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RESUMO

Introducgdo: Os pacientes ap6s a infeccdo por covid-19 apresentam sintomas persistentes
mesmo apos longos periodos e a fisiopatologia dessas manifestacdes clinicas ainda carece de
conhecimento. Objetivos: Avaliar a expressao total de metabdlitos e vias bioldgicas da saliva
de pacientes com covid-19 ap6s 60 dias da alta hospitalar. Métodos: Foi utilizada a amostra de
conveniéncia de 30 pacientes ap0s sessenta dias da hospitalar e grupo controle com sete sujeitos
ndo infectados por covid-19. Para avaliar a gravidade da doenca, estado de salde e disfuncéo
de o6rgdos foram aplicados o 4C mortality score, Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation (APACHE), Simplified Acute Physiology score version 3 (SAPS 3). Todos os
pacientes com covid longa foram avaliados por caracteristicas demograficas, funcdo pulmonar,
teste de caminhada de 6 minutos (TC6), Questionario do hospital de Saint George na Doenca
Respiratoria (SGRQ), avaliacdo da composicdo corporal e de forga muscular respiratoria e
periférica. A metaboldmica foi realizada na saliva dos pacientes por espectrometria de massa,
e foi utilizado filtro de 100% de diferenca para detectar metabolitos diferentes entre os grupos.
Resultados: Do total de pacientes pos covid, o género masculino foi predominante (66%), com
60,4+14,3 anos. A massa muscular esquelética foi de 30,7+£7,3kg e massa de gordura de
34,4+13,7kg. Os resultados da espirometria simples mostraram CVF e 3,84+0,97 (L), VEF:
3,11+0,83 (L) e 0,80+0,15 na relacdo CVF/VEF, 0 que ndo houve comprometimento nos
valores obtidos. No entanto, os valores da forca muscular respiratoria com a porcentagem da
pressdo inspiratoria maxima e expiratoria maxima foi de 85,8+20,5 e 87,6x17,5
respectivamente. O questionario SGRQ mostrou a média de porcentagem da magnitude dos
sintomas com 32,3+15,2, atividade com 41,9+25,6, impacto com 13,7+11,4 e total de
24,3+14,9. A distancia no TC6 (418,2+130m) correspondente a 73% (22,3-98,1) do previsto.
O grupo controle foi composto por homens com 44,1+10,7 anos e indice de massa do corpo:
26,5+1,66 Kg/m2. A metabolémica mostrou 19 metabdlitos expressos diferencialmente, no qual
0s pacientes pos-covid apresentaram menor expressdo de 16 metabolitos em relacdo aos
controles, além de apresentarem auséncia de 2 metabdlitos. Desses metabdlitos, destacam-se
Calenduloside G Metil éster (p=0,03), Gly Pro Lys (p=0,0001) e a Creatina (p=0,0001) que
foram pouco expressos nos pacientes em relagdo ao grupo controle. Conclusdo: Os pacientes
pOs-covid apresentam caracteristicas clinicas persistentes que podem estar associadas a menor

expressao de metabolitos salivares.

Palavras chaves: covid-19, covid longa, metabolitos, metabolémica.



ABSTRACT

Introduction: long covid patients have suffered persistent symptoms even after long
periods. The pathophysiology of these clinical manifestations still lacks knowledge.
Objectives: To evaluate the total expression of metabolites and biological pathways in the
saliva of patients 60 days after hospital discharge for COVID-19. Methods: The
convenience sample of 30 post-discharge patients and 7 non-COVID-19 patients were
included. To assess the severity of the disease, health status and organ dysfunction, the
4C mortality score, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE), Simplified
Acute Physiology score version 3 (SAPS 3) were applied. All COVID-19 patients were
evaluated by demographic characteristics, spirometry, 6-minute walk test (6MWT), Saint
George Respiratory Questionnaire (SGRQ), and body composition. Metabolomics was
performed on the saliva using mass spectrometry and a 100% difference filter was used
to detect different metabolites between groups. Results: From the total of long covid
patients, 66% were male, 60.4+14.3 years old. The lean body mass was 30.7+7.3kg and
fat mass 34.4+13.7kg. The spirometry results showed simple FVC 3.84+0.97(L), FEV1
3.11+0.83(L) and 0.80£0.15 in the FVC/FEV1 ratio, which did not compromise the values
obtained. However, respiratory muscle strength presented the values of muscle
inspiratory pressure 90.1+31.6 (cmH20) and muscle expiratory pressure 97.3+31.0. The
SGRQ showed a mean percentage of magnitude of symptoms 32.3+15.2, activities
41.9+25, impact of 13.7+11.4 and total de 24.3+14.9. Physical capacity measured by the
distance in the 6MWT (418.2+130m) with correspondence of predictive 73.3% (22.3-
98.1). The control group is composed by male with 44.1+10.7 years old and BMI
presented 26.5+1.66 (Kg/m?). Metabolomics analysis showed 19 differentially expressed
metabolites. Long covid patients showed lower expression of 16 metabolites compared to
controls, in addition to exhibiting the absence of 2 metabolites. Of these metabolites,
Calenduloside G Methyl ester (p=0.03), Gly Pro Lys (p=0.0001) and Creatine (p=0.0001)
stand out, which were poorly expressed in patients compared to the control group.
Conclusion: Long covid patients have persistent clinical features that may be associated
with changes in poorly expressed metabolites demonstrated through metabolomics.

Keywords: covid-19, long covid, metabolites, metabolomics.
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INTRODUCAO

A Organizacdo mundial de satde (OMS) declarou em 11 de marc¢o de 2020 que a covid-
19 é caracterizada como uma pandemia. Em 10 de marco de 2022, o Brasil apresentou mais de
35 milhdes de casos confirmados e com mais de 690 mil ébitos (OMS). Febre, tosse, dor
torécica, dispneia, astenia e mialgia séo sinais e sintomas mais frequentes e importantes para o
diagndstico de covid-19 (Romero-Gamero, 2021).

Na fase inicial da pandemia, previamente ao periodo de vacinacdo da populagédo, 84%
dos pacientes com diagndstico confirmado para covid-19 apresentaram a necessidade de
hospitalizagdo pela presenga da pneumonia viral associada a piora da troca gasosa baseada no
grau da hipoxemia leve (200mmHg <PaO./FiO; <300 mmHg), moderada (100mmHg
<Pa0/FiO2 <200 mmHg) e grave (PaO2/FiO2 <100 mmHg), 0 que define a presenca de
sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) (Berlin, 2012). Essa condi¢do clinica
grave pode apresentar concomitantemente disfuncdo de mdaltiplos 6rgdos sendo uma das
principais causas de 6bito, com prevaléncia de 58% (Prompetchara, 2020; Wu et al.,2020;
Huang et al., 2020).

Fatores de risco para maior gravidade e mortalidade ja foram descritos na literatura,
como idade avancada, género masculino, obesidade, hipertensdo arterial e diabetes tipo Il
(Huang et al., 2020; Kakodkar et al., 2020; Simonnet, 2020; Palaiodimos, 2020). Estudos com
dados epidemiologicos do Brasil mostraram que a prevaléncia de mortalidade é de 38% nos
pacientes hospitalizados, com maior taxa (86%) quando em uso de ventilagdo mecanica
(Ranzani et al., 2021).

A pandemia de covid-19 trouxe urgentes estudos que pudessem descrever a etiologia e
0 prognostico da doenga, no entanto, o conhecimento dos mecanismos envolvidos nas diferentes
sequelas em longo prazo do covid-19 permanece escassos na literatura (Wiersinga et al., 2020).
A Sindrome pés-covid-19, também denominada como covid longa, € definida por complicacGes
com sintomas persistentes por mais de 12 semanas (NICE, 2021). Neste contexto, o presente
estudo avaliou os pacientes com fase de pds-covid, ou seja, os pacientes foram avaliados com
oito semanas apos a alta hospitalar.

A incidéncia de sintomas pds-covid-19 atinge grande volume de pacientes e a literatura
mostra que 70% dos individuos podem apresentar sintomas de dispneia e 60% apresentam

fadiga (Levison, 2020). O estudo de Carfi et al (2020) demonstrou que 70% das pessoas com
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um ou mais sintomas estavam fisicamente aptas antes de contrair a doenca, mas que apos o
diagndstico apresentam sedentarismo devido a gravidade da doenca. A literatura mostra que
estes sintomas impactam diretamente no estado geral de salide de cada paciente, 0 que acarreta
a sobrecarga no sistema de satde publica (Greenhalgh et al., 2020; Huang et al., 2021).

