redugdo da molécula de oxigénio. Fonte: FERREIRA, MATSUBARA, 1997

Um grande potencial oxidativo do peroxido esta relacionado a sua
capacidade de ser facilmente convertido em radical hidroxil na presenca de ferro
e outros metais de transicao através da reacao de Fenton (Figura 4). O radical
hidroxil (OH+) é o radical livre mais reativo, capaz de reagir com proteinas,
lipideos de membrana e DNA (GUPTA, 2015). O perdxido de hidrogénio pode
ser convertido também a acido hipocloroso pela enzima mieloperoxidase
produzida por células fagociticas. Esse produto formado pode gerar lesao
tecidual e resposta inflamatoria (FORMAN, ZHANG, RINNA, 2009).

Fe* + 0, <—— = Fe*+ + Oz_'
20,7 + 2ZH* ——> 0, + HO,
Fe* + HO, ————> Fe* + OH + OH'

Figura 4 — Reacao de Fenton. Fonte: FERREIRA e MATSUBARA, 1997.

Em quantidades moderadas, o H20:2 participa da regulagcao de vias de
transducado de sinais, oxidando proteinas como as fosfatases, quinases e
tiorredoxinas, modificando suas atividades (ABO et al., 2011). Pode também
contribuir para a degradacgao proteassomal de algumas proteinas, oxidando os
grupamentos cisteina e metionina (ROJKIND et al., 2002). Outra forma do
peréxido de hidrogénio participar da regulagéo da atividade de enzimas e das
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funcdes de proteinas é através da indugédo da formagao de 6xido nitrico (NO),
responsavel pela nitrosilagdo das mesmas (ROJKIND et al., 2002). Além disso,
essa espécie reativa é capaz de ativar o fator de transcrigdo AP-1, responsavel

por regular ciclo e morte celular (ROJKIND et al., 2002).

Independentemente do local de geragao (intra ou extracelularmente), o
peréxido de hidrogénio € removido dentro das células. O principal scavenger
dessa espécie reativa € a glutationa, gragas a seu grupamento cisteina, sendo
utilizada pelas enzimas antioxidantes durante a degradacdo do peroxido
(FORMAN, BERNARDO, DAVIES, 2016). As enzimas que participam desse
processo de detoxificacdo sédo a catalase, que decompde o peroxido em H20 +
O2e a GPx (ROJKIND et al., 2002). Gragas a essas defesas, as concentragdes
intracelulares de H202 se mantém muito baixas, a niveis de nanomolar
(FORMAN, BERNARDO, DAVIES, 2016).

A quantificagdo de H202 por diversos métodos ainda vem sendo
estudada e a maioria deles exige preparagdes complexa, como o rompimento de
estruturas celulares (ZHANG et al., 2019). A detecgdao e quantificagdo do
peréxido de hidrogénio pode ser fundamental para entender diversos processos
fisiologicos e patoldgicos (ABO et al., 2011). As concentragdes desse composto
no plasma humano variam de 0,25 a 7 uM, proveniente principalmente do
metabolismo da NADPH e xantina oxidases, plaquetas e células endoteliais
(FORMAN, BERNARDO, DAVIES, 2016). Xiao et al., 2016 desenvolveu técnicas
envolvendo fluorescéncia e microscopia confocal para identificagcao de peroxido
de hidrogénio na mitocondria. Um ensaio de fluorescéncia de baixo custo e alta
sensibilidade utilizando acido félico para detectar a presenca de H202 em uma
amostra, foi descrito por Hirakawa, 2006. Esse tipo de ensaio apresenta
vantagens por ser altamente sensivel e ndo invasivo. Porém, o sucesso da
quantificacdo depende da especificidade do fluoréforo em se ligar ao peréxido e
da sua sensibilidade a variagdes de pH, o que pode interferir na fluorescéncia
(YE et al., 2020). Métodos de fluorescéncia para quantificagao in vivo também
vém sendo desenvolvidos, utilizando fluoréforos mais especificos (distinguindo
o H202 de outras ERO), porém, os reagentes e equipamentos utilizados
apresentam alto custo, além da alta complexidade no preparo das amostras
(ABO et al., 2011).
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Os meétodos baseados na quimiluminescéncia sdo 0os mais sensiveis e
capazes de detectar até mesmo baixas concentragcdes de perédxido (DIAZ,
SANCHEZ, GARCIA, 1996). Justamente por ser altamente sensivel, as
condigdes como pH e pureza dos reagentes e temperatura do ambiente, devem
ser rigorosamente padronizadas para evitar interferéncias (DIAS, 2001). Um dos
primeiros métodos para dosagem de peroxido de hidrogénio por
quimiluminescéncia foi descrito por Chandross, 1963, utilizando o cloreto de
oxalila. O sistema luminol-peroxidase ja foi utilizado para quantificacdo de
concentracdes de H202 variando de 0 a 0,67 uM, técnica descrita por Diaz,
Sanchez e Garcia, 1996. Nessa metodologia sé foi possivel quantificar
concentragdes maiores de H202com o uso de substancias capazes de aumentar
a emisséao de luz do sistema. Além disso, ja foi relatado que o uso de ferricianeto
para a deteccdo de H202 por quimiluminescéncia demostra boa linearidade em
concentragdes variando de 1 a 8 uM (DIAZ, SANCHEZ, GARCIA, 1996).

Método Vantagens Desvantagens

) _ Fluoroforos precisam ser altamente
Altamente sensivel e néo

Fluorescente in vitro ) ) especifico e sofrem modificages
invasivo.
de acordo com o pH.
Fluoréforos mais especificos, Reagentes e equipamentos caros,
Fluorescente in vivo
alta sensibilidade. preparo complexo das amostras.

] Requer condigdes estaveis e bem
o ] Altamente sensivel, baixa )
Quimiluminescéncia ) . estabelecidas (pH, temperatura,
complexidade, rapido
pureza dos reagentes)

Tabela 1 — Resumo dos principais métodos utilizados para a quantificacdo de H202, suas

vantagens e desvantagens.

1.3.  GLUTATIONA
y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina, também conhecida como glutationa, € uma
molécula de baixo peso molecular formada pelos aminoacidos glutamato,
cisteina e glicina (Figura 5) (FORMAN, ZHANG, RINNA, 2009). Esta presente no
sangue e nos tecidos principalmente na forma reduzida (GSH), mas também na
forma oxidada (GSSG), sendo uma das mais importantes defesas antioxidantes
(APPENZELLER-HERZOG, 2011). A forma reduzida representa mais de 99% da

glutationa total nos eritrécitos, com concentragdes variando de 0,4 a 3 mM. Isso



1
2
3

O 00 N O

10
11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24

21

porque a forma oxidada nao atravessa facilmente membranas celulares (VAN
TERVE et al., 2013). No plasma, a quantidade desse antioxidante é muito baixa,
a niveis micromolares (FORMAN, ZHANG, RINNA, 2009).

HS

HN

HoN NH OH
o o}
OH

Figura 5 — Estrutura quimica da glutationa. Fonte: FORMAN, ZHANG, RINNA, 2009.

Sua capacidade antioxidante se da principalmente pela presenca do
grupamento SH (tiol) na cadeia lateral da molécula de cisteina (APPENZELLER-
HERZOG, 2011). Essa conformacéo facilita a reacdo com o sitio ativo de
enzimas e permite a oxidacdo de moléculas como o perdxido de hidrogénio,
processo catalisado pela glutationa peroxidase, formando GSSG (ULRICH,
JAKOB, 2020). Além disso, participa da sintese de proteinas e de DNA, do
metabolismo do acido ascoérbico, na regulacdo da apoptose, ha manutengao da
comunicacgao intercelular, na detoxificagdo contra xenobioticos, além de
funcionar como cofator para diversas enzimas (FORMAN, ZHANG, RINNA,
2009; ENSAF, KHAYAMIAN, HASANPOUR, 2008; BARRY HALLIWELL & JOHN
GUTTERIDGE, 1999).

