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RESUMO

O surto da doença denominada Coronavírus disease 2019 (COVID-19) se espalhou rapidamente para vários países. Achyrocline satureioides tem evidências etnofarmacológicas contundentes, tanto etnobotânicas quanto da atividade antiviral in vitro e in vivo, que pode caracterizar como uma estratégia inovadora, pelo menos como um adjuvante, no tratamento de pacientes de infecções respiratórias virais, como a pandêmica COVID-19. Este projeto tem por objetivo estudar o impacto da infusão de Achyrocline satureioides em indivíduos que apresentem infecções respiratórias virais, como pela COVID-19, em desfechos clínicos e parâmetros bioquímicos. Trata-se de um estudo clínico randomizado aberto de 2 semanas, comparando o efeito no grupo placebo (infusão de frutos de maçã) ou no grupo experimental (infusão de inflorescências de Achyrocline satureioides).  Serão considerados elegíveis pacientes (n=120/grupo) com os seguintes critérios: mulheres e homens, do Sistema Único de Saúde (SUS) com sintomas persistentes de infecção respiratória viral com suspeita de COVID-19 em atendimento nas Unidades de Saúde e no Centro de Triagem da COVID-19 do Grupo Hospitalar Conceição em Porto Alegre (RS) e em Unidades de Saúde e na Unidade Municipal de Triagem (UMT) da COVID-19 do município de Igrejinha (RS). As amostras serão coletadas conforme orientação de segurança do LACEN/RS. O suabe nasofaríngeo será coletado conforme procedimento de rotina do atendimento para detecção do SARS-COV2. O suabe da língua, a saliva e o sangue total serão coletados em 3 momentos, pré e pós 14 dias de intervenção, além de uma terceira coleta quando os sintomas cessarem (o paciente informará esta condição por telefone ou aplicativo).  Estas amostras possibilitarão a detecção do SARS-CoV-2; avaliação da atividade da protease semelhante à quimiotripsina (3CL protease), do conteúdo, genotipagem e análise epigenética do receptor da Enzima Conversora da Angiotensina, além de imunofenotipagem de leucócitos, hemograma, coagulograma, análise do estado inflamatório e oxidativo, como também parâmetros globais epigenéticos.  O projeto busca gerar conhecimento inovador para validação do uso tradicional, e consequente publicações em revistas de alto impacto sobre desfechos clínicos e mecanismos de ação, além de divulgar dados científicos sobre a necessidade de uso racional de plantas medicinais (eficácia, segurança e efetivo controle de produção e de qualidade).
DESCRIÇÃO DO PROJETO

A busca de estratégias terapêuticas facilmente disponíveis, utilizando o raciocínio etnofarmacológico, para o manejo de infecções respiratórias virais é a premissa da proposta, que contempla avaliação de eficácia em ensaio clínico em pacientes com suspeita de COVID-19. 
CONTEXTO DO PROJETO
Embora ainda não exista nenhum medicamento específico para controlar a disseminação da COVID-19, a medicina tradicional chinesa foi considerada como potencial abordagem para o tratamento ou controle do vírus. Curiosamente, dados preliminares demostraram que a decocção chamada “qing fei paidu decoction”, contendo várias espécies de plantas medicinais, parece melhorar o curso dos sintomas, como febre, e o tempo médio de hospitalização (Ren et al., 2020). 
No sul do Brasil, uma planta amplamente utilizada é a Achyrocline satureioides (Lam.) DC, Asteraceae, popularmente conhecida como 'marcela', uma planta anual da América do Sul (Ferrraro et al., 2008); a infusão de inflorescências é usada na medicina popular pelas propriedades digestiva, eupéptica, antidiarréica, antisséptica e anti-inflamatória. Além disso, as infusões também são utilizadas para o tratamento de gripes, resfriados e outros problemas respiratórios e outras infecções virais (Retta et al., 2012; Mendieta et al., 2015). 
Considerando a urgência em prover estratégias farmacológicas de enfrentamento às infecções pelo novo coronavírus e as diferentes evidências de atividade antiviral in vitro e in vivo da espécie e da quercetina abaixo descritas, utilizaremos a estratégia de investigação imediata em ensaio clínico randomizado aberto para avaliação de efeito do extrato aquoso de inflorescências de Achyrocline satureioides.
Importante destacar que, o grupo interdisciplinar já está profundamente integrado desde a elaboração do projeto submetido à CHAMADA CNPq/MS/SCTIE/Decit Nº 19/2018 – Fitoterápicos. A cooperação entre as instituições e pesquisadores está estabelecida para o desenvolvimento tecnológico e a avaliação de eficácia em ensaio clínico de cápsulas contendo extrato seco de folhas de Maytenus ilicifolia para plena execução do projeto contemplado. As Unidades da UFRGS envolvidas na proposta, Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) e Faculdade de Farmácia, possuem infraestruturas disponíveis aos pesquisadores. O ICBS está realizando detecção do SARS-CoV-2 em amostras da 2ª Coordenadoria Regional de Saúde (CRS2), composta por 25 municípios e população de 2.609.419 indivíduos (Censo de 2010), colaborando com o Laboratório Central de Saúde Pública- LACEN da Secretaria da Saúde do RS, a fim de viabilizar o diagnóstico de casos no RS, contando com laboratório/capelas tipo NB2. O Grupo Hospitalar Conceição (GHC) conta com 12 postos do Serviço de Saúde Comunitária e 39 equipes de saúde da família, que atuam em vilas e em bairros determinados da Zona Norte e Nordeste de Porto Alegre, atendendo cerca de 105 mil pessoas. As Unidades de Saúde do Grupo Hospitalar Conceição têm plena capacidade, espaço físico e receptividade das equipes de acolher os pacientes e também os pesquisadores para plena execução da proposta. O município de Igrejinha se localiza na região da encosta de serra e, segundo estimativa do IBGE para 2018, tem atualmente 36.450 habitantes. O município conta com uma Farmácia de Manipulação no SUS, financiada exclusivamente pela gestão municipal. A Farmácia Municipal dispõe de uma Relação Municipal de Medicamentos Essenciais (REMUME), onde constam 274 apresentações farmacêuticas entre industrializados e manipulados, e, destas, 64 apresentações são manipuladas. Entre todas as formulações manipuladas, a REMUME dispõe de 16 diferentes tipos de formulações fitoterápicas em cápsulas e de 25 diferentes formulações com outras formas de apresentações farmacêuticas com fitoterápicos de uso interno e externo, disponíveis gratuitamente aos usuários do SUS moradores de Igrejinha. De janeiro de 2018 a fevereiro de 2019, foram atendidos na farmácia municipal 21.192 usuários, e, destes, 8.761 usuários retiraram medicamentos manipulados. No período avaliado, foram manipulados e dispensados 1.069.001 (um milhão e sessenta e nove mil e uma) unidades de cápsulas de fitoterápicos na farmácia municipal. Em abril de 2019, foi contabilizado um total de 13.286 atendimentos médicos em todas as Unidades de Saúde do município de Igrejinha.
PROBLEMA DO PROJETO
Cabe descrever que, segundo a OMS, 85% da população em países em desenvolvimento dependem de plantas medicinais para a atenção primária de saúde. É essencial que a academia, agências de fomento e instituições de saúde unam esforços para o desenvolvimento de setor de plantas medicinais. 

A investigação imediata em ensaio clínico randomizado aberto para avaliação de efeito de infusões (extrato aquoso) de inflorescências de Achyrocline satureioides, seguido por desenvolvimento de extrato seco da espécie, é uma interessante estratégia farmacológica de enfrentamento às infecções pelo coronavírus, considerando as diferentes evidências de atividade antiviral in vitro e in vivo da espécie e de compostos fenólicos encontrados na espécie, como descrito abaixo.

Nossa hipótese de trabalho é que as infusões (extrato aquoso) de inflorescências de Achyrocline satureioides possam contribuir no enfrentamento às infecções respiratórias virias como as induzidas pelo coronavírus.
DISCUSSÃO TEÓRICO-METODOLÓGICA

Os coronavírus (subfamília Orthocoronavirinae, família Coronaviridae, ordem Nidovirales) geralmente causam infecções enzoóticas em mamíferos, como morcegos e pássaros. A síndrome respiratória aguda grave (SARS) e a síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS) que surgiram respectivamente em 2002 e 2012 demonstraram o potencial de letalidade induzida por coronavírus em humanos. O SARS-CoV-2 está relacionado aos coronavírus MERS e SARS, cujo genoma é um RNA de fita simples de sentido positivo (Zhang e Liu, 2020).

Sabini e colaboradores (2012) relataram que os extratos aquosos obtidos a frio e a quente de inflorescências de Achyrocline satureioides apresentaram atividade antiviral contra o vírus da encefalite equina ocidental (gênero Alphavirus, Togaviridae), um vírus de RNA de fita única de sentido positivo envelopado. Ambos os extratos mostraram forte atividade inibitória após a penetração celular do vírus e exibiram uma leve ação virucida com menor eficácia do que suas propriedades antivirais. Além disso, três extratos de Achyrocline satureioides secos por pulverização e preparados com 50% de um extrato hidroetanólico a 80% rico em flavonóides (quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina) e 50% de misturas de diferentes adjuvantes (polissorbato 80, dióxido de silício coloidal, celulose microcristalina e/ ou β-ciclodextrina) apresentaram atividade antiviral in vitro contra diferentes cepas do vírus do herpes simplex (HSV-1), um vírus de DNA de dupla fita. O extrato preparado com polissorbato 80, dióxido de silício coloidal e celulose microcristalina apresentaram os melhores resultados antivirais. Estudos sobre o mecanismo de ação anti-herpética demonstraram que este extrato não apresentou efeito virucida nem modulou a atividade nos receptores celulares, e a síntese de DNA do HSV-1 não foi inibida. A atividade anti-herpética ocorreu entre o segundo e o nono ciclo de replicação do HSV-1, indicando alteração nos estágios finais desse ciclo (Bettega et al., 2004). A infectividade do vírus da pseudo-raiva (Herpes suis), outro vírus de DNA de dupla fita, foi reduzida por um extrato etanólico de Achyrocline satureioides (Zanon et al., 1999). 

