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RESUMO

A COVID-19 é uma doenca letal causada pela pandemia SARS-CoV-2, que
permanece uma ameaga a saude publica ha mais de trés anos. Em contraste
com a gravidade do COVID-19, até o momento, existem poucos medicamentos
capazes de prevenir ou retardar o desenvolvimento do COVID-19 grave de forma
eficiente. Mais importante, ainda sdo escassos os estudos com foco em
compostos administradas por via intranasal para agir mais rapidamente nas vias
aéreas e muco de individuos com COVID-19 grave sob ventilagdo mecéanica.
Nesse sentido, BromAc® é uma combinacdo de bromelina e acetilcisteina
(NAC), atualmente utilizada para o tratamento de pseudomixoma (Fase 3) e tem
sido estudada para o reposicionamento no tratamento de COVID-19. Portanto,
no presente estudo, procurou-se examinar o efeito mucolitico e anti-inflamatério
do BromAc® ex-vivo em amostras de aspirado traqueal de pacientes criticos com
COVID-19 sob ventilagdo mecénica e o efeito anti-inflamatério de BromAc® em
um sistema in vitro utilizando células do sangue periférico estimuladas com o
SARS-CoV-2 inativado. Nossos resultados demonstraram que o BromAc® exibiu
um efeito mucolitico robusto em amostras de aspirado traqueal de pacientes com
COVID-19 de maneira dose-dependente. Além disso, o0 BromAc® demonstrou
atividade anti-inflamatéria, reduzindo a acao da tempestade de citocinas em
amostras de aspirado traqueal de pacientes com COVID-19 e nos
sobrenadantes de cultura. A combinacado apresentou reducdo de quimiocinas,
em comparagdo com NAC isoladamente. Foi também observado a agédo dos
compostos combinados sobre citocinas reguladoras como IL-10. Além disso, o
BromAc® foi capaz de modular as populagdes celulares CD16* e CD14" apés o
tratamento in vitro de células sanguineas com BromAc®. Esses resultados
indicam um efeito mucolitico e anti-inflamatério robusto do BromAc® em
aspirados traqueais de pacientes criticos, indicando seu potencial como
estratégia terapéutica para o COVID-19. Ensaios clinicos sdo necessarios para
definir a seguranca e a eficacia do BromAc® no tratamento da doenga, que tem

sido o maior desafio do século XXI.

Palavras-chave: Microbiologia. COVID-19. Bromelainas. Acetilcisteina.



ABSTRACT

COVID-19 is a deadly disease caused by the SARS-CoV-2 pandemic, which has
remained a public health threat for over three years. In contrast to the severity of
COVID-19, so far, there are few drugs capable of efficiently preventing or
delaying the development of severe COVID-19. More importantly, studies
focusing on compounds controlled intranasally to act more quickly in the airways
and mucous membranes of individuals with severe COVID-19 under mechanical
ventilation are still reduced. In this sense, BromAc® is a combination of bromelain
and acetylcysteine (NAC), currently used for the treatment of pseudomyxoma
(Phase 3) and has been studied for repositioning in the treatment of COVID-19.
Therefore, in the present study, we sought to examine the mucolytic and anti-
inflammatory effect of BromAc® ex-vivo in a sample of tracheal aspirates from
critically ill patients with COVID-19 under mechanical ventilation and the anti-
inflammatory effect of BromAc® in an in vitro system using peripheral blood cells
stimulated with inactivated SARS-CoV-2. Our results sadden that BromAc®
exhibited a robust mucolytic effect in the exception of tracheal aspirates from
patients with COVID-19 in a dose-dependent manner. In addition, BromAc® has
demonstrated anti-inflammatory activity, reducing the cytokine storm in the
tracheal aspirate samples from patients with COVID-19 and in culture
supernatants. The combination showed reduced chemokines compared to NAC
individually. The action of the combined compounds on regulatory cytokines such
as IL-10 was also observed. Furthermore, BromAc® was able to modulate CD16"
and CD14" cells after in vitro treatment of blood cells with BromAc®. These
results indicate a robust mucolytic and anti-inflammatory effect of BromAc® in
tracheal aspirates from critically ill patients, indicating its potential as a
therapeutic strategy for COVID-19. Clinical trials are needed to define the safety
and efficacy of BromAc® in the treatment of the disease, which has been the

greatest challenge of the 21st century.

Keywords: Microbiology. COVID-19. Bromelains. Acetylcysteine.
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1. INTRODUGAO

Em dezembro de 2019, um surto de pneumonia sem causa detectada foi
atribuido a um grupo de pessoas que trabalharam ou frequentaram um mercado
de frutos do mar em Wuhan, provincia de Hubei na China. Em 31 de dezembro
o Center of Disease Control Chinés (China CDC) atribuiu um grupo de
pesquisadores para conduzir uma investigacao etiolégica e epidemioldgica para
identificar a origem da pneumonia que afligia a esses pacientes. Apds um estudo
que utilizou amostras de lavados bronco-alveolares dos pacientes descobriu-se
um betacoronavirus até entdo desconhecido. Utilizando células epiteliais
infectadas do sistema respiratério e por meio do método de PCR foi isolado um

novo coronavirus, nomeado 2019-nCoV (ZHU et al., 2020).

Desde entédo ocorreu uma distribuicdo global do virus, até que em 11 de margo
de 2020 a Organizagao Mundial de Saude (OMS) declarou a pandemia do novo
Coronavirus, o COVID-19 (Coronavirus Disease-2019). O crescente numero de
casos e novas variantes que vao surgindo pelo mundo, juntamente as epidemias
que ocorreram anteriormente indicam que os Coronavirus representam uma
grande ameaga aos seres humanos e a economia mundial, pois espalham com
muita facilidade, emergem inesperadamente e podem levar a consequéncias até

entdo incalculaveis (LI et al., 2020).

Para facilitar o entendimento e a comunicacao entre as equipes de pesquisa de
todo o mundo, o Coronaviridae Study Group (CSG) do Comité Internacional de
Taxonomia de Virus decidiu renomear o 2019-nCoV, baseado em caracteristicas
filogenéticas, taxonomia e considerando aspectos da sintomatologia conhecidos.
A partir de marco de 2020 o Severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus (SARS-CoV-2), Coronavirus relacionado a sindrome respiratéria
aguda grave é o0 nome que passou a ser referido o novo coronavirus (CSG,
2020).

O SARS-CoV-2, portanto, representa um grande desafio aos servigos de saude
mundiais e para os pesquisadores que estao trabalhando arduamente para

desvendar todos os segredos deste novo virus. Sendo assim & de extrema
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importancia incentivar a pesquisa e o estudo sobre a COVID-19 e identificar os
aspectos de viruléncia e patogenicidade do virus, assim como entender os
aspectos da resposta imune do paciente acometido com a doenca possibilita o
aperfeicoamento de vacinas e o desenvolvimento de farmacos antivirais para o

tratamento precoce, até entdo escasso.

1.1 Taxonomia, classificagao e histérico dos Coronavirus

Primeiramente deve se ter uma clara distingao entre o nome do virus e a doenca
causada por ele, pois € uma causa frequente de desentendimento e entre 6rgaos
de jornalismo e divulgagao cientifica. Para denominar a doenga causada pelo
SARS-CoV-2, a OMS introduziu o nome COVID-19 (do inglés Coronavirus
Disease-19). O nome é bem inespecifico devido ao amplo espectro de
manifestacbes clinicas causadas pelo SARS-CoV-2 que vao desde
assintomaticas a severas, muitas vezes fatais. Por este motivo n&o se utiliza o
nome SARS (sigla do inglés Severe acute respiratory syndrome) para
caracterizar a infecgao pelo SARS-CoV-2 pois a quantidade de dados clinicos e
epidemioldgicos coletadas, sugerem uma diferengca dos dados reportados no
surto da doenga SARS em 2003 (CSG, 2020).

O SARS-CoV-2 é o sétimo coronavirus humano descrito e pertence ao género
Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, relacionados a sindrome respiratoria
aguda. E o mesmo subgénero do virus relacionado a um surto que ocorreu em
2003, o0 SARS-CoV e da mesma familia do MERS-CoV que foi responsavel por
um surto em 2012 no oriente médio (Khalil, et.al., 2020). As caracteristicas dos
principais coronavirus que causaram grandes epidemias sao listados na Figura
1.
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Primario Morcego Morcego Morcego
Secundario/ M”:;g:m?;;gi?im Camelo Desconhecido
Hospedeiro humanos
Ano do surto 2002 2012 2019
Origem Provincia de Peninsula Arabica Cidade de Wuhan,
Guangdong, China (Oriente medio) China.
Regices 05 continentes (27 02 continentes (27 06 continentes (222
afetadas paises) paises) paises)
Pessoas 194 178.118.597 (ate
infectadas 8098 & 21/07/2021)
Mortes
reportadas
Letalidade

Figura 1: Analise comparativa de trés surtos de coronavirus do século XXl incluindo SARS-CoV,
MERS-CoV e COVID-19. A imagem indica os diferentes hospedeiros primarios e secundarios,
0S anos em que ocorreram os surtos e a origem dos coronavirus citados. Ainda sdo mostrados
as regides afetadas e as mortes reportadas, juntamente com a letalidade dos coronavirus
humanos (SAMUDRALA et.al., 2020).

O SARS-CoV-1 foi o primeiro coronavirus de importancia na saude mundial, pois
foi a causa da primeira pandemia por Sindrome Respiratéria Aguda Grave
causada por Coronavirus (SARS-CoV) em mar¢o de 2003. O primeiro caso
ocorreu em novembro de 2002 em Foshan, na China, espalhando-se por todo
pais até que em fevereiro de 2003 ja haviam sido notificados mais de 300 casos,
um tergo dos quais em profissionais de saude. O virus foi identificado no inicio
de abril do mesmo ano por uma rede de laboratérios estabelecida pela OMS, até
que em julho de 2003 e apds um total de 8.098 casos notificados, incluindo 774
mortes em 27 paises, nenhuma outra infec¢ao foi detectada e a pandemia de
SARS foi declarada encerrada. Naquela época, ja se sabia que virus parecidos
ao SARS-CoV, encontrados em morcegos, poderiam ressurgir devido a
capacidade de infectar células humanas sem adaptagao prévia (de WIT, et. al.,
2016).
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Apds 10 anos do primeiro caso de SARS-CoV, em junho de 2012, um homem
na Arabia Saudita morreu de pneumonia aguda e insuficiéncia renal,
descobrindo-se um novo coronavirus, causador da Sindrome Respiratéria do
Oriente Médio (em inglés MERS-CoV). A distribuigdo deste novo coronavirus se
deu principalmente nos paises do oriente médio, mas se espalharam para varios
paises, frequentemente relacionados a transmissao nosocomial. E trés anos
depois do primeiro caso registrado, um unico individuo infectado retornando de
viagem do oriente médio iniciou um surto de infeccdo nosocomial na Coréia do
Sul que envolveu 16 hospitais e resultou em 186 pacientes infectados. E
caracterizada por uma alta taxa de mortalidade, e até 2020 foram registrados
2494 casos e 858 mortes, cerca de 34% de mortalidade (de WIT, et. al., 2016).