Sua sintese acontece no citosol das células em duas etapas: (1) a enzima
y-glutamilcisteina sintetase (GCL) faz a jungcdo da molécula de cisteina com a
molécula de glutamato; (2) o produto formado (y-glutamilcisteina) € convertido a
GSH, com adicdo do grupamento glicina a molécula, processo mediado pela
glutationa sintetase (Figura 6) (FORMAN, ZHANG, RINNA, 2009; BARRY
HALLIWELL & JOHN GUTTERIDGE, 1999). Esse processo é regulado de
acordo com a disponibilidade de cisteina através de feedback negativo exercido
na enzima y-glutamilcisteina sintetase pelo proprio GSH (TESKEY et al., 2018).
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Figura 6 — Sintese de GSH. Fonte: FORMAN, ZHANG, RINNA, 2009

A dosagem de GSH é extremamente importante e deve ser especifica e
capaz de diferenciar essa molécula de outros tidis (HUBER, ALMEIDA, 2008).
Isso porque o grupamento tiol encontra-se muito mais disponivel na molécula de
GSH do que em outras proteinas, exercendo uma fungao antioxidante muito mais
significativa (ULRICH, JAKOB, 2020). Para isso, a precipitacdo de proteinas da
amostra antes das analises é fundamental, permitindo a purificagdo da mesma,
aumentando a qualidade dos resultados (JIANG, HE, FOUNTOULAKIS, 2004).
Baixas concentracdes de GSH, altas concentracdes de GSSG e a diminui¢ao na
razao GSH/GSSG funcionam como um indicador de doencgas e estresse
oxidativo. Além disso, baixos niveis de GSH podem contribuir para progressao
de doencgas neurodegenerativas, inflamatorias, pulmonares e cardiovasculares
devido ao aumento do dano oxidativo causado pela diminuicdo da neutralizacao
das ERO (BALLATORI et al., 2009; SCHOTT, et al. 2007).

Diversas técnicas podem ser empregadas para quantificacdo da
glutationa reduzida, desde andlises cromatograficas, colorimétricas e
espectrofotométricas. O método mais utilizado em amostras biolégicas € um

meétodo espectrofotométrico baseado na utilizagdo do DTNB (também conhecido
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como “reagente de Ellman”), padronizado por Tietze em 1969. Este ensaio é
baseado na reagdo do GSH com o DTNB que produz uma molécula de cor
amarelada, o TNB, que emite luz a 412 nm, podendo ser quantificada (Figura 7).
A formacgéo de TNB é proporcional a quantidade de GSH na amostra (TIETZE,
1969). Além disso, Rahman, Kode, Biswas, 2007 propuseram um
aperfeicoamento para a técnica de Tietze. O protocolo consiste em utilizar a
glutationa redutase que converte 0 GSSG em GSH, que reage novamente com
o DTNB. Desta forma, é possivel quantificar a glutationa total da amostra, ja que
a quantificacao direta de GSSG é mais dificil devido a proporgéo de glutationa
reduzida ser muito maior do que a da oxidada (RAHMAN, KODE, BISWAS,
2007). Por isso, também é importante que seja realizado previamente o bloqueio
do GSH da amostra com vinilpiridina ou com o N-etilmaleimida (NEM) (FORMAN,
ZHANG, RINNA, 2009). Esse método pode ser utilizado em uma variedade de
amostras bioldgicas, porém, sua sensibilidade, ou seja, a menor concentragéo
que pode ser mensurada e a capacidade de distinguir duas concentragdes
proximas, ndo é alta (AMARANTE et al., 2001, RAHMAN; KODE; BISWAS,
2007).

5_‘-,‘:_\_‘ o
|
=]

OTNE + GEN — G5 — TNE+ TNE
GS -~ THE = GIH — GSSG + TN
NADPH + G586+ 0 e NADP + 2G5H

Figura 7 — Reagédo do GSH com o DTNB. Fonte: FORMAN, ZHANG, RINNA, 2009.
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Outro método bastante utilizado para quantificacdo de GSH e GSSG ¢ a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) que consiste em separar
diversos compostos de uma amostra (FORMAN, ZHANG, RINNA, 2009;
MALVIYA et al., 2009). Alguns protocolos permitem quantificar concentragdes
muito baixas de GSH e detectar também outros tidis presentes na amostra.
Porém as limitagbes existem e estdo na aparelhagem de alto custo e no processo
de derivatizagao e alcalinizagdo das amostras, processos necessarios nessa
quantificacdo, que podem acabar comprometendo as concentragdes reais de
GSH e GSSG (RAHMAN, KODE, BISWAS, 2007). Além disso, métodos
eletroanaliticos demonstram ser vantajosos por serem de facil execugao, baixo
custo e alta sensibilidade (ENSAFI, KHAYAMIAN, HASANPOUR, 2008; RAOOF,
OJANI, KARIMI-MALEH, 2009). O problema dessa técnica estd no uso de
eletrodos para a oxidacdo do GSH, processo lento e que s6 € acelerado com o
uso de metais toxicos como o mercurio (RAOOF, OJANI, KARIMI-MALEH,
2009).

A quimiluminescéncia para deteccao de GSH e outros compostos € um
método mais atrativo por ser altamente sensivel e de baixo custo (HAN; HE;
ZENG, 2006). A deteccao de GSH em soro humano por quimiluminescéncia
usando lucigenina que a exemplo do luminol, gera um lumindéforo por oxidagao,
permite a deteccdo de concentragcdes de 10 a 200 vezes menores do que as
detectadas por espectrofotometria (HAN; HE; ZENG, 2006). Smith et al., 2014
utilizou o sistema permanganato de potassio-formaldeido para a quantificacéo
de glutationa por quimiluminescéncia em amostras de tecidos de camundongos.
Ensafi, Khayamian, Hasanpour, 2008 quantificaram esse composto em
eritrocitos através do sistema luminol-periodato de soédio também por
quimiluminescéncia e compararam os resultados com os resultados obtidos na

técnica de Tietze, ndo observando diferencga estatistica entre os resultados.
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Método Vantagens Desvantagens

Permite a quantificagao de
Espectrofotometria glutationa total (oxidada e Baixa sensibilidade

reduzida)

o Aparelho de alto custo,
Alta sensibilidade (detecta L L
_ . derivatizagao e alcalinizacao da
HPLC concentragdes em picomolar),
. ] o amostra podem comprometer as
diferencia GSH de outros tidis. B
concentracoes de GSH.

» Baixo custo, alta sensibilidade e
Eletroanaliticos . . Processo lento
facil execugao

Muito mais sensivel do que a Alta pureza dos reagentes,
Quimiluminescéncia | espectrofotometria, aparelho de condi¢des rigorosamente
custo acessivel padronizadas

Tabela 2 — Resumo dos principais métodos utilizados para a quantificagdo de GSH, suas
vantagens e desvantagens.

1.4. SISTEMA LUMINOL — FERRICIANETO DE POTASSIO

O luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinadiona) € um sal de coloragao
amarelada, insoluvel em agua, capaz de produzir luminescéncia e que vem
sendo amplamente utilizado na area forense afim de detectar amostras de
sangue (ALMEIDA, 2009; KHAN et al., 2014). Além disso, essa substancia pode
ser empregada para a detecgao de radicais livres, substancias inorganicas e
metais de transicao (ROSE; WAITE, 2001). Por se tratar de um composto labil,
altamente sensivel a luz, a temperatura e ao pH, deve ser preparado somente
no momento do uso (ALMEIDA, 2009). Mesmo com essas particularidades, o
luminol ainda é amplamente utilizado na quimiluminescéncia por ser de facil
acesso e baixo custo (ALMEIDA, 2009; KHAN et al., 2014).

O ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]) € um sal de coloragao
avermelhada, quimicamente estavel, soluvel em agua, de baixo custo, que pode
ser armazenado por longos periodos sem requerer aparelhos sofisticados de
refrigeragao e que nao sofre facil degradagao ao longo do tempo (YANG; WANG;
LEE, 2014). Esse reagente funciona como um agente catalitico da oxida¢ao do
luminol e de diversas substancias orgénicas, como tidis e aminoacidos
(SARANTONIS, TOWNSHEND, 1985; WHITE et al., 1964; ZOURAB et al.,

2003). Alguns trabalhos ja utilizaram esse reagente para substituir a peroxidase
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como agente oxidante, obtendo resultados igualmente satisfatorios, em técnicas
quimiluminescentes e ndo-quimiluminescentes (YANG; WANG; LEE, 2014; DU,
LI, LU, 2007).

A quimiluminescéncia (QL) € um método altamente sensivel — sendo a
melhor op¢ao para detecgao de baixas concentragcdes de analito — de baixo custo
de operagdo, tratamento minimo do material biolégico, rapido e que utiliza
equipamento de custo acessivel (ROSE; WAITE, 2001). A luminescéncia é
emitida quando um elétron passa do seu estado excitado para o estado
fundamental, liberando a energia em forma de luz (CINQUANTA, FONTANA,
BIZZARO, 2017). A eficacia do método depende de fatores como pH,
concentragéo dos reagentes e tipo de tampao utilizado (ROSE; WAITE, 2001).

Um sistema amplamente empregado na quimiluminescéncia € o luminol-
peroxidase-H202, onde o perdxido de hidrogénio € capaz de intensificar a
luminescéncia emitida pelo luminol (KHAN et al., 2014). Porém, esse sistema
possui limitagdes ja que tidis presentes na amostra podem interferir na emissao,
por funcionarem como substrato para a peroxidase (HELD, 2015). Além disso, o
sistema luminol-hemina ja foi utilizado para a quantificagdo de hidroperéxidos no
plasma humano (KHAN et al., 2014).

Outro sistema ja descrito é o sistema luminol-ferricianeto de potassio, um
sistema simples e barato que pode ser empregado para quantificar perdxido de
hidrogénio e outros compostos como o préprio ferro (QIN, ZHANG, WANG, 1997;
SARANTONIS, TOWNSHEND, 1985). A reacao do ferro com o luminol é capaz
de produzir luminescéncia na presenca de oxigénio e em meio alcalino, de forma
proporcional a concentracdo dos analitos (ROSE; WAITE, 2001; YILDIZ,
DEMIRYUREK, 1998). Qin, Zhang & Wang, 1997 utilizaram esse sistema para a
quantificar ferro Il e lll na agua. Essa metodologia ja foi aplicada também para a
quantificagdo de dopamina em amostras de urina (HE et al., 2019). Esse sistema
baseia-se nas seguintes reacdes descritas primeiramente por Shevlin & Neufeld,
1968, White et al., 1964 e posteriormente por Rose & Waite, 2001 demonstrada

na figura 8:
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A primeira reagao consiste na oxidagao do luminol, formando um radical
dianion. Depois, o radical pode ser oxidado, em meio alcalino, na presenca de
oxigénio, formando o intermediario diazoquinona. A diazoquinona pode ser
convertida a a-hidroxi hidroperéxido (a-HHP) ou o a-HHP pode ser formado apds
oxidagao + desprotonagdo do radical dianion (SHEVLIN, NEUFELD, 1968;
ROSE; WAITE, 2001). Por ultimo, ocorre a decomposi¢ao do a-HHP, formando

o aminoftalato + nitrogénio (N2), emitindo luz de forma proporcional a formacgéao

10 do produto final (ROSE; WAITE, 2001; KHAN et al., 2014). O sistema pode

11 funcionar com uma série de oxidantes: peroxidase, cobre, magnésio, ferricianeto

12 e alguns radicais livres (ROSE; WAITE, 2001).
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Na reagdo do luminol com o perdéxido de hidrogénio, o ferricianeto
funciona como um catalisador: age sobre o perdxido, liberando oxigénio que
oxida o luminol, produzindo luminescéncia (Figura 9) (YANG; WANG,; LEE, 2014;
ALMEIDA, 2009; JAKUBOWSKI et al., 1998). Alguns trabalhos ja descreveram
a utilizagdo do Iluminol para a dosagem de glutationa e cisteina por
quimiluminescéncia, detectando concentragdes entre 3—-50 umol/L de GSH (DU,
LI, LU, 2001; KAMIDATE, KUNIYA, WATANABE, 1993). A reagao do luminol
com a glutationa em um sistema quimiluminescente ainda n&o foi descrita,
porém, ja foi relatado que agentes redutores podem contribuir para o aumento
da luminescéncia (JAKUBOWSKI et al., 1998; LI et al., 2007).

) LH + H,0, —> LH + HO + OH

(i) OH+ LH --> HO + LH

(i) LH + O, —> L + O,

(v) LH + O, -—> LOOH -—> N, + AP* —> hv + AP

Figura 9 — Reagdo do luminol com o perdxido de hidrogénio catalisada pelo ferricianeto. LH-:
luminol, LH: radical do luminol, LOOH-: a-HHP, AP*: aminoftalato no estado excitado, AP-:
aminoftalato no estado fundamental Fonte: JAKUBOWSKI et al., 1998.

A maioria das publicagdes com o sistema luminol-ferricianeto de potassio
utilizam analise em fluxo (FIA), que consiste em uma abordagem quimica-
analitica que transporta um pequeno volume de amostra por um tubo fino até o
detector (ZAGATTO, VIDA, WORSFOLD, 2019). Apesar de ser um método
rapido e que utiliza pequenas aliquotas, a sensibilidade ndo € alta, ja que a
amostra pode sofrer dispersao durante a passagem pelo tubo condutor e nao ser
bem misturada com os reagentes (GOMES et al., 2015). Uma de nossas
contribuicdes € a utilizacdo desse sistema para quantificagdo de peroxido de
hidrogénio e GSH utilizando injecao direta de ferricianeto na cAmara de amostra
com lumindmetro de alta velocidade de resposta em pacotes de 50 mS. A injecao
€ capaz de entregar um volume preciso do reagente, possibilita uma mistura
adequada das aliquotas no tubo e permite que a captagao da luminescéncia se
inicie imediatamente apo6s o disparo da reagdo (KORONKIEWICZ,
KALINOWSKI, 2015). A escolha da injecao de ferricianeto se deu por acreditar

que esse reagente é o disparador da reagao (DU, LI, LU, 2007).
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1.5. covip-19

O corona virus (SARS-CoV-2) € um virus de RNA, envelopado, causador
da COVID-19, doenca que foi declarada como pandemia pela organizagcéo
mundial da saude (OMS) em marco de 2020 (DEROUICHE, 2020). Em seu
envelope estdo expressas proteinas spike (S1 e S2), proteinas de membrana
(M), glicoproteinas (E), hemaglutinina esterase (HE) e proteinas do nucleo
capsideo (N) (Figura 10) (ZIA-UD-DEN et al., 2020; VALLAMKONDU et al.,
2020). As proteinas spike estdo na forma de trimero, e medeiam a ligagéo do
virus aos receptores de membrana das células hospedeiras; as proteinas M sao
fundamentais para a montagem das particulas virais; as proteinas E participam
de ambos os processos; a HE auxilia na entrada do virus nas células e esta
envolvida no processo de infeccao e as proteinas N participam da replicagao e
transcrigdo do genoma viral e da montagem dos virions (BOOPATHI, POMAB,
KOLANDAIVEL, 2020; SUHAIL et al., 2020; KOZLQV et al., 2021).