Estes sintomas estdo relacionados as vias fisiopatologicas danificadas por diversas
condicdes de comorbidades, como respostas imunes celulares e tempestade de citocinas, as
quais desempenham papel crucial na patogénese, manifestacdo clinica e desfechos negativos da
doenca. As citocinas pro-inflamatdrias sistémicas aumentam com a progressao da doenca, com
relacdo direta no aumento da morbi-mortalidade (Aggarwal et al., 2021; Tanni et al., 2021).

Para avaliar a perspectiva dos mecanismos envolvidos a sindrome de pos-covid,
diferentes ferramentas de analises sdo utilizadas em amostras bioldgicas humanas, como
sangue, tecidos e saliva. A avaliacdo de biomarcadores salivares pode ser baseada em
sequenciamento de RNA, biopsia liquida, biossensores fluorescentes, métodos fotometricos e
eletroquimicos, liberacdo induzida por campo elétrico e método de medicdo (Kaczor-
Urbanowich et al., 2017; Kojima et al., 2020; Sapkota et al., 2021).

Deste modo, estudos mostram que a analise da saliva pode ajudar no diagnostico de
doencas (Zhang et al., 2016; Castro et al., 2018), servindo como reservatorio para virus
presentes nas excrecdes orais, do trato respiratério inferior, nasofaringe e glandulas salivares,
possivelmente infectadas (Braz-Silva et al., 2020; Sapkota et al., 2021). Chen et al (2020)
observaram que 0 RNA do SARS-CoV-2 estava presente em amostras de saliva diretamente
das glandulas salivares. Também ha expressdo dos receptores de enzima conversora de
angiotensina (ECA), o que indica que a glandula salivar ¢ uma das fontes de SARS-CoV-2, e
facilitaria a avaliacdo progressiva da replicacdo viral durante o curso da doenca (Zhou et al.,
2020, Wyllie et al., 2020; To et al., 2020).

Diante da pandemia de covid-19, houve a utilizacdo de estratégias diagnosticas para
avaliar os casos de forma eficiente, com o intuito de fornecer informacgdes sobre as
consequéncias causadas pela doenca. A partir dessas estratégias, existem varios estudos que
aplicaram analises émicas para a identificacdo de biomarcadores no plasma de pacientes com
covid-19 (Ellinghaus et al., 2020; Silvin, et al., 2020; Shen et al., 2020) e, alguns estudos
sugerem que perfis de metabdlitos encontrados no soro/plasma de pacientes sdo Uteis na
estratificacdo de casos leves a graves de pacientes com covid-19 (Wu et al., 2020; Shen et al.,
2020).

Dentre as anélises 6micas, a metaboldmica também pode oferecer a caracterizacdo de

circuitos bioquimicos influenciados pela covid-19 e seu tratamento, e identificar metabdlitos
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que possam estar relacionados com as caracteristicas clinicas de pacientes em fase de p6s-covid
ou covid longa. A metabolémica tem como finalidade avaliar possiveis marcadores bioldgicos
de processos celulares, teciduais, das metabolizagdes corporais, o que fornecem informacoes
da fisiopatologia envolvida na doenca (Sapkota et al., 2021; Banoei et al., 2017; Wu et al.,
2020).

De fato, sintomas persistentes na sindrome pds-covid-19 podem levar a reducdo da
capacidade fisica, mesmo que um terco dos pacientes apresentem comorbidades prévias.
Chopra et al., (2021) realizaram um levantamento de dados com 1250 pacientes com covid
longa que ainda estavam vivos apds 60 dias de alta hospitalar entre 16 de marco e 1 de julho de
2020. Os resultados mostraram que 6,7% dos pacientes morreram apés 60 dias e 15,1%
necessitaram de uma nova internacdo hospitalar por alteracfes de maltiplos sistemas na fase de
pos-covid-19. Estudo Italiano realizado na fase de declinio da pandemia em abril de 2020,
incluiu 143 pacientes com 60 dias apos a hospitalar por covid-19, e observaram que 87%
apresentavam um ou mais sintomas nesse periodo, com piora de 44% na qualidade de vida,
tendo fadiga (53%) e dispneia (43,4%) como sintomas predominantes. (Carfi, et al., 2020)

Assim, 0 uso da metaboldomica possibilitaria o entendimento fisiopatoldgico da
sindrome covid longa com a identificacdo de quais metabolitos possam estar alterados, o que
pode facilitar a compreensdo do progndéstico da doenca e o conhecimento do processo de
recuperacdo e a reabilitacdo desses pacientes. Neste contexto, se faz necessario a identificacéo
de possiveis vias metabdlicas que possam estar relacionadas a persisténcia de sintomas da covid
longa. Além disso, a identificacdo de vias metabolémicas possa sugerir novas estratégias de

intervencao para o grande numero de pessoas que sofrem destes sintomas.
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JUSTIFICATIVA

N&o h& dados robustos na literatura que possam descrever a fisiopatologia da covid

longa.

HIPOTESE

A metabolémica de saliva identificard quais metabdlitos que, possivelmente, estdo
modificados em pacientes com 60 dias apés a alta hospitalar por infeccdo aguda de covid-19

em comparag&o a sujeitos nédo infectados.
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OBJETIVOS

Primario
Avaliar e comparar os metabdélitos predominantes da saliva de pacientes com covid

longa, apds 60 dias da alta hospitalar.

Secundario

Avaliar as caracteristicas clinicas e funcionais respiratorias de pacientes com covid

longa, apos 60 dias da alta hospitalar.
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METODOS

Desenho do estudo

Este estudo observacional e transversal foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Medicina de Botucatu (nimero 312588/2020) e a inclusdo dos pacientes que s&o
acompanhados no ambulatério de pds-COVID foi realizada apds assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1).

Sujeitos:
Os critérios de elegibilidade s&o:
v' Idade > 18 anos;
v Presenca de sintomas caracteristicos da doenca de forma aguda do COVID-19: febre,
tosse, mialgia e dispneia;

v’ Presenca de teste confirmatério para COVID-19;

<

Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO I).

v" Foram incluidos tanto os pacientes de quadro leves e moderados que utilizaram
suplementacdo de oxigénio durante a hospitalizacdo quanto pacientes graves que
apresentaram a necessidade de ventilacdo mecanica invasiva, ndo invasiva e mascara
ndo-reinalante;

v" Foram incluidos somente os pacientes que nao apresentaram diagnéstico de outro virus

associado.

Os critérios de exclusdo foram pacientes com diagnostico clinico de outras doencas

respiratorias.

Sujeitos controles:

Foram convidados sujeitos controles, acompanhados na Universidade Federal de
Uberlandia, nunca fumantes e que ndo tiveram infeccao de covid-19 para analise de saliva para
avaliacdo metabolémica. Neste grupo ndo foram realizados os demais procedimentos do

protocolo.
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Delineamento

Todos os pacientes foram avaliados 60 dias apds a alta hospitalar, com a coleta de dados
demograficos, histérico hospitalar da gravidade da infeccdo por covid-19, avaliacdo da
composicao de corpo, qualidade de vida e dispneia. Também foram realizadas a espirometria
pré e pds broncodilatador, avaliacdo de forgca muscular respiratoria e forca muscular periférica,
capacidade fisica do exercicio com o teste de caminhada de seis minutos (TC6). No mesmo dia
foram coletadas amostras de sangue venoso e arterial para a realizacdo de hemograma completo,
analise bioquimica e dos gases arteriais, e além disso, foi também coletada a amostra de saliva
(FIGURA 1).



Figura 1: Delineamento do estudo

Pacientes com
60 dias apds a
alta hospitalar

e Espirometria pés BD

e TC6

e Questionarios de qualidade de vida e dispnéia
e Bioquimicos

e Gasometria arterial

e Metabolomica da Saliva

e Pressdo inspiratoria maxima (PImax)

e Pressdo expiratdria maxima (PEmax)

e Preensao manual (Handgrip)
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Critério diagndstico para covid-19

Para diagnoéstico de infec¢do por covid-19, foram utilizados os critérios diagnosticos
pelo Guia da OMS, no qual inclui testes moleculares com sequenciamento viral ou PCR
quantitativo em tempo real (RT-PCR) de amostras de swabs nasofaringial, lavados bronco
alveolar, aspirado traqueal nasofaringe, sangue, soro e tecido de bidpsias pulmonares ou outro
teste orientado pela OMS com validade diagndstica (OMS, 2020).

