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RESUMO

A COVID-19 é um dos maiores desafios da civilizagdo moderna e ainda nao foi erradicada. O
SARS-CoV-2 ¢ um virus que pode sofrer mutacdes e escapar dos anticorpos gerados pela
exposicao viral ou pela vacinagao e, por consequéncia, 0 SARS-CoV-2 continua a ser uma
ameaga eminente a satide publica. Atualmente, ndo hé tratamento antiviral 100% eficaz para a
forma grave da COVID-19 e, embora o tratamento com dexametasona e ventilagdo mecanica
seja o procedimento padrio para tratar a doenga, alguns pacientes ainda sucumbem a infec¢ao.
A este respeito, BromAc® é uma combinagdo de bromelina e N-acetilcisteina, que tem
mostrado efeito mucoliticos, bem como propriedades anti-inflamatérias robustas. Portanto, no
presente estudo, realizamos analises in vitro e ex vivo para avaliar o efeito de bromelina em
combinagdo com N-acetilcisteina na contengdo do virus em diferentes niveis. Os resultados
indicaram a atividade virucida e dose-dependente dos compostos combinados in vitro na
linhagem celular Vero-ACE2/TMPRSS2 infectada pela variante omicron. Além disso, os
compostos combinados reduziram o nimero de copias genomicas do RNA do SARS-CoV-2
em amostras de aspirado traqueal de pacientes COVID-19 gravemente doentes. O BromAc®
também promoveu a clivagem da subunidade S1 da proteina Spike em amostras de aspirado
traqueal, o que traz novas evidéncias da atividade antiviral em amostras de pacientes com
COVID-19. Em suma, estes resultados trazem a luz a evidéncia da atividade antiviral ex vivo
da combinacdo de bromelina e N-acetilcisteina, o que sugere seu potencial como uma

abordagem de nebulizagdo para o tratamento de COVID-19.

Palavras chaves: COVID-19; N-acetilcisteina; Bromelina; BromAc®; SARS-CoV-2.



ABSTRACT

COVID-19 is one of the most significant challenges facing modern civilization and has not
yet been eradicated. SARS-CoV-2 is a virus that can mutate and evade the antibodies
generated by viral exposure or vaccination and, as a result, SARS-CoV-2 remains an
imminent threat to public health. Currently, there is no 100% effective antiviral treatment for
the severe form of COVID-19. Although treatment with dexamethasone and mechanical
ventilation is the standard procedure for treating the disease, some patients still succumb to
the infection. In this regard, BromAc® is a combination of bromelain and N-acetylcysteine,
which has shown mucolytic effect and robust anti-inflammatory properties. Therefore, in the
present study, we performed in vitro and ex vivo analyses to evaluate the effect of bromelain
in combination with N-acetylcysteine on virus containment at different levels. The results
indicated virucidal and dose-dependent activity of the combined compounds in vitro on the
Vero-ACE2/TMPRSS2 cell line infected with the dmicron variant. In addition, the combined
compounds reduced the number of genomic copies of SARS-CoV-2 RNA in tracheal aspirate
samples from severely ill COVID-19 patients. BromAc® also promoted the cleavage of the
S1 subunit of the Spike protein in tracheal aspirate samples, which brings new evidence of
antiviral activity in samples from COVID-19 patients. In summary, these results bring to light
evidence of ex vivo antiviral activity of the combination of bromelain and N-acetylcysteine

that suggests its potential as a nebulization approach for treating COVID-19.

Keywords: COVID-19; N-Acetylcysteine; Bromelain; BromAc®; SARS-CoV-2.
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1. INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, muitos casos de pneumonia sem causa detectada foram atribuidos
a um grupo de pessoas que trabalharam ou frequentaram um mercado de frutos do mar em
Wuhan, provincia de Hubei na China. Ap6s um estudo que utilizou amostras de lavados bronco-
alveolares dos pacientes descobriu-se um virus até entdo desconhecido. Utilizando células
epiteliais infectadas do sistema respiratdrio e por meio do método de RT-qPCR isolado um novo
coronavirus, denominado 2019-nCoV, posteriormente denominado SARS-CoV-2 (Severe acute
respiratory syndrome-related coronavirus 2), agente causador de uma enfermidade denominada,
COVID-19 (Coronavirus disease 2019), (ZHU et al., 2020).

Devido a gravidade e aos niveis alarmantes de disseminacdo do virus em todo mundo, em
11 de margo de 2020, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou pandemia da COVID-19
(OMS, 2020). Com o aumento do numero de ocorréncias, novas variantes e epidemias que
aconteceram anteriormente, tudo leva a crer que os Coronavirus correspondem a uma grande
ameaca global, pois se propagam com muita facilidade, surgem inesperadamente e podem levar a
impactos até entdo incalculaveis (LI et al., 2020).

O surto da COVID-19, causada pelo novo coronavirus da sindrome respiratdria aguda
grave SARS-CoV-2, representou e representa um dos maiores desafios da civilizagdo moderna
apos a sua rapida propagagdo a nivel pandémico, e ainda ndo foi erradicada. O virus SARS-CoV-
2 pertence ao género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, associado a sindrome
respiratoria aguda, ¢ o mesmo subgénero do virus relacionado a um surto que ocorreu em 2003, o
SARS-CoV e da mesma familia do MERS-CoV que foi responsavel por um surto em 2012 no
oriente médio. O SARS-CoV-2 ¢ altamente transmissivel, capaz de mutar e escapar de respostas

imunes humorais geradas pela exposi¢do viral ou vacinagdo e, portanto, novas variantes de
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preocupacao (VOC) permanecem como uma ameaga eminente a saide publica, (VAN et al.,
2021).

O desfecho da doenga da COVID-19 ¢ heterogéneo. A maioria dos pacientes infectados
desenvolve cursos leves ou assintomaticos da doenca, enquanto um grupo consideravel, devido a
uma complexa interacdo entre multiplos mecanismos fisiopatologicos, acaba em quadros mais
graves, que vao desde pneumonia ou sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) até
faléncia multipla de 6rgaos (FMO), (VAN et al., 2021). Devido aos sintomas variados e ao
grande nimero de infecgdes e mortes causadas pela COVID-19, ¢ extremamente importante
estudar abordagens alternativas para conter os impactos futuros da doenga na sociedade.

Atualmente, a estratégia para a gestdo inclui medidas preventivas e de vacina¢do para
controlar a disseminagdo do SARS-CoV-2. Nao ha tratamento antiviral 100% eficaz disponivel
para a forma grave da COVID-19 e, embora os cuidados de suporte com dexametasona e
ventilagdo mecanica sejam o procedimento padrdo para tratar a doenga, muitos pacientes ainda
sucumbem a infeccdo. Considerando que o desenvolvimento de drogas anti-SARS-CoV-2
especificas leva tempo, muitos estudos se concentraram no reposicionamento de drogas para
encontrar alternativas que pudessem controlar eficientemente o curso clinico da doenga e a
disseminag¢do do virus (VAN et al., 2021).

O desenvolvimento cientifico ¢ a maior arma para enfrentar a COVID-19, portanto, ¢ de
extrema importancia incentivar e aprimorar a pesquisa e o estudo sobre a COVID-19
possibilitando o aperfeicoamento de vacinas e o desenvolvimento de firmacos antivirais para o

tratamento precoce, até entao escasso.
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1.1 Estrutura da particula e multiplicacdo viral

O SARS-CoV-2 ¢ um virus envelopado, RNA de polaridade positiva e didmetro médio
aproximado de 120 nm. A analise filogenética revelou que o SARS-CoV-2 estd intimamente
relacionado com coronavirus semelhantes aos coronavirus de morcegos e compartilha menor
semelhanca com SARS-CoV e MERS-CoV. Como em outros coronavirus, o seu envelope
lipidico contém uma proteina Spike (S), uma proteina de membrana (M) e uma proteina envelope
(E). A proteina Spike apresenta-se como um trimero, com trés pontas na por¢ao S1 de ligacdo ao
receptor apoiadas a uma cauda representada pela por¢do S2 de fusdo de membrana trimérica e
esta associada a penetragdo do virus na célula, essa proteina medeia a ligagao viral ao receptor da
membrana da celula hospedeira. A proteina M e a proteina E auxiliam na montagem e formagao
da uma nova particula viral. A proteina do nucleocapsideo (N) forma o cerne do virion, que
envolve o RNA gendmico viral (BARRETO-VIEIRA et al., 2021). Dois tercos do genoma do
virus, estdo as Open Reading Frames (ORFs) 1a e 1b, que sdo traduzidas nas poliproteinas ppla e
pplab. As poliproteinas ppla/pplab sdo processadas auto-proteoliticamente para gerar dezesseis

proteinas ndo estruturais (NSP), (JAMISON et al., 2022). Demonstrado abaixo na Figura 1.
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Figura 1 - Elementos estruturais do virus, incluindo a proteina Spike (S), envelope (E), membrana (M) e componentes
internos, como o RNA de fita simples viral e a proteina do nucleocapsideo (N), assim como os componentes do
genoma SARS-CoV-2. Adaptado de JAMISON et al.,2022.

O SARS-CoV-2 ¢ capaz de infectar células do epitélio respiratério humano, penetrando
nas células epiteliais nasais e bronquicas, com posterior disseminag¢do para células endoteliais
pulmonares do hospedeiro (HOFFMANN et al., 2020; XU et al., 2020; WIERSINGA et al.,
2020).

O SARS-CoV-2, utiliza a ECA2 (enzima de conversdao de angiotensina 2) como receptor
celular do hospedeiro (Figura 2) e as proteases humanas como ativadores desta ligacdo. A
proteina Spike, presente na superficie da particula viral realiza esta interacao por meio do seu

dominio de ligagdo ao receptor, do inglés, receptor binding domain (RBD) o qual ¢ ativado
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proteoliticamente por proteases humanas. Apos aadsor¢do da particula viral acélula do
hospedeiro, ocorre a clivagem da proteina Spike, entre as porgdes S1 e S2, pela acdo de protease
celular, Serina Protease Transmembranar 2 (TMPRSS2). Em seguida, ocorre o desnudamento do
RNA no citoplasma da célula, apds a liberacdo do genoma ele ¢ imediatamente transcrito pela
maquinaria celular, dando inicio a transcri¢éo e producio das proteinas Ndo Estruturais (NSPs). E
iniciada a sintese de RNA viral, gerando RNA gendmico, que posteriormente sera utilizado na
montagem de novas particulas virais, e, RNA subgenomico, que atua como mRNA, como molde
para traducdo de proteinas estruturais e genes acessorios. Os RNA subgenOmicos virais sao
traduzidos nas proteinas estruturais M, E e S no reticulo endoplasmatico rugoso, e seguem para
o Compartimento Intermediario Reticulo Endoplasmatico Golgi (Ergic), sendo encaminhadas
para a via secretoria. Na sequéncia, ocorre a montagem dos virions maduros, que posteriormente
sdo transportados para a superficie celular, onde ocorre a liberacdo das particulas virais por

exocitose (SHANG et al., 2020).
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Figura 2 Ciclo de multiplicagéo viral do SARS-CoV-2 Fonte: Adaptado de RIMMA et al., 2022.