Proteina spike

Proteina M

RNA e
proteinas N

Hemaglutinina
esterase (HE)

Envelope

Proteina E

Figura 10 — Estrutura do SARS-CoV-2. Fonte: adaptado de VALLAMKONDU et al., 2020.

A transmissao ocorre via contato direto ou indireto de particulas virais com
a mucosa nasal, oral ou conjuntiva (BOOPATHI, POMAB, KOLANDAIVEL, 2020;
CEVIK et al., 2020). Os sintomas podem ser leves, incluindo dor de cabega,
tosse, febre, perda do paladar e olfato ou mais graves, podendo evoluir para
sindrome respiratoria aguda e internacado na unidade de terapia intensiva (UTI)
(DELGADO-ROCHE, MESTA, 2020). Esse perfil da doenga € grave, podendo
resultar em obito e acomete na maioria das vezes, pacientes que apresentam
outras comorbidades, como hipertensdo, diabetes, obesidade, asma, entre
outros (HOROWITZ, FREEMAN, BRUZZESE, 2020).
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Inumeros trabalhos vém sendo publicados para tentar elucidar a
patogénese da COVID-19 (LIN et al., 2020; CEVIK et al, 2020; VALLAMKONDU
et al., 2020; CECCHINI & CECCHINI, 2020). Até entao, sabe-se que o corona
virus utiliza as proteinas spike para se ligar a enzima conversora de angiotensina
2 (ECA-2) — expressa em grande quantidade em pneumdcitos do tipo 2 — e a
serino-proteases (TMPRSS2) — expressas principalmente no epitélio respiratério
— que clivam as proteinas spike em dois dominios (CEVIK et al., 2020; KOZLOV
etal., 2021). Apés clivagem de um dos dominios, ocorre a fusdo das membranas
(viral e da célula alvo) e entrada do material genético na célula hospedeira por
endocitose (SUHAIL et al., 2020;) (Figura 11). A ligagao ao TMPRSS2 contribui
também para a ativacdo do inflamassoma NLRP3, aumentando
significativamente a produgdo de citocinas (BELTRAN-GARCIA et al., 2020,
CAVALCANTE-SILVA et al., 2021). Além disso, a ligagdo a ECA-2, resulta no
aumento da disponibilidade de angiotensina Il, que ativa a enzima NADPH
oxidase, aumentando a produgcdo de ERO, principalmente perdxido de
hidrogénio (BELTRAN-GARCIA et al., 2020). O SARS-Cov-2 possui também a
capacidade de liberar hemoglobina dos eritrocitos, disponibilizando ferro e
facilitando a ocorréncia da reagao de Fenton, formando radicais livres a partir do
peroxido (BELTRAN-GARCIA et al., 2020).

O ciclo de vida do corona virus consiste em utilizar os ribossomos e a RNA
polimerase da célula hospedeira para produzir copias das proteinas virais e do
genoma, que sao utilizados para montagem dos virions, liberados através de
exocitose (Figura 11) (ZIA-UD-DEN et al., 2020; LI et al., 2020; VALLAMKONDU
et al., 2020). Assim que o virus entra na célula, seus antigenos comegam a ser
apresentados por células apresentadoras de antigenos (APC) via MHC-I para
linfécitos T citotdxicos (LI et al., 2020). Em pacientes sem comorbidades, os
linfocitos eliminam as células infectadas, impedindo que o virus se espalhe
(CEVIK et al., 2020).
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Figura 11 — Ciclo de vida do SARS-CoV-2. Fonte: adaptado de CEVIK et al., 2020.

O quadro mais grave da doenga, que implica na sindrome respiratéria
aguda, esta relacionado com a tempestade de citocinas (IFN-a, IFN-y, IL-1B, IL-
6, IL-12, TNF- a) e quimiocinas produzidas em resposta aos mediadores
liberados (LI et al., 2020). As citocinas promovem o recrutamento de células do
sistema imune inato que produzem espécies reativas de oxigénio e, destroem o
parénquima pulmonar, levam a formagao de trombos, provocam vasodilatacao e
aumento da permeabilidade vascular, causando um edema no espaco
interalveolar, o que dificulta as trocas gasosas (VALLAMKONDU et al., 2020;
HOROWITZ, FREEMAN, BRUZZESE, 2020). Como consequéncia desse
processo inflamatério, o paciente apresenta tosse, dificuldade para respirar e
hipoxemia (VALLAMKONDU et al., 2020).

Além disso, acredita-se que espécies reativas de oxigénio, em especial o
H202, desencadeiem a ativacdo do inflamassoma NLRP3 e do NF-kB,
potencializando ainda mais a tempestade de citocinas (DELGADO-ROCHE,
MESTA, 2020). As citocinas produzidas ativam células endoteliais, plaquetas e
neutrofilos, favorecendo a resposta inflamatoria e coagulatoria (PASINI et al.,
2021). A principal fonte de H202 é o metabolismo da enzima NAPH oxidase, o

qual encontra-se aumentado durante a infeccdo causada pelo SARS-Cov-2
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(DAMIANO et al., 2020). Esse composto pode ser convertido a radical hidroxil na
presenca de ferro, levando a lipoperoxidagcdo de membranas e morte celular
(CECCHINI & CECCHINI, 2020). O estresse oxidativo pode afetar também, de
forma negativa, o processo de reparo tecidual (DEROUICHE, 2020). Levando
essas informagdes em consideragao, justifica-se o uso das amostras de
pacientes infectados com o SARS-CoV-2 admitidos na UTI para realizar as

dosagens de peréxido de hidrogénio e GSH.
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2. JUSTIFICATIVA

O peroxido de hidrogénio (H202) e a glutationa reduzida (GSH) sé&o
marcadores importantes do estresse oxidativo e alteragbes em seus niveis
podem ser indicativos de diversas doencgas. A COVID-19 é uma doenga causada
pelo corona virus e que pode evoluir para sindrome respiratoria aguda grave.
Acredita-se que esse quadro da doenga ocorra, principalmente, devido ao
estresse oxidativo e a tempestade de citocinas relacionados com a entrada do
virus nas células. Assim sendo, o H202 pode ser um importante marcador de
progressédo e desfecho da doenga. As técnicas utilizadas atualmente para
quantificar H2O2 e GSH sao pouco sensiveis, de alto custo ou alta complexidade
de execugdo. Levando em consideracdo que esses marcadores podem ser de
grande importancia para a elucidagao da progressdo da COVID-19, e a auséncia
de uma técnica quimiluminescente de simples execucéao, alta sensibilidade e
baixo custo, faz-se necessario o desenvolvimento de um novo tipo de ensaio.
Nesse trabalho, foram utilizadas amostras de pacientes com COVID-19
admitidos na UTI para a quantificagcdo de GSH na hemacia e H202 no plasma
sanguineo, utilizando uma técnica quimiluminescente que foi desenvolvida em
nosso laboratoério, baseada no sistema luminol-ferricianeto de potassio com

sistema de injecao direta na camara de amostra.
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3. OBJETIVOS

3.2. Objetivos gerais

Demonstrar o possivel envolvimento do estresse oxidativo na infecgéo por
SARS-CoV-2 utilizando uma metodologia mais sensivel e acessivel para a

quantificacdo de GSH e H20:.