No momento, não é possível determinar exatamente quais os compostos ativos são envolvidos com a atividade antiviral detectada de Achyrocline satureioides, no entanto, seus compostos fenólicos, como flavonóides, especialmente quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina, são potenciais candidatos. Cabe salientar que a quercetina (3,3',4',5,7-penta-hidroxiflavona) e seus derivados apresentaram atividade antiviral in vitro contra rinovírus, vírus influenza, vírus herpes simplex tipo 1 e replicação do poliovírus tipo 1 (Kaul et al., 1985; Castrillo et al., 1987; Kim et al., 2010). 

O rinovírus, um vírus de RNA de cadeia simples da família Picornaviridae, é uma das principais causas de resfriado comum. As infecções por rinovírus estão relacionadas a doenças leves que representam um problema econômico, como ausência no trabalho e na escola; e ainda mais grave, podem constituir-se num gatilho, podendo exacerbar a asma e a doença pulmonar obstrutiva crônica. A incubação de células epiteliais das vias aéreas com quercetina durante 6 h após infecção por rinovírus diminuiu a carga viral, impactando tanto a síntese de RNA viral como os níveis de proteína do capsídeo. Além dos achados in vitro, o tratamento com quercetina (gavagem; 0,2 mg de quercetina diariamente) em camundongos infectados com o vírus foi capaz de reduzir a replicação do rinovírus e a expressão de quimiocinas e citocinas (Ganesan et al., 2012). Farazuddin e colaboradores (2018) demonstraram que a suplementação com quercetina (dieta contendo quercetina a 0,1%) diminuiu a exacerbação da doença pulmonar induzida por rinovírus em um modelo de doença pulmonar obstrutiva crônica em camundongos. 

É importante ressaltar que a quercetina inibiu in vitro o coronavírus murino, chamado vírus da hepatite de camundongo (MHV), enquanto que outro flavonóide, a rutina, não apresentou qualquer efeito (Chiow et al., 2016). Foi demonstrado que vários derivados da quercetina foram capazes de inibir a protease semelhante à quimiotripsina (3C-like protease, 3CLpro), que é um dos alvos mais promissores para a descoberta de medicamentos com ação antiviral contra a replicação desse tipo de coronavírus (Chen et al., 2006). 

Uchide e Toyoda (2011) sugeriram que a quercetina poderia reduzir as taxas de letalidade de complicações graves relacionadas à infecção pelo vírus da influenza pandêmica A (H1N1). Nesse contexto, a quercetina também foi capaz de inibir os estágios iniciais da infecção por influenza causada por várias cepas de influenza, como H1N1 e H3N2, que possuem genoma de RNA de fita única com sentido negativo (Wu et al., 2016). 
O extrato aquoso de Achyrocline satureioides também demostrou propriedades imunomoduladoras (Santos et al., 1999; Cosentino et al., 2008). Puhlmann e colaboradores (1992) isolaram polissacarídeos pécticos com PM de 7600 ou 15 000 de um macerado aquoso frio (-4°C); ambos os polissacarídeos apresentaram importante efeito anticomplemento in vitro, e um deles demonstrou também atividade anti-inflamatória e aumentou substancialmente a atividade fagocítica in vitro. A linfopenia é uma condição hematológica comum em pacientes com COVID-19 (Mahmoudi et al., 2020; Fan et al., 2020). Enquanto que, na COVID-19, ocorre também uma redução dos níveis circulantes de linfócitos devido à redistribuição tissular pela infiltração de células mononucleares induzindo pneumonite intersticial (Wang et al., 2020), em modelos animais, o extrato hidroalcoólico da espécie reduziu a migração total de leucócitos e células polimorfonucleares na cavidade pleura (De Souza et al., 2007). Os níveis de IL-6 e IL-10 são considerados, respectivamente, marcador de prognóstico para COVID-19 e preditor de deterioração em pacientes com COVID-19. De acordo com Henry et al. (2020), IL-6, IL-10 e ferritina sérica são fortes discriminantes para a severidade da doença.
Essas propriedades evidenciam a possibilidade de obter produtos derivados de Achyrocline satureioides apresentando atividades antivirais e imunomoduladoras.  Ainda há evidências de ação antinflamatória da planta e seus compostos fenólicos, o que pode ser relevante para a evolução dos pacientes, visto que a intensa resposta inflamatória, chamada tempestade de citocinas (“cytokine storm”, níveis de IL-6, IL-2, IL-7, IL-10, GCSF, IP-10, MCP-1, MIP1A e TNF-α) está vinculada à morbidade e mortalidade na COVID-19  (D'Alessandro et al., 2020; Hou et al., 2020; Quirch; Lee; Rehman, 2020). Uma revisão sistemática demonstrou que a suplementação com quercetina reduziu significativamente os níveis de proteína C em pacientes com altos níveis de proteína C (Mohammadi-Sartang et al., 2017).

É interessante comentar que as lesões pulmonares causadas pela COVID-19 parecem resultar, pelo menos em parte, da hipóxia causada pela liberação de íons de ferro das moléculas de hemoglobina, com alto poder oxidativo. Há relatos de atividade antioxidante de extratos metanólico e etanólico de Achyrocline satureioides (Desmarchelier et al., 1998) e que a quercetina pode estar relacionada estas propriedades, devido à ação sequestradora de espécies reativas, quelação de íons e inibição da peroxidação lipídica (Cao et al., 1998).

O vírus SARS-CoV-2 se liga à célula hospedeira pela proteína chamada enzima conversora da angiotensina-2 (ECA2; em inglês, “angiotensin-converting enzyme 2”), assim ECA2 é o receptor funcional para a glicoproteína viral (Hoffmann et al., 2020). O gene da ECA2 é localizado no cromossomo X e a metilação do DNA, e sua maquinaria, é relevante para a inativação do cromossomo X. Assim, há a hipótese de que a hipometilação do cromossomo X, normalmente inativado, induz o aumento da expressão de genes, como o da ECA2. A hipometilação e a consequente superexpressão de ECA2 em células T (e outras células) podem facilitar a infecção e a disseminação viral resultando na manifestação severa de COVID-19. Adicionalmente, genes de citocinas inflamatórias são hipometilados em pacientes com doença inflamatória (Sawalha et al., 2020). Ainda, é importante ressaltar que o estresse oxidativo é capaz de inibir a metilação do DNA em células T via PKC-δ. Assim a COVID-19 pode representar um ciclo vicioso de estresse oxidativo, “burst inflamatório” e desmetilação de DNA, portanto estratégias que previnam pelo menos alguns componenentes desse ciclo podem alterar a susceptibilidade à COVID-19 e o estadiamento da doença.

Resumidamente, os mecanismos de ação da fisiopatologia da infecção respiratória por SARS-COV-2 e os potenciais alvos do extrato aquoso de Achyrocline satureioides são:
· Ação antiviral. Há diferentes evidências demonstrando a atividade antiviral desta espécie, inclusive sobre a protease semelhante à quimiotripsina (3C-like protease, 3CLpro);
· Ação antioxidante. Já foi proposto que a liberação de íons de ferro da hemoglobina tem alto poder oxidativo e levam à hipóxia, provocando lesões pulmonares;

· Ação antioxidante oxidativo e as lesões pulmonares resultantes da hipóxia causada pela liberação de íons de ferro de hemoglobina,
· Ação anti-inflamatória e o “burst” inflamatório na COVID-19;
· Ação imunomodulatória e a linfopenia induzida pela COVID-19;
· A interrelação dos mecanismos acima e o receptor ECA2 - mecanismo de entrada nas células.
Ainda outros achados, como a trombocitopenia grave e a coagulopatia, são associados à COVID-19; e, portanto, para um melhor entendimento da sua relação com a COVID-19 serão considerados no estudo (Fan et al., 2020). 
Portanto, a hipótese do presente projeto é que o uso de Achyrocline satureioides em indivíduos que apresentem infecções respiratórias virais, como pela COVID-19, pode melhorar os sintomas e sinais observados, além de que, é de interesse buscar os mecanismos de ação determinando eficácia. 
A fim de instigar a indústria nacional, o desenvolvimento de um extrato seco, com potencial para medicamento fitoterápico, também é objetivo da proposta. Especificamente, serão avaliados os efeitos do uso de infusão de inflorescências de Achyrocline satureioides sobre desfechos clínicos primários e secundários, a carga viral, teste sorológico, atividade da protease 3CL, conteúdo, genotipagem e análise epigenética do receptor de ECA2, hemograma, coagulograma, níveis de citocinas e imunofenotipagem de linfócitos, além da análise do estado oxidativo, como também parâmetros globais epigenéticos em indivíduos que apresentem infecções respiratórias virais com suspeita de COVID-19; serão correlacionados os desfechos clínicos e laboratoriais; também serão comparados os dados obtidos de pacientes SARS-CoV-2+ e SARS-CoV-2-.
OBJETIVOS
OBJETIVO PRIMÁRIO
Estudar o impacto do uso de Achyrocline satureioides em indivíduos que apresentem infecções respiratórias virais, como pela COVID-19, no desfecho clínico, mecanismos de ação e segurança.
OBJETIVOS SECUNDÁRIOS
· Avaliar o efeito da infusão de inflorescências de Achyrocline satureioides sobre desfechos clínicos primários e secundários em indivíduos que apresentem infecções respiratórias virais com suspeita de COVID-19.