Composicao de corpo

A avaliagdo da composi¢do de corpo foi realizada pela bioimpedéancia elétrica
multifrequéncia pelo equipamento (Inbody 720). As varidveis mensuradas e utilizadas para
analise foram: massa corporal (Kg), percentual de tecido adiposo corporal (%), massa muscular
total (Kg) e massa muscular apendicular (Kg), que ¢ a soma da massa muscular de cada membro
do paciente. As variaveis avaliadas foram a massa muscular esquelética (MME) e massa de
gordura. A estatura foi avaliada através da medida realizada em balangca manual (em
centimetros), com o paciente sem uso de calgados, membros superiores e inferiores estendidos

e queixo horizontalizado.

Questionario de qualidade de vida e de dispneia (ANEXO 1)

Para verificar o estado de salde foi utilizada a verséo validada para a lingua e cultura
brasileira do Saint George Respiratory Questionaire (SGRQ).

O SGRQ é composto de trés dominios: sintomas, relativo ao desconforto causado por
sintomas respiratorios; impacto, que verifica o impacto global nas atividades de vida e no bem-
estar do paciente; atividades, que avalia as alteracGes da atividade fisica e o escore total
correspondente a somatoria dos trés dominios. O escore de cada dominio e o escore total varia
de 0 a 100 pontos, onde a pontuacao zero corresponde a auséncia de disfuncdo e a pontuacdo
100 corresponde a disfuncdo maxima. Os resultados sao expressos em porcentagem, sendo que
modificacdes acima de 4% mostram diferenca clinicamente significativa para cada dominio
(Sousa et al., 2000).

A avaliacdo da dispneia foi realizada através da escala desenvolvido pela Medical Research
Council modificado (mMMRC) e validado para o idioma portugués (Kovelis et al., 2008). Com escala de
cinco pontos, este instrumento é baseado nas atividades que desencadeiam a dispneia e, quanto mais
elevada a pontuacdo, maior a sensacéo de dispneia.

Foi utilizada a versdo traduzida para a lingua e cultura brasileiras do Baseline Dyspnea

Index (BDI) (Martinez & Padua, 2001). O BDI avalia trés aspectos importantes: primeiro ¢é
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avaliada a intensidade da tarefa responsdvel por desencadear a dispneia, no segundo a
intensidade de esforco responsavel por desencadear dispneia é avaliada e, no terceiro ¢ estimada
a incapacidade funcional que a dispneia causa ao paciente. Cada item varia de zero a quatro,
sendo o escore total obtido pela soma dos trés itens. Quanto menor a pontuacdo maior a
intensidade de dispneia.

Oximetria de pulso e gasometria arterial

A monitorizacdo da SpO. foi realizada com oximetro portatil Onyx (Model 9500
Oximeter; Nonin Medical Inc., Minneapolis, MN, USA). Os gases arteriais por puncdo da
artéria radial foram realizados de acordo com indicacdo da equipe médica, com dosagem

realizada por analisador de gases (Stat Profile 5 Plus - Nova Biomedical, Waltham, MA, USA).

Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais como hemograma completo, Dimero D e gasometria foram
realizados conforme os critérios empregados na realizacdo dos exames de rotina pela equipe

médica da Secdo Técnica de Laboratdrio e Analises Clinicas de cada HC.

Espirometria pré e pos broncodilatador

A espirometria foi realizada em sistema portatil computadorizado de funcéo pulmonar
(FERRARIS KOKO, LOUISVILLE, CO, USA), de acordo com os critérios da American
Thoracic Society (ATS 2005). Serdo medidos a CVF em litros (L) e o VEF1 em litros (L), e
calculada a razédo entre as duas medidas (VEF1/CVF). As medidas foram obtidas antes e 20
minutos apds o uso de fenoterol 400mcg como medicacao broncodilatadora. Os valores de CVF

e VEF; também foram expressos em porcentagem dos valores de referéncia (Pereira 2002).

Teste de caminhada de seis minutos (TC6)

O TC6 foi realizado de acordo com as diretrizes da American Thoracic Society (ATS,
2002). Corredor de 30 metros sera delimitado para ser seguido, e os pacientes foram instruidos
a caminhar a maior distancia possivel por seis minutos. Foi dado encorajamento verbal

padronizado a cada minuto. A distancia percorrida foi medida em metros e a SpO2 monitorada
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durante todo o teste. Foram realizados dois testes para minimizar o efeito aprendizado do
paciente e considerado intervalo de 30 minutos entre cada teste para recuperagao do paciente.
A distancia percorrida foi considerada do segundo teste. Os testes foram realizados sem
suplementacdo de O, para ser avaliado a magnitude de dessaturacdo. Quando a SpO: se
apresentar abaixo de 88% por mais de 1 minuto, foi considerada como dessaturacéo, e, acima
deste valor, como sem dessaturagao.

Para avaliar a presenga de dispneia e de fadiga dos membros inferiores, a escala
modificada de BORG foi aplicada antes e ap0s os testes, para quantificar de 0 a 10 o grau de
dispneia e fadiga dos membros inferiores relatada diretamente pelo paciente (BORG, 2000).

4C mortality score

A pontuacdo de mortalidade 4C foi classificada como um score de progndsticos que foi
derivada e validada no estudo ISARIC World Health Organization Clinical Characterization
Protocol UK (Docherty et al., 2020). O escore 4C utiliza parametros que comumente séo
avaliados na admissdo hospitalar como as caracteristicas como idade, sexo, comorbidades,
frequéncia respiratoria, saturacdo periférica de oxigénio, Escala de coma de Glasgow,
nitrogénio uréico no sangue e proteina C reativa. A pontuacgéo varia de 0 a 21 com grupos de

risco definidos como baixo (0-3), intermediario (4-8), alto (9-14) e muito alto (>15).

Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)

O “European Society of Intensive Care Medicine” criou em 1994 o escore SOFA, para
descrever quantitativamente e objetivamente a possibilidade de disfuncdo/falha de 6rgdo ao
longo do tempo em grupos de pacientes ou individualmente. O escore € composto por
caracteristicas: 1) para melhorar ou entender a historia natural da falha/disfuncéo de érgédos ou
a inter-relacdo entre a falha de varios 6rgéos, 2) para avaliar os efeitos da nova terapia durante
o curso da falha/disfuncéo de 6rgdos. Pode ser usado para caracterizar os pacientes na admissao
ou para avaliar os efeitos do tratamento.

E um escore simples e objetivo que, além de permitir o calculo do nimero e da
severidade da disfuncdo organica em seis sistemas como o respiratério, coagulatério, hepatico,
cardiovascular, renal e neuroldgico, também permite medir a disfungdo organica individual ou
agregada. O escore gradua de 0 (normal) a 4 (muito anormal) as disfung¢des presentes em cada

sistema. E importante entender que o escore SOFA é projetado ndo para prever o resultado nem
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a mortalidade, mas sim para descrever a sequéncia de complicacbes em pacientes criticos
(Vincent et al., 1996).

Simplified Acute Physiology score version 3 (SAPS 3)

O SAPS 3 é representado por escore fisiolégico agudo e avaliagcdo do estado prévio,
visando estabelecer indice preditivo de mortalidade para pacientes admitidos em unidade de
terapia intensiva (UTI) e ao paciente para avaliar a gravidade da doenga e prever a mortalidade
intra-hospitalar. E composto por 20 variaveis para avaliagdo como o menor valor estimado da
escala de coma de Glasgow, maior frequéncia cardiaca, menor pressdo arterial sistolica, maior
valor de bilirrubina, maior temperatura corporal, maior valor de creatinina, maior valor de
leucocitos, menor nimero de plaquetas, menor concentracdo de ions de hidrogénio (pH),
suporte ventilatorio e oxigenacdo. Sistemas prognosticos que incluem mensuracéo acima das
primeiras 24 horas do periodo de UTI ndo sdo validos para uso na triagem. Além disso, valores
obtidos acima de 24 horas frequentemente capturam o cuidado-padrdo mais do que o real estado
clinico do paciente. Moreno et al., (2005) afirmaram que a probabilidade de morte hospitalar

dos pacientes aumenta consideravelmente conforme maior a pontuacgdo encontrada do escore.

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE)

O APACHE é frequentemente usado na pratica medica em adultos na UTI. A
classificagdo é composta por duas partes, sendo o escore fisiologico que representa o grau da
doenca aguda e a avaliacdo da saide na pré-admissdo hospitalar indicando o status de saude
apos a doenca aguda. A classificacdo € feita com a avaliacdo do prontuario nas primeiras 32 h
de admissdo para anormalidades entre 34 medidas fisiologicas possiveis.