3.3. Objetivos especificos
v Avaliar o estresse oxidativo através da medida dos niveis de GSH e
H202 no sangue.
v" Desenvolver uma técnica quimiluminescente altamente sensivel para

realizar essas quantificagoes.



=

O 00 N o v b~ w N

L O
A W N R, O

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30
31

35

4. RESULTADOS

Neste trabalho, desenvolvemos uma técnica quimiluminescente e a
utilizamos para quantificar GSH e H202 em amostras de hemacia e plasma
sanguineo de pacientes com COVID-19 admitidos na UTI. Durante a
padronizagao, definimos que a solugcédo de luminol deve ser preparada em
tampao carbonato de sddio (0,2 M), em pH 9,5, na concentracédo de 10 uM e que
a solucio de ferricianeto de potassio deve estar na concentragcdo de 4,5 mM,
preparada em agua destilada, para que se obtenha uma boa linearidade nas
dosagens. O range de concentragdes que puderam ser quantificadas para o
H202 variou de 0,3 a 2 uM, e o de GSH foi de 0,5 a 83 uM, porém, obteve-se
uma menor linearidade até 10 uyM. Constatou-se também que a reacdo deve
acontecer entre 21-24°C e que 15 segundos sao suficientes para que a curva
de leitura atinja o pico maximo e decaia, com um intervalo de captura de fétons

ideal de 0.05 segundos.

Em relacdo ao preparo das amostras, apés a separagao do plasma
sanguineo e hemacia, conclui-se que ambas devem passar por um processo de
precipitacdo de proteinas com acido sulfossalicilico para remocado de
interferentes. A hemacia, antes da precipitagcao, deve ser hemolisada para
liberacdo do GSH, que se encontra quase que exclusivamente no meio
intracelular. Devido a acidificagcdo da amostra, o sobrenadante acido deve ser
neutralizado com hidréxido de sédio 8% (para o plasma) (ja que a reagao
acontece em pH basico) ou diluido 250x (para a hemacia, para que a
concentragédo de GSH entre no range padronizado). Incubamos a catalase e a
vinilpiridina com as amostras de plasma sanguineo e de hemacia,
respectivamente, e com isso conseguimos provar que o H202e o GSH estavam
realmente presentes e sendo detectados pelo método.

Os pacientes de COVID-19 foram agrupados em um grande grupo e
classificados de acordo com o desfecho clinico. Os niveis de GSH dos pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 foram semelhantes aos do grupo controle,
mantendo o mesmo padrao quando analisados separadamente de acordo com

o desfecho clinico.
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Para o H202, observou-se uma redugao de 10 vezes no grupo COVID, 3.7
vezes no grupo alta e 23 vezes no grupo Obito quando comparados aos
voluntarios saudaveis, além da reducao também ter sido significativa, de 6 vezes,

no grupo obito em relagéo ao grupo alta.

Por fim, a atividade da catalase também foi quantificada, constatando que
na COVID-19 ha uma reducéao da atividade dessa enzima, tanto no pacientes de
forma geral como nos que tiveram como desfecho clinico o 6bito, em relacéo ao

grupo controle.

Com esses resultados podemos concluir que houve uma boa linearidade
do método proposto nas condi¢cdes citadas. Pode-se também constatar que o
estresse oxidativo esta envolvido na patogénese da COVID-19 devido a reducgéo
dos niveis de H202 que ndo se deu devido a agao das defesas antioxidantes,
mas sim, devido a conversao dessa espécie reativa em outras com maior

potencial de gerar danos ao pulméao e aos demais tecidos.
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O presente trabalho originou um artigo cientifico, que foi realizado na
Universidade Estadual de Londrina, no laboratério de Fisiopatologia e Radicais

Livres.
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Abstract

Oxidative stress (OS) is possibly involved in the pathogenesis of COVID-19 and in the
mechanisms by which SARS-CoV-2 (corona virus) causes injuries to tissues. Blood
concentrations of glutathione (GSH) and hydrogen peroxide (H2O.) could be an
indicative of oxidative stress, but its quantifications are performed by techniques with low
sensitivity or with a high cost and complexity of execution. So, we aimed to develop a
chemiluminescence technique highly sensitive and low cost and use it to demonstrate
that blood levels of H,O2, and GSH may be a useful parameter for evaluating COVID-19
prognosis, clinical outcome and oxidative stress related to its pathogenesis. The luminol-
potassium ferricyanide was used. Samples were obtained from COVID-19 patients
admitted to the ICU of Londrina University Hospital. They were analyzed as a big group
(COVID) and also divided according to the clinical outcome (discharged or died). The
GSH concentrations remained similar in COVID group, death and discharged groups
when compared to control. On the other hand, the levels of H2O2 were 10 times lower in
COVID group, 3.7 times in discharged group and 23 times lower in died group compared
to healthy volunteers. Comparing patients who died with discharged patients, the
reduction was 6 times. Lastly, we measured the catalase activity observing a reduction
in COVID group and died group, both compared with control. We could conclude that
H20:2 plays an important role in the pathogenesis of COVID-19, being mainly involved in
diffuse pulmonary lesions and other organs and tissues seen in this disease. Additionally,
it can be a good predictor of the severity of its evolution.

Key words: Blood plasma, corona virus, erythrocytes, luminol, oxidative stress.
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Introduction

COVID-19 is a disease caused by corona virus (SARS-CoV-2), a new type of
RNA virus, discovered in Wuhan, China, in 2019 [1,2]. Most cases present mild or any
symptoms, but in some patients, it could be severe, culminating in acute respiratory
distress syndrome [3,4,5]. There are some published works that proposed that the
pathogenesis and the aggravation of COVID-19 are related to oxidative stress (OS)
[6,7,8,9]. It has already been described that SARS-CoV-2 binds to ACE-2 and to TRPM2
ligands via spike proteins, resulting in membranes fusion and entry of genetic material
into host cells [7]. This entry promotes NLRP3 inflammasome activation and cytokine
storm, that provokes the destruction of pulmonary parenchyma, thrombus formation,
vasodilatation and edema in the intra-alveolar space [8,5,2]. Also, the link between spike
proteins and ACE-2 culminates in activation of NADPH oxidase, in phagocytes,
particularly neutrophils an important source of H>O; [3].

Oxidative stress is defined as an imbalance between the production of oxidant
molecules and its neutralization by antioxidant defenses, resulting in DNA, protein and
cell membrane damage by lipid peroxidation [10,11]. Moderate levels of reactive oxygen
species (ROS) like hydrogen peroxide (H202) are important to regulate several signaling
pathways, cell cycle, enzymes activity and protein function [12,13,14,15]. However, H,0-
can be converted to hydroxyl radical or to hypochlorous acid, both with ability to induce
tissue damage [16,17]. Reduced glutathione (GSH), a tripeptide, is one of the most
important molecules in the cellular antioxidant defenses mechanisms, responsible for
neutralizing and detoxify oxidant agents such as H>O. [17,18]. Furthermore, catalase,
participates of this detox process through degradation of H,Ozin H20 and O2[19]. On the
contrary of most ROS, H»O;is a stable molecule and feasible to be measured. Since
GSH is one of most important antioxidants and degrades H-O5, the quantification of both
and the ratio of H,O2/GSH, can be a reliable indicator of OS and its quantification can
elucidate part of the pathogenesis of some diseases including signaling pathways
involvement [14,20,21].