1.2 Variantes (Alpha, Beta, Gamma, Delta e ﬁmicron)

Desde o inicio da pandemia algumas variantes surgiram e continuam ocorrendo. A OMS,
em parceria com as redes de especialistas, autoridades nacionais, institui¢des e investigadores,
tem monitorado e avaliado a evolugdo do SARS-CoV-2, (SCOVINO et al., 2022).

As novas variantes sdo mais fortemente mutadas e diferenciadas por um nimero maior de
mutagdes ndo sindnimas, principalmente na proteina Spike — particularmente o caso da 6micron —

e propriedades fenotipicas distintas, incluindo a antigenicidade alteradas e transmissibilidade.
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LINHA DO TEMPO DAS VARIANTES DE PREOCUPACAO DA COVID-19

A
Alpha Delta Omicron
(B.1.1.7) (B.1.617.2) (B.1.617.2)

Figura 3 Linha do tempo emergéncia de COVID-19 Fonte: Adaptado de SCOVINO et al., 2022.

Até agora, cinco principais variantes do SARS-CoV-2 (figura 3) foram reconhecidas
como VOC pela Organizagdo Mundial da Saude (e agéncias nacionais de saide publica) devido a
transmissibilidade aumentada ou escape imunologico. Cada variante de preocupagdo demonstrou
vantagens de transmissdo sobre as variantes anteriores e tornou-se predominante, seja
regionalmente como a variante Alpha (linhagem PANGO10 B.1.1.7), Beta (B.1.351) ¢ Gamma
(P.1) — na Europa, Africa, Australia e América do Sul — ou globalmente, como a Delta
(sublinhagens B.1.617.2/AY) e variante 6micron (B.1.1.529), (CARABELLI ef al., 2023)

A figura 4 apresenta as mutagdes nos sitios da proteina Spike com o foco na regido de

ligagdo ao receptor, também denominado RBD.
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Figura 4 Principais mutagbes presentes nas variantes da proteina Spike do SARS-CoV-2. Fonte: Adaptado de
SCOVINO et al., 2022.

A variante Beta, expressa oito mutagdes na proteina Spike, afetando locais-chave da RBD
associados ao escape de anticorpos neutralizantes. Nao se sabe se essa combinagdo confere maior
afinidade aos receptores ECA2 de invasdao do hospedeiro. Ja a variante Delta pertence a cepa B.1,
que tem uma mutagdo na proteina Spike que ja existe nas variantes alfa e beta, indicando que ela
pode aumentar a afinidade da proteina Spike pelos receptores ECA2 do hospedeiro. A variante
Gamma distingue da amostra original de Wuhan, apresentando doze mutacdes na proteina Spike e
a variante 6micron tem algumas delecdes, o que dificulta a detec¢dao da proteina Spike pelo teste
RT-gPCR. Esta variante apresenta mais de 30 mutagdes na proteina Spike, com cerca de 15

presentes no RDB e algumas delas em regides que se sobrepdem as mutagdes das outras VOC.
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Essas delecdes e mutagdes estdo associadas ao aumento da transmissibilidade por aumentar a
afinidade da proteina Spike com a ECA2, e associadas ao escape imune do hospedeiro e a
reducdo da neutralizagdo dos anticorpos induzidos pela vacina (SCOVINO et al., 2022). Mais
recentemente, houve o completo dominio das sublinhagens da omicron (B.1.1.529/BA, como
BA.1, BA.2, BA.5) (CARABELLI et al, 2023). As sublinhagens de Omicron dominantes
atualmente sdo BQ.1, XBB, BA-6 ¢ EG.5 (CARABELLI et al., 2023; OPAS, 2023). Essas
variantes apresentam uma constelagdo de mutagdes observadas na proteina Spike do SARS-CoV-

2.

1.3 Epidemiologia

O SARS-CoV-2 afetou mais de 200 paises, resultando em mais de 500 milhdes de casos
identificados com mais de 6 milhdes de mortes confirmadas (JHU, 2022). As primeiras
manifestagdes da doenca associada ao virus, foram observadas em dezembro de 2019, quando um
grupo de pacientes com pneumonia de causa etiologica desconhecida foram identificados em
Wuhan, na China (LU, 2020).

Ap6s o registro dos primeiros casos de infeccdo pelo SARS-CoV-2 na China, o virus se
espalhou rapidamente, foram registrados 11.821 casos e 259 6bitos nos primeiros 30 dias, e ainda
neste periodo de janeiro de 2020, ja havia sido confirmados casos da doenca em outros paises da
Europa, América do Norte e Asia. Em 30 de janeiro de 2020, a OMS declarou Emergéncia em
Satde Publica de Importancia Internacional (ESPII) e em 11 de mar¢o de 2020 decretou a

pandemia da COVID-19 (CAVALCANTE et al., 2020).
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De acordo com o Governo Brasileiro (2020), o primeiro caso de COVID-19 no pais foi
registrado no dia 26 de fevereiro de 2020 em S@o Paulo e inimeras a¢des foram implementadas a
fim de conter e de mitigar o avanco da doenga.

Desde o inicio da pandemia as Secretarias Estaduais de Satde, coletam e disponibilizam
dados de casos confirmados e de 6bitos pela COVID-19. Isso permite o acompanhamento da
evolucdo da pandemia no Brasil, a velocidade de espalhamento do virus, e medidas populacionais

de contencao ou de diminuicao da velocidade de propagagao (CAVALCANTE et al., 2020).
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Figura 5 Distribuicdo global de acordo dados da Organizacdo Mundial da Saude. Fonte: https://covid19.who.int/ ,
acessado em 29 de agosto de 2023.

De acordo os dados da OMS (2023), até 16 de agosto de 2023, foram notificados 769.
806. 130 casos confirmados de COVID-19, incluindo 6.955.497 mortes. Como pode ser
observado na Figura 5. As regides mais afetadas sdo, Europa, Pacifico Ocidental, as Américas e
Sudeste Asiatico, e os paises mais afetados sdo os Estados Unidos com 103.436.829 casos, China

com 99.302.177 casos e India com 44.996.599 casos registrados.



21

A vacinagdo ¢ fundamental para a prevencao contra formas graves da COVID-19, e junto
a este sistema de vacinagdo, medidas de intervengdo ndo farmacologicas, como distanciamento
fisico, higienizacdo das maos, uso de mascaras, limpeza e desinfe¢do de ambientes, isolamento de
casos suspeitos e confirmados, constituem outras formas de prevencao e controle da COVID-19
que sdo fundamentais para redugdo e transmissao viral, aliviando assim a sobrecarga dos servicos

de saude (OMS, 2023).

1.4 Diagnéstico e aspectos clinicos

A pandemia da COVID-19 levou a enormes desafios sociais, econdmicos e a saude. Um
diagnéstico acurado e rapido da infecgao pelo SARS-CoV-2 ¢é imprescindivel, tanto para area
epidemioldgica quanto para area clinica. Dois tipos de testes diagndsticos sdo determinantes: um
para deteccao do SARS-CoV-2 o que vai indicar uma infec¢do aguda e uma outra andlise para
confirmar se houve uma infec¢do anterior. Outros exames também podem ser solicitados para
ajudar a complementar o diagndstico da COVID-19, como por exemplo, exames de imagem e
marcadores bioquimicos. (MUNTADAS et al., 2021).

A reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR) identifica a presenga do RNA
gendmico por meio da amplificacdo do gene E, N ou RdRp (RNA-dependent RNA polymerase))
do SARS-CoV-2 em vérias amostras biologicas e ¢ considerada o teste de diagnostico padrdo-
ouro. A detecgdo precoce por qPCR pode ser ttil para controlar a fonte inicial de contaminagao e
evitar que novos pacientes sejam infectados pelo virus. Detectar coronavirus rapidamente e
precisamente esta se tornando extremamente importante. Com avangos em ciéncia e, inovagao,

foi possivel encontrar solu¢des para detec¢do viral de maneira mais rapida e eficiente de forma a
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acompanhar a dissemina¢do viral exponencial observada na pandemia. A deteccdo por qPCR ¢
caracterizada como uma técnica de reconhecimento rapido, alta sensibilidade e deteccdo de
especificidade. Vérios outros testes moleculares competem para reconhecer o genoma do
coronavirus, mas eles ndo sdo baseados em qPCR (VERMA et al., 2021).

Os resultados da RT-qPCR ndo sdo imediatos (eles geralmente ndo estdo disponiveis até
24-48 horas), podendo depender do atraso no transporte do centro de atendimento para o
laboratério central, e em situagdes de colapso assistencial, o resultado pode até ser adiado em
cerca de sete a 10 dias. O material biologico obtido na coleta de swab nasal deve ser processado
em um laboratorio central com nivel de biosseguranca nivel dois ou superior, o que aumenta o
custo desta técnica.

Desta forma, foram desenvolvidos testes rapidos (mais baratos) de antigeno que por
imunocromatografia de difusdo (fluxo lateral) podem apresentar resultados em amostras
orofaringeas em 15-30 minutos. Eles ndo necessitam de um laboratorio de biosseguranga e
podem ser realizados no ponto habitual do atendimento ao paciente. Sua principal limitacdo ¢
que, em individuos assintomaticos, sua sensibilidade ¢ baixa (cerca de 50%), o que pode levar a
falsos negativos. Além disso, a sensibilidade diminui se ocorrer atraso no transporte de amostra
bioldgica para o centro de testagem, o que deve ser feito em menos de duas horas a partir da
coleta da amostra. Por outro lado, a sensibilidade aumenta significativamente em pacientes
sintomadticos (98,2%), porém, sua especificidade ¢ muito alta (99,5%). A coleta da amostra
bioldgica s6 pode ser realizada com swab nasofaringeos e, sendo qualitativos, ndo podem
quantificar o virus presente (CASTRO-DE-ARAUIJO et al., 2020).

Os testes de deteccdo de anticorpos (imunoensaios) podem informar sobre a exposi¢do

prévia ao virus (presenca de IgG) ou evidenciam uma infec¢do aguda (IgM). Porém, a resposta
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imune especifica ¢ detectavel em média 5-10 dias ap6s a exposi¢ao ao patdgeno. Por outro lado, a
presenca do virus pode ser detectada até 5-6 dias do inicio dos sintomas e pode persistir por
periodos superiores a 10 dias em pacientes com formas graves de COVID-19 (LIU et al., 2020).
Assim, por detectarem mais precocemente as infecgdes, entende-se que os testes que
identifiquem a presenc¢a dos antigenos do SARS-CoV-2 sdo muito mais tteis por poder orientar a
indica¢do de isolamento dos individuos infectados, sintomaticos ou assintomaticos, contribuindo
de modo expressivo para a reducdo da dissemina¢do do virus. Por outro lado, ja foi especulado
que a identificagdo de pessoas com imunidade adquirida especialmente por vacinas ou pela
intensa exposi¢do ao agente, evidenciada pela demonstracio de anticorpos especificos, ¢ da maior
importancia para definir medidas de suspensdo progressiva de distanciamento social e retorno as
atividades econdmicas e sociais (CASTRO-DE-ARAUJO et al., 2020).

