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RESUMO

Diante do impacto da COVID-19, este trabalho apresenta duas diferentes
estratégias de enfrentamento a pandemia. A primeira, um ensaio clinico
randomizado de grupos paralelos, com o objetivo de avaliar o efeito de um
protocolo com enxaguante oral contendo 6leos essenciais (LISTERINE®) frente a
um grupo placebo, no tratamento auxiliar de pacientes hospitalizados pela COVID-
19. Os desfechos analisados foram saturacdo de Oz, temperatura, frequéncia
cardiaca e pressao arterial (sistélica e diastélica). Os resultados parciais, obtidos
apos andlise dos dados de 12 pacientes, sugerem que 62 pacientes seriam
necessarios para encontrar diferencas estatisticamente significativas com relagao
a saturagdo de O2, frequéncia cardiaca e pressado arterial sistélica. A segunda
estratégia foi baseada no estudo para auxiliar no monitoramento de pacientes
infectados, utilizando um dispositivo analitico. Foram utilizados anticorpos
monoclonais contra o dominio RBD da proteina S de SARS-CoV-2 e uma amostra
do antigeno em ensaios eletroquimicos. Foram estudadas estratégias de
imobilizacdo dos anticorpos em nanoparticulas magnéticas de ferro (@Fe30a4), as
quais séo de baixo custo. A metodologia de analise envolveu espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE), utilizando um eletrodo de trabalho de carbono
vitreo (ECV) recoberto com as nanoparticulas funcionalizadas. Trés estratégias
foram utilizadas para fixacdo de anticorpos: a fixacdo sobre o compdsito de
nanoparticulas e quitosana, a fixacdo sobre o composito @Fe304 e albumina de
soro bovino (BSA), na presenca de glutaraldeido, e a adsorcdo direta sobre
@Fe304. Nesta Ultima estratégia observou-se uma diminuicdo da resisténcia,
diretamente proporcional a concentracdo do antigeno, sugerindo que a queda da
resisténcia de transferéncia de carga possa ser devido a um rearranjo molecular
a partir da interagdo anticorpo/antigeno, ou devido a um processo de dessorcao
do anticorpo das nanoparticulas devido a esta interacéo. Este resultado sugere

que este método poderia ser utilizado para a confec¢do de um biossensor.

Palavras-chave: COVID-19, Enxaguante, Oleos essenciais, Espectroscopia de

impedancia eletroquimica.



ABSTRACT

Considering the impact of COVID-19, this work was based on two different alternatives
to fight the pandemic. The first was a randomized clinical assay with two paralel
groups. The aim was to evaluate the effectiveness of a protocol using mouthwash
containing essential oils (LISTERINE®) in comparison to a placebo, to contribute to the
management of patients at hospital due to COVID-19. The outcome was based on Oz
saturation, body temperature, cardiac frequency, and arterial pressure (systolic and
diastolic). The partial results obtained after the analysis of data collected from 12
patients suggest that 62 patients would be needed to obtain statistically significant
differences in connection with O2 saturation, cardiac frequency, and systolic arterial
pressure. The second strategy was a study to help monitoring infected patients using
an analytical device. A monoclonal antibody against the RBD of the S protein of SARS-
CoV-2, and a sample of the antigen, were used in electrochemical analysis. Strategies
were evaluated for the immobilization of antibodies on magnetic iron nanoparticles
(@Fes0a4), which are low-cost. The method was based on electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), using vitreous carbon working electrodes, containing a layer of
functionalized nanoparticles. Three strategies were used for the fixation of antibodies:
the adsorption onto the composite of @Fes04 and chitosan, the covalent binding on
bovine serum albumin (BSA) @Fes04 by reaction with glutaraldehyde, and the direct
adsorption @Fes0a4. The last method presented a decrease in resistance, which is
directly proportional to antigen concentration, suggesting that the decay of charge
transference resistance is either due to molecular rearrangement that occurs because
of the antibody/antigen interaction, or results from antibody desorption from
nanoparticles due to the same interaction. These results suggest that this method

could be used to produce a biosensor.

Keywords: COVID-19, Mouthwash, Essential oils, Impedance spectroscopy
electrochemistry.
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1. INTRODUCAO GERAL

No final de 2019, foram relatados varios casos de pneumonia de etiologia
desconhecida na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na China. Posteriormente, em
janeiro de 2020, foi confirmado que essas pneumonias eram causadas por um beta
coronavirus zoonotico similar aos virus causadores de SARS e MERS, denominado
SARS-CoV-2.