No que diz respeito aos reservatorios do SARS-CoV, a primeira indicagédo da
origem foi a detecgdo do virus em musangs (ou civetas-de-palmeira-asiatica) e
um cachorro-guaxinim e a detecgdo de anticorpos contra o virus em texugos-
furbes chineses em um mercado de animais vivos em Shenzhen, China. Mas
percebeu-se que nado havia evidéncia de circulagdo do virus em musangs
silvestres ou de criadouros, deduzindo que eles eram apenas hospedeiros
acidentais. Na realidade os morcegos sdo os hospedeiros de uma ampla gama
de coronavirus semelhantes ao SARS-CoV e ao MERS-CoV. Acredita-se que o
SARS-CoV cruzou a barreira das espécies em animais da espécie musang em
mercados de animais vivos na China e a andlise genética sugere que isso
ocorreu no final de 2002, fazendo com que o virus surgisse por meio da
recombinagdo de coronavirus relacionados a SARS de morcego. O virus
recombinado infectou civetas e humanos e se adaptou a esses hospedeiros
antes de causar a epidemia de SARS. No caso do MERS-CoV estudos indicam
que um virus ancestral tenha cruzado a barreira de espécies entre morcegos e
camelos dromedarios ha mais de 30 anos. A figura 2 exemplifica os diferentes

reservatorios dos coronavirus que infectam humanos (CUI, et. al., 2018).
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Figura 2: Origens animais dos coronavirus humanos. Os coronavirus possuem diferentes
hospedeiros naturais e intermediarios, as setas indicam o tipo de desfecho da infecgéo
subsequente (CUI, et. al., 2018).
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1.2 Constituicao do SARS-CoV-2

Uma caracteristica marcante dos coronavirus é a localizagao da proteina Spike
(S) na membrana, o que ao se observar em um microscopio eletrbnico de
varredura confere a particula uma forma semelhante a uma coroa ou halo. O
SARS-CoV-2 é um virus de RNA, sentido positivo e com um genoma grande,
cerca de 30kb, o genoma é envelopado e é contido em um nucleocapsideo
helicoidal e no exterior da particula estdo inseridas as proteinas S que sao
mostradas na Figura 3. 2/3 do genoma do virus SARS-CoV-2 codifica dois
macropolipeptideos (pp1a e pp1b) nas duas fases de leitura aberta ORF1a e
ORF1b (Figura 3). Ppla/pp1b sdo processados auto-proteoliticamente para
gerar 16 proteinas nao estruturais (NSP). O 1/3 restante do genoma do SARS-
CoV-2 codifica as proteinas estruturais S (spike), E (envelope), M (membrana) e
N (nucleocapsideo) e varios ORFs; (3a, 6, 7a, 7b, 8, 9b e 10) (JAMISON, et. al.,
2022). A proteina S é uma glicoproteina responsavel por conferir a particula de
coronavirus a estrutura caracteristica de coroa do virus, ela se divide em duas
subunidades chamadas de S1 e S2 e sdo importantes agentes que participam
da entrada do coronavirus na célula. A alta infectividade do SARS-CoV-2 é
devido a uma insergdo de sitio de clivagem polibasica (furina) na jungcéo das
subunidades S1 e S2 da proteina S. Foi sugerido por estudos de analise
computacional que esta insercido aumentaria a infectividade do SARS-CoV-2 em
relacéo a outros betacoronavirus ao propiciar ao dominio de ligagéo ao receptor
(RBD) uma ligacdo adequada ao receptor ACE2 humano e uma maior
acessibilidade de proteases celulares que clivam a proteina S e permitem a
liberagéo do genoma viral no citoplasma da célula (LI et. al., 2020; SAMUDRALA
et. al., 2020).
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Figura 3: Elementos estruturais do virus, incluindo a proteina spike (S), envelope (E), membrana
(M) e componentes internos, como o RNA de fita simples viral e as proteinas do nucleocapsideo
(N), assim como os componentes do genoma SARS-CoV-2. O genoma de cerca de 30kb codifica
dois macropolipeptideos (Pp1a e pp1b), além das proteinas estruturais e fatores acessorios
(JAMISON, et. al., 2022).

Quando se compara os diferentes coronavirus que infectam humanos,
percebem-se diferengas fundamentais para a patogenicidade que é encontrada
no novo Coronavirus. No caso da semelhanga entre SARS-CoV, MERS-CoV e
SARS-CoV-2, todos sao intimamente relacionados e possuem 0s mesmos
reservatorios bioldgicos, mas as diferengcas estruturais entre eles sao
impressionantes. O SARS-CoV-2 é marcadamente mais infeccioso, resultando
em uma dindmica epidemiolégica muito diferente daquela do SARS-CoV e do
MERS-CoV. Nestes dois ultimos virus, houve um aumento relativamente lento
no numero de casos, e 0 MERS-CoV nunca foi capaz de se adaptar totalmente
a transmissao humana (ZHANG e HOLMES, 2020).

Para compreender melhor como o SARS-CoV-2 possui essa alta infectividade,
foram necessarias analises gendmicas comparativas entre diferentes tipos de
coronavirus existentes e descobertos anteriormente. Nos primeiros casos

registrados em Wuhan, a preocupagao principal era identificar o virus causador
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da pneumonia aguda e o provavel sitio de infec¢éo, apds o sequenciamento do
genoma viral foi feito a comparagéo com o virus causador da primeira pandemia
do SARS-CoV. A analise comparativa revelou menos de 80% de semelhanga na
sequéncia de nucleotideos entre as espécies SARS-CoV e SARS-CoV-2.
Posteriormente, uma andlise comparativa de um coronavirus de morcego
(BatCoV RaTG13) revelou uma semelhanca de 96% com o SARS-CoV-2 em

relacdo a sequéncia de nucleotideos (ZHOU et al., 2020).

Depois que foi determinado a provavel origem do SARS-CoV-2, surgiu a
necessidade de explicar a evolugao do coronavirus, mas o que se tem ainda hoje
sao apenas hipoteses. Acredita-se que houve um periodo de infeccao “criptica”,
ou seja, inaparente em humanos antes da detecg¢ao deste virus em 2019. Desta
forma, talvez o virus tenha surgido mais cedo em populagdes humanas. Isto
porque neste periodo de infeccdo enigmatica, infecgdes assintomaticas e
sintomas inespecificos, o virus poderia ter adquirido gradualmente as mutagdes-
chave, permitindo que se adaptasse totalmente aos humanos (ZHANG e
HOLMES, 2020).

1.3 Epidemiologia, fatores de risco e manifestagées clinicas

Segundo dados da OMS, até o dia 21 de margo de 2023 houve 761.071.826 de
casos confirmados e 6.879.677 de mortes registradas em todo o mundo. As
regibes mais afetadas sdo as Américas, Europa e Sudeste da Asia, e os paises
mais afetados s&o os Estados Unidos com 102.544.598 de casos, China com
99.229.372 de casos e india com 44.696.984 casos registrados (OMS, 2023).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, o primeiro caso confirmado de COVID-
19 foi em 26 de fevereiro de 2020, desde entdo até o dia 21 de margo de 2023
foram notificados o total de 37.145.514 casos positivos para SARS-CoV2 e
699.634 mortes confirmadas, com uma incidéncia de 17.676 a cada 100 mil
pessoas. A tabela 1 mostra a ocorréncia da COVID-19 por regido federativa no
Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).
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Tabela 1 Ocorréncia da COVID-19 por regido federativa no Brasil até 21 de
margo de 2023 (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

Regiao Populagdo |Casos Acumulados |Incidéncia (100mil) | Obitos
Totais 210.147.125 37.145.514 17.676 | 699.634
Sudeste 88.371.433 14.770.757 16.714,4|336.679
Sul 29.975.984 7.879.080 26..284,6|110.672
Nordeste 57.071.654 7.320.694 12.827,2|134.740
gzgtg’ 16.297.074 4.289.614 26.321,4| 66.002
Norte 18.430.980 2.885.369 15.655| 51.541

A COVID-19 apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas podendo
ser assintomaticas, sintomas leves (gripais), moderados e até graves (cerca de
15% do total de casos). Os pacientes com sintomas graves muitas vezes
precisam ser hospitalizados em UTI| para garantir suporte respiratorio e
medicamentoso adequado, alguns evoluem para o6bito. Alguns fatores de risco
estdo associados a pessoas que desenvolveram a forma grave da doenga, eles
principalmente sdo: pessoas com idade avancada, do sexo masculino, que
apresentam hipertensdo preexistente, diabetes, obesidade, tumores,
imunodeficiéncias, mulheres na gravidez, tromboembolismo, disturbios de
coagulagado e tabagismo. A relagdo da asma e alergias com a gravidade da
COVID-19 ainda ndo é bem explicada e precisa ser investigada mais
detalhadamente. As pessoas idosas e as que tém outras condi¢cdes de saude
como pressao alta, problemas cardiacos e do pulméo, diabetes ou cancer, tém
maior risco de ficarem gravemente doentes. No entanto, qualquer pessoa pode
pegar a COVID-19 e ficar gravemente doente (GARCIA, 2020; GAO et. al., 2021;
OPAS, 2020).

1.4 Diagnéstico e vacina

O diagndstico da COVID-19 deve ser rapido, no sentido de identificar individuos
infectados e iniciar as profilaxias como o isolamento domiciliar e evitar novos
contagios. Atualmente a metodologia preferida de testes para detectar o SARS-

CoV-2 é o PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) e as versdes de tempo real
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sdo as mais avangadas que se tem hoje. Testes laboratoriais e de imagem
também s&o importantes para avaliar a gravidade da COVID-19 no paciente,
devido aos sintomas inespecificos. Os exames laboratoriais podem apresentar
leucocitose, linfopenia, eosinopenia, niveis séricos elevados de Dimero-D, HDL,
AST e ALT, creatinina, ferritina entre outros (VANDENBERG et. al., 2020; GAO
et. al., 2021).

Segundo a OMS, até 05 de margo de 2021 havia 79 vacinas para COVID-19 com
desenvolvimentos clinicos em andamento, sendo que 12 ja estdo na fase lll e 4
na fase IV. Os imunégenos que estao sendo utilizados para desenvolver vacinas
para COVID-19 sao de quatro tipos: Virus inativado, Subunidade viral, Vetor viral
e Vacinas de RNA. A escolha sobre qual tipo de vacina a ser administrada
depende do tempo de desenvolvimento, custos, tempo de producao e o acesso
as vacinas. Até 29 de marco de 2023, 13.34 bilhdes de doses de vacina foram
aplicadas em todo o mundo, segundo a Our World In Data, e pelo menos 69,8%
da populagéo vacinada com pelo menos uma dose. No Brasil até 27 de janeiro
de 2023, ja foram aplicadas 547.460.755 de doses de vacina, com cerca de
85,05% da populacado adulta vacinada com pelo menos a primeira dose, e
80,56% da populagédo totalmente imunizada (OMS, 2021; OUR WORLD IN
DATA, 2023; G1, 2023).

1.5 Resposta imune da infeccdao pelo SARS-CoV-2

Dentre os sintomas da COVID-19, o acometimento pulmonar é o principal
relacionado a mortalidade dos pacientes acometidos. O principal alvo do SARS-
CoV-2 séo células pulmonares e o desenvolvimento da doenga depende da
resposta imune ao virus, quando em pacientes graves € exacerbada, aumenta-

se muito a chance de dano irreversivel ao pulméo e, logo, ébito do paciente.

A proteina spike do SARS-CoV-2 é reconhecida pelo receptor da enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE 2), presente principalmente nas células
epiteliais respiratérias. Apds a replicacado viral dentro das células, o virus é
liberado via exocitose e se espalha de forma rapida no epitélio bronco alveolar,

rapidamente atraindo varias células imunoldgicas para o local da infecgédo e
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promovendo um forte ambiente pré-inflamatério e uma localizagéo ideal para
hipersecrecao de muco. A infeccdo por SARS-CoV-2 induz a super expressao
de mucinas, promovendo ainda mais o agravamento da doenca. Como as
mucinas sdo componentes criticos da imunidade inata, desvendar seus perfis de
expressao que ditam o curso da doenga poderia melhorar muito nossa
compreensdo e manejo do COVID-19. Na verdade, um breve estudo que
abrange aspecto da mucina sanguinea parece discriminar COVID-19 sintomatico
de pacientes sem doenca com base na expressdo de MUC1, MUC2, MUC4,
MUC6, MUC13, MUC16 e MUC20 (SMET et al., 2021).

(Complicagdes da covid 19) A imunopatogénese da COVID-19 em casos agudos
se d4d muitas vezes pela chamada tempestade de citocinas, que gera um
ambiente de hiperinflamagdo com aumento de mondcitos e macrofagos e
reducao de linfocitos. A tempestade de citocinas é causada pelo aumento de
macrofagos derivados de mondcitos no tecido pulmonar, sendo que estes
macrofagos ativados sao potentes produtores de quimiocinas e citocinas proé-
inflamatérias como por exemplo IL-12 e TNF. Adicionalmente, macréfagos ainda
expressam receptores ACE-2 em sua superficie, podendo ser potencial alvo do
virus e de geragao de nova progénie viral. Os mondcitos envolvidos na resposta
imune ao SARS-CoV-2 podem gerar um agravamento da doenga devido a uma
alteragcao morfoldgica e expressdo fenotipica relacionada a inflamagdo. A
hiperativacédo de células com alta producao de citocinas pro inflamatérias pode
levar ao desenvolvimento de uma patogenia, gerando um alto sinal de IFN-y e
fator estimulador de coldénia de granulécitos-macréfagos (GM-CSF). Os
mondcitos entdo respondem a este estimulo, se diferenciando e uma vez
ativados, sdo convertidos em subpopulagdes de mondcitos inflamatérios CD14*
CD16" em pacientes infectados. Esses mondcitos atipicos podem entrar na
circulacao pulmonar e sao capazes de secretar altos niveis de GM-CSF e IL-6
para induzir ainda mais a migragcdo de monécitos e mediar a infiltracdo de
macrofagos inflamatorios e células dendriticas, levando a lesdes pulmonares

graves. A Figura 4 exemplifica este processo (ZHANG, et. al., 2020).
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Figura 4: Esquema da imunopatogénese da infecgdo por SARS-CoV-2. A figura ilustra varias
estratégias e eventos deletérios envolvidos na patogénese do SARS-CoV-2, juntamente com
suas consequéncias patologicas. A entrada viral inicial ocorre nos alvéolos epiteliais, onde o virus
se liga ao ACE2 através da proteina S. (ZHANG, et, al., 2020).