The assays available to quantify H.O, and GSH are complex, unspecific, little
sensitive or expensive [22,23,24,25,26,8]. The chemiluminescence methods have
advantages such as high sensitivity, inexpensive apparatus, short time analysis, wide
working range, low detection limit and no background scattering light interference [27].
Here, we used the luminol-potassium ferricyanide system with direct injection of the
sample into the sample compartment. It is a system that allows the injection of a precise
volume, a suitable mixture of the reagents, besides allowing the luminescence to be
captured as soon as the reaction starts [28]. Also, the luminol and the ferricyanide has a
low cost and have previously been used for dosing other compounds satisfactorily
[29,30]. With this work, we aim to demonstrate that blood H>O, and H202/GSH ratio may
be a useful parameter for evaluating COVID-19 prognostic and outcome and also the
participation of oxidative stress on the pathogenesis of COVID-19.

Materials and methods
Experimental design

First, we standardized a chemiluminescence technique highly sensitive and low
cost to quantify GSH in erythrocytes and H>O; in blood plasma. With all conditions
determined, the heparinized blood was obtained from adult patients with COVID-19 at
admission to the ICU of the Hospital of the State University of Londrina-state of Parana-
Brazil. In general, only one sample of each patient was collected, but, in some cases,
we obtained two. The two samples were grouped forming the COVID group, and the
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samples from first collection were divided according to the clinical outcome of the
patients. Them, the samples were used to quantify GSH and H>O, and to determine the
catalase activity. The control group was not foreseen in this project, so the approval of
another project was used to recruited the healthy volunteers in the campus of the State
University of Londrina to obtain blood samples to quantify GSH and H.O,. To catalase
activity control group, we used a database. All the experiments were approved by the
Research Ethics Committee Involving Human Beings from State University of Londrina
(CAAE: 34446720.4.0000.5231; CAAE: 44235015.3.0000.5231).

COVID group
BLOOD (n=100)
COLLECTION FROM A
COVID-19 PATIENTS | _
ADDMITED TO THE First sample  Second sample
ICU (n=74) (n=26)
I .
STANDARDIZATION Died group - QUANTIFICATION OF GSH IN
OF A (n=44) ERYTHROCYTES AND H,0, IN
CHEMILUMINESCENCE Discharged BLOOD PLASMA BY
TECHNIQUE group (n=30) CHEMILUMINESCENCE.
- CATALASE ACTIVITY BY
SPECTROPHOTOMETRY IN
ERYTHROCYTES

Reagents and solutions

The working solutions (luminol 10 uM; potassium ferricyanide 4,5 mM; hydrogen
peroxide 0,3, 1 and 2 uM and glutathione 1, 2 and 4 uM) were prepared on the same
day of the experiments from the stock solutions in distilled water, except the luminol that
was diluted in carbonate buffer. For the luminol stock solution, 7,96 mg of luminol
(Sigma®) were added to 10 mL of carbonate buffer (Na>CO3) 0,2 M, pH 9,5, with the final
concentration of 4,5 mM. For potassium ferricyanide stock solution, 1,65g (Exodo®)
were diluted in 100 mL (50 mM). The carbonate buffer was prepared mixing 8,48 g of
the salt (Vetec®) in 400 mL of distilled water with subsequent pH adjustment to 9.5. The
working solutions of H.O» were prepared from a 35% H2O- solution (Anidrol®) and the
GSH solutions were made from a 10 mM solution (4 mg of GSH (Sigma®) diluted in 1,3
mL of distilled water). The stocks solutions, as wells as the carbonate buffer, were kept
under refrigeration and protected from light where they remained stable for a week.

Sample preparation

The red blood cells (RBC) were separated from blood plasma and buffy coat by
centrifugation at 3000 rpm for 15 minutes at 4°C. The blood plasma was frozen at -20°C
for further quantifications and H>O concentration remained stable for one week. The
RBC were washed three times with NaCl 0,9% followed by centrifugation at 3000 rpm
for 5 minutes at 4°C. Then, were lysed with distilled water (1:1) v/v to release the GSH.
The blood plasma was thawed at room temperature. In order to reduce the number of
interfering substances, sulfosalicylic acid 10% (2:1) v/v was added to hemolyzed RBC
and thawed plasma followed by centrifugation at 3500 rpm for 10 minutes at 4°C, as
described by Ensafi, Khayamian and Hasanpour [25]. After protein precipitation, neutral
pH of both samples were restored by dilution and/or with NaOH 8%. We tested a dilution
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of 250x to erytrocytes as described by Hirakawa [24] and four dilutions to blood plasma.
Them, the samples were ready to the quantifications.

Standardization of the technique

We determined the total reading time and the photon capture interval (PCI)
performing several combinations and observing in which one we would have a better
response and a better curve profile. We used luminol + water + potassium ferricyanide
(basal) to make the readings. The concentration of luminol and potassium ferricyanide
solutions were choose performing two reads to each concentration (the basal and the
analyte (GSH 5 pM) using three different concentrations to luminol and four to potassium
ferricyanide. The ratios between the maximum peaks were calculated (analyte/basal) in
order to obtain the best emission for each reagent. To determine the reaction pH, we
selected five different alkaline pH of the carbonate buffer that was used to prepare the
luminol solution. Them, as previously described, two readings were made for each pH
(basal and analytes (GSH 8 pM and H2O, 1.5 uM)) and the ratios were calculated.

Apparatus and measurements

The chemiluminescent analyses were performed using a luminometer Lumat®
LB9508 (Berthold®), always in triplicate, at 21 — 24°C. The reactions were made in plastic
tubes (7.5 x 1 cm) with: 300 yL of GSH or H20: solutions or the sample (erythrocytes
hemolyzed or blood plasma), 300 pL of luminol solution and 200 uL of distilled water.
Theses volumes were chosen according to the volume needed to fill the photon capture
chamber of the device. The tube was positioned in the chamber and after 15 seconds,
100 uL of potassium ferricyanide were automatically injected and immediately the photon
counting was started.

Use of inhibitors

The 2-vinylpyridine is a blocker of the SH group, reacting with GSH. We used the
vinylpyridine to prove that we were quantifying GSH in the RBC. 500 yL of hemolyzed
RBC were incubated with 8 pL of vinylpyridine for 1 hour at room temperature as
described by Giriffith [31]. To prove the quantification of H.O,, the catalase was used.
The catalase is an enzyme responsible for the degradation of H>O; in H,O and Oz. To
750 pL of plasma was added 250 U of catalase for 5 minutes at 30°C, following protocol
described by Lacy, O’Connor & Schmid-Schénbein [32]. Both inhibitors were incubated
with the samples before protein precipitation. The concentration of 250 U catalase was
chosen after testing other three concentrations (50, 150 and 2000 U).

Determination of total protein content

Total protein was measured to express the catalase activity results. After sample
preparation described previously, RBC were diluted 1:800 in distilled water and mixed
with Cupric reagent (1:1), resting for 10 minutes at room temperature. Then, the Folin
reagent was added and incubated in a 50°C bath for 10 min. The absorbance was read
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in a spectrophotometer at 660 nm (Shimadzu UV-1650 PC), and sample concentrations
were determined (mg), using bovine serum albumin for the standard concentration curve.

Catalase activity determination

Erythrocytic catalase activity was determined as described by Aebi [33]. After
sample preparation described previously, RBC were diluted 1:80 in distilled water, and
different volumes were incubated in a system containing 1 M TRIS buffer and 200 mM
H.O2 solution. Absorbance disappearance kinetics was monitored in a
spectrophotometer at 240 nm (Shimadzu UV-1650 PC). The results were expressed in
absorbance values per minute per milliliter of sample (vabs min™ ml").