Apesar das tentativas de manter a doenca em territério chinés, devido a alta
transmissibilidade, globalizacdo e letalidade, o virus se espalhou mundialmente,
ocasionando um cenario de pandemia a partir do dia 11 de margo de 2020, de acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (LUDWIG; ZARBOCK, 2020). Desde
entdo, enormes desafios tém se apresentado as autoridades mundiais, gerando um
contexto de desastre econdémico, social e de saude sem precedentes (MEYERS et al.,
2020).

As manifestacbes de COVID-19 incluem desde portadores assintomaticos a
doenca fulminante, caracterizada, sobretudo, por sepse e insuficiéncia respiratoria
aguda. Este quadro clinico promovido pela doenca pode ser explicado pelo fato do
SARS-CoV-2 infectar e replicar de forma eficiente as células pulmonares
(pneumdacitos 1 e 2) (CHU et al., 2020), o que pode justificar porque mais de 75% dos
pacientes hospitalizados requerem oxigénio suplementar (WIERSINGA et al., 2020).
Além disso, na época, cerca de 5% a 20% dos individuos hospitalizados pela doenca
apresentaram sintomas graves e necessitaram de cuidados intensivos (WIERSINGA

et al., 2020), sobrecarregando e desestabilizando os sistemas de saude.

Mesmo paises mais desenvolvidos como os Estados Unidos e o Reino Unido
sofreram com a falta de infraestrutura para o suporte de pacientes com acometimento
grave pela doencga, especialmente antes das vacinas. A Italia, por exemplo, de acordo
com o lIstituto Superiore di Sanita da Italia, em novembro de 2020, viveu um quadro
critico no que diz respeito a relacédo entre o numero de leitos disponiveis e 0 nimero
de pacientes infectados pelo coronavirus, implicando em caréncia de recursos
hospitalares disponiveis para pacientes com outras patologias. Além disso, a
incidéncia de novos diagndsticos atingiu niveis muito generalizados em todo o pais
(MINISTERO DELLA SALUTE, 2020).
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Atualmente, no mundo, em 3 de abril de 2022, foram registrados mais de 489
milhdes de casos e mais de 6 milhdes de mortes (OMS, 2022). Sendo que no Brasil,
confirmam-se mais de 29 milhdes de casos e o numero de mortos se aproxima da
casa dos 700 mil (Ministério da Saude, 2022).

Em uma conjuntura global, contribuiram para este cenario caotico a alta
transmissibilidade e letalidade do virus, o tempo e 0 processo para o desenvolvimento
e entrega de vacinas, além da auséncia de tratamentos especificos para a doencga, 0
gue tornou necessaria e emergencial a busca incessante por muiltiplas alternativas
estruturais, profilaticas e terapéuticas que minimizassem os efeitos negativos da
COVID-19 no mundo. Diante desse paradigma, dentre outros setores da sociedade,

assumiram papel primordial nesse contexto as instituicdes de ensino e pesquisa.

A Pontificia Universidade Catodlica de Campinas, instituicdo que completou em
2021 80 anos de existéncia, é reconhecida por sua longa e exitosa trajetéria nos
campos de ensino e pesquisa. Sendo assim, por meio de seus diversos programas,
possibilita condicBes ou subsidios suficientes ao corpo académico para que participe
ativamente das discussdes e da producdo de conhecimento e tecnologia nas mais

variadas areas do saber, inclusive, referente a COVID-19.

Por sua vez, o Programa de Pés-Graduacdo Stricto Sensu Mestrado em
Ciéncias da Saude oferecido pela PUC-Campinas, ao qual se insere o autor deste
trabalho, tem objetivos que corroboram com esta afirmag&do, como por exemplo:
capacitar docentes e pesquisadores com visdo ampla, reflexiva e critica, numa
perspectiva interdisciplinar, biopsicossocial e humanista do processo saude-doenca.
Além de serem capazes de atuar na interseccao de varias areas do conhecimento do
ensino superior, e ainda, possibilitar a formacdo de um mestre com integracao de
conhecimento e experiéncias interdisciplinares que superem as perspectivas das

areas particulares dos docentes do programa.