Alguns estudos estdo comegando a buscar explicagdes para a ocorréncia desta
tempestade de citocinas. Por meio do estudo de polimorfismos chave em genes

de citocinas e quimiocinas que ocorrem em diferentes tipos de doengas
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respiratorias, pesquisadores estdo conseguindo associar os achados nestes
estudos com a progressdo da COVID-19, isto porque estes polimorfismos sao
descritos como associados a diferentes condi¢gdes patogénicas e com uma forte
correlagdo entre a gravidade das respostas imunes em pacientes afetados.
Como dito anteriormente, a hiperativagdo de células é que desregula a resposta
imune e causa a resposta exacerbada dos leucdcitos, o papel do polimorfismo
pode explicar a hiperativagao. Mutagdes néo silenciosas nas regides codificantes
podem resultar na perda, alteracado funcional ou super expressao das citocinas,
assim, o polimorfismo pode interferir na sua expressao através de modificacdes
pds-transcricionais, ao nivel da transcricdo e alterando a estabilidade do mRNA,
pode, portanto, inibir ou super estimular a expressao do gene (PAIM, et. al.,
2021).

E possivel entdo perceber que a elevada producéo de citocinas durante a fase
aguda pode gerar um agravamento do curso clinico da doenga e resultar em uma
inflamacgao sistémica, fazendo com que a tempestade de citocinas exerga um
papel patogénico em vez de protetor no hospedeiro, mas também se torna um

importante alvo para desenvolvimento de farmacos anti-inflamataérios.

1.6 Tratamento da COVID-19

(tépico de reposicionamento) Existem estudos de diversos agentes antivirais e
anti-inflamatdrios para o tratamento da COVID-19, alguns inclusive ja aprovados
para uso em humanos e com resultados promissores. O tratamento paliativo dos
sintomas leves é realizado como uma gripe convencional com a hidratagdo do
paciente e medicamentos para tratar dor e febre. No entanto, o tratamento da
sindrome respiratoria aguda grave associada ao virus requer mais cuidados com
intervencdo farmacoldégica via corticosteroides, muitas vezes associado
tratamento mais utilizado para casos graves que envolve a intubacdo para
indugdo de respiragdo mecanica e profilaxia para trombose com uso de
heparinas de baixo peso molecular. Alternativamente para tentar reduzir a carga
viral do paciente sdo utilizados agentes antivirais, plasma e imunoglobulinas
recombinantes anti-spike (STASI et. al., 2020, ABDELRAHMAN, et. al., 2021,
ZHOU, et. al., 2021).
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Entre as principais estratégias de tratamento utilizando farmacos estéo:
antivirais, corticosteroides, imunoglobulinas e imunomoduladores como
antagonistas de IL-6. No entanto, o custo de varios destes medicamentos, com
excegao dos corticoides foi muitas vezes um grande impeditivo no tratamento da
COVID-19 (ZHOU, et. al., 2021, ABDELRAHMAN, et. al., 2021).

A Imagem 5 mostra os principais alvos dos farmacos que foram estudados para
o tratamento da COVID-19, correlacionando com as etapas da replicagéo viral e

a resposta do hospedeiro.
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Figura 5: Viséo geral dos principais compostos estudados para tratamento da COVID-19 e sitios
de agdo. A patogénese do COVID-19 é possui dois cursos: a infecgdo precoce envolve a
replicagdo viral, enquanto a infeccdo tardia leva a danos nos tecidos devido a resposta
inflamatoria excessiva. Tanto as proteinas virais quanto os fatores do hospedeiro sao
importantes para a patogénese da COVID-19 e alvos potenciais para a terapia antiviral (ZHOU,
et. al., 2021).

Como mencionado no tépico da resposta imune ao SARS-CoV-2, a COVID-19
grave é causada pela intensa resposta do hospedeiro associada as interagdes

virus-hospedeiro. Por este motivo o estudo dos compostos que sao utilizados
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para o tratamento vai ser de acordo com estes mecanismos de replicagao viral
e resposta imune. Dito isto, os mecanismos de agcao podem ser virus-especificos

ou hospedeiro-especifico.

1.6.1 Mecanismos de agao: Virus-especifico

Dentre as principais estratégias, os farmacos antivirais sdo os que estdo com
estudos mais avancados para aprovacao. Um medicamento antiviral € o que vai
agir em um determinado componente ou etapa do ciclo de replicagdo da particula
viral e, portanto, impedindo-o de agir nas células do hospedeiro. Os principais
antivirais estudados contra o SARS-CoV-2 s&o farmacos que ja foram utilizados
antes em humanos em surtos de outros virus que ocorreram anteriormente e tem
eficacia comprovada, mas visto que a COVID-19 é uma doenca relativamente

nova € necessario entender os mecanismos da replicagao viral.

A penetracido na célula do hospedeiro é a primeira etapa de infeccao viral do
SARS-CoV-2. Para isto, as proteinas estruturais sdo muito importantes neste
processo, as proteinas S, N, M e E sao as principais. Por este motivo, estratégias
terapéuticas vao ser projetadas para impossibilitar a entrada viral ao ter como
alvo elementos chave das proteinas estruturais. Alguns medicamentos que ja
possuiam este mesmo mecanismo “anti-entrada” foram reposicionados para o
estudo como terapia a infeccdo pelo SARS-CoV-2, como o umifenovir e
hidroxicloroquina. Porém, estes compostos estudados para inibir a penetracao
do virus nas células do hospedeiro ndo demonstraram resultados clinicos
significativos e ndo sao uma preferéncia para o tratamento. Os principais
medicamentos estudados para inibir a penetragao do virus s&o listados na Figura
5 (ZHOU, et. al., 2021).

Outro alvo muito interessante para o desenvolvimento de farmacos é a
replicacdo do genoma viral e protedlise da poliproteina viral. Neste sentido,
proteinas nao estruturais desempenham um papel importante neste processo,
isto porque aproximadamente 67% do genoma do SARS-CoV-2 codifica duas
poliproteinas: poliproteina 1a (pp1a) e poliproteina 1 ab (pp1ab). Essas proteinas

sdo degradadas em 16 Nsps que sdo essenciais para multiplicagéo viral. Os
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mecanismos neste caso sido a inibicido da RNA polimerase e os inibidores da
protease. Os principais farmacos utilizados em estudos contra a replicacao viral
sdo o Remdesivir, Ribavarina, Lopinavir e mais recentemente o Molnupiravir e o
Paxlovid. Ribavirina e lopinavir ndo foram eficazes na inibicdo da RNA
polimerase do SARS-CoV-2 (ZHOU, et. al., 2021).

E por ultimo, a liberagéo viral também é uma etapa importante da viremia da
COVID-19, sendo o Oseltamivir o medicamento estudado para inibir esta etapa.
A liberacdo viral pode ocorrer de trés maneiras: lise da célula hospedeira,
brotamento ou exocitose. O Oseltamivir se liga a bolsa hidrofébica do sitio ativo
da neuraminidase viral, prejudicando a capacidade dela de clivar residuos de
acido sialico na superficie das células infectadas e inibindo assim a liberagao do
virion por meio do brotamento. Porém, mais de 178 ensaios clinicos ja foram
registrados com o oseltamivir e nenhum foi marcado como completo ou com
resultados comprovando eficacia deste antiviral, tornando-o menos aplicavel
para o tratamento da COVID-19 (ZHOU, et. al., 2021).

1.6.2 Principais antivirais em uso contra SARS-CoV-2

O Remdesivir pertencente a classe dos analogos de nucleotideos, tem como
alvo a polimerase de RNA dependente de RNA do SARS-CoV-2 (RdRp), que
medeia a replicagdo e a transcricdo do genoma do coronavirus. Ja utilizado
anteriormente na epidemia do virus Ebola na Africa e atualmente é reposicionado
para tratamento da COVID-19 moderado e grave. O Remdesivir mostrou
resultados significativos na redugao do tempo de hospitalizagado dos pacientes,
sugerindo o inicio do tratamento com remdesivir precocemente, antes da
progressao da doenga pulmonar com necessidade de ventilagdo mecanica,
portanto sendo o Unico antiviral aprovado clinicamente para o tratamento da
COVID-19 (STASI, et. al., 2020). No entanto, o alto custo deste medicamento e
sua sintese complexa se tornam grandes impeditivos do seu uso em ampla

populacao.

Em 1° de outubro de 2021, a Merck e a Ridgeback Biotherapeutics anunciaram

seu antiviral o Molnupiravir, um antiviral de amplo espectro que ja esta na fase
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avancada dos ensaios clinicos e recentemente aprovado no Reino Unido para
tratamento da COVID-19 em novembro de 2021. O medicamento semelhante ao
Remdesivir, tem 0 mesmo alvo (RdRp) e é proposto para inibir a replicagao viral
por um mecanismo conhecido como 'mutagénese letal' como visto na figura 7.
Estudos revelam que o Molnupiravir foi capaz de interromper a fidelidade da
replicacao do genoma do SARS-CoV-2 e previne a propagagao viral ao promover
o acumulo de erros em um processo conhecido como 'catastrofe de erros'. E
nesta caracteristica que o Molnupiravir se distingue do Remdesivir, pois apos as
mutacdes nos nucleotideos do RNA de replicagdo do SARS-CoV-2, o RNA é
forcado a uma mutacdo acima do limite de erro que demarca a fidelidade de
replicagao necessaria para viabilidade (MALONE e CAMPBELL, 2021).

O que temos de mais recente quando se trata de medicamentos antivirais € um
novo composto desenvolvido pela Pfizer, o Paxlovid que apresentou resultados
muito promissores. Apenas 3 das 389 pessoas que receberam o medicamento
foram hospitalizadas, em comparag¢ao com 27 de 385 que receberam o placebo
e enquanto nao houve morte no grupo que recebeu o medicamento, 10 pessoas
do grupo placebo morreram. Com os resultados preliminares disponibilizados
pela Pfizer é possivel ja ter uma ideia de como funciona o mecanismo de agao
da droga. O Paxlovid € uma combinagdo de um inibidor da protease, o PF-
07321332 e um consagrado antiviral para HIV, o ritonavir. O PF-07321332 foi
projetado para bloquear a atividade da protease SARS-CoV-2-3CL, uma enzima
que o coronavirus precisa para se replicar, visto na Figura 7. A coadministragao
com uma dose baixa de ritonavir ajuda a desacelerar o metabolismo ou a quebra
do PF-07321332 para que permanega ativo no corpo por periodos mais longos
em concentragbes mais altas para ajudar a combater o virus. Por este
mecanismo de acao ser diferente do molnupiravir, podemos ter em maos uma
nova estratégia para o combate de uma possivel resisténcia ou surgimento de
novas variantes (COUZIN-FRANKEL, 2021; PFIZER, 2021).



32

=

’ k Main protease PF-07321332
N (Pfizer)

g Viral proteins

o RNA replication

Replication »yw «
transcription complex Circulating RNA

Molnupiravir (Merck)

Figura 6: Sitio de agdo do PF-07321332 e do molnupiravir. O composto da Pfizer possui atuagdo
na principal protease do SARS-CoV-2 (mPro) enquanto o Molnupiravir da Merck, inibe a
replicagdo do RNA viral ao inibir a enzima RdRp (COUZIN-FRANKEL, 2021).