A pontuacdo varia de 0 a 4 e € atribuida para cada medicdo registrada para refletir o
qudo doente o paciente esta. Por exemplo, uma pontuacdo de 0 é dada para uma pressdo arterial
média variando de 70-110 mmHg, enquanto uma pontuacdo de 4 é dada para uma pressao
arterial média menor que 50 ou maior que 160 mmHg. A soma dos pontos atribuidos para todas
as medicOes registradas representa a pontuacdo total de fisiologia do paciente. Quanto maior a
pontuacdo, mais doente serd o paciente. Ja o estado de salde pré-admissdo € atribuido pela
revisdo do histérico médico do paciente para obter detalhes sobre seu estado funcional,

produtividade e atencdo médica aproximadamente 6 meses antes da admissdo. Com base em
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um namero limitado de perguntas, o paciente é colocado em um de quatro categorias de satde

cronica, caracterizadas de A a D.

Metabolomica

Extracao de proteinas da saliva

Amostras de proteinas de saliva foram preparadas para analise por espectrometria de
massa (EM) em varias etapas. O primeiro passo € a reducdo de dissulfeto usando um agente
redutor, ditiotreitol (DTT). Os grupos sulfidrilo livres nos residuos de cisteina foram entéo
alquilados com iodoacetamida para impedir que os sulfidrilos livres formem ligacOes
dissulfureto. Em seguida, as proteinas foram digeridas por tripsina, ligando o C-terminal a

arginina ou a lisina para fragmentar as proteinas em peptideos.

Analise Metaboloémica
A metabolémica da saliva dos pacientes com covid longa e do grupo controle foi
realizada na Universidade Federal de Uberlandia.

Extracdo de metabdlitos: para a extracdo dos metabolitos, foram adicionados 100 pL de

amostra (saliva e soro) com 1000 pL de grau espectroscépico de metanol em 2 mL de eppendorf
e esta mistura foi incubada por 4 horas em ultra-congelador (-80°C). Em seguida, centrifugou-
se por 15 min a 13000 g e o sobrenadante transferido para outro eppendorf de 2 mL, que foi
concentrado em concentrador a vacuo por 30 min e liofilizado. O material foi armazenado em
um ultracongelador (-80°C) até 0 momento da analise. Para as analises de espectrometria de
massa, as amostras foram ressuspensas em 500 pL de metanol de grau espectroscopico e
filtradas através de um filtro de 0,22 micrémetros.

Anélise IES / MS por infusdo direta: as analises IES / EM por infusdo direta foram

realizadas com um cromatografo liquido (marca Agilent modelo Infinity 1260) para injecao de
amostra juntamente com um espectrometro de massa de alta resolucdo Agilent® modelo 6520
B Q-TOF com fonte de ionizacdo por electropulverizacdo (IES). Os parametros
cromatograficos sdo: fluxo constante de fase mdvel de 0,2 mL.min-1 com a composicao 90%
de metanol e 10% de &gua acidificada com écido formico (0,1% (vv - 1)), o volume de injecdo
da amostra foi de 10 pL. Os parametros de ionizacdo foram: pressdo do nebulizador de 20 psi,
gas de secagem a 8 L.min-1 a uma temperatura de 220 ° C e uma energia de 4,5 KVa foi aplicada

ao capilar.
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Andlise quimiométrica: as amostras de massa adquiridas por infusdo direta foram

extraidas para o formato TXT e submetidas ao programa MATLAB (MATrix LABoratory), no
qual foram realizadas a analise de componentes principais (PCA) e PLS-DA (analise
discriminante de minimos quadrados com calibragdo multivariada).

HPLC / MS: as andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia acopladas a um
espectrometro de massa (HPLC / MS) foram realizadas em um cromatografo liquido (marca
Agilent modelo Infinity 1260) acoplado a um espectrémetro de massa de alta resolucéo tipo Q-
TOF modelo Agilent® 6520 B com fonte de ionizagéo por eletropulverizacéo (IES). Parametros
cromatograficos: coluna Agilent modelo Zorbax C18, 2,1 mm de didmetro interno, 10 cm de
comprimento, particulas de 2,7 um, fase movel: agua acidificada com acido féormico (0,1% (vv
- 1)) (A) e metanol (B), com o gradiente: 2% B (0 min), 98% B (0 - 20 min); 100% B (20-23
min). Parametros de ionizacdo: pressdo do nebulizador de 20 psi, gas de secagema 8 L.min - 1
a temperatura de 220 ° C e energia capilar de 4,5 KVa. A identificacdo dos constituintes foi
realizada levando-se em consideracdo a massa de alta resolucéo (considerando o erro com a
massa exata menor que 10 ppm) e 0s espectros de massa / massa (EM / EM) encontrados na
literatura.

Essas analises nos permitiram identificar metabdlitos supra-regulados, sub-regulados e
exclusivos em amostras de saliva. Os metabdlitos alterados exclusivos e os mais significativos
que atingem a maior alteracdo dobrada foram selecionados para validar ainda mais a aplicacdo

dessas biomoléculas como biomarcadores para o diagnéstico de lesdes pulmonares e renais.
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Andlise estatistica

O tamanho de amostra nao foi calculado devido a falta de avaliagdo metabol6mica
neste tipo de pacientes. Uma amostra de conveniéncia de pelo menos 30 pacientes com Covid
longa e sete sujeitos saudaveis nunca infectados pela Covid-19 foi considerada.

As caracteristicas dos pacientes foram detalhadas em gréficos, figuras e tabelas.
Estatistica descritiva foi utilizada para descrever as caracteristicas dos pacientes com Covid
longa. As varidveis sdo expressas em valores médios e desvio padrdo. Os resultados sdo
apresentados como MEDIA e DP.

Para a analise metaboldmica, os metabolitos foram categorizados com base em seu
comportamento regulatorio, e os métodos estatisticos destacaram diferencas entre os grupos. O
agrupamento hierarquico destacou variacbes de grupo e o teste de Mann-Whitney com
correcdes confirmou mudangas significativas, com significancia estatistica marcada em um
valor de p inferior a 0,05.

Para descrever as vias metabolomicas, os metabolitos foram considerados
diferencialmente expressos e separados em regulados para cima ou para baixo com base na
mudanca em Log2. Figuras comprimidas com agrupamento hierarquico foram usadas para
mostrar diferencas entre os grupos. A analise foi realizada com o teste ndo pareado de Mann-
Whitney, com o teste de correcdo multipla Benjamini-Hochberg. Um gréafico de volcano plot
foi utilizado, e cada metabdlito que apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)

entre os grupos. Foi considerado significancia estatistica p<0,05.
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Resultados

Incluidos 37 sujeitos

N

30 pacientes com sete no grupo
covid longa controle
M= 67% M= 37%
F=33% F=43%

19 metabolitos com diferenca significativa

Apos a analise descritiva dos dados, observou-se que quatro pacientes apresentaram
necessidade de ventilagdo mecanica invasiva, e desses, trés com necessidade de dialise.

As condicOes clinicas apresentadas pelos pacientes durante o periodo de internacao
estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1. Condigdes clinicas durante a internagéo.

Variaveis N=30
Tempo de internacéo (dias) 10,4+6,16
4C score (n=29) 9 (1-13)
SOFA (n=21) 2 (0-9)
SAPSIII (n=19) 14,5 (0-46)
APACHE II (n=20) 8 (1-39)

A populacdo estudada apresentou predominancia para 0 género masculino (66%), e a
média de idade de 60,4+14,3 anos. A média de peso 89,6+19,8 kg, altura 166,3+9,6cm com
IMC de 32,2+7,04 kg/m2. As caracteristicas da bioimpedancia como MME e MG apresentaram
média de 30,7+7,3 e 34,4+13,7kg respectivamente (Tabela 2).
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Os pacientes atingiram 96% do predito de CVF com valores médios de 3,84+0,97L e
96+14,3%. Apresentaram 98% do predito para VEF1com valores médios de 3,11+0,83L e VEF;
97,9+15,9% e relacdo VEF1/CVF 80,9+5,81%. Para o teste de forga muscular respiratéria, 0s
pacientes atingiram 85.8% do predito para PImax cmH20 com média de 97,3+31,1cmH20 e,
para PEmax cmH20 atingiram 87% do predito com média de 87,6+17,5 cmH20 (Tabela 1).

A qualidade de vida e a capacidade funcional foram avaliadas pelo questionario SGRQ
que foi utilizado a porcentagem dos resultados finais como a porcentagem média dos sintomas
de 32,3£15,2, atividades 41,9+25,6, impacto 13,7+11,4 e total de 24,3+14,9. E também pela
escala de mMMRC com prevaléncia para grau 0 (43%), seguido de grau 1 (36%), grau 2 (10%) e
3 (10%) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas demogréaficas dos pacientes com 60 dias apos alta hospitalar.