Também contribuem para esse processo multidisciplinar a formacao anterior
deste pesquisador, graduado em Odontologia com especializa¢do na area de Cirurgia
e Traumatologia Bucomaxilofacial, além da formacdo e &area de atuacdo de seu
orientador, graduado em Quimica, Doutor em Bioquimica e que realiza pesquisas na
interface entre Quimica, Bioquimica e Biotecnologia. Logo, a presente dissertacao
refletira todo este contexto ao discutir o tema COVID-19 sob diferentes perspectivas
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e abordagens, no que tange as areas da Saude e da Bioguimica, indo ao encontro da
complexidade e dinamica demandadas pela doenca, uma vez que tém exigido uma

multiplicidade de intervencdes.

A partir da complexidade ja descrita, discorreremos, nesta dissertacao,
inicialmente, sobre a aplicagcdo de um ensaio clinico randomizado que versa sobre 0
uso de um enxaguante bucal contendo éleos essenciais (LISTERINE®) em pacientes
hospitalizados pela COVID-19, e seus resultados parciais, seguindo com a elaboragao
de um biossensor eletroquimico para a deteccdo de SARS-CoV-2. Para tanto,
fundamentamos, de forma didatica, nos topicos a seguir, 0s principios que embasam

tais iniciativas.

1.1. CAVIDADE ORAL E SALIVA

A cavidade oral abriga por volta de 700 espécies de microrganismos,
principalmente bactérias, fungos e virus, sendo que metade deles pode ser
encontrada no periodonto e os demais em outros sitios, como mucosa, lingua e
superficie dental (PASTER et al., 2006). Dessa maneira, mantida a condicdo de
equilibrio dessa microbiota, evitam-se processos patolégicos tanto locais, quanto
sistémicos. O inverso também é verdadeiro. Um estudo realizado por Foschi et al.
(2006) promoveu a infeccdo de camundongos com Treponema denticola, que € um
patégeno relacionado a alteracbes endodénticas. Apdés essa inoculacdo, além de
perda Ossea local e abscesso oral, foram observadas nos animais perda de peso e
presenca da bactéria no baco, coracao e cérebro. Uma reviséo sistematica publicada
em 2021, elenca outras consequéncias sistémicas provenientes de alteracdes do trato
oral, como, por exemplo, abscesso cerebral, obstrucdo das vias aéreas, infeccédo
carotidea, sinusite, septicemia, meningite, trombose do seio cavernoso, abscesso
orbitario e perda de visao (AHMADI et al., 2021).

Sobre a relagéo especifica entre o trato oral e a COVID-19, sabe-se que € uma
doenca causada por um virus respiratério, transmitido sobretudo por meio de goticulas
e aerossois de rapida transmisséo (emitidos ao falar, tossir ou espirrar) (MOOSAVI,
AMINISHAKIB & ANSARI, 2020). Sendo assim, € notério que o trato oral consiste na

principal fonte emissora de goticulas contaminantes e também na maior area
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receptora de virus do ambiente, além de reservatorio critico para SARS-CoV-2,
sobretudo com relacéo as glandulas salivares, que apresentam significativa expressao
de enzimas conversoras de angiotensina 2 (AC2+) (LIU et al., 2011), principal alvo do
virus no organismo humano (XIANTIAN et al., 2020). Liu et al. (2011), relataram,
ainda, que a concentracdo de AC2+ era por volta de 1/5 maior na cavidade oral do
gue nos pulmdes (LIU et al., 2011). Além disso, 0s mesmos autores ao estudarem em
macacos rhesus a fisiopatologia de um pseudovirus similar ao SARS-CoV,
evidenciaram que as células epiteliais dos ductos das glandulas salivares no trato

respiratorio alto sdo alvos precoces da infeccao (LIU et al., 2011).

A saliva, produzida nas glandulas parétidas, submandibulares, sublinguais e
menores, consiste em um fluido de composi¢cédo complexa, de componentes organicos
e inorganicos, que desempenha funcées fundamentais para o organismo como um
todo. Pode ser dividida em duas por¢des: saliva ductal e saliva total. A primeira refere-
se ao fluido estéril, presente no interior das glandulas salivares maiores e menores.
Ja a saliva total, além de englobar a saliva ductal, compreende também o fluido
crevicular, as células descamadas da mucosa, as bactérias, outros microrganismos e
seus metabdlitos. Agua e ijons representam a composicdo inorganica da saliva,
enquanto a porcado organica pode ser representada por enzimas, aminoacidos,
imunoglobulinas, horménios ou outros peptideos (CHAGAS, 2019).