Em relagdo aos aspectos clinicos da infecgdo pelo SARS-CoV-2, Nalbandian e
colaboradores (2021), caracterizam a COVID-19 como uma doenca sistémica associada a varios
sinais e sintomas pulmonares e extrapulmonares. Os sintomas e anormalidades mais considerados
sdo: fadiga, queda da qualidade de vida, fraqueza muscular, dor nas articulagdes, dispneia, tosse,
necessidade de oxigénio persistente, ansiedade, depressdo, distirbio do sono, transtorno de
estresse pos-traumatico, distirbios cognitivos, dores de cabeca, palpitagdes, dor no peito,
tromboembolismo, doenca renal cronica e queda de cabelo. Os principais mecanismos
fisiopatologicos da COVID-19 agudam sado: toxicidade viral direta, dano endotelial e lesdo
microvascular, desregulacdo do sistema imunoldgico, com estimulagdo de um estado
hiperinflamatério, hipercoagulagdo com trombose in sifu, macrotrombose e ma adaptacdo da
ECA2. Existe uma equivaléncia entre as sequelas p6s-COVID-19 aguda com as da SARS e

MERS, o que pode ser explicado pela sobreposicdo de identidade da sequéncia gendmica entre os
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trés. Além do mais, SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2 compartilham do mesmo receptor, ECA2,
sendo a afinidade do SARS-CoV-2 pelo receptor maior do que a afinidade do SARS-CoV-1,
supostamente resultante de alteracdes na proteina Spike. Além disso, um local adicional de
clivagem S1-S2 no SARS-CoV-2 propicia uma clivagem mais eficaz por proteases do hospedeiro
e, portanto, uma ligacdo mais eficaz. Possivelmente estes mecanismos expliquem a transmissao
mais eficaz e generalizada do SARS-CoV-2 (NALBANDIAN et al., 2021).

A Figura 6 mostra resumidamente o curso da doenca desde a exposi¢do do individuo ao virus,
passando pelo periodo de incubagdo, quando o virus, normalmente, ainda ndo ¢ identificavel por
meio de exames laboratoriais. Apds o periodo de incubacdo, que pode ser de até 14 dias, os
sintomas comegam a aparecer e a partir deste momento € possivel a deteccao do virus no exame.
A COVID-19 pode ser dividida em varias fases: Fase aguda, periodo sintomatico que se estende
até quatro semanas e pos-aguda que ¢ definida como sintomas persistentes e/ou complicacdes

tardias ou de longo prazo.
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Figura 6 Representacdo esquematica do curso clinico da COVID-19 e principais sinais e sintomas. A figura mostra a
Cronologia da COVID-19 pés-aguda. Fonte: Adaptado de NALBANDIAN et.al, 2021.

1.5 Imunopatogénese

Na fase inicial da infec¢do por SARS-CoV-2, em consideragdo a um contexto das vias
aéreas, os pneumocitos do tipo II sdo infectados pelo virus e liberam particulas virais, se
espalhando para outras células como pneumdcitos do tipo I e células endoteliais capilares.
Posteriormente, ocorre uma alteragdo no epitélio bronco-alveolar levando ao inicio de uma hiper
inflamacao ocasionada pelo recrutamento de leucdcitos do sangue periférico, (figura 7). Por sua
vez, os leucocitos irdo liberar citocinas que irdo atuar como amplificadoras da inflamagdo do
tecido pulmonar (WIERSINGA et al., 2020).

Posteriormente na fase tardia da COVID-19, o intersticio alveolar sofre espessamento
devido a infiltragdo das células, ocorre o aumento da permeabilidade vascular e formagao de

edema. O epitélio bronco-alveolar comprometido nesta fase pode levar a formagao de trombos no
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capilar alveolar e tromboembolias. Com o agravamento dessa condi¢do, aumenta a chance de
obito por faléncia multipla de 6rgdos (XU et al., 2020; GUPTA et al., 2020; WIERSINGA et al.,

2020).

Estagio inicial da COVID-19
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Figura 7 Imunopatogénese - A entrada do virus na célula alvo por meio da clivagem da glicoproteina Spike no
receptor de angiotensina 2 (ECA2). Fonte: Adaptado de WIERSINGA et al., 2020.

A infec¢dao por SARS-CoV-2 leva a uma super expressdao de mucinas, estimulando ainda

mais o agravamento da doenga. As mucinas sdo as defensoras da camada de muco que protege as
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células epiteliais que envolvem o trato respiratorio, gastrointestinal e reprodutivo contra
substancias prejudiciais. Além de ter uma fun¢do protetora, as mucinas também participam da
transdugdo de sinal intracelular e, desempenham um papel importante na homeostase e na
sobrevivéncia das células epiteliais. As mucinas sdo componentes criticos da imunidade inata,
aprimorar seus perfis de expressdo que ditam o curso da doenca pode melhorar muito a
compreensdo e administracdo da COVID-19. Um rapido estudo que abrange aspecto da mucina
sanguinea parece diferenciar COVID-19 sintomatico de pacientes sem doenca com base na
expressao de MUC1, MUC2, MUC4, MUC6, MUC13, MUCI16 e MUC20 (SMET et al., 2021).
A imunopatogénese da COVID-19 em casos agudos se da na maioria das vezes pela
tempestade de citocinas (figura 8), essa tempestade gera um ambiente de hiperinflamagdo devido

a uma redugdo de linfocitos e aumento de mondcitos e macréfagos.
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Ocorre entdo, ativacdo intracelular dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs)
que podem identificar padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs), como, por
exemplo, dsSRNA e ssRNA. Devido a identificacdo dos PAMPs, ocorrem respostas citoliticas pela
producdo de interferon (IFN) do tipo I e III e ativacdo de células natural killer (NK), além da
producdo de interleucinas (IL) pro-inflamatérias como TNF-alpha, interleucina 1 (IL-1), IL-6
e IL-18, (CHENG et al., 2020; WANG et al., 2020; ZHANG et al., 2020). Em conjunto, essas
citocinas induzem um programa antiviral em células-alvo do virus e promovem a resposta
adaptativa ao SARS-CoV-2. (CHENG et al., 2020; WANG et al., 2020; ZHANG et al., 2020).
Na resposta ao SARS-CoV-2, foi descrita uma diminui¢do da produc¢do de IFN do tipo I,
detectado no soro, em particular, em pacientes com progndstico ruim (HADJADJ et al., 2020).
Essa diminuicdo da produgdo de IFN poderia levar auma maior carga viral e posterior
hiperativagdo e exaustao da resposta de células T. A resposta adaptativa tem um importante papel
na resolugdo da infecgdo viral pela atividade citotoxica exercida pelas células T CD8" que
destroem as células infectadas, bem como pelas células T CD4" que apresentam atividade
auxiliar para os linfocitos B, induzindo a produ¢do de anticorpos especificos para o virus,
bloqueando sua penetracao em células do hospedeiro (CHENG et al., 2020; WANG et al., 2020;
ZHANG et al., 2020). Pacientes com infec¢do pelo SARS-CoV-2, em especial os pacientes mais
graves, com pneumonia grave, apresentam elevagdo nas concentragdes plasmaticas de IL-1, IL-6
e TNF-a entre outras citocinas (CHENG et al., 2020; WANG et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

A resposta imunologica antiviral ¢ absolutamente importante para eliminar o patégeno.
Pacientes com COVID-19 apresentam niveis elevados de citocinas derivadas de linfocitos dos

tipos Th1 (IL-1P e IFN-y) e Th2 (IL-10) e, em particular, pacientes internados em CTI (Centro de
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Terapia Intensiva) apresentam altas concentragdes plasmaticas de 1L-2, IL-7, IL-10, IL-17, fator
estimulador de colonias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), proteina-10 indutora de IFN-y
(IP-10), proteinas inflamatorias de macrofagos (MIP-1a), proteina 1 quimioatraente de mondcitos
(MCP-1) ou ligante 2 de quimiocina da familia C-C (CCL2) e TNF-a quando comparados
a pacientes que ndo necessitaram de CTI (HUANG et al., 2020; MEHTA et al., 2020).

As concentragdes plasmaticas de IL-6 se encontram elevadas nas infec¢des graves pelo
SARS-CoV-2 quando comparadas com os quadros mais brandos (MEHTA et al., 2020; ZHANG
et al., 2020). Alguns autores sugeriram que uma sindrome hemofagocitica secundaria poderia
estar ocorrendo nos casos graves de COVID-19. Essa sindrome ¢ caracterizada por uma
tempestade de citocinas, expansdo de macrofagos teciduais que apresentam expressiva atividade
hemofagocitica (HUANG et al., 2020; MEHTA et al., 2020).

A elevada producdo de citocinas durante a fase aguda pode levar a um agravamento do
prognostico da doenga e resultar em uma inflamagao sistémica, fazendo com que a tempestade de
citocinas exerca um papel patogénico em vez de protetor, em contrapartida se torna um

importante alvo para desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios.

1.6 Abordagens profilaticas e vacinas

O SARS-CoV-2 demonstrou uma taxa superior de transmissao e foi capaz de, em cerca de
seis meses, infectar mais de 10 milhdes de individuos em varios locais do mundo, causando mais
de 500 mil 6bitos (RITCHIE et al., 2020).

Atualmente, a estratégia de gestdo da COVID-19 inclui medidas preventivas e vacinagdo

para controlar a disseminacdo do SARS-CoV-2. Os recursos terapéuticos para a COVID-19 sdo
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direcionados principalmente para impedir complicagdes graves da doenga. Neste momento, existe
uma escassez de antivirais dirigidos contra o SARS-CoV-2. Hé alguns autorizados para outras
doengas e que apresentam boa eficacia para a COVID-19, como o Remdesivir que foi o primeiro
medicamento que recebeu autorizagao para uso emergencial para o tratamento da COVID-19. Em
casos leves a moderados, o molnupiravir ¢ o nirmatrelvir s3o considerados eficientes na
diminuic¢ao do risco de progressao da doenca em doentes adultos ndo hospitalizados (VITIELLO
E FERRARA et al., 2021).