Variaveis N=30 Variaveis N=30
Género F/M 10/20 PImax (cmH20) (n=26) 90,1+£31,6
Idade (anos) 60,4+14,4 PEmax (cmH20) (n=26) 97,3+31,0

Peso (kg) 89,8+19,8 Handgrip (D) 35,5+12,4

Estatura (cm) 166+9.5 Handgrip (E) 30,7+11,3

IMC (kg/m?2) 32,2+7,04 Sintomas (%) 32,3%+15,2

MME (kg) 30,7+7,30 Atividades (%) 41,9+25,6

MG (kg) 34,4+13,7 Impacto (%) 13,7+£11,4

CVF (L) (n=29) 3,84+0,97 Total (%) 24,3+14,9

CVF (%) (n=29) 96,0+14,3 MMRC (score) 0 (0-4)

VEF; (L) (n=29) 3,11+0,83 BDI (score) 9,5+2,62
VEF1 (%) (n=29) 97,9+15,9 DP6 (m) (n=24) 418,2+130,0

VEF1/CVF (%) (n=29) 80,9+5,81 Sp02(%) 96,7+1,45

A apresentacdo dos dados de andlises dos bioquimicos séricos e gases arteriais esta na
Tabela 3.
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Tabela 3. Descritiva dos bioquimicos séricos e gases arteriais.

Variaveis N=30
G. brancos (x103/mm?3) 6,68+2,05
Dimero-D (ng/mL) (n=15) 503 (172-2221)
Pa0; (mmHg) 86,1+9,62
PaCO; (mmHg) 34,8+3,87
Sa02(%) 96,7+1,45

Por clusterizacdo hierarquica, identificamos um total de 5.288 compostos e 338
metabolitos nas amostras salivares. Dos 338 metabodlitos identificados, a N-Phenul-1-
naphthylamina e Cyasterona estavam ausentes nos pacientes com covid longa.

Ademais, encontramos 19 metabolitos com diferenca significativa entre o grupo

controle e os pacientes covid longa.
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Discussao

O objetivo desse estudo foi avaliar e comparar os metabolitos predominantes da
saliva, avaliar as caracteristicas clinicas e funcionais respiratorias dos pacientes com 60 dias
apos a alta hospitalar por covid-19.

Através da analise descritiva dos dados, observou-se que quatro pacientes apresentaram
necessidade de ventilagdo mecéanica invasiva, e desses, trés com necessidade de dialise. Assim,
devido a pouca quantidade de pacientes, foi decidido em ndo correlacionar os achados da
metabolémica com as caracteristicas encontradas no periodo em que 0s pacientes estiveram
hospitalizados.

Os resultados encontrados no presente estudo foram abordados descritivamente, com
resposta ausente independentemente da idade, IMC e composicdo corporal desses pacientes.
Esse foi um dos primeiros estudos que avaliou 0s pacientes com manifestacdes da covid longa,
com caracteristicas de um gerador da hipotese de que a metaboldémica de saliva identificaria
quais metabolitos que, possivelmente, estdo modificados em pacientes com 60 dias apos a alta
hospitalar por infeccdo aguda de covid-19 em comparacdo a sujeitos ndo infectados. Esta
caracteristica abre espacos para novas investigagdes com possiveis elucidacdes de
questionamentos da persisténcia de sintomas. Contudo, ja existem estudos epidemioldgicos de
covid longa em pacientes com sintomas por mais de seis meses (Davis et al., 2020; Logue et
al., 2021)

O conhecimento das alteragdes dos metabdlitos como o triptofano que se apresentou
alterado na via da quinurenina, que regula a inflamacao e a imunidade em pacientes com covid
aguda (Eroglu et al., 2021), de acordo com o objetivo do presente estudo, a avaliagdo com a
metabolémica identificou metabdlitos pouco expressos na saliva de pacientes com 60 dias ap6s
alta hospitalar por covid-19.

A metabol6mica é estrategicamente capaz de identificar metabdlitos que se diferenciam
na saliva de pacientes com a covid longa. A metabolémica possibilitou encontrar 338
metabolitos, mas apenas 19 metabdlitos apresentaram diferenca significativa entre os grupos.
Dentre os metabdlitos que puderam se distinguir entre os grupos, dois deles, N-Fenil-1-
nafitlamina e Cyasterona, estavam ausentes no grupo de pacientes covid longa. De acordo com
a composicdo de N-Fenil-1-nafitilamina, que se trata de um solido cristalino lipofilico usado
como antioxidante encontrado em produtos como borrachas e pneus, optamos em ndo

aprofundar sobre a sua auséncia no grupo com covid longa devido a metabolémica salivar.
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O metabdlito Cyasterona, que também foi ausente nesses pacientes, exerce capacidade
antitumoral em céncer de pele, além de exercer citotoxicidade em varias linhas celulares, como
acdo para aumentar o numero de células-tronco mesenquimais, e também como reagente para
mobilizacéo e osteogénese, podendo acelerar a cicatrizagédo de fraturas.

Calenduloside E 6’-metil éster € um metabdlito encontrado somente no grupo pos-
COVID. Representa a familia dos triterpendides do tipo oleanano, possui propriedades
anticancerigenas e atividades anti-inflamatorias, além de também serem conhecidos por
prevenir o estresse oxidativo, inflamacéo e hipertenséo (Petronelli et al, 2009; Ryu et al., 2000;
Yamaguchi et al., 2006). Além disso, Lee et al (2012) concluiram que o éster calendulosido E
6’-metilico induz apoptose e inibe o crescimento tumoral no carcinoma de célon de
camundongo CT-26 em vitro e in vivo.

O Gly Pro Lys, peptideo responsavel por inibir a ACE, estar pouco expresso em
pacientes pds-COVID, isso permite a formacdo de novas ligacdes de hidrogénio com o seu
receptor que tem afinidade com SARS-CoV-2, indicando a deficiéncia na homeostase
cardiovascular que favorece a progressdo da doenca para a forma mais grave, como a presenca
de hipertensdo cardiaca e, até mesmo, hipertensdo pulmonar. Além disso, € compativel com o
fato desse metabolito ser pouco expresso em pacientes com COVID-19. De fato, a deficiéncia
relacionada a inibicdo dessa enzima faz com que a homeostase cardiovascular ndo aconteca,
causando a hipertensdo (Norderfeld, et al., 2021).

A gentiobiose € um dos principais compontentes de um Gentiooligossacarideo (GnOS),
que € um dos tipos de oligossacarideo, que foi relatado sobre a resisténcia a digestéo tanto pela
bactéria oral comum quanto por enzimas intestinais, tornando conhecido como um agucar de
baixa digestibilidade (Sanz et al., 2005). O GnOS contém ligac6es glicosidicas que ndo sao
faceis de serem digeridas, o que faz exibir excelentes efeitos prebioticos intestinais.

D-(+)-Turanose, isbmero de sacarose, € um carboidrato dissacarideo consistido de
moléculas de glicose e frutose normalmente presente no mel (Chung, 2017). A turanose é
hidrolisada mais lentamente em glicose e frutose no intestino, o que representa uma alternativa
de baixo indice glicémico (Dahlgvist, 1960).

A creatina (Cr), por sua vez, pouco expressa nos pacientes ps-COVID, € um metabdlito
derivado de aminodcidos sintetizados no figado, pancreas e nos rins como a glicina, arginina e
metionina, e que ocorre principalmente nas células musculares, a partir de ingestdo de proteinas.
Primeiro a amininotransferase sintetiza o guanidinoacetato (GAA) a partir da arginina e glicina.
Em seguida, o guanidinoacetato metiltransferase metila GAA para formar a creatina, que é um

componente fundamental de fosfato de alta energia, e necessaria para o tamponamento,
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transporte e regulacdo da energia celular (Wyss et al., 2000; Braissant et al., 2011; Hanna-El-
Daher et al., 2016). A glicina, tanto negativa quanto positivamente, é conhecida por regular o
fluxo metabdlico e o ciclo de Krebs, respectivamente. E considerada um aminoécido n&o
essencial e é condicionalmente essencial, pois o corpo sintetiza em condigdes fisiologicas, mas
em situacOes especiais, como processos inflamatorios ou atividade fisica intensa, sua producéo
é insuficiente, sendo necessaria sua suplementacdo. Da serina importada, derivada de um ramo
da glicdlise, fornece unidades de carbono para o metabolismo de um carbono (Braissant et al.,
2011; Dunbar et al., 2014; Duran-trio et al., 2021).