· Avaliar o efeito da infusão de inflorescências de Achyrocline satureioides sobre a carga viral, teste sorológico e atividade da protease 3CL em indivíduos com suspeita de COVID-19.

· Comparar o efeito clínico do extrato aquoso em pacientes SARS-CoV-2+ e SARS-CoV-2-.

· Determinar mecanismos de ação da evolução da infecção e da Achyrocline satureioides, como estado oxidativo, níveis, genotipagem e marcas epigenéticas do receptor viral ECA2, hemograma, coagulograma, inflamação e marcadores epigenéticos.
· Comparar os achados bioquímicos e moleculares de pacientes SARS-CoV-2+ com pacientes SARS-CoV-2-.
· Correlacionar desfechos clínicos e bioquímicos.
Nossa proposta tem como metas: (1) Avaliação dos desfechos clínicos com o uso de inflorescências da espécie com evidências obtidas em ensaios in vitro e in vivo de atividade antiviral. (2) Busca de mecanismos de ação. (3) Geração de conhecimento inovador em ensaio clínico visando validar o uso tradicional de planta medicinal. O projeto também será uma forma de propagar e difundir a ideia da necessidade de uso racional de plantas medicinais. (4) Agregar valor às plantas medicinais e seus produtos. (5) Formação de recursos humanos qualificados. (6) Divulgação de dados científicos e a necessidade de uso racional de plantas medicinais (eficácia, segurança e efetivo controle de produção e de qualidade). 
RELEVÂNCIA DO PROJETO (Relevância social e científica)
A relevância da proposta pode ser estimada pela: (1) formação de recursos humanos, em diferentes níveis com visão crítica, multi e transdisciplinar; (2) redução do tempo para a remissão dos principais sintomas da COVID-19 (ou infecção respiratória induzida por outros tipos de vírus), como febre e tosse, e outros desfechos clínicos, como a necessidade de internação; (3) redução dos gastos do SUS; (4) produção de conhecimento científico e a publicação de artigos em revistas internacionais com bom fator de impacto para as áreas Ciências Biológicas II, Medicina e Ciências Farmacêuticas; (5) validação do uso popular desta espécie; (6) fortalecimento do projeto de startup em fase de delineamento (Parque Científico e Tecnológico/UFRGS) sobre o desenvolvimento de fitoterápicos (M. ilicifolia); (6) embasar a indústria farmacêutica nacional, e toda a cadeia produtiva, desde a produção agrícola.
MÉTODOS
O acesso ao patrimônio genético foi registrado no sistema SisGen (A928BF2). O projeto, após encaminhamento e aprovação pela Comissão de Pesquisa (ICBS/UFRGS), será cadastrado na Plataforma Brasil e encaminhado ao CONEP, conforme Resolução CNS 466, item IX 10, de 12 de dezembro de 2012, garantindo o cumprimento de preceitos éticos, e será iniciado somente após aprovação. 
MATERIAL VEGETAL
MATERIAL VEGETAL - INFLORESCÊNCIAS DE ACHYROCLINE SATUREIOIDES
Considerando a qualidade da matéria-prima, as inflorescências serão fornecidas pela empresa Kampo de Ervas (CNPJ: 08.898.383/0001-79). A Achyrocline satureioides foi obtida pela Kampo de Ervas em Turvo, Paraná, além disso, a produção conta com certificação orgânica emitida pela ECOCERT®. As quantidades de inflorescências de Achyrocline satureioides serão envasadas em embalagens plásticas (4 embalagens de 15g/voluntário) pela mesma empresa. 
As inflorescências serão triadas e avaliadas quanto ao teor de flavonoides de referência na planta, quercetina, luteolina, 3-O-metilquercetina e achyrobichalcona. 
MATERIAL VEGETAL – FRUTOS DE MAÇÃ
O placebo consistirá de infusões de maçã desidratada (Malus domestica Bork), que será disponibilizada e embalada pela Kampo de Ervas (CNPJ: 08.898.383/0001-79), com a mesma apresentação das inflorescências. 

AVALIAÇÃO DO TEOR DE FLAVONOIDES NA MATÉRIA-PRIMA
A matéria-prima será avaliada no que se refere ao teor dos flavonoides de referência na planta, quercetina, luteolina, 3-O-metilquercetina e achyrobichalcona, utilizando o método descrito por De Souza et al., 2002. Este método consiste no emprego de aparelho de cromatografia líquida de alta eficiência, marca Shimadzu, equipado com bomba LC-10AD, injetor automático SIL-10 A e detector UV/vis SPD-10 A controlado pelo programa CLASS LC-10. Será empregada coluna Shim-pack CLC-ODS (M) RP-18, 5 (m, 250 x 4 mmi.d. e, como fase móvel, uma mistura de metanol:ácido fosfórico 0,16 M (53:47 v/v), previamente filtrada por membrana de 0,45 (m (Millipore HVHP) e desgaseificada. O fluxo da fase móvel empregado será de 0,6 mL/min e detecção em 362 nm. A análise dos constituintes fenólicos será realizada utilizando-se na faixa de 1 a 10 (g/mL, empregando-se três curvas analíticas em três diferentes dias. As médias das áreas dos picos correspondentes à quercetina, luteolina, e 3-O-metilquercetina e achyrobichalcona serão plotadas em gráfico em função das concentrações. As equações de reta serão calculadas por meio de regressão linear (Brasil, F.Bras. - 2019). 
PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS.
Para a análise cromatográfica, 500 mg de matéria-prima (triplicata), exatamente pesados, descontando-se a perda por dessecação, serão transferidos para erlenmeyer com tampa esmerilhada e extraídos com 50 mL de acetato de etila, durante 2 horas, em agitador magnético. A dispersão resultante será filtrada e o filtrado recolhido em balão volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com o mesmo solvente. Uma alíquota de 25,0 mL desta solução será evaporada até a secura, o resíduo retomado em metanol e a solução correspondente transferida para balão volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com o mesmo solvente. Alíquotas desta solução (2,0 mL) serão transferidas para balão de 20,0 mL, completando-se o volume com mistura metanol:água (53:47 v/v) respectivamente; cada amostra será analisada em triplicata. As soluções serão filtradas por membrana de 0,45 (m (Millipore HVHP) e 20 (L de cada amostra será injetada no cromatógrafo, em triplicata. As áreas dos picos correspondentes às substâncias analisadas serão quantificadas, sendo a concentração das mesmas, calculadas por meio das curvas analíticas respectivas. 

DESENHO EXPERIMENTAL – ENSAIO CLÍNICO
Trata-se de um estudo clínico randomizado, aberto de 2 semanas, comparando os desfechos observados no grupo experimental (infusão de inflorescências de Achyrocline satureioides) com os observados no grupo placebo (infusão de frutos de maçã). 
Serão considerados elegíveis pacientes com os seguintes critérios: mulheres e homens com sintomas persistentes de COVID-19 em atendimento nas Unidades de Saúde e no Centro de Triagem da COVID-19 do Grupo Hospitalar Conceição em Porto Alegre (RS) e na Unidade Municipal de Triagem (UMT) da COVID-19 do município de Igrejinha (RS) (Anexo A – carta de anuência da Secretaria de Saúde de Igrejinha). Considerando a possibilidade de alteração de gestão, poderá ser atendimento em centro de triagem covid ou correlatos de protocolo de triagem dos casos suspeitos de COVID-19 e/ou avaliação de infecção respiratória viral.

CRITÉRIOS DE INCLUSÃO
Pacientes que preencherem critérios para inclusão no sistema GAL (Gerenciador de Ambiente Laboratorial), maiores de 18 anos com suspeita de infecção pelo coronavírus que apresentam, pelo menos, dois dos sintomas:  febre (temperatura axilar acima de 37,8oC) e/ou  tosse, produtiva ou não produtiva e/ou dispneia e/ou  fadiga. 

CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO
Pacientes que necessitem de atendimento hospitalar e/ou que apresentam intolerância aos compostos testados; pacientes que negarem a disponibilidade em utilizar os chás diariamente; gestantes ou mulheres em idade reprodutiva que não realizem uso de contraceptivo hormonal.
Os pacientes elegíveis serão convidados a participar do projeto e incluídos após esclarecimentos e concordância, assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B)
TAMANHO DA AMOSTRA
Este estudo tem por objetivo avaliar o uso de Achyrocline satureioides em indivíduos que apresentem infecções respiratórias virais. Levando isto em consideração o tamanho amostral foi estipulado baseado no trabalho de Hung et al. (2020). O tamanho amostral foi calculado com o programa para cálculo amostral G Power. Desta forma, para o tamanho da amostra utilizou-se variáveis independentes, duas proporções para hipótese alternativa, considerando o critério de coeficiente de variação. Para tal, foi fixado como o erro α como nível de significância unilateral de 0,05 (α); poder amostral estabelecido em 80% ( Power); taxa de alteração do perfil inflamatório (marcador IL-6)  40%. Sendo assim, como resultado obtivemos um tamanho amostral de 105 indivíduos por grupo. Adicionalmente estimamos uma taxa de desistência de 10% a 15%, serão necessários 120 pacientes para cada grupo.  Este número atende a recomendação da OMS, referindo um mínimo de 100 participantes (WHO, 2020). O tamanho total da amostra será de 240 indivíduos, sendo 120 indivíduos no grupo experimental e 120 no grupo placebo. Ainda, estimando que 30% das infecções respiratórias serão COVID-19; realizaremos as análises estatísticas com estratificação de pacientes SARS-CoV-2+ e SARS-CoV-2-.
RANDOMIZAÇÃO DOS PACIENTES
Os pacientes (n=120/grupo) que participarem do estudo serão randomizados em blocos por Unidade de Saúde. Esta aleatorização será realizada por um pesquisador que utilizará a plataforma virtual (www.randomization.com), que fornecerá uma lista de randomização, contendo a alocação de tratamento no grupo placebo (infusão de frutos de maçã, disponíveis comercialmente) ou no grupo experimental (Achyrocline satureioides) (exemplo de lista em Anexo C). 
Desta forma, cada Unidade de Saúde receberá uma caixa com envelopes contendo o seu respectivo bloco com os tratamentos e questionários, que foram ordenados a partir de uma lista gerada pela plataforma de randomização.
Os envelopes, contendo placebo ou Achyrocline satureioides, serão entregues ao profissional responsável pela dispensação de medicamentos, que distribuirá aos pacientes. Desta forma, será garantido o sigilo de alocação pelo uso de intervenções planejadas, nem os profissionais de saúde e nem os pesquisadores terão conhecimento de qual grupo o paciente foi alocado. Este método de randomização já foi utilizado previamente (Engmanet al., 2009; Papaikonomou et al., 2018). Os códigos gerados pela lista da randomização, acima descritos, estarão no formato de etiquetas autoadesivas que serão coladas nos seguintes materiais: lista de randomização, TCLE, questionários (se o paciente preferir cópia impressa), tubos de coleta contendo as amostras do referido paciente.