1.6.3 Principais moduladores da inflamagao para o tratamento da COVID-
19

A terapia com interferons (IFN) do tipo I, uma familia de citocinas antivirais que
tem papel chave no contexto da resposta imune ao SARS-CoV-2. Os interferons
(IFN) do tipo | € um grupo de moléculas regulado por cartesiana um sistema
complexo de histonas, controlando a infecgéo viral tanto in vitro quanto in vivo.
O uso de IFNs associados a antivirais como o lopinavir/ritonavir foi preferivel ao
antiviral sozinho em resultados de PCR negativos, aliviando assim os sintomas
clinicos e encurtando a permanéncia hospitalar em pacientes com COVID-19
leve a moderado. Por outro lado, os IFNs tém eventos adversos ébvios, incluindo

sintomas semelhantes aos da gripe, dores de cabega, reagdes gastrointestinais
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e erupgodes cutaneas. Assim, seu uso até esta data nao rendeu dados suficientes
para avaliar os beneficios potenciais e riscos de toxicidade dos IFNs (ZHOU, et.
al., 2021).

Alguns corticosteroides podem diminuir a gravidade da tempestade de citocinas
e reduzir a mortalidade de pacientes com infeccdo por SARS-CoV-2, a
dexametasona é uma das drogas representativas dos corticosteroides e é usada
principalmente em doengas inflamatérias alérgicas e autoimunes. A
dexametasona estd na lista de medicamentos essenciais da Organizagao
Mundial da Saude e estdo prontamente disponiveis em todo o mundo a baixo
custo. Estudos recentes fornecem evidéncias de que o tratamento com
dexametasona na dose de 6 mg uma vez ao dia por até 10 dias reduz a
mortalidade em 28 dias em pacientes com COVID-19 que estdo recebendo
suporte respiratério (RECOVERY, 2021).

Um dos novos tratamentos anti-inflamatorios que foi utilizado é o composto
colchicina. E um composto ja aprovado para uso em humanos pela Food and
Drug Administration do EUA desde 2009, mas registros que datam a mais de
1500 dC descrevem o uso da planta fonte para tratamento de dor e inflamacéo.
Atualmente a colchicina estd aprovada para o tratamento e prevengao da gota
aguda e da febre familiar do Mediterraneo, e é usada alternativamente na doenca
de Behget, pericardite e outras condigdes inflamatorias. O mecanismo de agao
da colchicina no inflamassoma permanece ainda em estudo, mas recentemente
foi demonstrado que ela diminui a producéo de citocinas ao inibir a ativacdo do
inflamassoma NLRP3, a interrupgéo deste sistema pela droga reduz a produgao
de IL-1B e que por sua vez impede a indugao do IL-6 e TNF e o recrutamento de
neutrofilos e macrofagos adicionais. A colchicina deve ser administrada no inicio
dos sintomas antes da COVID-19 evoluir para forma grave, sendo uma boa
alternativa de profilaxia e por ser barata e facil de administrar € uma boa op¢ao
para paises em desenvolvimento que ainda tém dificuldades em manter a

hospitalizagdo de pacientes (REYES, et. al., 2020).

No contexto dos estudos pré-clinicos, a N-acetilcisteina (NAC) tem sido

considerada no contexto de doencas respiratérias devido sua capacidade
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mucolitica. NAC é um medicamento seguro e barato disponivel comercialmente
desde 1960. O Unico uso aprovado para a NAC é de antidoto para
envenenamento por paracetamol, mas ja existem varios estudos indicando a
atividade antioxidante do NAC, que pode ser atribuida a trés mecanismos:
atividade antioxidante direta, indireta ou quebra de ligagdes dissulfidicas. O que
chamou a atencdo do NAC para tratamento da COVID-19 foi a capacidade de
reduzir a ativagdo do sistema imune e diminuir a tempestade de citocinas.
Estudos anteriores mostram que a adicdo de NAC ao protocolo de tratamento
padrao e uso pediatrico diminui a gravidade de muitas condi¢bes respiratdrias
agudas, como influenza, pneumonia adquirida na comunidade, SRAG,
pneumonia associada a ventilacao, principalmente por atenuar a ativacao
imunologica. Em todos os estudos, a dose diaria de NAC, 1200 mg, demonstrou
ser bem tolerada sem qualquer reagao adversa significativa (MOHANTY, et. al.,
2021).

1.7 BromAc®

Desenvolvido por pesquisadores do grupo MucPharm, BromAc® é uma
combinagao de dois medicamentos e foi desenvolvida para o tratamento paliativo
de uma condicdo rara de tumor mucinoso do apéndice chamada de
pseudomixoma peritoneal. O BromAc® em combinacao foi capaz de remover a
estrutura proveniente da expressdo das mucinas MUC1, MUC2, MUC4,
MUC5AC e MUC16, e removendo ligagdes glicosidicas e pontes dissulfeto
provenientes do cancer produtor de mucina (MUCPHARM PTY LTD, 2020).

A hipotese de que o BromAc® poderia ser eficaz contra o SARS-CoV-2 surgiu
apos estudar o que ja se conhecia da Bromelina e da Acetilcisteina como agentes
antivirais. A Bromelina é conhecida por remover a proteina Spike e hemaglutinina
de virus semelhantes aos coronavirus, tornando-os incapaz de entrar na célula
hospedeira. Ja a Acetilcisteina também utilizada como medicamento antiviral
para Influenza A e B, inibindo a replicagdo viral, promovendo produgdo de
algumas citocinas pro-inflamatérias e inibindo outras que sdo associadas a
tempestade de citocinas como a MUCS5, IL-6 e TNFa, que torna o BromAc® uma
estratégia atrativa para promover uma atividade antiviral local. In vitro, ela

sinergicamente inibiu a infecciosidade de duas cepas do SARS-CoV-2 cultivados
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em células Vero, mostrando um potencial efeito antiviral. O pré-tratamento com
BromAc® pode ser correlacionado com a redugéo das ligagdes dissulfureto pela
glicoproteina N-acetilcisteina, e é potencializada pela combinacdo com a
bromelina. Acredita-se que esta combinacdo possa promover um efeito
mucolitico e anti-inflamatério quando utilizada para o tratamento da COVID-19.
(MUCPHARM PTY LTD, 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

A COVID-19 é uma doencga causada por um novo coronavirus, o SARS-CoV-2 e
tem mobilizado a sociedade nestes ultimos dois anos. Milhares de vidas foram
ceifadas pela doenga que é letal para os grupos de risco. Alguns pacientes
podem apresentar dores, congestdo nasal, dor de cabecga, conjuntivite, dor de
garganta, diarreia, perda de paladar ou olfato, erupgdo cutdnea na pele ou
descoloragédo dos dedos das maos ou dos pés. Esses sintomas geralmente sao
leves e comegam gradualmente. Algumas pessoas sao infectadas, mas
apresentam apenas sintomas muito leves. Apesar de maioria das pessoas (cerca
de 80%) se recupera da doenga sem precisar de tratamento hospitalar, uma em
cada seis pessoas infectadas por COVID-19 fica gravemente doente e
desenvolve dificuldade de respirar. As pessoas idosas e as que tém outras
condicoes de saude como pressao alta, problemas cardiacos e do pulmao,
diabetes ou cancer, tm maior risco de ficarem gravemente doentes. No entanto,
qualquer pessoa pode pegar a COVID-19 e ficar gravemente doente. Embora a
vacina tenha reduzido os casos graves da doencga, a possibilidade de existirem
variantes do SARS-CoV-2 recomendam cautela em relacao ao recrudescimento

da doenga.

Devido a variada sintomatologia e ao grande numero de infecgbes e mortes
ocasionadas pela COVID-19, é de extrema importancia pesquisar sobre novas
formas de conter o avango da doenga, uma vez que a profilaxia esteja
consolidada com o uso de mascara de protecéo e distanciamento social, ainda
€ preciso uma nova ferramenta para ajudar no controle dos casos. Atualmente,
existem tratamentos eficazes para reduzir a intensidade da forma grave da
COVID-19, sendo o tratamento feito com dexametasona e ventilagcdo mecéanica.
Nao existe ainda medicamentos inalatérios que atuem nas vias aéreas para o
tratamento dos pacientes com COVID-19. Uma droga com capacidade
mucolitica e anti-inflamatéria pode ser um grande aliado no controle da
pandemia. Sendo assim houve varias tentativas falhas de desenvolvimento de
produzir um medicamento seguro e eficiente, com agao especifica para terapia

anti-inflamatéria. Mais importante, estudos focando em drogas que sao
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administradas de forma intranasal para agir mais rapidamente nas vias aéreas

ainda sdo escassas.

Quando se trata de casos graves de COVID-19, a respiragdo mecanica é uma
das poucas alternativas de tratamento do sintoma da SRAG de pacientes
infectados. Uma das caracteristicas dessa fase é a agregagado e acumulo de
muco no pulmao do paciente, o que leva a uma dificuldade maior na respiragao
e promove ainda mais a infeccdo no trato respiratério. Utilizando-se de uma
droga que fosse ao mesmo tempo mucossolvente, antiviral e anti-inflamatoria
pode-se conseguir um tratamento adequado para a sintomatologia da COVID-
19.
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3. OBJETIVO GERAL

Examinar o efeito mucolitico e anti-inflamatério do BromAc® em amostras

de aspirado traqueal de pacientes com COVID-19.

3.1 Objetivos Especificos

e Avaliar aspectos reométricos de amostras de aspirado traqueal de
pacientes com COVID-19 apds tratamento com BromAc® e N-

acetilcisteina para aferir sua atividade mucolitica;

e Avaliar o perfil de quimiocinas em amostras de aspirado traqueal de
pacientes com COVID-19 apds tratamento com BromAc® e N-

acetilcisteina;

e Avaliar o perfil de citocinas proinflamatérias e reguladoras em amostras
de aspirado traqueal de pacientes com COVID-19 apds tratamento com

BromAc® e N-acetilcisteina;

e Avaliar o perfil de fatores de crescimento em amostras de aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19 apds tratamento com BromAc® e

N-acetilcisteina;

e Avaliar o impacto do BromAc® frente ao estimulo com SARS-CoV-2 in
vitro em células provenientes do sangue periférico (produgdo dos
biomarcadores).



39

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 BromAc®

Para as preparacgdes, 100mg de Bromelina estéril liofilizada (Mucpharm Pty Ltd)
foi ressuspensa em solugao salina tamponada com fosfato (PBS) e aliquotas
armazenadas a -20°C. A N-acetilcisteina (NAC) a 200mg/mL, formato injetavel,

foi mantida em temperatura ambiente até o uso.

4.2 Amostras de Pacientes

As amostras de aspirado traqueal (AT) (1 a 10mL) foram coletadas durante a
rotina matinal de pacientes com COVID-19, com idade entre 18 e 80 anos, em
ventilagado mecanica no Centro de Terapia Intensiva (CTI) ou nas enfermarias do
Hospital Risoleta Tolentino Neves (HRTN) da UFMG. Todos os pacientes
incluidos no estudo testaram positivo para SARS-CoV-2 por RT-PCR
direcionado para o gene E. Apenas pacientes produtivos de secregdo foram
incluidos no estudo, um total de 15. As amostras foram aspiradas para coletores
de secrecao traqueal estéreis e imediatamente processadas em laboratério de
nivel 3 de biosseguranga. As amostras de aspirado traqueal foram tratadas com
a combinagao de Bromelina em concentragbées de 125ug e 250ug e NAC 2%
(20mg/mL) (BromAc®) e incubadas a 37°C. Apos a incubag&o, foram realizados
ensaios de fluxo, medidas reométricas e avaliacdo da tempestade de citocinas.
Os parentes mais proximos do participante foram consultados e assinaram o
consentimento informado por escrito em seu nome para participar da
investigacdo. Para os ensaios de cultura de curta duragdo, foram utilizadas
amostras de sangue de 9 pacientes saudaveis. Este estudo seguiu os principios
da declaracao de Helsinque, bem como a resolucao n° 466/2012 do Ministério
da Saude do Brasil para pesquisas envolvendo seres humanos e foi aprovado
pelo Comité de Etica da Instituicdo (CAAE number: 45919121.6.0000.5526).
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4.3 Ensaio de fluxo direto

Para avaliar o impacto do BromAc® e seu efeito mucolitico na viscosidade das
amostras de aspirado traqueal (AT) de 15 pacientes com COVID-19, as amostras
de AT foram tratadas com 125 a 250 ug de Bromelina e 2% de NAC (BromAc®)
usando um dispositivo de atomizagdo da mucosa (MAD nasal) (Teleflex®) e
incubado a 37°C em placas de 6 pogos. Apds a incubacgéo e avaliagéo visual das
amostras de AT, o tempo de mucdlise foi avaliado. Em seguida, as amostras de
AT tratadas foram passadas por filtros de células (70um) colocados em tubos de
polipropileno Falcon de 50ml. As amostras foram pipetadas em filtros de células
e o fluxo de volume foi coletado e medido. A pipetagem picada e repetida foi
estritamente evitada para medir o fluxo com precisdo. O volume do fluxo foi
colhido, aliquotado e armazenado a -80°C. A analise de celularidade das
amostras de aspirado traqueal foi feita utilizando o contador automatico
Countess 3 (Thermo Fisher Scientific Inc.), com a coloragdo de azul de tripan,

seguindo orientagdes do fabricante.