No sistema imune, a creatina esta envolvida na ativacao de células T, que sdo conhecidas
por desempenhar um papel importante na defesa imunoldgica contra infeccbes (Biase et al.,
2019). Forsforilada em creatina fosfato, a creatina serve como doador de fosfato na converséo
de adenosina difosfato (ADP) em adenosina trifosfato (ATP) para fornecer energia necessaria
para a contragdo muscular. A hidrélise de ATP ocorre em microcompartimentos funcionais ao
redor da celula para liberar energia. I1sso € alcangado por uma via de transferéncia de energia
conhecida como transporte de energia creatina quinase/fosfocreatina (CK/PCr). Ou seja, esse
evento nada mais é que a sintetizacdo da creatina, transportada pelo transportador de energia
CKI/PCr. Sendo assim, a via de transporte CK/PCr fornece reposicdo imediata de ATP por meio
de alta energia composta de fosfato. Entéo, a hidrolise de ATP ocorre no transporte de creatina.
Como processo de geracdo de energia, a creatina é convertida em PCr pela enzima CK, que é
usada para fosforilar compostos de adenina, especificamente na conversao de ADP em ATP
(Tuner & Gant, 2014).

De fato, a sintese de ATP nao ocorre sem a PCr de alta energia, que armazena energia
como uma molécula inerte que indiretamente ¢ utilizada com a necessidade de suprir energia
das células e tecidos. Entende-se que a creatina € um componente do transporte de energia
CKI/PCr, que repde imediatamente ATP. Para promover o ajuste da producdo de ATP ao seu
consumo, o transporte de elétrons e a sintese de ATP sdo processos intimamente acoplados, ou
seja, ocorre a oxidacao somente se houver sintese de ATP, e vice-versa. A PCr contém fonte de
alta energia armazenada para ser utilizada quando necessario, principalmente na auséncia de
oxigénio e glicose, que também sdo fontes de energia assim como a creatina (Tuner & Gant,
2014).

Dessa forma, ao entender a funcdo do sistema CK/PCr, a PCr é crucial para manter o
metabolismo dos neur6nios, 0s quais ndo apresentam capacidade de armazenar glicogénio,
como esta disponivel no tecido muscular. Ou seja, tais mudangas no ambiente intracelular que

podem ocorrer na auséncia do sistema CK/PCr, como a falta de creatina, afetam varias proteinas
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e enzimas celulares, com uma série de resultados prejudiciais. Resultados que incluem a
acidificacdo local e global das células e a inativacdo de ATPases celulares (Meyer et al., 1986).
Neste contexto sobre a avaliagdo dos metabdlitos supra-expressos e sub-expressos, a
creatina pode ser considerada como um identificador de possivel alteracdo de via metabdlica
que esteja envolvida nas manifestagdes clinicas e funcionais persistentes nos pacientes com
covid longa. Para avaliar as possibilidades de associacfes dessas vias metabolicas, a
manifestacdo clinica apresentada pelos pacientes como a dispneia, que pode impactar nas
atividades diarias, como demonstram os resultados da presente pesquisa, pode estar relacionada
a reducdo da expressdo da creatina, que é um metabdlito importante para 0 armazenamento
fornecimento de energia celular, e impacta diretamente na resisténcia e forca muscular. No
entanto, esta associacdo ainda precisa ser aprofundada para que possamos entender o
mecanismo relacionado da alteracdo da via metabolica até a manifestacdo sintomatica.

A sindrome da covid longa pode ocorrer em quatro semanas a 9 meses ou mais semanas
apos a infeccdo inicial (Sudre, et al., 2021; Hanson et al., 2022). Uma das condi¢cfes
apresentadas no presente estudo, € o impacto da fadiga nas atividades diarias desses pacientes.
Correlacionar possiveis mecanismos envolvidos na manifestacdo subjetiva de sintomas como a
percepcao de cansaco e/ou dispneia, condiz com a necessidade de serem melhor definidas nesta
populacdo de pacientes, pois a literatura evidencia que a fadiga pode estar presente mesmo em
pacientes que apresentem a forma leve da doenca. Atualmente, a Unica recomendagao para
recuperacdo do estado geral e reducdo sintomética € a atividade fisica ou reabilitacdo
cardiopulmonar/motora para esses pacientes e, ainda assim, apresentam tempo de duracao
prolongada para recuperacdo sintomatologica (Pierce et al., 2022).

Em um estudo realizado por Benedetto et al. (2018) avaliou a suplementacao de creatina
somada a exercicios de reabilitacdo, os pacientes portadores de DPOC apresentaram melhora
no TC6, melhora no indice de dispneia e escore de atividades de vida diarias. Essa questdo pode
ser estudada como uma estratégia na fase de reabilitacdo dos pacientes com covid longa.

E importante ressaltar que, possivelmente, as vias metabdlicas também possam
apresentar as alterac6es devido a condicdo alimentar dos pacientes, entretanto ndo foi possivel
realizar um histdrico alimentar destes pacientes no momento em que foram avaliados.

Assim, por tratar-se de um estudo gerador da hipétese, sugerimos que a presenca de
fadiga e incapacidade funcional em pacientes com a sindrome pds-COVID-19 possa estar

relacionada a baixa expressdo do metabdlito creatina.
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ANEXO |

Termo de consentimento livre e esclarecido
Titulo da pesquisa

AVALIAGCAO DA ANALISE METABOLOMICA APOS 60 DIAS NOS PACIENTES QUE FORAM HOSPITALIZADOS POR
INFECCAO DE CORONAVIRUS (COVID-19)

Dentro da pandemia mundial do coronavirus no Brasil, ter o conhecimento sobre quais sdo as pessoas
acometidas e o como foram suas hospitalizagGes, é importante saber para que se previna no futuro. O objetivo
deste estudo sera avaliar a via metabolémica e sua fun¢do cardiopulmonar, de imagem, clinicas e laboratoriais
nos pacientes que foram hospitalizados com diagndstico de infecgdo de COVID-19. O(A) Senhor(a) é portador(a)
desta doenga e que foi hospitalizado para receber o melhor tratamento para o controle e resolugdo da causa.
Caso o (a) Senhor(a) ndo tenha tido infecgdo por COVID-19, estard sendo convidado a ser participante para
coletar apenas a amostra de saliva para analise metaboldmica.

Os seus dados demograficos como idade, sexo, profissdo, escolaridade, estado civil, estado de residéncia
serdo coletados. Assim como, informagdes anotadas sobre a presenga dos sintomas associados a esta doenga,
os remédios que o(a) Senhor(a) utilizaram para melhora do quadro, sobre as outras possiveis doengas que o
Senhor(a) possui e quais sdo os remédios que usa todos os dias. Informagdes do seu exame fisico (oxigenagdo do
sangue, pressdo arterial, frequéncia respiratoria e cardiaca, temperatura), exames de sangue que colher durante
sua hospitalizacdo (hemograma, fung¢do renal, funcdo do figado, dimero-D, marcadores de inflamagdo,
gasometria arterial) serdo anotados de acordo com dados do seu prontuario. Apds a alta hospitalar O (A) Sr(a)
serd com avaliagdo clinica e funcional, no qual inclui exame médico, de fun¢do pulmonar, gasometria arterial e
de funcdo renal. Terd também amostra da saliva coletada para avaliagdo metabolémica. O (A) Sr(a) também
realizard uma tomografia de térax como acompanhamento apds a alta hospitalar e serd utilizado no estudo. Este
estudo pode causar desconforto ou risco minimo, pois estaremos realizando radiagao para realizacdo de
tomografia de térax e pode sentir cansago respiratorio para realizar a avaliagdo pulmonar. Podera sentir um
pouco de dor devido a coleta de gasometria arterial, mas serd realizado por profissional capacitado. O beneficio
do Sr(a) participar neste estudo é para os profissionais de salide terem mais conhecimento sobre a sua doenca
e melhor atender os demais que possam ficar doentes pela mesma doenga.

Até este momento, ndo possuimos tratamentos alternativos para as sequelas que a doenga que o Sr(a)
apresenta e também ndo possuimos dados da populacdo brasileira. Caso necessario, o Sr(a) terd garantido o
direito a assisténcia integral e gratuita, devido a danos decorrentes da participagdao na pesquisa e pelo tempo
que for necessario. O Sr(a) tém o direito de buscar indeniza¢es diante de eventuais danos decorrentes da
pesquisa. Suas informacoes e dados pessoais serdo utilizados apenas em reunides de carater cientifico e serdo
mantidos em sigilo profissional.