Ainda sobre os fatores detectaveis na saliva, sabe-se que esta representa, em
termos percentuais, até 27% da composicdo do plasma, devido a grande
vascularizacdo das glandulas salivares. Podem ser detectados, segundo Ruhl,
amilases, proteinas ricas em prolina, cistatinas, mucina 5B, IgA secretdria, mucina 7,
estaterinas, anidrase carboénica VI, histatinas, lisozimas, albumina sérica, componente
secretor livre, IgG e IgM (RUHL, 2012). Entretanto, o perfil protedmico da saliva total
e glandular em individuos saudaveis mostrou-se variavel a depender do método de

coleta utilizado (JASIM et al., 2016).

O préprio microrganismo e seu material genético também podem ser
encontrados em amostras salivares. Inclusive, o diagnéstico de muitas doencas, como
a COVID-19, por exemplo, tem sido feito a partir de amostras de saliva, isso porque

torna-se um método menos invasivo e de aplicagdo mais simplificada. Ainda em
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relacdo a COVID-19, esse tipo de teste permite a autoaplicacdo e o isolamento
precoce do individuo acometido pela doenca. Um artigo de revisdo do ano de 2021,
avaliou diferentes estudos com o objetivo de comparar o método padrdo-ouro de
deteccdo de SARS-CoV-2, ou seja, o swab nasofaringeo (RT-PCR) com testes
salivares de mesma finalidade e concluiram que os testes envolvendo saliva
apresentaram grande semelhanca com o teste padrdo e, surpreendentemente, na
maioria dos casos, 0s primeiros demonstraram maior sensibilidade para a detecgao
do virus (CAIXETA et al., 2021).

Contudo, apesar do evidente papel critico desempenhado pelo trato oral na
transmissao, instalacdo e continuidade da doenca, além da promissora e notoéria
capacidade diagndstica da saliva na deteccdo do virus da COVID-19, ainda sao
insuficientes os estudos sobre combate, prevencao e deteccdo do coronavirus tendo

como base essas tematicas.

Numa breve pesquisa realizada em 21 de abril de 2022, foi possivel constatar
essa realidade, uma vez que ao langarmos, inicialmente, apenas o descritor “COVID-
19” nas bases de dados Pubmed, Capes, Scielo e Lilacs, constatamos,
respectivamente, a seguinte quantidade de estudos: 4.918, 403.232, 3.289 e 9.444,
Por outro lado, ao associarmos os descritores “COVID-19 and oral cavity”,
encontramos, respectivamente, um nimero bem menos expressivo: 33, 2.978, 5 e 25.
Inclusive, ainda hoje, o site da Organizacao Mundial da Saude reflete esse paradigma
ao nao fazer qualquer mencgéo ou alusédo a importancia da saude bucal no contexto
de prevencado contra a COVID-19, mesmo que esteja subentendido em muitas das
medidas preventivas preconizadas pela instituicdo, o papel preponderante da
cavidade oral na transmissao da doenca. Sabe-se, atualmente, que em comparacao
com as medidas de 2020 referidas pelo site, como a higienizacdo de superficies,
objetos, ambientes (WHO, 2020a) e das méaos (HEALTH et al., 2020), assim como o
distanciamento social e o uso de mascaras (WHO, 2020b), somente foi adicionada a
vacinacdo como nova forma de prevencdo. Nesse sentido, parece-nos notéria e de

extrema necessidade a busca por mais estudos que versem sobre esse assunto.
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1.2. ENXAGUANTES ORAIS

Ha tempos é conhecida a eficacia de produtos de higiene oral na reducao de
microrganismos patogénicos, como bactérias, fungos e virus. Sabe-se, por exemplo,
que reagentes especificos presentes em enxaguantes bucais demonstraram
comprovada acao antiviral imediata (CARROUEL et al., 2020), além de apresentarem
substantividade (efeito residual). Meiller et al. (2005), ao submeterem 40 pacientes do
grupo teste ao enxague com um produto contendo 6leos essenciais, por 30 segundos,
observaram reducéo da carga viral de Herpes tipos 1 e 2 nos fluidos orais por pelo

menos 30 minutos apds o0 enxague.