Para a contencdo da pandemia da COVID-19 ¢ essencial ter vacinas eficazes e seguras. De
acordo a OMS as vacinas contra a COVID-19 que foram analisadas ou aprovadas para ensaios
clinicos sdo classificadas nas seguintes categorias: vacina inativada, vacina viva atenuada, vetor,
RNA, DNA, subunidade de proteina e vacinas de particulas semelhantes a virus (VLP). A opg¢ao
sobre qual tipo de vacina a ser aplicada depende do tempo de avango, custos, tempo de producao
e o acesso as vacinas (HAN; ZHANG et al., 2022). De acordo o Ministério da Satde (MS) as
vacinas recomendadas até o momento no Brasil sdo: Vacina adsorvida COVID-19 (inativada)
CoronaVac, a Vacina Covid-19-RNAm Comirnaty (Pfizer/Wyeth), a Vacina Covid-19-
recombinante Oxford/Covishield (Fiocruz e Astrazeneca) e a Vacina Covid-19-recombinante
Janssen Vaccine (Janssen-Cilag).

Até 06 de setembro de 2023, 13,5 bilhdes de doses de vacina foram aplicadas em todo o
mundo, segundo a Our World In Data, pelo menos 70,5% da populacdo vacinada com pelo
menos uma dose. No Brasil, até 02 de junho de 2023, ja foram administradas 513.329.718 doses

de vacina (OMS, 2023; OUR WORLD IN DATA, 2023;).



32

1.7 Abordagens terapéuticas para COVID -19

Desde o come¢o da pandemia, foram previstos multiplos antivirais, antibidticos,
antimalaricos € imunomodulatorios contra SARS-CoV-2. Contudo, outros estudos relataram
utilidade clinica restringida ou inexistente para a maioria dos medicamentos propostos.
Entretanto, a identificacdo de agentes ineficazes ¢ de grande importancia, para que tanto o
tratamento adequado quanto o eficaz seja aplicado, e possiveis efeitos colaterais indesejados do
tratamento sejam evitados. (DROZDZAL et al., 2021).

As abordagens tradicionais para descoberta de novas drogas sdo demoradas devido aos
requisitos regulatdrios para avaliar a seguranca e a eficadcia do medicamento, o tempo necessario
para desenvolver uma nova droga leva em média de uma a duas décadas.

Atualmente, acredita-se que dois cursos principais impulsionem a patogénese da COVID-
19. No estagio inicial da progressdo da infeccdo, ¢ impulsionada principalmente nas fases do
ciclo de multiplicagdo viral, que ¢ principalmente modulado por proteinas virais e no estagio final
da progressao da infeccdo, ¢ impulsionada por uma resposta inflamatdria/imune robusta ao
SARS-CoV-2 que resulta em danos teciduais. Assim, tanto as proteinas do virus quanto os fatores
hospedeiros sdo essenciais para a patogénese do SARS-CoV-2 e estdo prometendo potenciais

alvos para a terapia antiviral (Figura 9) (ZHOU et al., 2021).
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Figura 9 O diagrama de visdo geral da invasdo SARS-CoV-2 e a resposta do sistema imunolégico hospedeiro.
Fonte: Adaptado de ZHOU, et. al., 2021. As drogas e seus alvos correspondentes também sdo mostrados. A figura
representa os principais alvos especificos dos farmacos utilizados no tratamento da COVID-19, tanto direcionado a
particula viral e sua multiplicagdo no interior da célula do hospedeiro como na sua resposta imune.

Partindo deste principio, a principal classe de farmacos utilizados ou testados contra a
COVID-19 sdo os antivirais que vao atuar diretamente na particula viral ou em alguma fase do
seu ciclo de multiplicagdo, impedindo, desta forma, sua reprodu¢do no hospedeiro. Os antivirais
utilizados ja sdo eficientes contra outros virus e estdo sendo reposicionados na tentativa de
combater a COVID-19 (ZHOU, et. al., 2021).

Durante a fase inicial da infecc¢do, para que ocorra a multiplicagdo viral € necessario que a
estrutura do virus esteja integra e suas proteinas estejam com suas fungdes normais.

Em outubro de 2021, a Merck e a Ridgeback Biotherapeutics apresentaram o

Molnupiravir, um antiviral para o tratamento da COVID-19. Os dados mostraram que o
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medicamento reduziu pela metade as hospitalizagdes em voluntarios do estudo. O mecanismo de
acdo ¢ antiviral, porém, diferente do Remdesivir, os alvos de acdo ndo sdo as proteases virais e
sim a RdRp. Ele desestabiliza a multiplicagdo do SARS-CoV-2 fazendo com que o composto seja
incorporado em suas informagdes genéticas. O que se teme em relagdo a este tipo de
medicamento € que, a longo prazo, o uso generalizado possa promover a origem ¢ evolucdo de
novas variantes prejudiciais, além da preocupagdo e duvida em relagdo a possibilidade de a droga
promover a mutagdo nas células do hospedeiro (COUZIN-FRANKEL, 2021).

E em novembro de 2021 foram divulgados dados relacionados ao uso de um farmaco
capaz de reduzir em 89% as hospitalizagdes por COVID-19 em pessoas tratadas dentro de trés
dias apos o aparecimento de sintomas e aproximadamente o mesmo percentual naqueles que
iniciaram o tratamento cinco dias apds inicio de sintomas. E um antiviral, inibidor de protease,
produzido pela Pfizer, chamado PF-07321332. O comunicado veio na mesma semana em que a
Merck & Co. teve a aprovacao, no Reino Unido, de um tratamento antiviral, oral, Molnupiravir.
A Figura 10 mostra um modelo do sitio de acdo da PF-07321332 como um inibidor de protease
viral e do Molnupiravir que ¢ um analogo de nucleotideo que vai interferir a atividade da RdRp
viral no momento de replicacdo do genoma viral, sendo incorporado na fita nascente de RNA

gendmico, o que resultara na formagao de virus defectivos.
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COUZIN-FRANKEL, 2021.

A COVID-19 grave ¢ causada pela intensa resposta do hospedeiro associada as interagdes
virus-hospedeiro, consequentemente os compostos de estudo que sao utilizados para o tratamento
precisam atuar de acordo com estes mecanismos tanto de multiplicacdo viral quanto da resposta

imune.

1.8 BromAc®

Desenvolvido por pesquisadores do grupo MucPharm, BromAc® é uma combinacio de
Bromelina e N-acetilcisteina, capaz de promover a clivagem e perda de conformacgao tercidria da

glicoproteina Spike, o que torna esse agente uma estratégia atrativa por sua promissora atividade
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antiviral. O BromAc® em combinacio foi capaz de remover a estrutura proveniente da expressio
das mucinas MUC1, MUC2, MUC4, MUCSAC e MUCI16, e removendo ligagdes glicosidicas e
pontes dissulfeto provenientes do cancer produtor de mucina (MUCPHARM PTY LTD, 2020).

A bromelina ¢ extraida da planta do abacaxi (4dnanas comosus) e contém uma série de
enzimas que permitem a hidrolise de ligagdes glicosidicas em carboidratos, enquanto a N-
acetilcisteina ¢ um poderoso antioxidante que pode romper as ligacdes dissulfeto das proteinas
(PILLALI et al., 2014). A combinacao de ambos os compostos (BromAc®) apresenta um efeito
mucolitico sinérgico que ¢ usado para o tratamento de um tumor mucinoso raro, pseudomixoma
peritoneal, (PILLAI et al, 2014) e demonstrou um efeito mucolitico robusto, bem como
propriedades anti-inflamatérias em aspirados traqueais de pacientes COVID-19 gravemente

doentes (COELHO DOS REIS et al., 2022).
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2. JUSTIFICATIVA

A pandemia da COVID-19 ¢ um dos maiores fenomenos sanitarios vividos pela sociedade
moderna. Apesar da existéncia de varias vacinas para reduzir a gravidade e mortes pela doenga,
ainda permanecem escassas as estratégias terap€uticas para o rapido reestabelecimento dos
pacientes com COVID-19 grave, que podem permanecer no CTI por meses, colapsando o sistema
de saude com auséncia de leitos. Varias tentativas em produzir terapia antiviral de acdo direta
especifica segura e eficiente foram criadas, no entanto, elas apresentam baixo custo-efetividade.
As alternativas atuais como remdesivir (injetavel), molnupiravir (oral) e paxlovid (oral)
apresentam eficacia e aprovagdo pelos oOrgdos regulatorios sanitarios, no entanto apresentam
custo elevado e proibitivo para paises em desenvolvimento. Mais importante, estudos focados em
drogas que sdo administradas nas vias aéreas para agir mais rapidamente no local-alvo ainda sdo
escassos. A este respeito, BromAc® é composto por uma combinacio de bromelina e N-
acetilcisteina, duas drogas proteoliticas (ALDINI et al., 2021) que serdo estudadas como um
agente de reposicionamento para tratar COVID-19 (TALLEI et al., 2021). Além disso, o
BromAc® ¢é atualmente usado para o tratamento do raro tumor altamente mucinoso
pseudomixoma peritoneu. Portanto, o BromAc® combina a capacidade de quebrar as ligacdes
peptidicas da estrutura dos aminodcidos da mucina, juntamente com a ruptura das ligagdes
dissulfeto (SS) entre as cadeias laterais de carboidratos, causando hidrélise de glicoproteinas.
Essa combinagdo atua como um agente bioquimico capaz de destruir a glicoproteina Spike, o que
torna o BromAc® uma estratégia atrativa para promover a atividade antiviral local. In vitro, inibiu
sinergicamente a infectividade de duas linhagens de SARS-CoV-2 cultivadas em células Vero,

BGM e CALU-3, apresentando um efeito antiviral de redugdo de 4-log (AKHTER et al., 2021).
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Diante das evidéncias da atividade anti-Spike do BromAc® e contando com uma
constelagdo de mutagdes nas proteinas Spike testaremos a agdo do BromAc® na variante 6micron

em busca de novas evidéncias da agdo do composto.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar da atividade antiviral anti-SARS-CoV-2 in vitro e ex vivo do BromAc®

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a atividade antiviral virucida anti-SARS-CoV-2 in vitro do BromAc® em células
Vero-ACE2/TMPRSS2 em ensaios de placa de lise viral.

e Avaliar a atividade antiviral dose-resposta anti-SARS-CoV-2 in vitro do BromAc® em
células Vero-ACE2/TMPRSS2 em ensaios de placa de lise viral.

e Avaliar o impacto do BromAc® no nimero de copias gendmicas virais em amostras de
aspirado traqueal infectadas com SARS-CoV-2.

e Avaliar impacto do BromAc® nas concentragdes de Spike do SARS-CoV-2 frente a

infeccdo em amostras de aspirado traqueal por Western Blot.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Bromelina e N-acetilcisteina

Bromelina estéril liofilizada (Mucpharm, Australia) foi ressuspensa em solug¢do salina
tamponada com fosfato e aliquotas foram armazenadas a -20°C. Inje¢do de acetilcisteina (NAC)
na dose de 200 mg/mL e armazenada a 4°C. BromAc® ¢ uma combinacdo de NAC 2% (20

mg/mL) e bromelina (10 mg/mL) usada em diferentes concentragdes 125 e 250 ug/mL.