Qualquer duvida em relagdo ao estudo sera imediatamente esclarecida e o(a) Senhor(a) estara livre para
retirar seu consentimento e desistir de participar do estudo, em qualquer momento, sem interferéncia no
tratamento que recebe na instituicdo.

Ao entrar nesse estudo, sua identidade ndo sera revelada.

Eu entendo o que foi descrito acima e dou meu
consentimento para ser incluido neste estudo.

Assinatura do participante

Eu declaro que expliquei ao participante acima a natureza e os motivos, objetivos e métodos da pesquisa, os
provaveis beneficios e possiveis riscos com a participacdo neste estudo. Este documento sera elaborado em 02
vias, sendo uma entregue ao participante e outra serd mantida em arquivo.
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Assinatura do pesquisador

Qualquer duvida adicional, vocé poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, através dos
fones: (14) 3880-1608/3880-1609. Enderego: Faculdade de Medicina de Botucatu- Universidade Estadual
Paulista — UNESP — Chécara Butgnolli s/n2 - Rubido Junior -Botucatu- SP — CEP 18.618.970



Qualidade de vida
Questionario do Hospital Saint George na Doenga Respiratdria (SGRQ)

Parte 1

Nas questdes abaixo assinale aguela que melhor identifica seus problemas
respiratdrios no ultimo ano.

Obs: Assinale um soé quadro para as questdes de 1 a 8.

Maioria Varios Alguns Sé com Nunca
dos dias da | dias da dias no infeccoes
semana semana | més respiratorias
(5-7 dias) | (2-4
dias)

1. Duranteo () () () () ()
ultimo ano 80,6 63,2 29,3 28,1 0
tive tosse

2. Duranteo () () () () ()
ultimo ano 76,8 60,0 34,0 30,2 0
tive catarro

3. Duranteo () () () () ()
ultimo ano 87,2 71,4 43,7 35,7 0
tive falta de
ar

4. Duranteo () () () () ()
ultimo ano 86,2 71,0 45,6 36,4 0
tive “chiado
no peito”

5. Durante o ultimo ano, quantas crises graves de problemas respiratérios vocé

teve:

Mais de 3 3 2 1
() () () ()
86,7 73,5 60,3 44,2

6. Quanto tempo durou a pior dessas crises?
(passe para pergunta 7 se ndo teve crises graves)

1 semana ou mais

3 ou mais dias

1 ou 2 dias

Menos de 1 dias

()
89,7

()
73,5

()
58,8

()
41,9

7. Durante o ultimo ano, em uma semana considerada como habitual, quantos
dias bons (com poucos problemas respiratorios) vocé teve:
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Nenhum dia 1 ou 2 dias 3 ou 4 dias Quase todos | Todos os dias
os dias
() () () () ()
93,3 76,6 61,5 15,4 0

8. No caso de ter tido “chiado no peito”, ela é pior de manha?

Nao

Sim

()
0

()
62,0

Parte 2

Secao 1

A) Assinale um sé quadrado para descrever sua doenca respiratoria:

E o meu maior Causa-me muitos Causa-me alguns Nao me
problema problemas problemas p
()83,2 ()82,5 ()34,6

B) Em relacdo ao seu trabalho, assinale um dos quadrados:

(passe para a Secdo 2, se vocé ndo trabalha)

de trabalhar

Minha doenca respiratdria obrigou-me a parar | ( ) 8

8,9

mudar de trabalho

meu trabalho normal ou ja me obrigou a

Minha doenga respiratéria interfere com o ()7

7,6

trabalho

Minha doenca respiratéria ndo afeta meu ()o

Secdo 2

As respostas abaixo se referem as atividades que podem provocar falta de

ar.

A) Assinale com um “x” no quadrado de cada questdo abaixo, indicando a

resposta Sim ou Nao, de acordo com o seu caso atualmente:

Sim

Nao

Sentado ou deitado ()90,6

) 0

Tomando banho ou vestindo-se ()82,8

) 0
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Caminhando dentro de casa ()80,2 ()o
Caminhando em terreno plano ()81,4 ()o
Subindo um lance de escada ()76,1 ()o
Subindo ladeiras ()751 )0
Praticando esportes ou jogos que (1721 )0

impliquem esforgo fisico

Secao 3

A) Assinale com um “x” no quadrado de cada questdo abaixo, indicando a

resposta Sim ou Nao, para definir o estado de sua tosse e falta de ar

atualmente:

Sim Nao

Minha tosse causa-me dor ()81, ()0
Minha tosse deixa-me cansado (1791 ()0
Falta-me o ar quando falo ()84,5 ()0
Falta-me o ar quando dobro o ()76,8 ()0
corpo para frente

Minha tosse ou falta de ar pertuba | ( ) 87,9 ()0
0 Meu sono

Fico exausto com facilidade ()84,0 ()0

Secao 4

A) Assinale com um “x” no quadrado de cada questdo abaixo, indicando a

resposta Sim ou Nao, para definir o efeito que a doenga respiratdria tem

sobre vocé:

Sim Nao
Minha tosse ou falta de ar deixam- | ( ) 74,1 ()o
me envergonhado em publico
Minha doenca respiratéria é ()791 ()0
inconveniente para minha familia,
amigos ou vizinhos
Tenho medo ou mesmo panico ()87,7 ()0
guando nao consigo respirar
Sinto que minha doencga ()90, ()0
respiratdria escapa ao meu controle
Eu ndo espero nenhuma melhora ()82,3 ()0
da minha doenca respiratoria
Minha doenca debilitou-me fisicae | ( ) 89,9 ()0
mentalmente, o que faz com que eu
precise de ajuda de alguém
Parece-me perigoso fazer exercicio | ( ) 75,7 ()0
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Tudo o que faco parece ser demais | ( ) 84,5 ()o
para minha capacidade

Secao 5

A) Assinale com um “x” no quadrado de cada questdo abaixo, indicando a
resposta Sim ou Ndo, para definir os efeitos da medicacdo na sua doenca
respiratdria: (passe para a se Secdo 6 se ndo toma medicamentos)

Sim Nao
Minha medicacdo ndoestame | ( ) 88,2 ()o
ajudando muito
Fico envergonhado ao tomar ()53,9 ()o
medicamentos em publico
Minha medicacdo provoca-me | ( ) 81,1 ()0
efeitos colaterais desagradaveis
Minha medicacdo interfere ()70,3 ()0
muito com o meu dia a dia

Secao 6

A) Assinale com um “x” no quadrado de cada questdo abaixo, indicando a
resposta Sim ou N3o para indicar as atividades que podem ser afetadas pela
sua respiracao:

Sim Nao
Levo muito tempo para lavar-me | ( ) 74,2 ()0
ou vestir-me
Demoro muito tempo ou ndo ()81,0 ()0
consigo tomar banho de
chuveiro ou na banheira
Ando mais devagar que as outras
pessoas, ou tenho que parar ()71,7 ()0
descansar
Demoro muito tempo para ()70,6 ()0

realizar as tarefas como o
trabalho de casa, ou tenho que
parar para descansar

Quando subo um lance de ()71,6 ()0
escada, vou muito devagar, ou

tenho que parar para descansar.
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Se estou apressado ou caminho | ( ) 72,3 ()o
mais depressa, tenho que parar
descansar ou ir mais devagar

Por causa da minha respiracao, ()74,5 ()0
tenho dificuldade para
desenvolver atividades como:
subir ladeiras, carregar objetos
subindo escadas, dancar,
praticar esporte leve

Por causa da minha respiragao, ()71,4 ()o
tenho dificuldades para
desenvolver atividades como:
carregar grandes pesos, fazer
“cooper” ou nadar

Por causa da minha respiracao, ()63,5 ()0
tenho dificuldade para
desenvolver atividades como:
trabalho manual pesado, correr,
andar de bicicleta, nadar rapido
ou praticar esportes de

competicao.

Sec¢do 7

A) Assinale com um “x” no quadrado de cada questdo abaixo, indicando a
resposta Sim ou Ndo,para indicar outras atividades que geralmente podem
ser afetadas pela sua doenga respiratoria:

Sim Nao
Praticar esportes ou jogos que ()64,8 ()o
impliqguem esforgo fisico
Sair de casa para me divertir ()79,8 ()0
Sair de casa para fazer compras ()81,0 ()0
Fazer o trabalho da casa ()791 ()0
Sair da cama ou da cadeira ()94,0 ()0

B) A lista seguinte descreve uma série de outras atividades que o seu problema
respiratério pode impedir vocé de realizar.