Statistical analysis

The data were submitted to normality (Kolmogorov-Smirnov or Shapiro-Will tests)
test. Parametric data were expressed as mean * standard error of the mean and
analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) for multiple comparisons or by t-test
for comparison of two groups. For nonparametric analysis, the data were expressed as
median and were analyzed using the Kruskal-Wallis test or by Mann-Whitney test.
Results were considered statistically significant with a p-value < 0.05. Data were
analyzed using Graph Pad Prism (version 8.0.1; San Diego, CA, USA).

Results

Total reading time (TRT) and photon capture interval (PCI) definition

With 30 seconds of TRT and 0.5 second of PCI, there was loss of the maximum
reading (Supplementary Figure 1 A). The same happened with 0.1 second of PCI
(Supplementary Figure 1 B). The best result was obtained with 15 seconds of TRT and
0.05 seconds of PCI. (Supplementary Figure 1 C), being this combination chosen for
subsequent experiments.

Effect of luminol and potassium ferricyanide concentrations on CL intensity

The 10 uM concentration of luminol gave the maximum reading ratio
(Supplementary Figure 2 A, Table 1). Higher concentrations were beyond the
luminometer capacity to capture light emission. To the potassium ferricyanide, the
highest ratio was obtained with 4.5 mM (Supplementary Figure 2 B, and Table 1). These
concentrations were used in the subsequent experiments. We also observed that the
luminol and potassium ferricyanide solutions must be prepared in the same day of the
experiments to keep the stability of the solutions (data not shown).

Effect of reaction pH on CL intensity

It is known that the luminol luminescence reaction happens more efficiently in an
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alkaline pH between 8 to 9.5 [34]. The ratios between the maximum reading from the
five pH values evaluated was at pH 9.5, being used for the following experiments
(Supplementary Table 2).

Effect of dilution and protein precipitation of RBC and blood plasma

The dilution of 250x of erythrocytes was found to be adequate to fit the GSH light
emission into the standard curve (Supplementary Figure 3 A). Blood plasma, after
sample preparation as described before, was used without dilution for H20O;
measurement (Supplementary Figure 3 B). Comparing the readings before and after
protein precipitation, it was obtained a better curve profile to both samples after this
procedure (Supplementary Figure 4).

Determination of the GSH standard curve

A good linearity was found in light emission with concentrations between 0.5 to
83 UM to the GSH (Supplementary Figure 5 A). Above 83 uM there was a quenching in
light emission. The correlation index between chemiluminescence intensity and the
concentration of GSH was linear (R? = 0,95) (Supplementary Figure 5 B). However, the
best curves reproducibility was obtained in the lower concentrations of GSH between 1
to 4 uM, with a coefficient of variation between the triplicates of 7.45 to 17.4% (data not
shown). The readings in all measurement were adjusted to fit the emission light inside
this range.

Determination of the H.0, standard curve

The best linearity of light emission was between 0.3 to 2 yM (Supplementary
Figure 6 A) (R2 = 0,99) (Supplementary Figure 6 B). Above 2 uM there was a quenching
of light emission. So, we chose 0.3, 1 and 2 uyM to use in the standard curve to determine
the samples concentration in the next experiments. The coefficient of variation between
the triplicates was 5.6 to 10.8% (data not shown).

Effect of the inhibition of GSH with vinylpiride and of H20: with catalase

Vinylpyridine reacts with the SH group of GSH, preventing light emission [31].
When used in RBC chemiluminescence, vinylpyridine was able to quenche light emission
to control levels, proven that our procedure was quite specific and measure the real GSH
concentration (Figure 4 A). Most assays to detected H202 are not specific, detecting also
other ROS in the process and most of time occur a big variation and conflicting data [35].
Our assay of plasma H>02 measurement proven to be specific. Adding 250 U of catalase
to the sample, there was reduction of light emission (Figure 4 B) at level of plasma plus
saline and 250U of catalase alone (Figure 4 C). Both GSH and H.O. concentration
measurements were made comparing with the control.
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Figure 4. Use of inhibitors in erythrocytes and blood plasma. (A) Graphic representation of
luminescence emission of GSH in erythrocytes with and without vinyl pyridine and of water + vinyl
to demonstrate the emission of the reagent. (B) Graphic representation of luminescence emission
of H202 in blood plasma with and without 250 U of catalase. (C) Graphic representation of
luminescence emission of four concentrations of catalase with H202 2 yM. RLU: relative light unit.

Quantification of GSH and H20:in blood samples of COVID-19 patients

No significant reduction was verified in RBC GSH levels of COVID-19 patients
(Figure 5A), patients that had been discharged and patients that died (Figure 5 C),
compared to respective healthy controls. The reduction of H.O- levels in COVID group
was 10 times lower (Figure 5B), 3.7 times lower to patients that had been discharged
and 23 times lower to patients that died regarding the respective control (Figure 5D).
Comparing patients that died with discharged patients, the reduction was 6 times.
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Figure 5. Quantification of GSH and H.0; in COVID-19 samples from patients admitted to
the ICU. (A) Comparison of GSH concentration of the control group (n=12) with COVID-19
patients (n=97). (B) Comparison of H202 concentration of the control group (n=10) with COVID-
19 patients (n=79). (C) Comparison of GSH concentration between control group (n=12), patients
that had been discharged (n=29) or that died (n=44). (D) Comparison of H202 concentration
between control group (n=10), patients that had been discharged (n=26) or that died (n=37). The
data correspond to concentrations after correction of dilutions. C date is expressed as mean *
standard error, and A, B and D data are expressed as median.

Ratio control/patient of the consumption of H.O-

Using the values of mean and median, we calculated the ratio of H.O-
concentration between the patient groups and cohort (Table 2). The ratio of all patients
compared with control group was 10.8. The biggest ratio of 16 was found in patients that
died.

Table 2. Ratio of H202 consumption between the groups.

Groups Ratio of H;0,
CONTROL/COVID 10.8
CONTROL/DISCHARGED 3.6
CONTROL/DIED 16
DISCHARGED/DIED 4.7

Measure of catalase activity in COVID-19 patients

The catalase activity was significant lower in COVID group compared with the
healthy volunteers (Figure 6 A). When we divided the COVID group according to the
clinical outcome, we found an important decrease in catalase activity in the patients that
died regarding the control group (Figure 6 B). Although, there was no difference in the
activity comparing the clinical outcomes between them and the patients that had been
discharged with the control (Figure 6 B).
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Figure 6. Measure of catalase activity in erythrocytes from COVID-19 patients admitted to
the ICU by spectrophotometric method. (A) Comparison of the activity between the control
(n=80) group and the COVID patients (n=69). (B) Comparison of the activity between the control
group (n=80), patients that had been discharged (n=21) and patients that died (n=38). The data
correspond to values after correction of dilutions and protein concentration. Data are expressed
as mean = standard error.

Discussion

In our experiments, we quantified three markers of oxidative stress: GSH, H.O-
and catalase activity. The reduced glutathione is the most important non enzymatic
antioxidant, acting as a ROS scavenger, mainly by reducing of H-O» to H.O and O [39].
GSH is concentrated almost entirely inside the cells and its concentrations in
erythrocytes vary between 0.4 to 3 mM [40]. It's been shown that the decrease of
antioxidant defenses favors the viral replication in COVID-19, aggravating the disease
[16] and contributing to the damages caused by the cytokine storm [41], showing the
importance of the redox balance maintenance. In our results we did not observe a
significant reduction in GSH levels in any of the groups compared to each other or to the
control. Similar to our findings, Gadotti et al [42] described that there is no correlation
between GSH and other antioxidant levels and the gravity of the disease. The
maintenance of GSH levels may be due to the efficiency of the glutathione reductase
that does the recycling of GSSG to GSH, maintaining constant levels of this antioxidant
[43,44].