INTERVENÇÃO
O número de tomadas (duas vezes ao dia) e a duração de tratamento (14 dias) seguem o regime em estudos clínicos que avaliaram o uso de lopinavir/ritonavir no tratamento de COVID-19. Estes fármacos são conhecidos antivirais, com propriedades inibitórias da protease semelhante à quimiotripsina (3CL protease), um mecanismo de ação descrito para compostos isolados de Achyrocline satureioides, como descrito acima. 

ORIENTAÇÕES DE PREPARO DAS INFUSÕES
As quantidades serão individualizadas com a finalidade de homogeneizar as doses ingeridas com a disponibilidade de uma caneca medidora com marcação para o limite de inflorescências e da quantidade de água (150 mL), com a finalidade de garantir que as infusões sejam preparadas contendo 1,5 gramas de inflorescências para 150 mL de água fervente, conforme descrito no Formulário de Fitoterápicos da Farmacopeia Brasileira para a espécie de interesse, Achyrocline satureioides (Brasil, 2011). Os voluntários do estudo receberam um infográfico com as instruções especificadas no Anexo D.
ESTRATÉGIAS DE MONITORAMENTO
Serão utilizadas estratégias de monitoramento regulares (pelo menos uma vez ao dia) e ativas, acessando os prontuários e utilizando chamadas telefônicas e/ou recursos de internet com o uso de aplicativos. Será utilizado um aplicativo ou se o paciente preferir o questionário impresso será disponibilizado (Anexo E). O aplicativo servirá como uma ferramenta de controle/avaliação dos pacientes. Será explicado aos participantes que estes deverão informar via aplicativo ou telefone o dia em que os sintomas cessarem, para que então se possa agendar uma das coletas. 
DESFECHOS 
Desfechos clínicos serão avaliados com o uso de questionários semiestruturados e de acesso ao prontuário, como descrito abaixo. Serão avaliados: Febre (temperatura axilar em graus Celsius, aferida com termômetro preferencialmente na hora que o aplicativo acionar; se houve(ram) evento(s) febril(is); calafrios ou suor noturno);

Tosse  (frequência estimada; intensidade (de 0 a 10); tosse seca ou produtiva; relação com decúbito; período do dia em que a intensidade é maior; crise intensa ou moderadas; tosse associada a comer ou a beber; Dispneia: dificuldade para respirar; “falta de ar”; “respiração curta”; Dores: cefaleia, sintomas de faringite; sintomas de sinusite; otalgia; dor torácica; dor abdominal; Diarreia: frequência; Hábitos alimentares: apetite 

Desfechos primários: remissão de sintomas clínicos, febre (temperatura axilar acima de 37,5°C) e sintoma respiratório (frequência e intensidade de tosse), acompanhamento diário. 

Desfechos secundários: determinados no início (1° dia de atendimento), no fim do tratamento (14° dia), e ainda quando os sintomas cessarem: Detecção do SARS-CoV-2, atividade da protease semelhante à quimiotripsina (3CL protease), pneumonia, necessidade de internação, condições de internação, desfechos duros, Escala Ordinal de Melhora Clínica (“Ordinal Scale for ClinicalImprovement”, OSCI). Também será avaliado como desfechos secundários o conteúdo, genotipagem e análise epigenética do receptor de ECA2, imunofenotipagem, hemograma, coagulograma, análise do estado inflamatório e oxidativo, e também parâmetros globais epigenéticos.  

Avaliações Prontuários

Nos prontuários, serão consideradas comorbidades apontadas pela equipe de saúde, além de sinais e sintomas de infecção respiratória:

a) Assintomática (possui a carga viral, porém não possui sintomas)

b) Presença de infecções do trato respiratório superior (ITRI), como rinite, faringite ou febre e mialgia de baixo grau isoladas

c) Presença de infecções do trato respiratório inferior (ITRI), como sintomas de pneumonia ou bronquite (e exames de imagem) 

d) Necessidade de internação

e) Tempo de internação

f) Necessidade de terapia intensiva

g) Mortalidade 

A Escala Ordinal de Melhora Clínica (“Ordinal Scale for Clinical Improvement (OSCI) será determinada no início no fim do tratamento.

	Estado do paciente
	Descritor
	Pontuação

	Sem infecção
	Não há evidencia clinica ou viral de infecção
	0

	Ambulatorial
	Não apresenta limitação para realizar atividades
	1

	
	Apresenta limitação para realizar atividades
	2

	Hospitalizado

Doença leve
	Hospitalizado sem uso de oxigenoterapia
	3

	
	Oxigenoterapia por máscara ou óculos nasal
	4

	Hospitalizado

Doença grave
	Ventilação mecânica não invasiva ou oxigenoterapia de alto fluxo
	5

	
	Intubação e ventilação mecânica
	6

	
	Ventilação mecânica + suporte adicional para algum outro órgão (ECMO; terapia renal; vasopressores, etc)
	7

	Morte
	Morte
	8


Fonte: World Health Organization, 2020
Escala: reflete uma faixa de não infectado a morto, onde 0 é "nenhuma evidência clínica ou virológica de infecção", 1 é "nenhuma limitação de atividades", 2 é "limitação de atividades", 3 é "hospitalizado, sem oxigenoterapia", 4 é "oxigênio por máscara ou óculos nasal", 5 é "ventilação não invasiva ou oxigênio de alto fluxo", 6 é "intubação e ventilação mecânica", 7 é "ventilação + suporte de órgão adicional - pressores, TRS (terapia de substituição renal) ), ECMO (oxigenação por membrana extracorpórea) "e 8 é" morte ".

Para uma melhor caracterização do efeito farmacológico, buscaremos os mecanismos de ação da evolução da infecção e do extrato aquoso de Achyrocline satureioides, envolvendo ensaios de estado oxidativo, avaliação do conteúdo, genotipagem e também epigenética do receptor de ECA2, hemograma, coagulograma, níveis de citocinas, imunofenotipagem de linfócitos e ainda parâmetros globais epigenéticos. 
COLETA DE AMOSTRAS
As amostras serão coletadas no serviço da Unidade de Saúde, conforme orientações para coleta e transporte de secreção respiratória do Laboratório Central de Saúde Pública (LACEN/RS). A coleta deverá ser realizada por profissional treinado, enfermeiro ou biomédico, seguindo as orientações técnicas do LACEN/RS. Antes da coleta os suabes e tubos para coleta serão identificados com as iniciais e nome do paciente, município, data de coleta, natureza da amostra. A coleta das amostras obedecerá aos protocolos estabelecidos e demonstrados nos fluxogramas de execução do projeto, no Anexo F. Ao total serão 3 coletas, duas referem-se ao início e término do tratamento, e a terceira coleta deverá ser realizada no momento em que os sintomas cessarem. Conforme já descrito, os participantes serão instruídos a informar, via aplicativo ou telefone, o momento em que não apresentarem mais sintomas, e então será agendada a coleta. Destacamos que caso os sintomas não cessem serão realizadas apenas as 2 coletas referentes ao início e término do tratamento.  
Serão coletadas as seguintes amostras no serviço da Unidade de Saúde, em uma sala de procedimentos destinada nas Unidade de Saúde:
- suabes nasofaríngeos: no 1° dia de atendimento na US, para detecção do SARS-CoV-2 e atividade da protease semelhante à quimiotripsina (3CL protease). Os suabes utilizados serão devem ser de Rayon e estéreis. O objetivo do suabe nasofaríngeo é colher um esfregaço de células e não secreção nasal. O profissional irá introduzir o suabe na cavidade nasal (cerca de 5 cm), direcionando-o para cima (direção dos olhos), com uma angulação de 30 a 45° em relação ao lábio superior. Após a introdução, esfregar o coletor com movimentos circulares delicados, pressionando-o contra a parede lateral do nariz (em direção à orelha do paciente). Após a coleta o profissional irá introduzi-lo, imediatamente, no tubo com solução fisiológica. Colher suabe nas duas narinas (um suabe para cada narina). Após a coleta, o material será embalado individualmente em sacos plásticos com zip, permanecendo em geladeira (2 a 8°C) até o envio para análise virológica no período máximo de 72 horas. Na impossibilidade de envio dentro desse período, será recomendado congelar as amostras a -80°C até o envio.
O transporte do suabe nasofaríngeo deve ser realizado com gelo reciclável em caixa de isopor fechada com fita crepe contendo somente as amostras para pesquisa de Coronavírus/Influenza. A caixa será identificada como Coronavírus/INFLUENZA; as fichas de identificação do material serão afixadas por fora da caixa. Os profissionais da equipe de pesquisa irão direcionar o transporte destas amostras ao ICBS/UFRGS, de acordo com a rotina da US, onde este material será processado para detecção viral.  