4.4 Medidas reométricas

A reometria também foi utilizada para avaliar a viscosidade e a tensdo de
cisalhamento promovidas pelo tratamento com BromAc®. A avaliagéo do perfil
reoldgico das amostras do aspirado traqueal de 15 pacientes foi realizada em
um viscosimetro rotacional Brookfield®, modelo DV Il (Ametek Brookfield,
Middleborough, EUA). A analise foi realizada usando trés grupos de amostra:
controle (sem tratamento), NAC (tratado com N-acetilcisteina), BromAc® 125
(tratado com Bromelina a 125 ug e NAC 2%) e BromAc® 250 (tratado com
Bromelina a 250 ug e NAC 2%). Apds a preparagéao e adigao dos principios ativos
realizada anteriormente, todas as amostras foram homogeneizadas por 1 minuto
e colocadas em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, 1 ml de
cada amostra foi colocado no copo de amostragem do viscosimetro rotacional e
a leitura foi obtida no fuso CP52. O equipamento foi controlado por meio do
software Rheocalc® V3.3 (Ametek Brookfield, Middleborough, EUA) programado
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para variar a velocidade do fuso de 0,01 a 250 RPM, com avaliagao de 30 pontos
entre esses valores e tempo de equilibrio de 30 segundos a cada nova
velocidade. Dados de viscosidade (cP), torque (%) e tensao de cisalhamento (D
/ cm?) foram coletados, e os resultados foram apresentados em termos de taxa

de cisalhamento (seg-1).

4.5 Avaliacdo de mediadores inflamatérios imunolégicos em
amostras de aspirado traqueal de pacientes COVID-19 por Luminex

Para verificar o efeito do BromAc® nos mediadores inflamatérios presentes nas
amostras de aspirado traqueal (AT) de pacientes com COVID-19, as amostras
de AT foram tratadas com 125 a 250 ug de Bromelina e 2% de NAC (BromAc®)
conforme descrito anteriormente. As amostras tratadas e nao tratadas de AT
foram incubadas a 37°C em placas de 6 pocos por 1 hora. Depois disso, as
aliquotas dos espécimes de AT foram inicialmente limpas por centrifugagao a
800 x g por 10 min, em temperatura ambiente e os sobrenadantes de AT foram
transferidos para microtubos de 2ml frescos. As amostras foram diluidas 1:10 e
incubadas com esferas magnéticas cobertas com anticorpos monoclonais
especificos para varios mediadores imunolégicos, tais como: quimiocinas
(CXCL8, CCL3 e CXCL10), citocinas inflamatérias (IL-18, IL-a IL- 6, TNF-a, TNF-
B, IFN-y, IFN-a, IL-15, IL-18 e IL-17a), citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-9, IL-10,
IL-13 e IL-22) e fatores de crescimento GM-CSF, IL-2 e IL-7). Os experimentos
foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante usando o ensaio
Procarta Human Cytokine 34-plex, (Invitrogen, CA, EUA) e o ensaio Bio-Plex Pro
Human Cytokine 27-plex Assay (Bio-Rad, CA, EUA). Os mediadores
imunologicos foram medidos em amostras de AT e as concentragdes de cada
amostra foram determinadas de acordo com as curvas padrao executadas para
cada molécula testada usando uma anadlise de ajuste logistico de quinto
parametro. Os resultados foram expressos em pg/mL para todos os mediadores

testados.
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4.6 Avaliagdao do perfil anti-inflamatério de BromAc® frente ao
estimulo de células provenientes do sangue periférico com SARS-CoV-2 in

vitro.

Inicialmente, hemogramas foram realizados com as amostras coletadas em
tubos contendo o anticoagulante EDTA e, a partir da contagem global de
leucdcitos foram realizados os calculos para os ajustes necessarios a obtengao
de preparagbes celulares com 1x107 leucécitos/mL. Em seguida, o sangue
coletado em tubos contendo heparina sédica foi transferido para tubo cbénico de
polipropileno de 50mL e centrifugado a 660 x g, por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apds a centrifugacdo, o plasma foi retirado e quantidade equivalente
de meio RPMI 1640 (GIBCO — Grand Island, NY) foi adicionado e a suspenséo
celular foi homogeneizada e centrifugada a 660x g, durante 10 minutos, a
temperatura ambiente. Este procedimento foi repetido e a concentragao celular
foi ajustada para 1x107 leucocitos/mL.

Apds o ajuste, a suspensao celular foi transferida para tubos de polipropileno de
14mL (Falcon, Becton Dickinson — BD, E.U.A.) e incubados por uma hora sob
agitagao constante em estufa a 37°C e 5% de CO2, na auséncia e na presencga
de BromAc® 250 microgramas. Apds incubagéao, foram adicionadas as culturas,
estimulo com SARS-CoV-2 inativado (500pfu) e as culturas foram incubadas nas
mesmas condicdes mencionadas, por 30 minutos. A quantidade de virus em pfu
a ser adicionada foi testada em trés culturas de curta duragcdo com células do
sangue periférico, foram testadas 500pfu, 1000pfu e 1500pfu, os resultados nao
sao mostrados, mas o estimulo viral com 500pfu foi o que houve maior
viabilidade celular. Também, foram realizadas culturas controle (CC) na
auséncia do virus e um controle com apenas BromAc® sem virus. Como controle
de funcionalidade (controle positivo) para o estudo de ativagao das células e
investigacao de citocinas intracelulares, foram realizadas culturas na presenga
de estimulo inespecifico por PMA (Forbol 12-miristato 13-acetato, Sigma Aldrich,
E.U.A.) e ionomicina (Sigma Aldrich, E.U.A) (os dados n&o foram apresentados).
Posteriormente, Brefeldina — BFA (Sigma-Aldrich, E.U.A.) foi adicionada a todos
os tubos, na concentragao final de 10mcg/mL e as culturas foram incubadas por

4 horas nas mesmas condigdes. Finalmente, a concentragdo final de 2mM de
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EDTA foi adicionada e as culturas foram incubadas por 15 minutos, a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Apds a incubagao, os tubos foram centrifugados a 660 x g, por 10 minutos, a
temperatura ambiente, para a retirada do sobrenadante para realizacao do
Luminex. Apds homogeneizagdo, 300uL das culturas foram transferidas para
tubos de poliestireno de 5mL (Falcon, Becton Dickinson — BD, E.U.A.) contendo
anticorpos para avaliagdo das subpopulagbes de linfocitos, macréfagos e
neutréfilos. Para a marcagao de moléculas de superficie foram empregados os
anticorpos anti-CD3-PE-Cy™7, anti-CD16-PE, anti-CD14-eF450, anti-HLA-DR-
FITC, anti-CD80-APC-H7, anti-CD19-PerCP-Cy™5.5 e anti-CD4-AF700. Os
anticorpos para marcadores de superficie, bem como as diluigbes empregadas
encontram-se especificados na tabela 2.

Tabela 2: Anticorpos marcadores de superficies e intracitoplasmaticos

Volume
Anticorpo Fluorocromo por teste | Diluigao
(em pL)
PE Mouse Anti-Human CD16 PE 2 1/50
eFluor 450 Mouse Anti-Human
eF-450 2 1/50
CD14
FITC Mouse Anti-Human HLA-DR FITC 2 1/50
PE-Cy™7 Mouse Anti-Human CD3 PE-Cy™7 2 1/50
PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-Human
PerCP-Cy™5.5 2 1/50
CD19
APC Mouse Anti-Human TNF APC 1 1/100

Apds a incubagdo das culturas por 20 minutos, a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, foi realizada a lise dos eritrocitos pela adigdo de 3mL de solugao
de lise comercial (FACS Lysing Solution — BD, E.U.A.) sob agitac&o no vortex e
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os tubos foram incubados por mais 10 minutos nas mesmas condigdes. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 600 x g, a 18°C, por 7 minutos. Entao,
os tubos foram vertidos para descarte do sobrenadante, o sedimento celular
ressuspendido por agitagcdo no vortex e 500uL de PBS-W (solugédo de PBS
acrescida de 0,5% de albumina bovina sérica e 0,1% de azida sddica) foram
adicionados aos tubos. Posteriormente foi feita a permeabilizacdo das células
pela adicdo de 3mL de PBS-P (PBS-W acrescido de 0,5% de saponina) e os
tubos foram incubados durante 10 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz, seguido de centrifugagao a 600 x g, a 18°C, por 7 minutos. Apos os tubos
serem vertidos para descarte do sobrenadante, nova lavagem foi realizada com
a adicao de 3mL de PBS-W. As células foram ressuspendidas em 200ul de PBS-
W e o anticorpo monoclonal anti-citocinas TNF, previamente diluidos em PBS-P,
conforme especificado na Tabela 2.

Apés incubagédo por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, foi
adicionado 100uL de PBS-P em cada poco e a placa foi submetida a
centrifugacao a 600 x g, 18°C por 10 minutos. Em seguida, a placa foi vertida e
a cada pogo foram adicionados 200uL de PBS-W. Apds centrifugagéo a 600 x g,
a temperatura ambiente, por 10 minutos, a placa foi vertida e as células de cada
poco ressuspendidas em 200uL de PBS. Apdés um periodo de 15 minutos a 4°C,
foi realizada a aquisicdo dos parametros morfométricos, fenotipicos e funcionais
das células do sangue periférico com o auxilio do citdmetro de fluxo LSRFortessa

(BD) e analises feitas com o software FlowJo (Treestar).

4.7 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad
Prism, versdo 8.00 (GraphPad Software, E.U.A). Inicialmente, a natureza
paramétrica ou ndo paramétrica dos dados gerados foi avaliada e confirmada
pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, para dados ndo paramétricos e para
comparagao entre trés ou mais grupos, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de comparagdes multiplas Dunn’s. Para andlise comparativa
entre dois grupos independentes, foi empregado o teste ndo paramétrico Mann-

Witney. Todos os dados que seguirem a distribuicdo paramétrica foram
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analisados por ANOVA oneway seguido pelo teste de comparagdes multiplas de
Dunnet post-hoc entre os grupos. Diferengas estatisticamente significativas

foram consideradas quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade Mucolitica do BromAc® em amostras de aspirado

traqueal de pacientes com COVID-19

Para determinar se o tratamento com BromAc® exerceria um efeito mucolitico
nas amostras de aspirado traqueal de maneira dose-dependente, as amostras
foram tratadas com NAC a 2%, bem como BromAc® 125 e 250 pg. As amostras
de aspirado traqueal foram tratadas por 30 minutos, conforme descrito em
material e métodos. A Figura 8 ilustra o fluxo médio de amostras tratadas com
BromAc® 125 e 250 pg ou 2% NAC.
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Figura 7: Efeito do BromAc® em amostras de aspirado traqueal de oito pacientes com COVID-
19 usando o método de fluxo continuo. A: O volume do fluxo em microlitros é representado em
graficos de dispersdo com mediana e intervalo interquartilico para uma curva com 0, 125 e 250ug
de bromelina além de 2% NAC. B: Aspecto visual da amostra de aspirado traqueal antes e apds
o tratamento BromAc® 250ug.

Um maior fluxo foi observado para as amostras tratadas com BromAc®, de forma
dose-dependente, evidenciando seu robusto efeito mucolitico (Figura 8A). O
volume recuperado pelo método foi de 68% para amostras tratadas com
BromAc® 125ug e acima de 80% para amostras tratadas com BromAc® 250ug.
O efeito mucolitico também pode ser facilmente observado no aspecto visual das
amostras antes e apds o tratamento com BromAc® 250 pg (Figura 8B).