Além disso, tendo como base a acdo antiviral e a substantividade de
enxaguantes, protocolos de biosseguranca para o atendimento em consultérios
odontoldgicos vém sendo estabelecidos para a protecéo do cirurgido dentista, da sua
equipe e dos seus pacientes (MENG; HUA; BIAN, 2020). Inclusive, em 2021, houve
recomendacao da American Dental Association (ADA) para o uso de bochechos pré-
procedimento com iodopovidona (PVP-I; 0,2%) antes de qualquer procedimento oral,
fortalecendo a seguranca contra a COVID-19 (GANDHI et al., 2022).

Ademais, outros estudos também demonstraram o impacto positivo da higiene
oral com enxaguantes na reducdo da pneumonia nosocomial em pacientes
hospitalizados. Uma revisao sisteméatica da literatura com metanalise, encontrou
resultados significativos que corroboram com esses achados e os autores concluiram
que a higiene oral é importante para a reducédo de casos de pneumonia associada a
ventilagdo mecanica em unidades de terapia intensiva (UTIs) (HUA et al., 2016).

1.3. OLEOS ESSENCIAIS

Os oOleos essenciais, presentes em alguns enxaguantes orais, Sdo misturas
complexas de baixo peso molecular, extraidas de plantas com diversas propriedades
terapéuticas, dentre elas, antibacterianas, antimutagénicas, antinflamatorias,
antifangicas e antivirais (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Sao utilizados ha séculos pelos
seres humanos (WILKIN et al., 2020). O mentol, por exemplo, tem sido utilizado na
medicina tradicional asiatica para o tratamento de doencas respiratorias (ASIF et al.,
2020).
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Diversos 0leos e seus derivados, inclusive, tém demonstrado acéo eficaz na
inativacdo do virus SARS-CoV-2 in vitro, ex vivo e in silico. Um estudo in silico que
avaliou vérios 6leos essenciais, dentre eles o timol, mostrou potencial para inibir a
subunidade S1 da proteina S (spike) do SARS-CoV-2, responsavel por interagir com
o receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (KULKARNI; KUMAR; RAMESH,
2020). Alem disso, outros estudos in vitro e ex vivo demonstraram propriedades
imunomodulatérias do eucaliptol (outro 6leo essencial) capazes de reduzir a liberagéo
de citocinas pro-inflamatorias de mondcitos e macrofagos (SADLON; LAMSON, 2010)
(JUERGENS; WORTH; JUERGENS, 2020) atenuando, assim, o estado hiper
inflamatorio (cascata de citocinas) relatado por Merad et al. (2020) em pacientes
graves acometidos pela COVID-19. Outros autores observaram ainda que 0s
enxaguantes bucais com 6leos essenciais agem antes da adsorcao do virus nas
células, por meio da capacidade dos 6leos essenciais de interferir na bicamada
fosfolipidica dos coronavirus, o que provoca o deslocamento do envelope viral
(WINSKA et al., 2019). XU et al. (2020), por sua vez, relataram bloqueio completo da
infectividade viral de um pseudovirus de SARS-CoV-2 através da administragdo de
uma diluicdo de 50% (V/V) de enxaguante contendo 6leos essenciais in vitro (XU et
al., 2020). Ademais, também sao relatadas em outros estudos as propriedades
odoriferas (capacidade de agir a distancia) desses 6leos, seu potencial de otimizar
outros agentes antivirais e fornecer alivio de alguns sintomas dessa doenca (DA
SILVA et al., 2020), além de sua propriedade miorrelaxante (SOARES et al., 2005)
(BASTOS et al.,2011).

Outros argumentos relevantes que pesam a favor de um enxaguante bucal
contendo Oleos essenciais (LISTERINE®) no cuidado de pacientes com
comprometimento pulmonar, baseiam-se nas propriedades desses 6leos como a
capacidade mucolitica e broncodilatadora (JUERGENS; WORTH; JUERGENS, 2020).
Outrossim, a volatilidade, caracteristica desses 0leos, a qual proporciona sua
capacidade odorifera (BAKKALI et al., 2008) pode ser de fundamental importancia na

descontaminacéo das cavidades anatbémicas infectadas.