- suabe da língua:  serão coletados na US no 1° dia de atendimento e no fim do tratamento (14° dia), podendo haver uma terceira coleta referente a data em que o paciente não apresentará mais sintomas. Serão destinados para análise do conteúdo do receptor de ECA2. O procedimento de coleta em raspado de mucosa lingual (suabe), será feito por profissional habilitado da equipe de pesquisa, enfermeiro ou biomédico, mediante o uso de EPI. Após o suabe será armazenado em salina estéril para transporte.
- saliva: Todos os procedimentos de coleta de saliva serão realizados por profissional capacitado, enfermeiro ou biomédico, da equipe de pesquisa. Para a estimulação da salivação será utilizado um suabe, por aproximadamente 30 segundos, que será coletada em frascos apropriados (Salivette®). Serão coletados na US no 1° dia de atendimento e no fim do tratamento (14° dia), podendo haver uma terceira coleta referente a data em que o paciente não apresentará mais sintomas
Após coletar a amostra, o tubo Salivette® será identificado e as amostras serão embaladas individualmente em sacos plásticos com zip, permanecendo em geladeira (2 a 8°C) até o transporte. 

- sangue total: serão coletados 4 tubos contendo EDTA (4 ml/cada) no 1º dia de atendimento na US e no fim do tratamento (14° dia), podendo haver uma terceira coleta referente a data em que o paciente não apresentará mais sintomas, para realização dos demais ensaios.  A coleta será realizada por profissional habilitado, da equipe de pesquisa, enfermeiro ou biomédico. A coleta será realizada no braço dos voluntários (região antecubital), utilizando sistema de coleta a vácuo, onde serão coletados 4 tubos com aditivo EDTA, antes e após a intervenção, totalizando duas coletas ao final do estudo. Serão oferecidas as informações referentes a cuidados pós coleta tendo por objetivo evitar hematomas pós coleta.

As amostras de suabe da língua, saliva e sangue total serão embalados individualmente em sacos plásticos com zip, permanecendo em geladeira (2 a 8°C), no máximo por 72 horas, até o transporte. O transporte deste material será realizado com gelo reciclável em caixa de isopor fechada com fita crepe contendo somente as amostras coletadas. A caixa será identificada como Coronavírus/INFLUENZA; as fichas de identificação do material serão afixadas fora da caixa. Os profissionais da equipe de pesquisa irão fazer a coleta e o transporte destas amostras ao ICBS/UFRGS, onde este material será processado para armazenamento e posterior análise.  As amostras serão assim transportadas das US até o Departamento de Farmacologia no Instituto de Ciências Básicas da Saúde da UFRGS (ICBS-UFRGS) onde este material será processado para armazenamento e posterior análise.
ANÁLISES MOLECULARES E BIOQUÍMICAS
As análises moleculares e bioquímicas serão realizadas em laboratórios do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS). Os laboratórios do ICBS possuem infraestrutura disponível e adequada, especificamente capelas tipo NB2 para manipulação segura das amostras. Considerando que o Instituto está realizando detecção do SARS-CoV-2 em parceria com o LACEN/RS. 
Detecção do SARS-CoV-2
Será detectado com kit específico envolvendo qRT-PCR (EpiGentek). A detecção do coronavírus possibilitará o diagnóstico e acompanhamento da evolução da infecção. Será coletado suabe nasofaríngeo (To et al., 2020) no 1° dia de atendimento. Ainda, amostras de saliva serão coletadas antes e após o tratamento, podendo haver uma terceira coleta quando os sintomas cessarem. As amostras serão submetidas à extração de RNA e processadas após a coleta ou estocadas a -80°C até seu processamento. 
Determinação dos níveis do receptor da Enzima Conversora da Angiotensina (ECA) 2 

Será realizada a determinação dos níveis do receptor de ECA2 em células epiteliais da língua dos voluntários, uma vez que estas células são ricas deste receptor. As amostras do suabe lingual serão incubadas com PBS e 0.5% Triton X-100 a temperatura ambiente (15-30 min) para inativação do vírus, e eluição das amostras (Patterson et al., 2020). As amostras de tecido lingual serão centrifugadas (250 × g/10 min) e então os pellets serão armazenados a -80°C (Hobbs et al., 2009) até a determinação do conteúdo através da técnica de Western Blot. A manipulação das amostras de suabe de língua será realizada em capela NB2. 

Atividade da protease semelhante à quimiotripsina (3CL protease)

Será avaliada a atividade desta protease na saliva dos voluntários. Para este ensaio será utilizado um substrato (Dabcyl-KTSAVLQSGFRKME-Edans), cuja clivagem pela protease é monitorada em fluorímetro.

Processamento do sangue total

Após a coleta, o sangue total será processado para obtenção da camada de células polimorfonucleares (PMN), plasma e eritrócitos. A separação das células PMN será realizada por gradiente de densidade utilizando o reagente Ficoll. Após a separação e centrifugação será possível coletar as células PMN, plasma e eritrócitos, que serão armazenados a -80°C até as análises. Um tubo de sangue será reservado exclusivamente para realização do hemograma e coagulograma. 

Teste sorológico
Para complementar o diagnóstico inicial e também com intuito de fazer um acompanhamento dos voluntários ao final do tratamento será realizado o teste sorológico para detecção do SARS-CoV-2. A detecção de anticorpo específico contra SARS-CoV-2 será realizada no plasma dos indivíduos através de kit de ELISA disponível comercialmente (SARS-CoV-2 Spike Protein Serological IgG; Cell Signaling Technology) seguindo as normas do fabricante. 
Análise de estresse oxidativo
Determinação de espécies reativas totais: A concentração de radicais livres dos eritrócitos será detectada pelo protocolo de Lebel (1992) que utiliza o reagente 2’-7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) por espectrofotômetro de fluorescência (Perkin EImer).

Superóxido dismutase (SOD): Este ensaio baseia-se na capacidade de inibição da auto-oxidação do pirogalol pela SOD presente na amostra. Será utilizada uma solução tampão (Tris-base na concentração de 50 mM; EDTA a 1mM, e HCl para atingir o pH 8,2), pirogalol 24mM (em ácido clorídrico a 10mM) e catalase a 30μM. Para que os valores de inibição, dados em percentagem, sejam transformados em unidade de SOD, será utilizado um fator de calibração. O resultado será expresso em unidade de SOD por mg de proteína (Marklund 1985). Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidação do detector.

Catalase (CAT): De acordo com a técnica de Aebi (1984), aos eritrócitos, adiciona-se peróxido de hidrogênio e lê-se imediatamente em espectrofotômetro a 240 nm. A atividade da enzima CAT é diretamente proporcional à taxa de decomposição do peróxido de hidrogênio, obedecendo a uma cinética de pseudo-primeira ordem. Os resultados serão expressos em picomol/min.mg de proteína.

Glutationa peroxidase (GPx): A enzima GPx catalisa a reação de hidroperóxidos com a glutationa reduzida (GSH). A atividade da GPx será determinada medindo-se o consumo de NADPH na reação de redução da glutationa oxidada (GSSG) à GSH. Será observada a diminuição de absorbância do NADPH a 340nm. Os resultados serão expressos em nmoles por minuto por mg de proteína (Flohe, Gunzler 1984).
Determinação da glutationa total (GSH) e reduzida (GSH): Para determinar a glutationa total, os eritrócitos serão desproteinizados com ácido perclórico2 mol/L e centrifugado por 10 minutos a 1000 X g. O sobrenadante será neutralizado com hidróxido de potássio 2 mol/L. O meio de reação conterá tampão fosfato 100mmol/L (pH 7,2), ácido nicotinamida dinucleotídeo fosfato (NADPH) 2 mmol/L, glutationaredutase 0,2 U/mL, ácido ditionitrobenzóico 70 μmol/L. Na determinação da glutationa reduzida, o sobrenadante neutralizado reagirá com ácido ditionitrobenzóico 70 μmol/L e será lido no espectrofotômetro a 420nm (Akerboom, Sies 1989).

Perfil inflamatório
As citocinas pró- e anti-inflamatórias, como IL-6, IL-1β, IL-10, TNF-α, além da Proteína C Reativa serão dosadas no plasma dos indivíduos pelo método de ELISA captura seguindo as especificações do fabricante (Enzo Life Sciences). As leituras serão realizadas em leitor de ELISA (SPECTRAMAX 190) a 450 nm. A concentração será calculada através de curva-padrão obtida com diferentes concentrações da citocina recombinante.
Imunofenotipagem 

O conteúdo de linfócitos do sangue será avaliado por citometria de fluxo. Os tecidos serão preparados conforme Johnson e colaboradores (2005, 2008). Os linfócitos isolados serão marcados com combinações de CD45 (marcador genérico de leucócito), CD4, CD8a, NK1.1, CD4 e CD11b (BD Bioscience, San Jose, CA, U.S.A.) usando o citômetro BD Accuri C6.