Uma vez que as interagdes adesivas entre células e outros constituintes do muco

podem afetar significativamente a viscoelasticidade do muco, a andlise de
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celularidade (contagem de células vivas e totais, Figura 9) de amostras de

aspirado traqueal foi avaliada apos tratamento com BromAc® 250 pg.

A Contagem total de células B 2%107- Contagem de células vivas
x107
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Figura 8: Correlagdo do efeito mucolitico do BromAc® com a celularidade da amostra de
aspirado traqueal. Os graficos de dispersdo XY demonstram os resultados de celularidade,
incluindo contagem total de células (A) e contagem de células vivas (B) de acordo com o volume
de fluxo em microlitros.

Os dados demonstram que a celularidade se correlaciona inversamente com o
efeito mucolitico de BromAc® (p= 0,0002, correlagdo de Pearson R2= -0,9880,
Figura 9 A). Além disso, essa correlacdo foi observada também com a contagem
de células vivas avaliado em todas as amostras BromAc® (p= 0,0009, correlagao
de Pearson R2 =-0,9520, Figura 9 B). Esses resultados provavelmente indicam
que o efeito mucolitico de BromAc® é observado em amostras compostas na
maior parte do muco, em vez de amostras com agregados celulares. Novas
formulagdes combinando componentes de dissociagao celular como DNase ou

heparina ao BromAc® devem ser consideradas para estudos futuros.

Como outro método de medicdo do impacto do tratamento com BromAc® na
viscosidade dos aspirados traqueais de pacientes com COVID-19, realizamos
medi¢gdes reométricas em amostras apds o tratamento com BromAc®. A Figura
10. mostra o impacto do tratamento das amostras de aspirado traqueal na

viscosidade usando um redmetro.
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Figura 9: Medigbes reoldgicas de amostras de aspirado traqueal de pacientes com COVID-19
ndo tratados (UN) e apds tratamento com N-acetilcisteina (NAC), BromAc® 250 pg. A:
Resultados de viscosidade plotados como graficos de dispersdo sobre barras flutuantes
expressando minimo e maximo, bem como a linha média. Efeito na viscosidade em fungéo da
taxa de cisalhamento (B) expressa em seg-1 e ao longo do tempo (C) expressa em minutos. D:
Analise de mapa de calor demonstrando a intensidade da viscosidade em amostras individuais.
A legenda de cores é fornecida na figura mostrando a viscometria mais alta (vermelha) e mais
baixa (azul)(cP) e Velocidade (rpm).

Como pode ser visto na Figura 10 A, a viscosidade das amostras de aspirado
traqueal tratadas com BromAc® 125 ou 250 pg reduziu significativamente em
relacdo as amostras ndo tratadas ou tratadas com 2% NAC. Quanto ao perfil
reolégico (B), as trés amostras apresentaram caracteristicas de um fluido
viscoelastico ndo newtoniano. Portanto, sob baixo cisalhamento, a amostra
aspirada traqueal se comporta como um sélido elastico (deformagao) e sob alto
cisalhamento como um liquido viscoso (fluxo). Esta assinatura reoldgica é
caracteristica de polimeros de mucina reticulados em um muco, indicando uma
rede levemente emaranhada (CONE, 2009; LA, et. al., 2009; TOMAIUOLO, et.
al., 2014). No entanto, para amostras tratadas, uma maior redugdo na
viscosidade foi observada para tratamento com BromAc® 250 ug, conforme
claramente demonstrado por graficos de dispersédo e analise de mapa de calor
(Figura 10 B-D). A anélise do mapa de calor demonstrou ainda que a deformacéo

e a mucolise sao aceleradas por BromAc® 250 pg (Figura 10 D).
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5.2 Perfil de resposta mediada por quimiocinas, citocinas e fatores
de crescimento apods tratamento com BromAc® em amostras de aspirado

traqueal de pacientes com COVID-19

Para expandir ainda mais o efeito do BromAc® nos componentes imunoldgicos
presentes nas amostras de aspirado traqueal de pacientes com COVID-19, a
detecgao de quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento foi realizada apds o
tratamento com BromAc®. Este experimento foi realizado em condigdes
semelhantes ao experimento de curva anterior, no qual as amostras foram
tratadas apenas com NAC a 2%, bem como com BromAc® 125 e 250 pg.
Amostras de aspirado traqueal foram tratadas por 60 min nas mesmas condigdes

do primeiro experimento.

Os resultados mostram que o tratamento com BromAc® anulou geral e
massivamente as quimiocinas (Figura 11). Digno de nota, BromAc® diminuiu a
expressao das quimiocinas CCL3, CXCL8, CXCL10 e CCL11 que estéo
associadas a neutrofilos pré-inflamatérios e recrutamento de macréfagos para

os pulmoes.
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Figura 10: Efeito do BromAc® nas quimiocinas presentes na amostra de aspirado traqueal de
pacientes com COVID-19. Os resultados das quimiocinas foram medidos por Luminex e sdo
expressos em pg/mL.

Além disso, a tempestade de citocinas foi em grande parte alterada pelo
tratamento com BromAc®, mostrando niveis mais baixos de IL-6, um importante
agente inflamatério no COVID-19 ao lado de IL-15, IFN-y e IL-17A (Figura 12).
Observamos niveis reduzidos de citocinas pré-inflamatérias como IFN-a, TNF-a
e TNF-B, apoés o tratamento com BromAc®, porém ndo houve diferenga

estatistica nos niveis de IL-1B, IL-1a e IL-18.
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Figura 11: Efeito de BromAc® em citocinas pro-inflamatérias presentes em aspirados traqueais
de pacientes com COVID-19. Os resultados de citocinas foram medidos por Luminex e sao

expressos em pg/mL.

A andlise da atividade ex-vivo de BromAc® em fatores de crescimento nas
amostras de aspirado traqueal de pacientes com COVID-19 indicou diminuicao
dos niveis de IL-7. No entanto, outros fatores de crescimento como IL-2 e GM-
CSF se mantiveram estaveis apos o tratamento com BromAc® (Figura 13). A IL-
7 é produzida relativamente em quantidade constante e o seu nivel é controlado
pelo consumo, principalmente pelas células T, ou seja, niveis circulantes
elevados de IL-7 estao associados a depleg¢ao do pool de células T na COVID-

19.
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Figura 12: Efeito do BromAc® nos fatores de crescimento presentes nos aspirados traqueais de
pacientes com COVID-19. Os resultados para fatores de crescimento foram medidos por
Luminex e expressos em pg/mL.

Em relacdo as citocinas reguladoras, os resultados mostram modulagéo
importante dessas moléculas por BromAc (Figura 14). Os niveis de IL-1Ra e IL-
22 nao foram significativamente alterados pelo tratamento com BromAc® em
comparacao com NAC. Por outro lado, niveis reduzidos de IL-9, IL-10 e IL-13
foram observados quando os grupos BromAc® foram comparados a amostras
de aspirado traqueal nao tratadas. Para IL-10, o mesmo efeito foi observado no
grupo tratado com NAC, porém, para IL-9, a diminuigao significativa nos niveis
dessa citocina foi observada apenas nos grupos BromAc®. A regulagéo
excessiva pode estar associada ou pode levar a diminuicdo da capacidade de
resposta, anergia e diminuigdo das respostas efetoras contra o virus, que pode
ser avaliada de forma cautelosa de como BromAc pode contribuir para a redugao

da inflamacgéo.
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Figura 13: Efeito de BromAc® em citocinas reguladoras presentes em aspirados traqueais de
pacientes com COVID-19. Os resultados de citocinas foram medidos por Luminex e sao
expressos em pg/mL.

5.3 Avaliagdo do Perfil de mediadores soluveis da resposta imune
induzida por SARS-CoV-2 in vitro apés tratamento com BromAc® em

células leucocitarias do sangue periférico

No intuito de avaliar o impacto do BromAc® na tempestade de citocinas induzida
exclusivamente e diretamente pelo virus SARS-CoV-2, foi padronizado e
realizado um ensaio utilizando o virus inativado em um sistema in vitro
empregando células leucocitarias do sangue periférico obtidas de sangue
heparinizado coletado de voluntarios saudaveis. O sobrenadante de cultura foi
coletado e foi realizada a avaliacdo de mediadores soluveis incluindo

quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento.

Em relagdo as quimiocinas produzidas no ensaio in vitro, foi possivel observar
que o tratamento com BromAc® reduziu de forma significativa todas as
quimiocinas analisadas, em relagdo as amostras estimuladas com o SARS-CoV-
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2 inativado (Figura 15). Além disso, é possivel também perceber que o estimulo
com o virus inativado foi bem-sucedido, pois promoveu uma produgcdo maior de

citocinas e quimiocinas em relagao ao grupo controle.
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virus SARS-CoV-2 inativado em um sistema in vitro empregando células leucocitarias do sangue
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Na Figura 16, estdo apresentados os resultados da avaliagdo de citocinas pro-
inflamatérias frente ao estimulo com SARS-CoV-2 e apds o tratamento com o
BromAc®.
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Figura 15: Impacto do BromAc® em citocinas pré-inflamatérias induzidas exclusivamente e
diretamente pelo virus SARS-CoV-2 inativado em um sistema in vitro empregando células
leucocitarias do sangue periférico obtidas de sangue heparinizado coletado de voluntarios
saudaveis. A legenda mostra os diferentes tratamentos realizados e suas respectivas cores.
Resultados expressos em pg/mL.

Os resultados indicaram que SARS-CoV-2 na sua forma inativada foi capaz de
induzir uma producdo robusta também de citocinas pro-inflamatérias como IL-
1B, IL-6, TNF e IFN-y em leucdcitos do sangue periférico de individuos saudaveis
apos curta estimulacao. Por sua vez, o tratamento com BROMAC® foi capaz de

reduzir e até extinguir esta produgado como observado na Figura 16.

Os fatores de crescimento s&do moléculas importantes na imunopatogénese da
covid-19 pois sado frequentemente associadas ao maior recrutamento de
leucdcitos e as coagulopatias associadas a doenga, como por exemplo o
tromboembolismo (AHMAD et. al., 2021).
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Figura 16: Impacto do BromAc® em fatores de crescimento induzidos exclusivamente e
diretamente pelo virus SARS-CoV-2 inativado em um sistema in vitro empregando células
leucocitarias do sangue periférico obtidas de sangue heparinizado coletado de voluntarios
saudaveis. A legenda mostra os diferentes tratamentos realizados e suas respectivas cores.

Resultados expressos em pg/mL.

A andlise de fatores de crescimentos os quais PDGF-bb, G-CSF, GM-CSF,
VEGF, IL-2 e IL-7, indicou que de maneira semelhante aos paramentos
anteriores houve aumento de fatores de crescimento nas amostras estimuladas
com o0 SARS-CoV-2 inativado, ocorrendo reducido nas amostras tratadas com o
BromAc® (Figura 17). Visto que houve reducdo do fator de crescimento
endotelial, VEGF e reducgédo no fator de crescimento associado ao recrutamento
plaquetario, PDGF-bb, o BromAc® poderia ser importante para reverter quadros

de tromboembolismo na COVID-19.
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Em relagéo as citocinas reguladoras e do eixo Th2, IL-1ra, IL-9, IL-10 e IL-13
houve uma reducéo significativa em relagdo ao grupo estimulado com o virus,

como pode ser visto na Figura 18.
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Figura 17: Impacto do BromAc® em citocinas reguladores induzidas exclusivamente e
diretamente pelo virus SARS-CoV-2 inativado em um sistema in vitro empregando células
leucocitarias do sangue periférico obtidas de sangue heparinizado coletado de voluntarios
saudaveis. A legenda mostra os diferentes tratamentos realizados e suas respectivas cores.
Resultados expressos em pg/mL.

Assim como nos resultados do ensaio ex-vivo, podemos ver que o tratamento
com o BromAc® também reduz a produgdo de citocinas reguladoras,
principalmente a IL-10 (Figura 18). Porém, este ndo é um ponto negativo, pois
no contexto da tempestade de citocinas induzida pelo SARS-CoV-2 inativado, o
tratamento com o BromAc® reduziu os niveis de todas os mediadores

inflamatorios.