4.2 Amostras de pacientes

Amostras de aspirado traqueal (AT) (2-10 mL) foram coletadas durante a rotina de
pacientes com COVID-19 (n = 20) com idade entre 18-80 anos sob ventilacio mecanica na
unidade de terapia intensiva do Hospital Risoleta Tolentino Neves (HRTN) da UFMG. Essas
amostras foram aspiradas em coletores de secrecdo traqueal estéreis e, posteriormente
processadas em laboratério de nivel 3 de biosseguranga. Essas amostras foram tratadas com
BromAc® e, em seguida, incubadas a 37°C por 30 min. Posteriormente, foram realizadas técnicas
de western blot e RT-qPCR para deteccdo do SARS-CoV-2. Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica Institucional (Parecer n° 45919121.6.0000.5526). Houve consentimento por
escrito dos parentes mais proximos em nome dos pacientes para participacdo na pesquisa. Este
estudo seguiu os principios da Declaracao D de Helsinque, bem como a resolucao #466/2012 do

Ministério da Satide do Brasil para pesquisas envolvendo seres humanos.

4.3 Amostras de SARS-CoV-2

O estoque de SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 e variante dmicron foram obtidos a partir de
amostras criopreservadas (1,5 x 10° pfu/mL) cedidas pelo professor Edison Luiz Durigon

(professor do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP).
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4.4 Cultura de células e reagentes

Foram utilizadas células Vero (CCL-81) e Vero-ACE2/TMPRSS2 (Cercopithecus
aethiops, macaco verde africano) cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium - SIGMA), suplementado com 5% de soro fetal bovino (Gibco, EUA), 100 unidades/mL
penicilina, 100 mg/mL estreptomicina (Thermo Fisher Scientific) e puromicina 2 pg/mL (Gibco,
EUA) para a Vero-ACE2/TMPRSS2, mantidas em incubadora umidificada a 37°C a 5% COx.

Os experimentos foram realizados nos laboratorios Laboratorio de Virologia Bésica e
Aplicada (LVBA/ICB/UFMG), bem como no laboratério de nivel de biosseguranca 2 e 3 do

ICB/UFMG.

4.5 Ensaios de citotoxicidade

Células Vero (CCL-81) foram previamente cultivadas em placa de 96 pogos e expostas as
diferentes concentragdes de BromAc® (31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL e 250 ug/mL) e
seus controles, mantidas em incubadora umidificada a 37°C a 5% CO: por um periodo de 24 h,
48 h e 72 h. Em seguida a viabilidade celular foi obtida pela reacdo de alamarBlue® (Thermo
Fischer Scientific) na concentragcdo de 10% e em um volume final de 200 puL por pogo. A reagdo
foi realizada no escuro, por 4 horas de incubagao e a leitura realizada em espectrofotdometro a 577

nm de absorbancia.
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4.6 Ensaios antivirais

Foram realizados ensaios virucidas e dose-resposta. Para o ensaio virucida, 200 pL do
virus foram incubados com 200 pL do composto correspondente (controle MEM, PBS 1X, NAC
2%, BromAc® 125 e BromAc® 250 pg/mL), o contetido foi vortexado e as amostras foram
incubadas a 37°C por 30 e 60 minutos, em seguida, foram tituladas por dose infecciosa em
cultura de tecidos (TCIDsy).

Para o ensaio dose-resposta, 1 x 10° células Vero-ACE 2/TMPRSS2 por pogos foram
semeadas e incubadas por 24 h 37°C/5% COa». No dia seguinte, as células foram contadas, e uma
infec¢do foi realizada com MOI 0,1 de SARS-CoV-2 6micron. Apés 1 h de adsor¢do, o indculo
foi lavado uma vez com PBS 1X e os respectivos compostos foram adicionados: (1) PBS 1X; (2)
NAC 2%; (3) BromAc® 125 ug/mL; e (4) 250 pg/mL. Esses compostos foram incubados com as

células por 48 horas pos-infeccao (hpi) e o sobrenadante foi titulado por TCIDso.

4.7 Extracio de RNA e RT-qPCR

Os sobrenadantes dos aspirados traqueais foram submetidos a extracdo de RNA e RT-
qPCR, a partir de protocolos padronizados para o enfrentamento da COVID-19 e utilizados no
diagnostico de SARS-CoV-2. Suscintamente, 40 ul do sobrenadante foi adicionado a 100 pl de
AVL (solugdo de transporte e inativagdo viral) e armazenado em ultrafreezer a -80°C até a
extracdo. O RNA foi extraido de acordo com a orientagdo do fabricante usando o kit NucleoSpin

RNA Virus (MACHEREY-NAGEL) e as amostras armazenadas a -80°C. A RT-qPCR foi
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realizada a partir do Kit Molecular SARS-CoV-2 (E+RP) aprovado para uso emergencial da Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ (96 reagdes). Os iniciadores e sondas do Kit sdo do Protocolo de Berlim
(Cormam VM et al., 2020). O equipamento utilizado nas etapas de amplificagdo e detecgao foi o

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher, USA).

4.8 Western Blot

Foram realizadas extracdes de proteina com amostras de aspirado traqueal (AT)
infectadas com SARS-CoV-2 na presenca e auséncia de BromAc®. O Western Blot foi realizado
com quatro amostras (do mesmo paciente), incluindo 1- Nio tratado; 2- NAC; 3- BromAc® 125
ug/mL; e 4 - BromAc® 250 pg/mL. As proteinas foram extraidas utilizando o protocolo M-
PER™ (Reagente de Extragdo de Proteinas de Mamiferos- Thermo Scientific, EUA) e a
quantificagdo das proteinas foram determinadas pelo método de Bradford™ (Bio-Rad, EUA),
utilizando albumina de soro bovino (BSA -Fitzgerald 30-AB70) e leitura da absorbancia. A
quantidade de proteinas foi calculada e a concentracdo foi obtida. Foram preparados dois géis de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) com 12% de gel de separagdo e 5% de
gel de empilhamento, logo apds, as bandas proteicas de cada gel foram transferidas para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,2 um (BIO-Rad Laboratories). O bloqueio
foi realizado com a solugdo de lavagem (TBS Twenn 1X) e leite em pd 5%, durante 1 hora. Em
seguida, as membranas de PVDF foram incubadas overnight com anticorpo primario anti-Sars-
CoV-2-Spike (1:4000, SAB4200873, SIGMA) e incubadas durante 2 horas com anticorpo

secundario IgG de coelho (1:5000, ab6721, Abcam).
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As bandas das proteinas foram analisadas utilizando o reagente de quimiluminescéncia
melhorada (ECL) (Clarity™ Western ECL Substrate) (BIO-Rad, EUA) e visualizadas com um

sistema de imagiologia, ChemiDoc (BIO-Rad).

4.9 Analise dos dados

Os valores de metade da concentracdo inibitéria maxima (ICso) para cada composto foi
calculado usando andlises de regressio ndo linear com o software GraphPad Prism 9.00
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os resultados sdo dados como médias = DP de n
experimentos. Se apropriado, valores ICso foi calculado a partir de uma equagdo logistica
sigmoidal ajustada a concentracdo-resposta dados por analise de regressao ndo linear iterativa
(Prism; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Para comparagao dos valores médios, o
teste ¢ bicaudal (para dados ndo pareados) ou teste ¢+ de Welch (em caso de variancias desiguais)

foi usado. O nivel minimo de significancia sera de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da citotoxicidade em células Vero (CCL-81) e da atividade virucida anti-

SARS-CoV-2 in vitro do BromAc®.

Para determinar qual concentracio de BromAc® seria citotoxica para células Vero,
realizamos um ensaio de alamarBlue™. As células foram incubadas por até 72 horas na presenca
de trés concentracdes de BromAc®: 62,5, 125 e 250 pg/mL e comparadas com o veiculo controle
(PBS 1X).

Os resultados mostram que as trés concentragdes foram seguras para as células,
apresentando viabilidade e absorbancia acima de 100% em relagcdo ao controle celular (figura
11), indicando que essas concentragdes podem ser utilizadas para os proximos passos.

Posteriormente, devido aos melhores resultados, as concentragcdes mais elevadas (125 e
250 pg/mL) foram selecionadas para o teste virucida, no qual, avalia a acdo do composto
diretamente na particula viral. Nesse teste, os virus foram incubados juntamente com o composto
nas concentragdes pré-selecionadas, além do controle (somente MEM), controle de veiculo (PBS
1X) e NAC 2% por 30 e 60 minutos a 37°C e o contetudo foi titulado.

Apo6s os 30 minutos, os dados mostraram que ndo houve diferenca significativa entre PBS
1X em relagdo a maior concentragio de BromAc® (250 ug/mL). Curiosamente, apos 60 minutos
de incubacio, as duas concentracdes de BromAc® diminuiram o niimero de particulas infecciosas
da variante 6micron, com BromAc® 250 pg/mL diminuindo quase 1,5 log em comparagio com
PBS. No entanto, NAC 2% também teve um efeito diminuido contra as particulas, indicando que

o possivel efeito virucida poderia ser devido a atividade NAC (figura 11).
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Figura 11 - Citotoxicidade e efeito virucida do BromAc® em Vero-ACE2/TMPRSS?2 infectados com variante émicron.
Os gréficos superiores mostram a citotoxicidade em Vero em diferentes concentragbes (variando de 31,25 a 250
ug/mL) de BromAc®. Os resultados sdo expressos em graficos de linhas com média e erro padrdo para cada
concentracdo de densidade optica (Abs nm), a direita, e em porcentagem de viabilidade celular (%) em relagcdo aos
controles néo tratados, a esquerda. O efeito virucida do BromAc® infectados com variante émicron é exibido como
graficos de barras representando a média e o erro padrdo para células tratadas com PBS, NAC2% isoladamente e
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BromAc® a 125 e 250 ug/mL por 30 e 60 minutos. As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA oneway e a
significancia considerada quando p<0,05.

5.2 Avaliacdo do efeito atividade antiviral dose-resposta anti-SARS-CoV-2 in vitro do

BromAc® em células Vero-ACE2/TMPRSS2 em ensaios de placa de lise viral.

Para observar se o BromAc® teria uma atividade em diferentes concentracdes e se ele age
de forma dose-dependente, foi realizado um ensaio dose-resposta. Duas concentragdoes de
BromAc® (125 e 250 pg/mL) foram incubadas apos infecgdo das células com a variante 6micron
em MOI de 0,1 para 48 hpi. Surpreendentemente, os dados mostraram que a maior concentragao
de BromAc® reduziu estatisticamente em 1 log (p < 0,0002) o niimero de particulas infecciosas,
um resultado melhor do que NAC 2% que ndo teve efeito em comparagdo com o controle PBS

(figura 12).
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Figura 12 - Efeito antiviral dose-resposta do BromAc® em Vero-ACE2/TMPRSS?2 infectados com variante 6micron.
Os resultados sdo apresentados como graficos de barras que representam a média e o erro padrdo para células
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tratadas com PBS, NAC 2% isoladamente e BromAc® a 125 e 250 ug/mL apos 48 horas pos-infecgdo. As analises
estatisticas foram realizadas por ANOVA oneway e a significancia considerada quando p<0,05.