Hemograma e coagulograma 

Os parâmetros hematológicos serão avaliados por aparelho automatizado no setor de hematologia em laboratório contratado. A partir do sangue total coletado serão avaliados os seguintes parâmetros: leucócitos totais (WBC), neutrófilos totais (NEU#) & neutrófilos percentual (NEU%). Linfócitos totais (LYM#) & linfócitos percentual  (LYM%), monócitos totais (MON#) & monócitos percentual (MON%), eosinófilos totais (EOS#) & eosinófilos percentual (EOS%), basófilo total (BAS#) & basófilo percentual (BAS%), número de linfócitos atípicos (ALY#) e percentual de linfócitos atípicos (ALY%), números de Células grandes e imaturas (LIC#) e percentual de Células grandes e imaturas (LIC%*), número de hemácias (RBC), dosagem de hemoglobina (HGB), dosagem do hematócrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV), Hemoglobina corpuscular média (MCH), MCHC (Concentração de hemoglobina corpuscular média), Red Cell Distribution Width (RDW), plaquetas (PLT), volume plaquetário (MPV), plaquetócrito (PCT*) e amplitude de variação do tamanho das plaquetas (PDW*). Todos estes parâmetros serão avaliados pelo equipamento de hematologia Pentra 80 XL. Este aparelho utiliza os princípios de citoquímica, impedância (medição do volume real da célula) e ótica (análise da estrutura celular interna medindo a absorbância da luz).
Para os parâmetros de coagulação, tempo de tromboplastina (TP) e os fatores de coagulação II, V, VII e X, será utilizado o equipamento de coagulação semi-automatizado Clotimer. Este aparelho possui um sistema de detecção de ótica extremamente sensível. Utilizando o reagente Thromborel® mede-se o tempo que decorre até à formação do coágulo de fibrina. Para avaliação do tempo parcial ativado de Tromboplastina (APTT) e procedimentos de coagulação relacionados o Actin FSL será utilizado. O processo de coagulação é desencadeado com a adição de íons de cálcio e medido o tempo que decorre até à formação do coágulo de fibrina.
Análise Epigenética
Os níveis de metilação e acetilação do receptor de ECA2, bem como sua genotipagem serão realizados a partir das amostras de saliva dos participantes. Além disso, os conteúdos das enzimas DNA metiltransferases, níveis de metilação global (5-mC e 5-hmC), acetilação e metilação de histonas serão determinados no plasma e leucócitos obtidos. Serão utilizados kits disponíveis comercialmente (EpiQuik®), e as instruções do fabricante serão obedecidas. Para quantificação dos níveis de metilação global o DNA será isolado pelo método de fenol/clorofórmio com reagente Trizol (Life Technologies), de acordo com as instruções (Da Silveira et al., 2017; Spindler et al., 2019).  
DAS REAÇÕES ADVERSAS
A fim de garantir o relato de reações adversas, caso o paciente que estiver participando do estudo apresentar qualquer tipo de reação adversa, ou apresentar outro problema de saúde que não está relacionado ao tratamento, o mesmo será avaliado por um médico e poderá ser dispensado do estudo. A equipe de saúde deverá contatar, imediatamente, a coordenação do projeto, a fim de avaliar a necessidade de interrupção do estudo. Todas as reações adversas, inclusive as não graves, serão acompanhadas e monitoradas pela equipe médica e do projeto. O contato junto aos participantes será diário por meio do aplicativo ou do questionário, e nesses contatos serão questionados sobre possíveis efeitos adversos. No caso de ocorrer uma reação adversa grave, o responsável pelo ensaio clínico notificará a ANVISA via Formulário de Notificação de Eventos Adversos Graves em Ensaios Clínicos disponível no Portal Eletrônico da Anvisa, juntamente com a equipe a reação adversa será classificada de acordo com o Sistema WHO-UMC para avaliação padronizada de causalidade (WHO-UMC – The WHO Uppsala Monitoring Centre).

Os pacientes serão informados que ao apresentarem reações adversas devem procurar atendimento imediato em Unidade de Saúde, ainda estará disponível um número de telefone para chamadas a cobrar (gratuitas) para esclarecimentos e tomadas de medidas.
ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os resultados serão submetidos a uma análise de homogeneidade para determinar a análise estatística a ser realizada. Para dados não paramétricos será utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn ou Wilcoxon. Os paramétricos serão analisados por ANOVA seguido pelo post hoc de Duncan quando necessário. Medidas binárias serão avaliadas pelo Teste Exato de Fischer. As variáveis categóricas nominais serão avaliadas com o uso do teste do Qui-quadrado (χ2). Também coeficiente de correlação linear de Pearson ou o de Spearman serão utilizados. Para tanto, será utilizado o programa estatístico SPSS (Statistical Package for the Social Science), versão 20.0, adotando-se nível de significância P < 0,05.  Considerando que em condições ideais todos os pacientes incluídos deveriam ser considerados, mas que podem ocorrer violações significativas, como a pouca adesão ao tratamento, a análise dos resultados ocorrerá seguindo o princípio “intention-to-treat”, no português “intenção-de-tratar” (ITT), que inclui todos os pacientes, e o princípio “per-protocol” (PP), analisando os pacientes que concluíram o tratamento. Ainda, a análise será realizada considerada a estratificação de pacientes SARS-CoV-2+ e SARS-CoV-2-.

BOAS PRÁTICAS CLÍNICAS
Para garantia de qualidade das plantas medicinais além da análise em Cromatografia em Camada Delgada (CCD) serão respeitadas determinações da RDC10- ANVISA que recomenda avaliação de características organolépticas; granulometria; teor de cinzas totais; teor de umidade; contaminantes macroscópicos; teste limite para metais pesados; contaminantes microbiológicos: presença de bactérias aeróbicas, fungos, Escherichia coli e outras enterobactérias, salmonela e aflatoxinas.
Todos os esforços estão sendo realizados para garantia de que os dados e os resultados relatados terão credibilidade e precisão, e que os direitos, a integridade e o sigilo dos participantes do ensaio clínico estão protegidos, de acordo com as diretrizes de BPC dispostas no Documento das Américas e Manual de Boas Práticas Clínicas da Conferência Internacional de Harmonização. Além do exposto no corpo do projeto, seremos responsáveis pela contabilização dos produtos utilizados nas Unidades de Saúde (inflorescências da Achyrocline satureioides e da maça desidratada, Malus domestica Bork) e pelos registros de recebimento e de entrega dos chás. Serão registradas todas as informações, desde os dados fornecidos pelo fornecedor das inflorescências embaladas até os registros das coletas de amostras e questionários para o controle a fim de manter o bom andamento do projeto.

BOAS PRÁTICAS DE LABORATÓRIO
A manipulação de amostras, neste projeto, tanto na coleta quanto na realização dos ensaios no laboratório, requer o uso de equipamentos de proteção individual (EPIs). Para o procedimento de coleta de suabes (nasofaríngeo e de língua), coleta de saliva e sangue e uso do material no laboratório devem ser seguidos as recomendações da Organização Mundial de Saúde (OMS) de acordo com a tabela “TIPOS RECOMENDADOS DE EQUIPAMENTOS DE PROTEÇÃO INDIVIDUAL NO CONTEXTO DO COVID-19, DE ACORDO COM O TIPO DE AMBIENTE, PESSOA ALVO E TIPO DE ATIVIDADE”. Para a coleta de suabes (nasofaríngeo e de língua) e coleta de saliva e sangue, as instruções referentes ao “Cuidado direto com o paciente” serão seguidas, material: máscara cirúrgica, capote, luvas e proteção ocular (óculos ou máscara facial). No laboratório as instruções referentes à “Manipulação de amostras respiratórias” serão obedecidas, material: máscara cirúrgica, capote, luvas e proteção ocular (óculos ou máscara facial). As amostras serão ser manuseadas com material de proteção máxima em cabine de segurança máxima nível 3. Este laboratório está sendo montado no novo prédio do Instituto de Ciências Básicas da Saúde.
DESCARTE DE RESÍDUOS
Conforme a orientação técnica da ANVISA específica para infecção por SARS-CoV-2 (NOTA TÉCNICA GVIMS/GGTES/ANVISA Nº 04/2020), os resíduos infectados devem ser acondicionados, em sacos vermelhos, que devem ser substituídos quando atingirem 2/3 de sua capacidade ou pelo menos 1 vez a cada 48 horas, independentemente do volume e identificados pelo símbolo de substância infectante. Os sacos devem estar contidos em recipientes de material lavável, resistente à punctura, ruptura, vazamento e tombamento, com tampa provida de sistema de abertura sem contato manual, com cantos arredondados. Estes resíduos devem ser tratados antes da disposição final ambientalmente adequada.

O descarte dos resíduos não tóxicos ou infectados será realizado no esgoto comum. Os resíduos químicos derivados dos experimentos serão acondicionados em frascos e encaminhados ao Centro de Gestão e Tratamento de Resíduos Químicos da UFRGS para o procedimento correto de descarte.
ASPECTOS ÉTICOS
O presente projeto será encaminhado à Comissão de Pesquisa do ICBS/UFRGS, cadastrado no Sistema da Plataforma Brasil, segundo orientações a Resolução número 466, IX 10, enviado ao CONEP. Os participantes deste estudo serão voluntários e poderão desistir de participar a qualquer momento. Apenas participarão os indivíduos que assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os riscos em consequência desta pesquisa são moderados. Os dados de todos os voluntários da pesquisa permanecerão sob sigilo sendo utilizados apenas para fins científicos. Todo o material utilizado no estudo será armazenado por dez anos após a data final da pesquisa e um relatório referente ao estudo clínico será enviado ao comitê de pesquisa. 
RISCOS E BENEFÍCIOS
Dentre os possíveis benefícios do estudo está contribuir no enfrentamento as complicações geradas pelo novo coronavírus, e paralelamente poder gerar conhecimento inovador, além de propagar e difundir a ideia da necessidade de uso racional de plantas medicinais e agregando valor às plantas medicinais e seus produtos. 