- Dar passeios a pé ou passear com o0 seu cao

- Fazer o trabalho doméstico ou jardinagem




- Ter relagdes sexuais

- Ir a igreja, bar ou a locais de diversao

- Sair com mau tempo ou permanecer em locais com fumaca de cigarro

- Visitar a familia e os amigos ou brincar com as criancas

Por favor, escreva qualquer outra atividade importante que seu problema
respiratdrio pode impedi-lo de fazer.

Das questdes abaixo relacionadas, assinale somente aquela que melhor define a
forma como vocé é afetado pela sua doenca respiratdria:

N3o me impede de fazer nenhuma das ()0
coisas que eu gostaria de fazer

Impede-me de fazer uma ou duas coisas ()42,0
que eu gostaria de fazer

Impede-me de fazer a maioria das coisas | ( ) 84,2
que eu gostaria de fazer

Impede-me de fazer tudo o que eu ()96,7
gostaria de fazer

Each component of the questionnaire is scored separately in three steps:

I. The weights for all items with a positive responses are summed.

i The weights for missed items are deducted from the maximum possible
weight for each component. The weights for all missed items are
deducted from the maximum possible weight for the Total score.

iii. The score is calculated by dividing the summed weights by the adjusted
maximum possible weight for that component and expressing the
result as a percentage :

Score = 100 x Summed weights from positive items in that component
Sum of weights for all items in that component

The Total score is calculated in similar way:

Score = 100 x Summed weights from positive items in the questionnaire
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Sum of weights for all items in the questionnaire

Sum of maximum possible weights for each component and Total:

Symptoms 662.5
Activity 1209.1
Impacts 2117.8
Total 3989.4




Escala Hospitalar de Ansiedade e Depressao (HAD)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Eu me sinto tensa (o) ou contraida (0):
3- A maior parte do tempo

2- Boa parte do tempo

1- Devez em quando

0- Nunca

Eu ainda sinto gosto pelas mesmas coisas que antes:
0- Sim, do mesmo jeito que antes

1
2- S6 um pouco

Ndo tanto quanto antes

3- J4 ndo consigo ter prazer em nada

Eu sinto uma especie de medo, como se alguma coisa ruim fosse acontecer.

3

2- Sim, mas ndo tdo forte
1- Um pouco, mas isso hdo me preocupa

0
Dou risada e me divirto quando vejo coisas engracadas:

Sim, e de jeito muito forte

N3ao sinto nada disso

0- Do mesmo jeito que antes
1
2
3- Nao consigo mais

Atualmente um pouco menos

Atualmente bem menos

Estou com a cabega cheia de preocupagdes:
3
2
1- Devezem quando

A maior parte do tempo

Boa parte do tempo

0- Raramente

Eu me sinto alegre:
3- Nunca

2
1- Muitas vezes

Poucas vezes

0- A maior parte do tempo

Consigo ficar sentado a contade e me sentir relaxado:
0- Sim, quase sempre
1- Muitas vezes
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N
1

Poucas vezes

w
1

Nunca

8) Eu estou lenta(o) para pensar e fazer alguma coisa:
3- Quase sempre
2- Muitas vezes
1- Devez em quando
0- Nunca

9) Eutenho uma sensagdo ruim de medo, como um frio na barriga ou um aperto
no estomago:
0- Nunca
1- Devez em quando
2- Muitas vezes
3- Quase sempre

10) Eu perdi o interesse em cuidar da minha aparéncia:
3- Completamente
2

1- Talvez ndo tanto quanto antes

N3o estou mais me cuidando como eu deveria

0- Me cuido do mesmo jeito que antes

11) Eu me sinto inquieta(o), como se eu nao pudesse ficar parade(o) em lugar
nenhum:
3- Sim, demais
2- Bastante
1- Um pouco
0- N3o me sinto assim

12) Fico animada(o) esperando animado as coisas boas que estdo por vir:
0- Do mesmo jeito que antes
1- Um pouco menos que antes
2- Bem menos do que antes
3- Quase nunca

13) De repente, tenho a sensagdo de entrar em panico:
3- A quase todo momento
2- Vdrias vezes
1- Devezem quando
0- Nao sentiisso
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14) Consigo sentir prazer quando assisto um bom programa de televisdo, de radio,
ou quando leio alguma coisa:
0- Quase sempre
1- Varias vezes
2- Poucas vezes
3- Quase nunca

*Pontuagdo Ansiedade: ( ) *Pontuagdo Depressdo: ( )
*Alerta se >12 — verificar doencas de saude mental
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Baseline Dyspnea Index - BDI

Incapacidade Funcional

( ) Grau 4 Nenhuma incapacidade: Capaz de realizar atividades usuais do
(cotidiano) e ocupacgdes sem falta de ar.

() Grau 3 Incapacidade discreta: Prejuizo em pelo menos uma atividade, mas
nenhuma atividade completamente abandonada. Reducdo das atividades no
trabalho ou nas atividades usuais (do cotidiano) que parece leve ou nao
claramente causada pela falta de ar.

() Grau 2 Incapacidade moderada: O paciente trocou de atividade no trabalho
e/ou pelo menos uma atividade do cotidiando pela falta de ar.

( ) Grau 1 Incapacidade acentuada: Paciente incapaz de trabalhar e ou
abondonou a maioria ou todas as atividades costumeiras pela falta de ar.

() Grau 0 Incapacidade muito acentuada: Incapaz de trabalhar e abandonou a
maioria ou todas as atividades habituais pela falta de ar.

() W Quantidade incerta: O paciente tem incapacidade devido a dispneia, mas a
intensidade ndo pode ser especificada. Os detalhes disponiveis ndo sdo suficientes
para que a incapacidade seja categorizada.

() X Desconhecido: Informacdo nao disponivel sobre dispneia e incapacidade
() YIncapacidade por outras causas que n]ao a dispneia: Por exemplo, problemas
neuromusculares ou dor toracica.

Magnitude de Tarefa
() Grau 4 Extraordinaria: Tem falta de ar apenas com atividades extraordinarias,

tais como carregar cargas muito pesadas no plano, cargas mais leves ao subir
ladeiras ou escadas, ou correndo. Nenhuma falta de ar com atividades ordinarias
() Grau 3 Maior: Tem falta de ar com atividades maiores como subindo ladeira
forte, mais de trés lances de escadas, ou carregando carga moderada no plano.
() Grau 2 Moderada: Tem falta de ar com atividades moderadad tais como subir
uma ladeira suave, menos de trés lances de escadas ou carregando uma carga leve
no plano.

( ) GraulLeve: Tem falta de ar com atividades leves tais como andando no plano,
tomando banho, permanecendo em pé ou fazendo compras.

( ) Grau 0 Nenhuma tarefa: Falta de ar em repouso, enquanto sentado ou
deitado.

( ) W Quantidade incerta: A capacidade do paciente realizar tarefas esta
prejudicada devido a dispneia, mas a intensidade ndo pode ser especificada. Os
detalhes nao sao suficientes para a incapacidade de ser categorizada.

() X Desconhecido: Ausencia da informacao disponivel relacionada a intensidade
da tarefa
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() YlIncapacidade por outras razées: Por exemplo, doengas neuromusculares ou
dor tordcica.

Magnitude do Esforgo

() Grau 4 Extraordindrio: Tem falta de ar com o maior esforgo imaginavel. Sem
falta de ar com esforcos ordindrios

() Grau 3 Maior: Tem falta de ar com esforgo distintamente submdaximo, mas de
proporcao maior. Tarefas realizadas sem pausa, a menos que requeiram esforco
extraordinario.

() Grau 2 Moderado: Falta de ar com esforco moderado. Tarefas realizadas com
pausas ocasionais e precisando de mais tempo do que as pessoas normais

() Grau 1 Leve: Tem falta de ar com pouco esforco. Tarefas realizadas com muito
esforco ou tarefas mais dificeis realizadas com pausas frequentes, requerendo um
tempo 50 a 100% maior do que uma pessoa média.

( ) Grau 0 Nenhum esforgo: Falta de ar em repouso, enquanto sentado ou
deitado.

( ) W Quantidade incerta: A capacidade de se exercitar do paciente esta
prejudicada devido a dispneia, mas a intensidade ndo pode ser especificada

() X Desconhecido: Ausencia da informacdo disponivel relacionada a intensidade
do esforco

() YIncapacidade por outras razées: Por exemplo, doengas neuromusculares ou
dor tordcica.

Pontuagao Final: ( )
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