5.3 Avaliacdo do impacto do BromAc® no niimero de cépias genémicas virais em amostras

de aspirado traqueal infectadas com SARS-CoV-2.

Com a finalidade de verificar se 0 BromAc® poderia agir na multiplicagio viral em um
contexto ex vivo, foi realizado a quantificagdo da carga gendmica do virus SARS-CoV-2 em
amostras positivas de aspirado traqueal tratadas com a combinagdo em comparacdo com NAC
2%. Os aspirados traqueais de pacientes gravemente enfermos foram tratados durante a noite com
duas concentragdes de BromAc® (125 e 250 pg/mL). Apds 48 horas de tratamento, os valores de
delta CT representativos de copias genomicas foram reduzidas apos o tratamento com 250 pg/mL
de BromAc®, no mesmo padriio de particulas virais infecciosas em um ensaio de dose-resposta. A
maior concentragio de BromAc® diminuiu estatisticamente (p < 0,05) o niimero de copias
genomicas do RNA do SARS-CoV-2 em comparagdao com NAC 2% (figura 13). Pontos de
tempos anteriores antes de 24 horas foram incapazes de reduzir o nimero de copias gendmicas do

RNA do SARS-CoV-2 (dados ndo mostrados).
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Efeito ex-vivo de BromAc® em cépias gendmicas de RNA de SARS-CoV-2
em amostras de aspirado traqueal de pacientes com COVID-19
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Figura 13 — Efeito antiviral ex vivo de BromAc® em amostras de aspirado traqueal infectadas por SARS-CoV-2 de
pacientes COVID-19 gravemente doentes durante a onda de émicron. Os resultados sdo apresentados como
graficos de grafico de dispersdo representando a média (linha) para amostras tratadas com NAC 2%
isoladamente e BromAc® a 125 e 250 ug/mL por 48 horas. As analises estatisticas foram realizadas por
ANOVA oneway e a significancia considerada quando p<0,05.

5.4 Avaliaciao do impacto do BromAc® nas concentrac¢des da proteina Spike do SARS-CoV-

2 frente a infeccio em amostras de aspirado traqueal por Western blot.

No passo seguinte, decidimos analisar a atividade proteolitica do BromAc® contra a
proteina Spike do SARS-CoV-2 originada de aspirados traqueais de pacientes com COVID-19
gravemente doentes. Um ensaio de western blot foi realizado com amostras de aspirado traqueal
em quatro condi¢des: (1) ndo tratado (NT); (2) NAC 2%; (3) BromAc® 125 ug/mL_e (4)

BromAc® 250 pg/mL.
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A andlise de western blot permitiu a verificagdo de fragmentos da proteina Spike ao invés
de toda a Spike. Esses fragmentos eram da por¢do S1 e continham dominio RBD. BromAc®
clivou os fragmentos da por¢ao S1 (~55 kDa) encontrados em amostras de aspirado traqueal apds
30-50 minutos de tratamento, em comparacdo com amostras ndo tratadas. O primeiro fragmento
de banda (S1) foi clivado com 100 vezes mais intensidade (p<0,05), tanto no tratamento de 125
pg/mL quanto no de 250 pg/mL, quase desaparecendo do blot apos o tratamento com BromAc®
(figura 14, destaque em vermelho). Adicionalmente, o nimero de produtos de clivagem de S e
RBD (~25 kDa por banda) aumentou significativamente (p < 0,05) mais de 10 vezes em relagdo
ao controle (figura 14, destaque em azul). Nenhuma degradacdo, mas sim um padrdo limpo de
subprodutos proteoliticos foi observado na analise de western blot, que confirmam fortemente a
atividade proteolitica de BromAc® para clivagem de fragmentos da proteina Spike em amostras

humanas de pacientes com COVID-19 grave.
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BromAc® promove a clivagem da subunidade S1 Spike em amostras de aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19

Resultados do Western Blot
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Figura 14 — Efeito proteolitico em fragmentos de proteina Spike de BromAc® em amostras de aspirado traqueal
infectadas por SARS-CoV-2 de pacientes COVID-19 gravemente doentes durante a onda de émicron. O painel superior
mostra a imagem representativa do Western Blot das amostras ap6s o tratamento com NAC 2% isoladamente e BromAc® a 125 e
250 ug/mL por 30-50 minutos. Os resultados sdo exibidos como gréficos de dispersao sobrepostos por graficos de barras que
representam densidade éptica média, unidades arbitrarias de bandas quantificadas usando o software Image J. As analises
estatisticas foram realizadas por ANOVA oneway e a significancia considerada quando p< 0,05. ns — ndo significativo
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6. DISCUSSAO

Embora a COVID-19 seja uma doenga multissistémica, a insuficiéncia respiratoria ¢ uma
causa importante de hospitalizagdo e morte. A patologia pulmonar na COVID-19 ¢ complexa,
variavel e dependente do tempo, a obstrugdo das vias aéreas pelo escarro ¢ observada em uma
proporcao significativa de pacientes e afeta negativamente a ventilagdo, (Lu et al., 2021).

Existem muitas alteragdes patolégicas nos pulmdes durante 8 COVID-19 e elas evoluem
com o tempo. Alteragdes tardias que ocorrem em média por volta do décimo dia de infeccao
incluem dano alveolar difuso, trombose intravascular, infec¢do, coagulopatia intravascular
disseminada (DIC) e proliferacio de fibroblastos intra-alveolares posteriores (BOSMULLER et
al. 2020). Por isso a importancia de estudos para o desenvolvimento de antivirais com agao
especifica e eficaz para o tratamento precoce e profilatico contra a COVID-19.

Até o momento, 0 SARS-CoV-2 ndo tem um agente terapéutico com a¢do contra a sua
particula viral, desse modo o nosso trabalho teve como objetivo avaliar a atividade proteolitica
antiviral do BromAc®, um composto promissor de possivel a¢do antiviral, que também apresenta
uma atividade anti-inflamatoria.

A bromelina ¢ extraida da planta do abacaxi (Ananas comosus) e contém uma série de
enzimas que permitem a hidrdlise de ligagdes glicosidicas em carboidratos, enquanto a N-
acetilcisteina ¢ um poderoso antioxidante que pode reduzir as ligacdes dissulfeto das proteinas
(PILLAI et al., 2014). A combina¢dao de ambos os compostos (BromAc®) demonstrou um efeito
mucolitico robusto, bem como propriedades anti-inflamatoérias em aspirados traqueais de

pacientes COVID-19 gravemente doentes (COELHO DOS REIS et al., 2022).
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Estudos demonstraram que o BromAc® inibiu sinergicamente a infectividade de duas
linhagens de SARS-CoV-2 cultivadas em células Vero, BGM e CALU-3, mostrando um efeito
antiviral in vitro (AKHTER et al., 2021). No entanto, existe uma lacuna na literatura sobre
quaisquer efeitos antivirais do BromAc® em amostras de aspirado traqueal e se esta atividade
antiviral observada permanece conservada mesmo apds a pletora de mutagcdes que ocorreram na
proteina Spike presentes na nova variante dominante como a linhagem da 6micron. Assim, este
presente estudo, avaliou a atividade antiviral da bromelina combinada com a N-Acetilcisteina
contra SARS-CoV-2 em diferentes niveis através de analise in vitro e ex vivo.

Até o momento evidéncias mostram que o BromAc® em uma dosagem ndo-citotoxica
maxima 250 pg/mL, pode ser eficaz contra as particulas infecciosas do virus e genoma da
variante dmicron do SARS-CoV-2, além da atividade proteolitica na proteina Spike com amostras
de experimento ex vivo.

Foi observado que a acdo do BromAc® contra a particula viral foi melhor a partir de 60
minutos (figura 11), essa acdo poderia ser tempo-dependente, e mais experimentos poderiam ser
conduzidos para descrever esse efeito. Embora a atividade de BromAc®, NAC 2% também
demonstrou atividade sobre a particula do virus apdés o mesmo tempo, sendo assim, ndo ¢
possivel confirmar que a atividade foi devida a NAC 2% apresentada em BromAc®. NAC 2%
sozinho ¢ conhecido como um depurador de espécies reativas de oxigénio (ROS) para equilibrar
o status redox, modulando a resposta imune e inflamatdria, e ¢ especulado para o uso contra
SARS-CoV-2 porque seu uso contra o muco nos pulmdes inibe NF-kB que ¢ usado por virus de
RNA para ajudar na sua multiplicagdo em células hospedeiras. Além disso, NAC ¢ sugerido por
acoplamento e dinamica molecular para se ligar no sitio MP®, inibindo a multiplicagdo viral

(SHNTALIF et. al., 2021).
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Apds 48 horas, em contato com as células infectadas, o BromAc® isolado de forma dose-
dependente foi melhor do que NAC 2% na particula infecciosa de Omicron (figura 12),
corroborando com estudos anteriores ganha a a¢io do BromAc® contra SARS-CoV-2. Essa agio
pode ser efetiva em muitas etapas do ciclo de multiplicagdo do virus, mas sugerimos que a agao
proteolitica do composto pode contribuir para interferir na penetragdo do virus, apés modificagdo
da proteina Spike ¢ da proteina do envelope (E), de acordo com Akhter e colaboradores (2021).
Um trabalho mostra, por meio de acoplamento molecular e simula¢do dindmica, que a bromelina
poderia participar da interagdo de RBD e ECA2 para impedir a penetracao do virus (TALLEI et
al., 2021). A agdo contra a proteina Spike poderia ser intensificada com a produgdo de proteinas
intracelulares, uma vez que a intensa producdo intracelular de Spike se encontra na fase de
morfogénese do ciclo de multiplicagdo. Isso poderia entdo contribuir para a formacdo de uma
progénie defeituosa, o que dificultaria a disseminagao do virus e a infeccao de novas células.

Para tentar observar se a acdo do composto foi antes ou depois da multiplicacdo, foi feito
um teste de qPCR (figura 13), onde foi observado uma reducdo da carga gendmica viral apds o
uso do BromAc® nas maiores concentragdes. Esse efeito pode ser devido a agdo do BromAc® na
proteina Spike, interferindo na penetra¢do ou diretamente na multiplicagdo. (MOHAMMED, et
al., 2022). MP™ ¢ responsavel pela maior parte do processamento proteolitico da poliproteina que
origina a proteina ndo-estrutural, responsavel pelo inicio da replicacdo do genoma viral
(V'KOVSKI, 2021).