O risco deste estudo é moderado, pois existe a probabilidade de hematomas na região de coleta sanguínea, bem como possíveis reações pelo da infusão. Os participantes envolvidos no estudo terão todo o suporte de profissionais treinados, biomédicos, enfermeiros e fisioterapeutas, em qualquer intercorrência. A análise da gestão de risco está detalhada no Anexo G.
CRONOGRAMA

	Metas
	Duração 
	Início das Atividades

	Submissão à avaliação ética e sanitária
	2 mês
	Dezembro de 2020

	Obtenção do material vegetal
	1 semana
	Dezembro de 2020

	Preparo das embalagens padronizadas
	1 mês
	Dezembro de 2020

	Caracterização da planta seca e do extrato seco
	12 meses
	Janeiro de 2021

	Treinamento com a equipe de saúde das US
	2 meses 
	Fevereiro de 2020

	Ensaio clínico (Coleta de dados, questionários e amostras)
	1 ano e 6 meses
	Fevereiro de 2021

	Análise desfechos clínicos
	1 ano e 6 meses 
	Fevereiro de 2021

	Ensaios moleculares
	1 ano e 6 meses
	Fevereiro de 2021

	Ensaios bioquímicos
	1 ano e 6 meses
	Fevereiro de 2021

	Análise estatística
	1 ano e 9 meses
	Abril de 2021

	Estudo tecnológico
	20 meses 
	Dezembro de 2021

	Elaboração de relatórios
	6 meses 
	Janeiro de 2023

	Elaboração de artigos científicos
	1 ano
	Julho de 2022 

	Divulgação sobre os resultados do projeto e sobre uso racional de plantas medicinais
	3 anos
	Janeiro de 2021


ORÇAMENTO

O orçamento previsto para este projeto será custeado por recurso obtido no Programa Estratégico Emergencial de Prevenção e Combate a Surtos, Endemias, Epidemias e Pandemias (CAPES EPIDEMIAS) pela professora pesquisadora responsável pelo projeto.
	Estratégia etnofarmacológica no manejo de infecções respiratórias virais, como na COVID-19: eficácia e segurança

	Orçamento - Custeio

	Material para Estudo Fitoquímico e Tecnológico 
	R$ 5.000,00

	Matéria Vegetal e Embalagem  (Kampo Ervas)
	R$ 8.000,00

	Detecção SARS-CoV-2 (RT-PCR)
	Parceria ICBS/UFRGS

	Micropipetas 
	R$ 3.000,00

	Hemograma e Coagulograma
	R$ 3.000,00

	Anticorpo Receptor Enzima Conversora da Angiotensina (ECA) 2 
	R$ 3.000,00

	Kit Sorológico detecção SARS-Cov-2
	R$ 20.000,00

	Kits para análise imunofenotípica por citometria de fluxo 
	R$ 16.000,00

	Kits Epigenética
	R$ 15.000,00

	Glutationa
	Contrapartida equipe pesquisa

	NADPH
	

	Glutationa redutase
	

	2’-7’-diclorofluoresceina diacetato
	

	Ácido ditionitrobenzóico
	

	Kit superóxido dismutase
	

	Luva de procedimento nitrílica
	R$ 3.000,00

	Máscara descartável
	R$ 5.000,00

	Máscara Facial Face Shield Protetora Anti-cuspir Respingos
	R$ 2.300,00

	Coletor de materiais perfurocortante amarelo
	R$ 100,00

	Swab estéril cx c/100 uni
	R$ 1.000,00

	Tubo polipropileno médio c/ 100 uni
	R$ 500,00

	Tampa Kimble autoclavável
	R$ 700,00

	Copos plásticos descartável
	R$ 200,00

	Frasco Salivette®
	R$ 1.275,00

	Caixa de isopor
	R$ 48,00

	Gelo reciclável
	R$ 77,00

	Seringas
	R$ 2.000,00

	Tubos de EDTA à vácuo
	R$ 4.000,00

	Microtubos (1,5mL)
	R$ 1.300,00

	Ponteiras (10µL, 200µL, 1000µL)
	R$ 2.000,00

	Material Escritório
	R$ 2.000,00

	TOTAL
	R$ 98.500,00
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Anexo A
Carta anuência USs – Igrejinha/RS
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ANEXO B

ANEXO B-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

Dados de identificação do participante (paciente)
Nome do participante: __________________________________________

Data de nascimento: __/__/__   R.G.:  __________________________________________

Endereço: __________________________________________ Cidade: ________________

CEP: ________________ Telefone: (      ) ________________
Você está sendo convidado (a) para participar como voluntário (a) de um projeto de pesquisa. Vamos usar um conjunto de procedimentos aceitos pela ciência para avaliar a evolução da infecção respiratória, assim esperamos aumentar o conhecimento científico. Estas descobertas podem não trazer benefícios diretos ao participante da pesquisa, contudo podem no futuro ser úteis para muitas pessoas, já que os chás são utilizados pela população e se houver conhecimento científico sério poderão ser considerados até com indicação por um médico.
Para decidir se aceita ou não participar deste projeto, leia cuidadosamente as informações abaixo sobre os procedimentos, benefícios e riscos, tendo qualquer dúvida, pergunte. Após compreender o projeto de pesquisa e havendo seu interesse em participar, será solicitada a sua rubrica (iniciais do seu nome) em todas as páginas e a assinatura na última página deste documento em duas vias. Uma via ficará com você e a outra com o pesquisador responsável, que será arquivada. 
Dados sobre o projeto de pesquisa
1. Nome do projeto: “Estratégia etnofarmacológica no manejo de infecções respiratórias virais, como na COVID-19: eficácia e segurança”
Pesquisadora Responsável: Profa. Ionara Rodrigues Siqueira - Professora do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)  

O nosso grupo de pesquisa tem o objetivo de estudar plantas, neste trabalho, chás de plantas ricas em compostos chamados polifenóis ou compostos fenólicos, para responder à comunidade se podem ser ajudar no tratamento de infecções respiratórias causadas por vírus.  Vamos avaliar o efeito dos chás de plantas ricas em compostos chamados polifenóis ou compostos fenólicos, de maçã desidratada e macela (ou marcela), sobre sintomas de infecção respiratória induzidos pelos vírus e vamos estudar qual ação pode estar ocorrendo no organismo.

2. Consideramos que o risco da pesquisa é moderado, pois há um desconforto na coleta das amostras (nasal, saliva e sangue) mas os chás são utilizados amplamente pela população, de maçã desidratada e macela (ou marcela), e não há descrição de que são tóxicos na literatura científica. 
3. O projeto terá uma duração para você de duas semanas e uma duração total para os pesquisadores de, no mínimo, três anos.

4. O(s) senhor(a) teve diagnóstico de infecção respiratória viral. Vários vírus podem induzir essas infecções, como o vírus da gripe, o do resfriado e o novo coronavírus da COVID-19. Vamos usar o resultado de detecção do coronavírus para comparar o efeito dos chás em pacientes que apresentarem com os que não apresentarem o coronavírus nas suas amostras. Também com um tipo de cotonete, será coletado o material da sua língua para avaliar uma proteína que temos em várias células do corpo, e que, conforme artigos científicos, é usada para o coronavírus entrar nas células. Ainda, precisaremos de sua saliva e sangue no primeiro dia, no dia em que os sintomas cessarem e após as duas semanas de uso dos chás para estudarmos os mecanismos que podem estar acontecendo tanto da infecção quanto dos chás. Para acompanharmos os sintomas, precisaremos que você responda hoje algumas perguntas e também diariamente como você está (por exemplo, temperatura corporal, febre, tosse, dor) com o uso de um aplicativo no celular ou com um questionário impresso. Você poderá escolher o que for mais cômodo. Neste aplicativo ou por telefone você deverá informar a equipe de pesquisadores que os sintomas cessaram para que possamos agendar as coletas.
5. Você terá a coleta de material, por um enfermeiro da Unidade de Saúde para a rotina (você já faria esse teste) do seu diagnóstico, onde as amostras são coletadas utilizando um tipo de cotonete (chamado de suabe) da sua nasofaringe (nariz) e da orofaringe (garganta), que é indolor, mas pode ser um pouco incômodo. Também com outro tipo de cotonete, um profissional da equipe de pesquisa – enfermeiro ou biomédico - coletará material da sua língua como uma raspadinha para tirar células superficiais e coletará uma amostra de sua saliva. Para a coleta da saliva, você cuspirá num frasco que será fornecido. Ainda, se você aceitar participar deste estudo, será coletado sangue, de forma igual às coletas para outros exames de rotina, chamada punção venosa para coleta de 16 mL (cerca de 1 colher de sopa) de sangue, o que pode causar incômodo, dor, sangramento, hematoma e, em casos mais raros, infecção. 

6. Ainda poderá ser incômodo responder diariamente o questionário, o que tomará seu tempo entre 5-10 minutos, mas lembre-se que será determinante para analisarmos cientificamente os resultados. Ainda o preparo, duas vezes ao dia durante 14 dias, dos chás poderá ser incômodo.
7. Caso tenha alguma dúvida ou para qualquer contato urgente sobre o uso dos chás que necessite fazer, poderá telefonar gratuitamente ou enviar mensagem de texto para o número (a definir) e/ou se dirigir a sua Unidade de Saúde.

8. No momento, não temos dados disponíveis sobre a ação dessas plantas em pessoas, assim existe a possibilidade de que não haja benefício direto para o(a) senhor(a). Também por isso precisamos da sua colaboração e para isso solicitamos que durante o período de tratamento não faça uso de outros chás, além dos fornecidos pela equipe de pesquisa. O estudo precisa avaliar um grande número de pessoas para concluir a ação benéfica ou não, o que pode demorar muitos anos. 