Portanto, esses resultados podem indicar que o BromAc® pode contribuir para
regular as respostas efetoras completas, como as respostas imunes tipo 1 contra
SARS-CoV-2 durante a fase viral.
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5.4 Avaliacao do Perfil de resposta imune celular modulada por

BromAc® frente a estimulagao in vitro com SARS-CoV-2

Para avaliar o perfil anti-inflamatério de BromAc®, foi padronizado e realizado
um ensaio utilizando o virus SARS-CoV-2 inativado em um sistema in vitro em
que, células provenientes do sangue periférico foram estimuladas com este virus
€ na presenca ou nao do BromAc®. Apds a estimulagao, a suspensao celular foi
incubada com anticorpos para marcagao das subpopulagdes de linfécitos,

neutrdéfilos e mondcitos.

Os resultados obtidos mostram que BromAc® foi capaz de modular as
populacdes de neutréfilos CD16" e mondcitos CD14* observadas apds a
estimulacdo com iSARS-CoV-2. E possivel observar um percentual menor
destas populacdes em células tratadas com BromAc® na presenca ou auséncia
de iISARS-CoV-2 (Figura 19). O tratamento com BromAc® também mostrou
aumentar o marcador de ativagdo HLA-DR em populagdes de mondcitos CD14%,
em comparagao com o estimulo viral. Esses resultados indicam que BromAc®
pode ter um efeito modulador, reduzindo populacdes de neutréfilos e mondcitos,
mas ao mesmo tempo, aumentando a ativagdo de células monociticas

expressando HLA-DR.
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Figura 19: Estratégias de gating para visualizagdo das subpopulagdes de leucdcitos,
seguido da expressdo do marcador CD16 para os diferentes tratamentos (A); e o perfil
imunomodulatério de BromAc® em neutrdfilos e mondcitos estimulados com iISARS-CoV-2
em um sistema in vitro empregando células do sangue periférico obtidas de sangue
heparinizado coletado de 6 voluntarios saudaveis (B). A legenda mostra os diferentes
tratamentos realizados e suas respectivas cores.

Ao avaliar o efeito de BromAc® nas subpopulacdes de linfécitos, é possivel ver
um aumento significativo da contagem de linfécitos, independentemente do
estimulo com o iISARS-CoV-2 (Figura 20). Este aumento é justificado pela
reducdo do nimero de neutrdfilos, mostrados no resultado anterior. E possivel
observar também que o tratamento com BromAc® diminui a produg¢ao de TNF
pelas células B CD19*, em comparagao com o grupo estimulado com o virus

inativado.
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Figura 20: Estratégias de gating para visualizagdo das subpopulagdes de leucdcitos (A) e o perfil
imunomodulador de BromAc® em linfécitos estimulados com iSARS-CoV-2 em um sistema in
vitro empregando células do sangue periférico obtidas de sangue heparinizado coletado de 6
voluntarios saudaveis (B). A legenda mostra os diferentes tratamentos realizados e suas
respectivas cores.
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6. DISCUSSAO

Existem muitas alteragdes patoldgicas nos pulmdes durante a COVID-19 e elas
evoluem com o tempo. A doenca precoce é caracterizada por capilarite
neutrofilica exsudativa com trombose. Alteracdes tardias que ocorrem em média
por volta do décimo dia de infeccao incluem dano alveolar difuso, trombose
intravascular, infecgdo, coagulopatia intravascular disseminada (DIC) e
proliferagéo de fibroblastos intra-alveolares posteriores (BOSMULLER, et al.
2020).

Embora o COVID-19 seja uma doenga multissistémica, a insuficiéncia
respiratéria € uma causa importante de hospitalizagdo e morte. A patologia
pulmonar no COVID-19 é complexa, variavel e dependente do tempo, a
obstrucdo das vias aéreas pelo escarro € observada em uma proporcao
significativa de pacientes e afeta negativamente a ventilagcdo. O carater do
escarro no COVID-19 é observado como sendo altamente viscoso (Lu, et al.,
2021) e uma proporgao maior de pacientes com a COVID grave apresentou
escarro pegajoso de grau 3 (WANG, et. al.,, 2020). A broncoscopia revelou
obstrugdo extensa de muco ou muco em 64% (TABAN, RICHARDS, 2020) e
82%, e melhora na oxigenagao apds a depuragédo. Tampdes mucosos foram um
fator prognostico adverso (LARRIVA, et. al.,, 2021). A obstrugcdo do tubo
endotraqueal devido ao escarro mucinoso também é um problema reconhecido
com muito mais frequéncia em pacientes com COVID-19 do que em outros que
requerem ventilacdo (WILES, et. al., 2021).

As caracteristicas do escarro em pacientes com COVID-19 grave podem se
correlacionar com o resultado. Wang et al. (2020) descreveram que o escarro
cada vez mais pegajoso estava associado a doengas criticas, sendo a
viscosidade a principal variavel relacionada a depuracao do escarro. O escarro
altamente viscoso no COVID-19 explica as altas pressdes necessarias para a
ventilagao e a dificuldade em aspirar o escarro do COVID-19. Portanto, drogas
expectorantes eficazes sédo fortemente recomendadas durante o manejo das
vias aéreas (CHEN, et. al., 2020).



62

O muco alveolar afeta a barreira sangue-gas, induzindo hipdxia, e fornece
evidéncia direta do papel do muco nas doencas respiratérias e 0 mecanismo que
procuramos interromper com BromAc®. Portanto, pela primeira vez, avaliamos
o efeito do BromAc® no escarro de COVID-19 como uma estratégia para reduzir
a viscosidade do escarro e melhorar 0 manejo das vias aéreas e o progndstico

do paciente.

O tratamento do escarro de COVID-19 com BromAc® melhorou o fluxo (Figura
8 A) e reduziu eficientemente a viscosidade (Figura 10 A-D) quando comparado
a amostras nao tratadas ou amostras tratadas apenas com NAC. Todas as
amostras (sem tratamento, NAC e BromAc®) apresentaram perfil viscoelastico
(Figura 10 B), o que estd de acordo com a literatura (LAI, et, al., 2009;
ATANASOVA, REZNIKOV, 2019). A anadlise de celularidade (Figura 9 A-B)
mostrou uma correlacdo inversa com o efeito mucolitico do BromAc®. O
comportamento fluido viscoelastico do muco é diretamente proporcional ao peso
molecular e a concentracdo de seus componentes, bem como a sua
configuragado espacial (CARRILHO, et. al., 2016). Uma contribuicdo recente
relata alto teor de sélidos e proteinas no escarro de COVID-19 semelhante ao
observado na fibrose cistica e identifica altos niveis de DNA e hialuronano
(KRATOCHVIL, et. al., 2022). Nossos estudos demonstram que o uso de
BromAc® proporciona uma grande reducdo na viscosidade do escarro de
COVID-19 no primeiro minuto (Figura 10 C), o que prevemos que foi benéfico
para melhorar a complacéncia pulmonar na ventilagdo mecanica e melhorar a
remocao do escarro. Essa maior e rapida reducao da viscosidade do escarro de
COVID-19 pode ser explicada pelo efeito sinérgico das duas drogas proteoliticas
(NAC e bromelina) presentes no BromAc®, que potencializaram o efeito

proteolitico.

Varios estudos tedricos e experimentais demonstraram que o aumento da
viscosidade e da tensao superficial do liquido da superficie das vias aéreas sao
provavelmente responsaveis pela lesdo pulmonar induzida por ventilador (em
inglés, VILI). Dois principais mecanismos fisicos para VILI sdo a super distensao
do tecido pulmonar causada por alteragdes induzidas pela tensao superficial na

micromecanica interalveolar e atelectotrauma nas células epiteliais durante a
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reabertura e fechamento repetitivo das vias aéreas (CHEN, et. al., 2020). Existe
uma forte ligagéo entre a infecgao viral e a produ¢ao de muco por meio de varias
vias de sinalizacdo, incluindo IL-6, IL-10 e TNF, em que a tempestade de
citocinas causa hipersecregédo subita de muco. Embora a infec¢do viral possa
causar diretamente o0 excesso de producao de escarro pelas células
respiratorias, a tempestade de citocinas causa superproducao de muco por meio
das vias STAT, MAPK, NKKB nas células e vias de sinalizagédo IFN-AhR no
COVID. A producdo de muco em doengas respiratérias esta normalmente
relacionada a inflamagao e no COVID-19, sabe-se que a mucina é induzida pelo
interferon descoberto no fluido de lavagem broncoalveolar (BALF) de pacientes
e animais com COVID-19 (KHAN, et. al., 2021; LIU, et. al., 2020).

Em casos graves, a tempestade de citocinas é devida ao excesso de produgéo
de citocinas inflamatorias, incluindo IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF (ATANASOVA,
REZNIKOV, 2019). Niveis séricos aumentados de IL-7, IL-10, fator estimulante
de colénia de macréfagos (CSF) (M-CSF), granulécitos CSF (G-CSF),
granulécitos-macréfagos (GM-CSF), proteina induzida por interferon gama 10KD
(IP- 10), proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-1), proteina inflamatéria de
macrofagos (MIP-1) e TNF séo vistos, especialmente em pacientes com doenca
grave (COSTELA-RUIZ, et. al., 2020; HU, et. al., 2021).

As citocinas séo polipeptidios e, portanto, um substrato para a degradagao da
bromelina. No entanto, ha uma complexidade adicional em que a bromelina pode
estimular ou inibir a liberagdo de citocinas das células em diferentes
configuragdes (BARTH, et. al., 2005; HUANG, et. al., 2008). A bromelina reduziu
G-CSF, GMCSF, IFN-y, MIP e TNF por tecido inflamado em IBD (ONKEN, et.
al., 2008). A bromelina pode reduzir a migragao de neutrdfilos para a inflamagao
e, embora isso possa estar relacionado a redugdo de citocinas, também é
provavel que seja devido a remogao de receptores de superficie celular em
neutrdfilos, incluindo CD44, CD62 e receptores de quimiocinas e tem efeitos
semelhantes agao em células tumorais (FITZHUGH, et. al., 2008; KLEEF, et. al.,
1996; TYSNES, et. al., 2001).
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Niveis elevados de citocinas séricas no COVID-19 estdo claramente
relacionados a gravidade da doenga e ao risco de morte. Acredita-se que a
tempestade de citocinas seja responsavel pelo aumento das secregdes de muco
brénquico no COVID-19 (KHAN, et. al., 2021). Talvez de maior relevancia para
o COVID-19, a bromelina reduziu a inflamacao das vias aéreas em um modelo
de camundongo com inflamagdo induzida por ovalbumina com redugdo de
leucdcitos e eosindfilos no lavado broncoalveolar (BAL), redugédo do infiltrado
pulmonar celular e reducao de interleucinas séricas IL-4, IL-12, IL- 17 e IFN-a. A
bromelina administrada por via intraperitoneal demonstrou atenuar o
desenvolvimento de doenga alérgica em um modelo de camundongo de doencga
alérgica das vias aéreas induzida por ovoalbumina (SECOR, et. al.,, 2012;
SECOR, et. al.,, 2006). Leucécitos e citocinas do lavado broncoalveolar,
histologia pulmonar e hiperresponsividade das vias aéreas foram medidos. O
tratamento com bromelina resultou em reducdo de leucdcitos no BAL,
eosindfilos, linfécitos T CD4* e CD8*, T CD4/CD8" e IL-13. Em um estudo feito
por Giamarellos-Bourboulis (2020), as contagens absolutas de linfécitos
CD3"CD4*CD45", linfécitos CD3"CD8*CD45%, células CD3"CD16*CD56"CD45"
e linfocitos CD19"CD45" foram menores entre pacientes com COVID-19 em
comparagao com 10 individuos saudaveis ajustados para idade e género. Da
mesma forma, a bromelina teve um efeito anti-inflamatério nas vias de
sinalizagao do fator nuclear kappa B (NFKB) e da proteina quinase ativada por
mitogeno (MAPK) em células de macréfagos RAW 264.7 estimuladas por
lipopolissacarideo de uma maneira dependente da dose (INSUAN, et. al., 2021).
Devido aos seus efeitos anti-inflamatérios, a bromelina foi sugerida como
tratamento para o COVID-19 (ESAM, TALOKI, 2020). A bromelina sozinha
demonstrou ter um efeito antiviral direto no virus SARS-CoV-2, que causa o
COVID-19, provavelmente devido ao seu efeito na proteina spike ou nos
receptores utilizados pelo virus para entrada no hospedeiro (SAGAR, et. al.,
2020). Esta pesquisa foi realizada em células Vero E6 e exigiu doses
significativamente mais altas do que a combinacdo BromAc®. A bromelina
também foi usada em um modelo de pneumonia viral com o virus Semliki Forest
(KENNEDY, 1974; SCHLEGEL, et. al., 1991).