A bromelina sozinha tem atividade proteolitica e ¢ usada como anti-inflamatoria,
cardioprotetora e anticoagulante que pode ser util para o tratamento de pacientes com COVID-19
(HIKISZ, et al., 2021). Bromelina também pode reduzir a ligagdo da proteina Spike as células

Vero E6, devido a identidade do SARS-CoV-2 com outros coronavirus, a bromelina pode ser
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usada como um candidato antiviral amplo contra estas familias (SAGAR, 2020). No entanto,
esses estudos sdo em sua maioria, baseados em abordagens in silico.

Confirmando o estudo anterior com a proteina Spike recombinante (AKHTER et al.,
2021), os dados (figura 14), mostram que a por¢ao S1 da proteina Spike, que € a regido RBD, ¢
clivada pelo BromAc®, confirmando a acio proteolitica sobre a Spike. Esse resultado pode
corroborar a possibilidade de interferéncia na penetragcdo do virus, afetando o virus nas primeiras

etapas do ciclo de multiplicagdo.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados deste estudo confirmam achados anteriores de atividade anti-Spike
do BromAc®, o que foi evidenciado pela atividade virucida e dose-dependente do composto
combinado in vitro na linhagem celular Vero-ACE2/TMPRSS2 infectada pela variante 6micron
do SARS-CoV-2. Além disso, BromAc® reduziu o niimero de copias gendmicas do RNA do
SARS-CoV-2 em amostras de aspirado traqueal de pacientes COVID-19 gravemente doentes. O
BromAc® também promoveu a clivagem da subunidade S1 da proteina Spike em amostras de
aspirado traqueal, o que traz novas evidéncias da atividade antiviral em amostras de pacientes
com COVID-19. Em suma, estes resultados trazem a luz a evidéncia da atividade antiviral ex vivo
da combinacdo de bromelina e N-acetilcisteina, o que sugere seu potencial como uma abordagem

de nebulizacao para o tratamento de COVID-19.



57

8. REFERENCIAS

ABDELRAHMAN, Zeinab, et al. “Evaluation of the Current Therapeutic Approaches for
COVID-19: A Systematic Review and a Meta-analysis”. Frontiers in Pharmacology, vol. 12,
marco de 2021, p. 607408. DOl.org (Crossref), https://doi.org/10.3389/fphar.2021.607408.

AKHTER, J., Quéromés, et al. “The Combination of Bromelain and Acetylcysteine (BromAc®)
Synergistically Inactivates SARS-CoV-2". Viruses, 13(3), 425.
https://doi.org/10.3390/v13030425.

ALDINI G., Altomare A., Baron G., et al. “N-Acetylcysteine as an antioxidant and disulphide
breaking agent: the reasons why.” Free Radic. Res. 2018;52(7):751-762. doi:
10.1080/10715762.2018.1468564.

BARRETO-VIEIRA, D.F., et al., “Morphology and morphogenesis of SARS-CoV-2 in Vero-E6
cells”. Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 116: €200443, 2021.

“BromAc®Facts”. BromAc®Facts, https://mucpharm.com. Acessado 19 de novembro de 2021.

BOSMULLER, Hans, et al. “The Evolution of Pulmonary Pathology in Fatal COVID-19
Disease: An Autopsy Study with Clinical Correlation”. Virchows Archiv, vol. 477, no 3,
setembro de 2020, p. 349-57. DOl.org (Crossref), https://doi.org/10.1007/s00428-020-02881-x.

CAL Y., et al. “Distinct conformational states of SARS-CoV-2 spike protein”. Science (New
York, N.Y.), 369(6511), 1586—1592. https://doi.org/10.1126/science.abd4251.

CARABELLI, A. M., et al. “SARS-CoV-2 variant biology: immune escape, transmission and
fitness.” Nat Rev Microbiol. 2023; 21(3): 162—177. Publicado online 2023 Jan 18. DOI:
10.1038/s41579-022-00841-7


https://doi.org/10.3389/fphar.2021.607408
https://doi.org/10.3390/v13030425
https://doi.org/10.1126/science.abd4251

58

CASTRO-DE-ARAUIJO, L.E.S, et al., “Aspectos clinicos e terapéuticos da infeccdo da COVID-
19”. Salvador/BA, 2020.

CAVALCANTE, J. R. et al, “COVID-19 no Brasil: evolugdo da epidemia até a semana
epidemioldgica 20 de 2020”. Epidemiol. Serv. Saiude vol.29 no.4 Brasilia 2020 Epub 05-Ago-
2020. http://dx.doi.org/10.5123/s1679-49742020000400010

CHENG, ZJ, Shan J. 2019 “Novel coronavirus: where we are and what we know. Infection”.
2020 Apr;48(2):155-163. doi: 10.1007/s15010-020-01401-y. Epub 2020 Feb 18. Erratum in:
Infection. 2021 Feb;49(1):197. PMID: 32072569; PMCID: PMC7095345.

COELHO DOS REIS, J. G. A, et al. “Ex-vivo mucolytic and anti-inflammatory activity of
BromAc in tracheal aspirates from COVID-19”. Biomedicine & pharmacotherapy =
Biomedecine & pharmacotherapie, 148, 112753. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.112753

COUZIN-FRANKEL, Jennifer. “Pfizer antiviral slashes COVID-19 hospitalizations”.
https://www.science.org/content/article/pfizer-antiviral-slashes-covid-19- hospitalizations.

Acessado em 25 de julho de 2022.

DROZDZAL, S., et al. “An update on drugs with therapeutic potential for SARS-CoV-2
(COVID-19)  treatment”. Drug  Resist  Updat. 2021 Dec;59:100794. doi:
10.1016/j.drup.2021.100794. Epub 2021 Dec 9. PMID: 34991982 PMCID: PMC8654464 DOI:
10.1016/j.drup.2021.100794

GUPTA, A., Madhavan, M.V., Sehgal, K. et al. “Extrapulmonary manifestations of COVID-19".
Nat Med 26, 1017-1032 (2020).

HADJADJ, J., et al. “Impaired type I interferon activity and inflammatory responses in severe
COVID-19 patients”. Science. 2020 Aug 7;369(6504):718-724. doi: 10.1126/science.abc6027.
Epub 2020 Jul 13. PMID: 32661059 PMCID: PMC7402632 DOI: 10.1126/science.abc6027


http://dx.doi.org/10.5123/s1679-49742020000400010

59

HAN Q., et al. “Long-Term Sequelae of COVID-19: A Systematic Review and Meta-Analysis of
One-Year Follow-Up Studies on Post-COVID Symptoms”. PMID: 35215212 PMCID:
PMC8875269. DOI: 10.3390/pathogens11020269

HIKISZ P., Bernasinska-Slomczewska, J. “Beneficial Properties of Bromelain” Nutrients. 2021
Nov 29;13(12):4313. doi: 10.3390/nul13124313.

HOFFMANN, M, et. al. “SARS-CoV-2 Cell Entry Depends on ACE2 and TMPRSS2 and Is
Blocked by a Clinically Proven Protease Inhibitor” Cell. 2020 Apr 16;181(2):271-280.e8. DOI:
10.1016/j.cell.2020.02.052. Epub 2020 Mar 5.

HUANG, Jing-Rong, et al. “Bromelain Inhibits Lipopolysaccharide-Induced Cytokine
Production in Human THP-1 Monocytes via the Removal of CDI14”. Immunological
Investigations, vol. 37, n° 4, janeiro de 2008, p. 263-77. Taylor and Francis+NEJM,
https://doi.org/10.1080/08820130802083622.

JAMISON, David A., et al. “A Comprehensive SARS-CoV-2 and COVID-19 Review, Part 1:
Intracellular Overdrive for SARS-CoV-2 Infection”. European Journal of Human Genetics, vol.
30, no 8, agosto de 2022, p. 889-98. DOl.org (Crossref), https://doi.org/10.1038/s41431-022-
01108-8.

Johns Hopkins University (JHU). COVID-19 Dashboard by the Center for Systems Science and
Engineering (CSSE) at Johns Hopkins University. 2021. Disponivel

em: https://coronavirus.jhu.edu/map.html. Acesso em: 03 de marco de 2023.

KHALIL, Omar Arafat Kdudsi, e Sara da Silva Khalil. “SARS-CoV-2: taxonomia, origem e
constituicdo”. Revista de Medicina, vol. 99, n® 5, dezembro de 2020, p. 473-79. DOl.org
(Crossref), https://doi.org/10.11606/issn.1679-9836.v9915p473-479.


https://coronavirus.jhu.edu/map.html

60

LI, Geng, et al., “Coronavirus Infections and Immune Responses”. Journal of Medical Virology,

vol. 92, n° 4, abril de 2020, p. 424-32. DOl.org (Crossref), https://doi.org/10.1002/jmv.25685.

LIU, Yuying, et al., “Mucus Production Stimulated by IFN-AhR Signaling Triggers Hypoxia of
COVID-19”. Cell Research, vol. 30, no 12, dezembro de 2020, p. 1078-87. www.nature.com,
https://doi.org/10.1038/s41422-020-00435-z.

LU Hongzhou, et al., “Outbreak of pneumonia of unknown etiology in Wuhan, China: The
mystery and the miracle” J Med Virol. 2020 Apr; Published online 2020 Feb 12. DOI:
10.1002/jmv.25678

MAJUMDER, J; MINKO, T. “Recent Developments on Therapeutic and Diagnostic Approaches
for COVID-19”, Guest Editors, 2021.

MEHTA P., Fajgenbaum D.C. “ Is severe COVID-19 a cytokine storm syndrome: a
hyperinflammatory =~ debate”.  Curr. Opin.  Rheumatol. 2021 1;33(5):419-430.
10.1097/BOR.0000000000000822.

MUNTADAS, M.V., “Pruebas diagnosticas COVID-19: importancia del contexto clinico”,
Espanha, Elsevier, 2021.

MOHAMMED, F A., et al. “Exploring the Binding Interaction of Active Compound of
Pineapple against Foodborne Bacteria and Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) Based on
Molecular Docking and Simulation Studies”. Nutrients, 2022 Jul 25;14(15):3045. DOI:
10.3390/nu14153045.

MORENS, D.M,, et al. “Emerging Pandemic Diseases: How We Got to COVID-19”. 2020.

NALBANDIAN, A., et al., “Post-acute COVID-19 syndrome”. Nat Med. 2021 Apr; 27(4):601-
615. doi: 10.1038/s41591-021-01283-z. Epub 2021 Mar 22. PMID: 33753937


https://doi.org/10.1002/jmv.25685
https://doi.org/10.1038/s41422-020-00435-z

61

NEWS MEDICAL. News Medical Life Sciencies, c2020. Pagina inicial. Disponivel em:
<https://www.news-medical.net/news/20200830/SARS-CoV-2-Neucleocapside-(N)-protein-is-
heavily-glycosylated.aspx>. Acesso em: 13 de jul. de 2022.