Catalase is a very important antioxidant that reacts with H20; to produce H>O and
02 [19]. In the present work, its activity was lower in COVID group and in the died group
when compared with the control. Corroboranting with our results, Muhammad et al. also
described this reduction in catalase activity in COVID-19 patients [45]. This shows that
an important antioxidant defense is deficient in the disease, which could cause oxidative
stress. In fact, it was also reported the use of catalase as a therapy to treat COVID-19,
repressing the replication of the virus and reducing the oxidative damage [46], reinforcing
the importance of this defense against SARS-CoV-2.

Since the pathogenesis of COVID-19 is related to oxidative stress and
inflammation [15,19], we thought we would find high plasma levels of H,O2in COVID-19.
There are evidences that suggests that the adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
oxidase, which has its activity increased after binding of SARS-CoV-2 to TLR 7
receptors, is one of the major sources of H,O, in COVID-19 [15,47]. Also, there is a large
amount that is produced by activated neutrophils, being an important marker of the most
severe cases of the disease [48]. However, when we verified the H>O, concentration in
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COVID group it was found an important reduction of 10 times in blood plasma and a
reduction of 16 times in died group both compared to the control. We presume that this
reduction also happens in the tissues, since H2O; has the ability to easily move across
these two compartments through aquaporins [39,49,50].

At first sight, we could presume that the oxidative stress would be diminished in
these patients. But when we analyze the data together, we can’t assign the decrease of
H20:2 to the antioxidant system, since the GSH levels in COVID group were very similar
to the control and that catalase activity was reduced in the disease. In addition, it can be
speculated that occur a decrease of H»O, production. However, it has been
demonstrated that NADPH oxidase and neutrophils are activated in COVID-19 patients
[48]. Therefore, in fact H.O, production is augmented. Although the GSH and the
catalase could be acting neutralizing or degradating H2O, it is plausible to assume that
the H2O2 is being direct converted or generating intermediates that can turn into much
more reactive species like peroxynitrite in the presence of nitric oxide, abundantly
produced during inflammatory process [51,52], hypochlorous acid by action of
mieloperoxidase [8] and hydroxyl radical in the presence of iron, since SARS-CoV-2 is
capable of attacking hemoglobin, releasing iron from RBC [15]. All these species
generate serious damage to pulmonary tissue, leading to disease aggravation [20,17].
So, it is possible to conclude that there was an increase in H,O2> consumption and not a
reduction in the production.

Some studies have shown that antioxidant therapies in patients with COVID-19
during hospitalization contributes to reduce mortality and activate antioxidant enzymes
via Nrf2 [15,53]. Taking this into account, we believe it is worth investigate further the
use of antioxidants as a treatment to COVID-19, aiming to reduce the damages caused
by reactive species produced during SARS-CoV-2 infection.

Conclusion

With the chemiluminescent technique that was developed in this work, we can
presume that oxidative stress is present in the pathogenesis of COVID-19 and that
patients have altered levels of H,O2, a marker of oxidative stress, due to its conversion
in other reactive species that causes oxidative damage to cells. However, more studies
are necessary to better understand this mechanism and to conclude if the administration
of antioxidants could neutralize these damages and reduce the gravity of the disease.
Also, the technique shows a high sensitivity, easy performance, and low cost, in addition
to being able to be used on a large scale and in several diseases that involve the
measurement of oxidative stress markers and its pathogenesis.
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Supplementary figure 1. Determination of total reading time and photon capture interval to
perform the experiments. (A) Total time of the reading: 30 seconds with a photon capture
interval of 0.5 seconds. (B) Total time of the reading: 30 seconds with a photon capture interval
of 0.1 seconds. (C) Total time of the reading: 15 seconds with a photon capture interval of 0.05

seconds. RLU: relative light unit.
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Supplementary figure 2. Graphic representation of the difference in luminescence
emission between basal readings and analyte readings. (A) Emission of three different
concentrations of luminol with and without the analyte (GSH 5 pM). (B) Emission of four different
concentrations of potassium ferricyanide with and without the analyte (GSH 5 uM). RLU: relative

light unit.

Luminol Ratio between Potassium Ratio between
concentration the readings ferricyanide the readings
(M) (analyte/basal) concentration (mM) (analyte/basal)
3.75 2.59 1.5 2.98
10 2.89 3 4.01
20 2.28 4.5 4.16
6 4.02

Supplementary table 1. Ratio between the maximum peaks of the readings of three
different concentrations of luminol and five of potassium ferricyanide with and without the
analyte (GSH 5 pM).

Carbonate Ratio between the Ratio between the
buffer pH | readings (GSH/basal) | readings (H202/basal)
8.5 8 14
9 14 18
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9.5 16 16
10 12 12
10.5 8 6

Supplementary table 2. Ratio between the peaks of the readings with five different pH with
or without the analytes (GSH 5 pM and H202 1.5 uM).
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Supplementary figure 3. Determination of the best dilutions to the readings of GSH and
H20.. (A) Graphic representation of luminescence emission of GSH in erythrocytes diluted 250x
compared with 2 concentrations of GSH (1 and 2 yM). (B) Comparison of luminescence emission
of H202 in blood plasma without dilution or diluted 1.25, 1.6, 2 and 5 times. RLU: relative light unit.
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Supplementary figure 4. Samples readings after and before precipitation with sulfosalicylic
acid (10%) (A) Graphic representation of luminescence emission of GSH in erythrocytes diluted
250x before and after protein precipitation (B) Graphic representation of luminescence emission
of H202 in blood plasma without dilution after protein precipitation. RLU: relative light unit.
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Supplementary Figure 5. Determination of GSH standard curve. (A) Graphic representation
of luminescence emission of 11 concentrations of GSH (0.5 to 83 uM). (B) linear regression of

experiment A. RLU: relative light unit.
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Supplementary Figure 6. Determination of H20, standard curve. (A) Graphic representation
of luminescence emission of 4 concentrations of H202 (0.3 to 2 yM). (B) linear regression of

experiment A. RLU: relative light unit.
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6. CONCLUSAO

Analisando os dados obtidos, concluimos que os niveis de GSH nao se
alteram na doencga, possivelmente devido a eficacia do sistema de reciclagem
da glutationa que restaura rapidamente os niveis de GSH a partir do GSSG,
gragas a agao da glutationa redutase. Considerando que houve uma diminuigéo
da atividade da catalase nos pacientes de COVID, os baixos niveis plasmaticos
de H202 ndo podem ser atribuidos a nenhum desses dois sistemas
antioxidantes. Com isso, o mais provavel de se inferir € o H202 estaria sendo
utilizado para a geracdo de espécies mais reativas como o radical hidroxil,
peroxinitrito e acido hipocloroso, causando os danos ao parénquima pulmonar

relacionados com o estresse oxidativo e a gravidade da doenga.

Conclui-se também que a técnica quimiluminescente proposta, utilizando
o sistema luminol-ferricianeto de potassio, foi eficaz para a quantificacdo de GSH
e H202 em hemacia e plasma sanguineo, respectivamente e que para se obter
uma boa linearidade nas quantificacbes, sdo necessarias condigdes

padronizadas de pH, temperatura e diluigao.

De forma geral, este trabalho traz uma importante contribuicdo por ter
estabelecido uma técnica de baixo custo, alta aplicabilidade e reprodutibilidade
para facilitar e baratear a quantificacdo de moléculas importantes no estudo do
estresse oxidativo em diversas doencgas. Além disso, ira auxiliar no entendimento

da patogénese da COVID-19, que pouco se sabe até o momento.
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