9. Ao final da pesquisa, as respostas/os questionários físicos ou pelo Aplicativo serão mantidos em arquivo e as amostras que restarem serão mantidas congeladas por pelo menos 5 anos e se você concordar poderemos utilizar para novas avaliações sobre o efeito do tratamento. Se você concordar com o armazenamento, conforme Resolução CNS 441/2011, novos objetivos deverão ser analisados por um Comitê de Ética em Pesquisa e o você poderá ser contatado para consentir novamente.
10. Como descrito acima, sua participação é essencial para o estudo. Assim, faça um X se você concordar com os itens abaixo:

(   ) Aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para investigações futuras.

(   ) Aceito que os pesquisadores olhem o prontuário e/ou questionem a equipe de saúde.

11. O(a) senhor(a) é livre para decidir por participar ou não do estudo, e sua recusa não implicará em prejuízo a seu atendimento na Unidade de Saúde. Deixamos claro que a qualquer momento você poderá desistir de participar da pesquisa e retirar seu consentimento sem qualquer prejuízo. Não haverá despesa para sua participação neste projeto. O senhor receberá uma via deste termo de consentimento, sendo que a qualquer momento o seu consentimento em participar deste estudo poderá ser retirado. Todas as informações obtidas estarão à sua disposição se assim desejar.

12. As informações coletadas neste estudo serão publicadas com finalidade científica de forma anônima, ou seja, sem divulgação de nomes ou outra forma de identificação das pessoas envolvidas. As informações coletadas serão divulgadas em conjunto, a fim de garantir o sigilo, impedindo a sua identificação. Todos os formulários receberão códigos, sem registro do nome do participante, sendo as informações guardadas sob a responsabilidade do pesquisador principal.
Eu,
____________________________________________________________, fui informado(a) dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada, bem como o uso dos chás, responder a questionários e do procedimento de coleta de amostras a que serei submetido(a). Recebi uma via deste termo de consentimento bem como a garantia de resposta a dúvidas ou esclarecimentos relacionados à pesquisa e da segurança da confidencialidade dos dados obtidos.

Local e data: _______________________________________________________________________ 

Paciente ou responsável (nome legível): ________________________________________________________ 

Assinatura do paciente ou responsável:__________________________________________________________
Nome do Pesquisador que aplicou o TCLE (nome legível):  ______________________________________

Assinatura do Pesquisador que aplicou o TCLE: ______________________________________________
Pesquisador responsável: Profª. Dra. Ionara Rodrigues Siqueira (Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciências Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, telefone (51) 33083121, 
Assinatura:
​​​​​​​​​​________________
Anexo C

Exemplo da lista de randomização gerada na plataforma virtual.
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ANEXO D
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Infográfico para os voluntários 
ANEXO E
Questionário 

Estratégia etnofarmacológica no manejo de infecções respiratórias virais, como na COVID-19: eficácia e segurança

Apresentação: O aplicativo faz parte de pesquisas que têm finalidade melhorar o conhecimento sobre o desenvolvimento da COVID-19 com intuito de avaliarmos possíveis estratégias terapêuticas para alivio dos sintomas de COVID-19. 

O questionário presente no aplicativo é dividido em duas partes, sendo que a primeira parte levará aproximadamente 5 minutos e será respondida uma vez só. Já a segunda parte terá que ser respondida diariamente e tomará aproximadamente 2 minutos para responder. Caso não se sinta à vontade ou não saiba, não há necessidade de responder todas as questões.

[image: image6.emf]Identificador (Iniciais): 

Telefone celular:   

Data de Nascimento: (dia/mês/ano)

Renda familiar:  (  ) menos de 1 salário  (  ) 2 a 5 salários (  ) 6 a 10 salários  (   ) mais de 11 salários

Nível de instrução:  (  ) fundamental incompleto (  ) fundamental completo  (  ) médio completo (  ) superior completo

Profissão: 

Se é da área da saúde em contato com 

pacientes com COVID-19: 

(   ) Sim (   ) Não

Altura 

Peso

(   ) branco  (   ) preto (   ) Pardo (   ) vermelho

(   ) amarelo

Gênero  (  ) Masculino (   ) Feminino

Caso selecione feminino:

Teve menopausa                  (   ) Sim (   ) Não

Utiliza anticoncepcional     (   ) Sim (   ) Não

Fuma? (   ) Sim

Com que idade começou a fumar?

Quantos cigarros fuma por dia?

Mora com alguém que fuma?  (   ) Sim

(   )  Completa  (   )vegetariano (sem carne) 

(   ) comida caseira

(    ) A alimentos 

(    ) A Medicamentos  

(    ) Outras  

(    ) Nenhuma  (    ) Eventualmente  (    ) 3 vezes/semana 

Maior parte da sua alimentação diária:

Restrição Alimentar



Atividade Física

Qual (is)?

(    ) Diariamente  

Qual (is)?

Qual (is)?



Tabagismo



(   ) Não

(   ) Não



Alergias

Alimentação

(   ) Intolerância a gluten 

(   )Intolerância à lactose

(   ) Alimentos industrializados ex: pizza e lasanha congelados, refrigerante, salgadinhos, refrigerante 

________(m) 

________(kg) 

Idade da menopausa

Qual?

(   )vegano (sem carne, ovos e leite)

QUESTIONÁRIO

Características e Histórico do paciente



Etnia 

Parte 1


[image: image2.emf](    ) Nervosismo  (    ) Desânimo  (    ) Esquecimento 

(    ) Insônia 

(    ) Dor de barriga  (    ) Vômito  (    ) Diarréia 

(    ) Pressão alta 

(    ) Açúcar no sangue (diabetes) 

(    ) Infecção urinária 

(    ) Hemorragia

(    ) Trombose (    ) Varizes

(    )Tuberculose  (    ) Coqueluche 

(    ) Rinite  (    ) Sinusite  (    ) Asma 

(    ) Dores em geral  (    ) Dor nas juntas  (    ) Dor de cabeça  (    ) Dor nas pernas  (    ) Dor lombar 

(    ) Alergia

(    ) Câncer

(    ) Problemas na Tireoide  Qual?  (    ) Hipertiroidismo 

Outras doenças:

Você usa plantas medicinais?

Quais? 

Para qual objetivo (tratar o quê)?

Modo de preparo:  (    ) chás (    ) banhos  (    ) infusões  (    ) compressas 

Freqüência de Uso: (    ) Todo dia  (    ) Raro   (    ) Se preciso 



Uso de plantas medicinais:

O uso de plantas como remédio já lhe trouxe algum mal estar? 



Qual (is)?

Qual (is)?

Qual (is)?

(     ) Antiasmáticos - salbutamol, ipratrópio prednisolona, prednisona

(     ) Antiulcerosos - omeprazol, ranitidina, 

(     ) Para pressão alta – Hidroclorotiazida, losartana, atenolol/propranolol/carvedilol/metoprolol,  captopril, enalapril 

Medicamentos de uso contínuo (exemplos):

(     )Para afinar o sangue - AAS (ácido acetilsalicílico), clopidogrel, heparina  Qual (is)?

Qual (is)?

(     ) Para diabetes – metformina, glibenclamida/glicazida, Insulina 



(    ) Coceira

(    ) Alteração na menstruação 

Qual?

(    ) Hipotiroidismo 

Qual (is) ?

(    ) Pneumonia 

(    ) Bronquite

(    ) Problemas cardíacos e/ou Cirurgias para coração

(    ) Gordura no sangue (colesterol alto)  

Doenças

 (    ) Tremores

(    ) Pedra nos rins 

(    ) Anemia 

(    ) Inchaço nos membros 

Marque abaixo se já apresentou algumas destas doenças e/ou sintomas abaixo: 

(    ) Apneia do sono

(    ) Intestino preso 

Qual(is)?

(    ) Palpitação 

(    ) Hiperinsulinemia 
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Se houve(ram) evento(s) febril(is) (   ) (   ) Calafrios ou suor diurno

Frenquência estimada

Intensidade ( de 0 a 10)

Tosse seca ou produtiva

Relação com decúbito (posição deitada ou em pé)

Período do dia em que a intensidade é maior

Crise Intensa ou Moderada

Tosse associada à comer ou à beber (   ) Sim (   ) Não

Intensidade (de 0 a 10)

Intensidade de dificuldade para

respirar (de 0 a 10)

“falta de ar”  (   ) Sim (   ) Não

Cefaleia (dor de cabeça)  (   ) Sim (   ) Não

Sintomas de faringite (dor de

garganta) 

(   ) Sim (   ) Não

Sintomasdesinusite(doraoredordo

nariz, maçãs do rosto e olhos) 

(   ) Sim (   ) Não

Otalgia (dor de ouvido)  (   ) Sim (   ) Não

Dor torácica (dor no peito)  (   ) Sim (   ) Não

Dor abdominal (dor de barriga)  (   ) Sim (   ) Não

Perda de apetite (   ) Sim (   ) Não

Enjoo (   ) Sim (   ) Não

Outros Sintomas

Para febre (   ) Sim (   ) Não

Qual (is)? 

Para dor (   ) Sim (   ) Não

Qual (is)? 

Antibióticos (   ) Sim (   ) Não

Qual (is)? 

Necessidade de internação (   )  Data:

Uso de medicamentos

Tosse                                                                                              

(   ) SIM    (    ) NÃO

Frequência 



Espirro                                                                                        

(   ) SIM    (    ) NÃO

Dores                                                                                          

(   ) SIM    (    ) NÃO



Diarréia                                                                                                  

(   ) SIM    (    ) NÃO

Frequência

Alimentação



Dispneia (falta de ar)

Parte 2 (Preenchimento Diário)

QUESTIONÁRIO

(   ) Não

(   ) Não

(   ) Calafrios ou suor noturno


ANEXO F
Fluxograma 1 do Ensaio Clínico
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Fluxograma 2 do Ensaio Clínico
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