OPAS/OMS | Organizagdo Pan-Americana da Saude. https://www.paho.org/pt/noticias/23-8-
2023-atualizacao-sobre-variante-interesse-eg5-e-variante-sob-vigilancia-ba286. Acessado 29 de

agosto de 2023.

PILLAI K., Akhter, J., Chua, T. C., & Morris, D. L. (2014). A formulation for in situ lysis of
mucin secreted in pseudomyxoma peritonei. International journal of cancer, 134(2), 478-486.

https://doi.org/10.1002/ijc.28380

QIN, C, et al., “Dysregulation of Immune Response in Patients With Coronavirus 2019 (COVID-
19) in Wuhan, China”. Clin Infect Dis. 2020 Jul 28;71(15):762-768. doi: 10.1093/cid/ciaa248.
PMID: 32161940, PMCID: PMC7108125.

RIMMA, N., et al. “Biology of the SARS-CoV-2 Coronavirus”. Bioquimica (Mosc). 2022;
87(12-13): 1662—-1678. Publicado online 2023 Jan 13. DOI: 10.1134/S0006297922120215

RITCHIE, Hannah, et al. “Coronavirus Pandemic (COVID-19)”. Our World in Data, margo de

2020. ourworldindata.org, https://ourworldindata.org/covid-vaccinations.

SAMUDRALA, Pavan Kumar, ef al. “Virology, Pathogenesis, Diagnosis and in-Line Treatment
of COVID-19”. European Journal of Pharmacology, vol. 883, setembro de 2020, p. 173375.
DOl.org (Crossref), https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2020.173375.

SAGAR, S. et al. Bromelain Inhibits SARS-CoV-2 Infection in VeroE6 Cells. Biorxiv, 2020.
https://doi.org/10.1101/2020.09.16.297366.


https://www.paho.org/pt/noticias/23-8-2023-atualizacao-sobre-variante-interesse-eg5-e-variante-sob-vigilancia-ba286
https://www.paho.org/pt/noticias/23-8-2023-atualizacao-sobre-variante-interesse-eg5-e-variante-sob-vigilancia-ba286
https://doi.org/10.1002/ijc.28380
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2020.173375
https://doi.org/10.1101/2020.09.16.297366

62

SCOVINO, M. A., et al. “SARS-CoV-2's Variants of Concern: A Brief Characterization”
PMID: 35958548 PMCID: PMC9361785 Front Immunol. 2022 Jul 26; 13:834098. doi:
10.3389/fimmu.2022.834098. eCollection 2022. DOI: 10.3389/fimmu.2022.834098.

SMET, A., et al. “A dynamic mucin mRNA signature associates with COVID-19 disease
presentation and severity.” JCI Insight. 2021 Aug 27:151777. doi: 10.1172/jci.insight.151777.

SHANG, J, et al. “Structural basis of receptor recognition by SARS-CoV-2” Natureza.
Manuscrito do autor; disponivel em PMC 2020 Sep 30. Publicado em forma final editada como:
Natureza. Maio de 2020; 581(7807): 221-224. Publicado online 2020 Mar 30. DOI:
10.1038/s41586-020-2179-y.

SHARMA, A., et al., COVID-19: “A Review on the Novel Coronavirus Disease Evolution,

Transmission, Detection, Control and Prevention”. 2021.

SHNTALIF, A.H., et al. “Determination the binding ability of N-acetyl cysteine and its derivatives
with SARS-COV-2 main protease using molecular docking and molecular dynamics studies”.
Ukr.Biochem.J. 2021;  Volume 93, Issue 5, Sep-Oct,  pp. 43-51, doi:
https://doi.org/10.15407/ubj93.05.043.

TALLEIL T. E., et al. “An Analysis Based on Molecular Docking and Molecular Dynamics
Simulation Study of Bromelain as Anti-SARS-CoV-2 Variants”. Front Pharmacol.2021. Aug 20;
12:717757. doi: 10.3389/fphar.2021.717757. eCollection 2021.

VAN EIK, L. E., et al. “COVID-19: immunopathology, pathophysiological mechanisms, and
treatment options”. Jornal de Patologia, 254(4), 307-331. https://doi.org/10.1002/path.5642.

VERMA, M.K., ef al., “Rapid diagnostic methods for SARS-CoV-2 (COVID-19) detection: an
evidence-based report”. India, 2021.


https://doi.org/10.15407/ubj93.05.043

63

VITIELLO, A., et. al., “COVID-19 Patients with Pulmonary Fibrotic Tissue: Clinical
Pharmacological Rational of Antifibrotic Therapy”. SN Compr Clin Med. 2020;2 (10):1709-
1712. doi: 10.1007/s42399-020-00487-7. Epub 2020 Aug 27. PMID: 32875276 PMCID:
PMC7452615 DOI: 10.1007/s42399-020-00487-7

V'KOVSKI, P., et al. “Coronavirus biology and replication: implications for SARS-CoV-2”. Nat
Rev Microbiol, 2021 Mar;19(3):155-170. doi: 10.1038/s41579-020-00468-6.

WANG, Yu, et al. “Sputum Characteristics and Airway Clearance Methods in Patients with
Severe COVID-19”. Medicine, vol. 99, no 46, novembro de 2020, p. €23257. DOl.org (Crossref),
https://doi.org/10.1097/MD.0000000000023257.

WIERSINGA WI, et al. “Pathophysiology, Transmission, Diagnosis, and Treatment of
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19): A Review”. JAMA. 2020;324(8):782-793.
doi:10.1001/jama.2020.12839.

WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard. https://covid19.who.int. Acessado 16 de agosto de
2023.

Xu, Z, et al. “Pathological findings of COVID-19 associated with acute respiratory distress
syndrome”. Lancet Respir Med. 2020 Apr;8(4):420-422. doi: 10.1016/S2213-2600(20)30076-X.
Epub 2020 Feb 18. Erratum in: Lancet Respir Med. 2020 Feb 25;: PMID: 32085846; PMCID:
PMC7164771.

ZHANG, Yong-Zhen, ¢ Edward C. Holmes. “A Genomic Perspective on the Origin and
Emergence of SARS-CoV-2". Cell, vol. 181, n° 2, abril de 2020, p. 223-27. DOI.org (Crossref),
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.03.035.



64

ZHANG, Yun-yu, et al. “The Comparative Immunological Characteristics of SARS-CoV,
MERS-CoV, and SARS-CoV-2 Coronavirus Infections”. Frontiers in Immunology, vol. 11,
agosto de 2020, p. 2033. DOIl.org (Crossref), https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.02033.

ZHOU, Peng, et al. “A Pneumonia Outbreak Associated with a New Coronavirus of Probable Bat
Origin”. Nature, vol. 579, n°® 7798, marco de 2020, p. 270-73. DOl.org (Crossref),
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2012-7.

ZHOU, Yu-Wen, et al. “Therapeutic Targets and Interventional Strategies in COVID-19:
Mechanisms and Clinical Studies”. Signal Transduction and Targeted Therapy, vol. 6, n° 1,

dezembro de 2021, p. 317. DOlL.org (Crossref), https://doi.org/10.1038/s41392-021-00733-x.

ZHU, Na, et al. “A Novel Coronavirus from Patients with Pneumonia in China, 2019”. New
England Journal of Medicine, vol. 382, n° 8, fevereiro de 2020, p. 727-33. DOl.org (Crossref),
https://doi.org/10.1056/NEJM0a2001017.



65

9. ANEXOS

Termo de consentimento Livre esclarecido

TCLE

Trata-se de um estudo que vai avaliar alteragies na secre¢io respiratoria, chamada de aspirado traqueal, de pessoas
internadas no centro de atendimento intensivo zob intubacio com possivel diagndstico de COVID-19 e amaostras de
sangue de pacientes no CTI e internados em enfermarias do Hospital Risoleta Tolentino Meves,

0 objetivo desse estudo & tentar desenvalver métodos e Biomarcadores para entender a infeccio causada por SARS-
CoV-2 que & nova para todos nds e verificar a imunidade que confere protecio contra COVID-19, Pretendemaos
também avaliar alteragies que podem indicar um curso clinico desfavorivel & a necessidade de terapias mais
cuidadosas,

0 estudo trata de coleta de informacgies pessoais e clinicas a pasterior, 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 internagio (0, 7 e 14 dias). A coleta de sangue serd feita
apas alta (30, 60, 20 e 120 dias] para acompanhar os pacientes na convalescéncia, Nenhuma intervencio adicional
serd realizada, O voluntdrio pode retirar sua participagio a qualguer momento do estudo e suas amostras guardadas
e biorrepositorio, valendo a partir da data deste termo.

Este estudo & importante para que s possa conhecer um pouce mais sobre efeitos da COVID-19, uma doenca nova
de um novo virus, o SARS-CoV-2, que todos conhecemaos muito pouco ainda. Isso pode ser atil para que os médicos
possam ter uma informagao para indicar ou ndo tratamentos aos seus pacientes, 0s procedimentos do estudo sero
coletas de informagdes relativas i estado geral de saide, dados epidemiologicos e a coleta de sangue de rotina e do
aspirado traqueal, conforme indicagdo médica.

A coleta de sangue pode levar a um risco minimo e um leve desconforto ao paciente, no entanto, esta apresenta-se
coma rotina de laboratédrio e serd monitorada pelos responsiveis pela pesquisa. Espera-se que a pessoa tenha risco
minimie por participar neste estudo, uma vez que nio envalve nenhuma intervencdo adicional no paciente, s6 o que
esti previzsto na roting, sendo que as amostras dos pacientes serio guardadas no laboratdrio para estudos futuros. A
informagao obtida serd de uso centifico ¢ nio sera divulgada para outros fins Todos os dados referentes aos
pacientes s3o confidenciais. Em nenhum momento havera liberacao de identidade ou quaisquer dados que possam
levar & sua identificagio.

Como o resultado do estudo pode ser de seu interesse, se vock quiser, pode deixar registrado além de seu proprio
telefone, endereco e e-mail, os telefones e enderegos de cinco contatos seus (entre eles trés parentes de primeiro
grau] a fim de gue voré possa ser encontrado para saber os resultados, mesmo apds alguns anos do término desse
estudo, A sua participacio neste estudo € totalmente voluntiria, Uma vez que vocé aceite participar do estudo,
permanecerd com o direito de retirar seu consentimento a gualquer mormento.

Para qualquer davida ou esclarecimento adicional, vocé pode entrar em contato com a coordenadora do estudo, a
Dra. Jordana Coelho dos Reis, pelo telefone 31 340%-2746, no Instituto de Ciéncias BiolGgicas, 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 Tolentinoe Neves, Rua das Gabirobas, 01 - Vila
Claris, Belo Horizonte /MG - Brasil, Cep:31.744-012.

Declare que recebl uma copla deste terma de consentimento para ler antes de assind-lo, que os detalhes do projeto
foram explicados e que manterei uma copia deste consentimento em meu poder.

Belo Horlzonte, de e |

Assinatura do Paciente