65

Apds a estimulagdo do sangue periférico de pacientes saudaveis com SARS-
CoV-2 inativado percebeu-se que o BromAc® diminuiu a modulacdo de
neutréfilos CD16". Ekstedt et. al. (2020) acreditam que o neutréfilo € um dos mais
importantes agentes de hiper inflamag¢ao que leva ao desconforto respiratorio
agudo no COVID-19, pois evidéncias indicam que os neutrofilos, durante a
infeccao viral, atuam indiretamente como células imunomoduladoras e
diretamente pela secrecao de citocinas, internalizacdo do virus e producao de
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs). Além disso, os neutréfilos estao
aumentados em numero nao apenas na circulacao periférica, mas também foram
encontrados abundantemente no tecido pulmonar durante autépsias de
pacientes que morreram de COVID-19 (BARNES, et. al., 2020). O mesmo efeito
do BromAc é notado em mondcitos CD14+, e que assim como os neutréfilos sdo
importantes no processo inflamatério. Monécitos podem ser divididos em trés
classes baseados na expressdo dos marcadores CD14 e CD16: Classicos
(CD14*CD16°), ndo classicos (CD149mCD16") e intermediarios (CD14*CD16%).
Sob condi¢des patoldgicas, incluindo infecgdes virais, monécitos, ativados e
recrutados por mediadores inflamatdrios, infiltram tecidos afetados e adquirem
macrofagos inflamatorios. Na COVID-19 estes mondcitos podem alterar o
metabolismo da glicose, promovendo a replicagdo do SARS-CoV-2 (KNOLL, et.
al., 2021). BromAc também aumentou significativamente a expressdo do
marcador de ativacdo HLA-DR em comparagao com as amostras estimuladas
com 0 iISARS-CoV-2. Em uma analise de sequenciamento de scRNA de PBMCs
de pacientes com COVID-19 grave revelou que oito genes que codificam
moléculas HLA de classe |l estdo reguladas negativamente em todos os
pacientes do estudo, mais significativo ainda em pacientes dependentes de
ventilacéo e idosos (WILK, et. al., 2020).

A acetilcisteina é um genérico amplamente utilizado, administrado
rotineiramente para overdose de paracetamol (ATKINSON, 2002). Tem outras
indicagdes, incluindo protegao renal, mas € amplamente utilizado em doengas
respiratérias como mucolitico administrado por via oral (POOLE, et. al., 2019). A
acetilcisteina atua como um mucolitico devido ao seu efeito nas pontes dissulfeto
(SANTUS, et. al., 2014). Tem sido aplicado na fibrose cistica e bronquite
(POOLE, et. al., 2019; CAZZOLA, et.al., 2015; DEKHUIJZEN, 2004), no entanto,
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foi relatado por Atkinson (2002) que a acetilcisteina produz mucorréia ao
nebulizar uma solugcido de 5 a 10%, que é hiper osmolar. Recomenda-se uma
solugdo a 2% (ou 20 mg/mL). Em um estudo clinico de 10 pacientes submetidos
a cirurgia toracica, a acetilcisteina foi nebulizada no pés-operatorio. Este foi um
estudo duplo-cego. Verificou-se que a acetilcisteina reduz a viscosidade do
escarro e aumenta o volume de escarro expectorado e a oxigenagdo em

comparagao com o controle (solugéo salina) (GALLON. 1996).

BromAc® foi desenvolvido para dissolver o tumor pseudomixoma peritoneal
altamente mucinoso e seu mecanismo de acao envolve a quebra sincrona de
ligacbes peptidicas, glicoproteicas e SS (AMINI, et. al., 2013). J& é conhecido
por remover uma variedade de tipos de mucinas das células cancerigenas
(PILLAI, et. al., 2014), que é a base de seu potencial em doengas respiratorias
secretoras de mucina. Nossa hipotese é que BromAc® exerce seu efeito anti-
citocina por clivagem proteolitica de quimiocinas e cadeias polipeptidicas de
citocinas e pela quebra de pontes dissulfeto. Os efeitos mucoliticos do BromAc®
diminuem na presenga de células vivas devido a agregacéao celular. Isso esta
sendo elaborado para tentar melhorar e permitir formulagdes mucoliticas mais

robustas de BromAc® em secre¢cdes com alta celularidade.

Como uma nova combinagao de drogas em oncologia, ja foi aplicada em ensaios
de fase 1 e 1B em concentracbes muito mais altas do que as usadas neste
estudo, embora intraperitonealmente, e esta entrando em ensaios de fase 2 na
UE e nos EUA para o raro tumor mucinoso (VALLE, et. al., 2021). Akhter et al.
(2021) relataram anteriormente uma inibigdo sinérgica da infecciosidade de duas
cepas de SARS-CoV-2 cultivadas em células Vero, BGM e CALU-3, mostrando
um efeito antiviral de redugéo de 4 log por BromAc®. Resta saber se o BromAc®
pode atuar como um antiviral ou ser uma intervencao util para esta acao na fase
avangada da doenca. O BromAc® ja foi administrado com seguranga nas vias
aéreas em quatro modelos em duas espécies, incluindo um modelo de
recuperacao de 28 dias. Cada um desses modelos ndo apresentou toxicidade
clinica, na histologia ou no BAL, com concentragcdes de tratamento de até 500
ug/20 mg/mL trés vezes ao dia durante cinco dias em comparagdo com 0O

controle. Em um ensaio clinico randomizado, camundongos foram expostos a
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BromAc® nebulizado (dose baixa e alta) por 10 minutos, 3 vezes ao dia, durante
5 dias. Todos os camundongos no modelo de recuperagdo de 28 dias
sobreviveram até o ponto final (dia 33) sem evidéncia de toxicidade. No pulmao,
a histopatologia em animais tratados, demonstrou uma menor incidéncia de
anormalidade do que no grupo controle, apoiando um efeito de desobstru¢ao das
vias aéreas do BromAc® (dados nao publicados). Os estudos clinicos planejados
no COVID-19 visam avaliar a seguranca e a eficacia preliminar do BromAc® em
participantes com infecgao estabelecida pelo COVID-19 que foram internados no
hospital. Os participantes terdo doenga moderada a grave, receberao tratamento
padrao e nao foram ventilados ou terdo doenga critica, embora seja possivel que
o BromAc® possa ter um papel no tratamento de pacientes criticos no futuro
(NCT05220605 e NCT05258682). A aplicagdo de um farmaco como o BromAc®,
particularmente com suas potentes propriedades mucoliticas, pode melhorar a
oxigenagao. Escarro espesso, gelatinoso e mucinoso é observado em muitos
pacientes com COVID-19, encontrado na broncoscopia, radiologia, autopsia,
além de formacgao hialina, restos celulares e fibrina, que se acumula nos alvéolos
como resultado de inflamagcdo e SDRA. Todos, por sua vez, prejudicam a
oxigenagdo. Embora reconhegamos que a fluidificagdo dessas secregdes
espessas pode resultar no acumulo de secregdes nos alvéolos, medidas clinicas
podem ser implementadas, como sucg¢ao, pronagdo ou drenagem postural e
fisioterapia respiratéria. A depuracédo de fluidos, efeitos colaterais e eventos

adversos ao tratamento foram abordados em estudos clinicos.

7. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o BromAc exibiu um efeito mucolitico
robusto em amostras de aspirado traqueal de pacientes com COVID-19 de
maneira dose-dependente. Além disso, o BromAc demonstrou atividade anti-
inflamatéria, reduzindo a acao da tempestade de citocinas em amostras de
aspirado traqueal de pacientes com COVID-19. A combinagcdo apresentou
reducado de quimiocinas como MIP-1a, CXCL8, MIP-13, MCP-1 e IP-10, em

comparagao com NAC isoladamente. Foi também observado a agao dos
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compostos combinados sobre citocinas reguladoras como IL-10. Mesmo na
concentracdao de 250ug, atua na IL-6, uma das principais citocinas proé-
inflamatdrias e nos fatores de crescimento, demonstrando reducao de G-CSF e
VEGF-D nas concentragdes de 125 e 250ug. Além disso, o BromAc foi capaz de
modular as respostas celulares apds o tratamento ex vivo de células sanguineas.
Esses resultados indicam um efeito mucolitico e anti-inflamatério robusto do
BromAc em aspirados traqueais de pacientes criticos, indicando seu potencial

como estratégia terapéutica para o COVID-19.
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9. ANEXOS

I- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de consentimento Livre esclarecido

TCLE

Trata-se de um estudo que vai avaliar alteragdes na secregio respiratdria, chamada de aspirado traqueal, de pessoas
internadas no centro de atendimento intensivo sob intubagio com possivel diagnéstico de COVID-19 e amostras de
sangue de pacientes no CTl e internados em enfermarias do Hospital Risoleta Tolentino Neves.

0 objetivo desse estudo é tentar desenvolver métodos e Biomarcadores para entender a infec¢do causada por SARS-
CoV-2 que é nova para todos nds e verificar a imunidade que confere protegio contra COVID-19. Pretendemos
também avaliar alteragdes que podem indicar um curso clinico desfavordvel e a necessidade de terapias mais
cuidadosas.

0 estudo trata de coleta de informagdes pessoais e clinicas a posterior, coleta de amostra de sangue e do aspirado
traqueal de forma a manter a rotina hospitalar do paciente. Este é um estudo longitudinal que coletard amostras de
sangue e aspirado traqueal em tempos diferentes durante a internagdo (0, 7 e 14 dias). A coleta de sangue serd feita
apos alta (30, 60, 90 e 120 dias) para acompanhar os pacientes na convalescéncia. Nenhuma intervengdo adicional
serd realizada. O voluntirio pode retirar sua participagio a qualquer momento do estudo e suas amostras guardadas
em biorrepositdrio, valendo a partir da data deste termo.

Este estudo é importante para que se possa conhecer um pouco mais sobre efeitos da COVID-19, uma doenga nova
de um novo virus, o SARS-CoV-2, que todos conhecemos muito pouco ainda. Isso pode ser Gtil para que os médicos
possam ter uma informagdo para indicar ou ndo tratamentos aos seus pacientes, Os procedimentos do estudo serdo
coletas de informagdes relativas a estado geral de saide, dados epidemiologicos e a coleta de sangue de rotina e do
aspirado traqueal, conforme indicagido médica.

A coleta de sangue pode levar a um risco minimo e um leve desconforto ao paciente, no entanto, esta apresenta-se
como rotina de laboratério e sera monitorada pelos responsaveis pela pesquisa. Espera-se que a pessoa tenha risco
minimo por participar neste estudo, uma vez que ndo envolve nenhuma intervengio adicional no paciente, s6 o que
estd previsto na rotina, sendo que as amostras dos pacientes serdo guardadas no laboratdrio para estudos futuros. A
informagdo obtida serd de uso cientifico e ndo serd divulgada para outros fins. Todos os dados referentes aos
pacientes sdo confidenciais. Em nenhum momento havera liberagao de identidade ou quaisquer dados que possam
levar a sua identificagio.

Como o resultado do estudo pode ser de seu interesse, se vocé quiser, pode deixar registrado além de seu préprio
telefone, endereco e e-mail, os telefones e enderegos de cinco contatos seus (entre eles trés parentes de primeiro
grau) a fim de que vocé possa ser encontrado para saber os resultados, mesmo apds alguns anos do término desse
estudo. A sua participagdo neste estudo é totalmente voluntdria. Uma vez que vocé aceite participar do estudo,
permanecerd com o direito de retirar seu consentimento a qualquer momento.

Para qualquer divida ou esclarecimento adicional, vocé pode entrar em contato com a coordenadora do estudo, a
Dra. Jordana Coelho dos Reis, pelo telefone 31 3409-2746, no Instituto de Ciéncias Biolgicas, Universidade Federal
de Minas Gerais, Av. Antonio Carlos, 6627, campus Pampulha - CEP:31270-901 ou a Dr. Camila Pacheco Silveira
Martins da Mata, pelo telefone 31 3459-3272, no Hospital Risoleta Tolentino Neves, Rua das Gabirobas, 01 - Vila
Cléris. Belo Horizonte/MG - Brasil. Cep:31.744-012.

Declaro que recebi uma copla deste termo de consentimento para ler antes de assind-lo, que os detalhes do projeto
foram explicados e que manterei uma cépia deste consentimento em meu poder.

Belo Horizonte, de 20

Assinatura do Paciente