Tendo em vista 0 exposto, apesar da agéo antimicrobiana de produtos orais e
Oleos essenciais ja estarem consolidadas na literatura, isoladamente, poucos estudos

tém buscado validar a higiene oral a partir de enxaguantes bucais contendo esses
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0leos como alternativa profilatica e/ou terapéutica para o combate a COVID-19. Uma
recente revisdo da literatura, baseada nas recomendacdes da American Dental
Association (ADA) e do Center for Disease Control and Prevention (CDC), corrobora
com essa afirmacgéo, uma vez que os estudos incluidos ao final dessa revisao apenas
sugeriram, para a protecdo em consultorio odontolégico durante procedimentos pré-
operatorios, o uso de enxaguatorios bucais antimicrobianos contendo gluconato de
clorexidina (CHX), cloreto de cetilpiridinio (CPC), iodopovidona (PVP-I) ou peréxido
de hidrogénio (H202) (VERGARA-BUENAVENTURA A.; CASTRO-RUIZ, 2020).

1.4. BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Com o intuito de fornecer novos subsidios aos métodos tradicionais para o
diagndstico de patdgenos, como PCR e ELISA, a pesquisa de biossensores vem ha
tempos ganhando for¢ca no universo académico. Compete a um biossensor o
fornecimento de informacdes analiticas quantitativas ou semiquantitativas, bem como
medicdes que prescindem de etapas de processamento ou 0 uso de reagentes
adicionais, o que faz deste método, em comparacdo aos primeiros, ser de menor
custo, rapida execucdo e apresentar maior praticidade (CESEWSKI; JOHNSON,
2020).

Ainda sobre o mecanismo de funcionamento dos biossensores, sabe-se que
consistem em dispositivos analiticos capazes de detectar reacdes biolégicas a partir
da mensuracéo de um sinal de saida equivalente a quantidade do substrato analisado.
Em um biossensor eletroquimico, trés elementos sao fundamentais: um elemento de
reconhecimento de natureza biolégica, um sistema de transducéo e um dispositivo de
leitura. Na presenca de uma amostra biol6gica detectavel, com uma extrema afinidade
quimica ao elemento de reconhecimento funcionalizado, da-se a ligacéo de interesse.
Em muitos exemplos, estuda-se a formagcdo de um complexo imune, com
consequente emissdo de um sinal (IMRAN; AHMADI; KERMAN, 2021).

No diagndstico do HIV, por exemplo, os biossensores surgiram como estratégia
adicional para identificar o virus a partir de proteinas ou do genoma especifico do HIV,
abrindo novas perspectivas para o monitoramento. No geral, para deteccdo dessa

enfermidade, era utilizada a técnica ELISA, entretanto, esse método depende de
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infraestrutura complexa, de qualificacdo técnica especifica e da formacdo de
anticorpos para analise, o que s6 acontece ap0s algumas semanas de infeccéo. Além
disso, os biossensores eletroquimicos também sdo Uteis e populares no diagnéstico
do Zika-virus, uma vez que a técnica envolvendo o genoma desse virus € muito
sensivel em diferencia-lo dos virus da dengue e de outros virus parecidos, o que
permite o diagnostico em estagios precoces (IMRAN; AHMADI; KERMAN, 2021).

J& no ambito da pandemia da COVID-19, os biossensores eletroquimicos
podem assumir um papel de grande relevancia, isto porque a testagem ampla da
populacao tem sido, desde o inicio, uma das principais estratégias para o controle do
virus, inclusive, paises que apostaram na estratégia de testagem em massa dos seus
habitantes, tal como a Alemanha e a Coreia do Sul, sdo exemplos no controle da
doenca (IMRAN; AHMADI; KERMAN, 2021). Ocorre, no entanto, que nos periodos
iniciais da pandemia e mesmo hoje, ndo ha disponibilidade de testes para grande parte
da populacdo mundial. Ainda, a maioria dos testes disponiveis exigem certa
complexidade, sobretudo o padréo-ouro de testagem (RT-PCR). A implementacéo de
um teste para COVID-19 baseado em um biossensor eletroquimico pode amenizar
esse contexto, promovendo testes de menor custo, autoaplicaveis e passiveis de

atingir populacdes de maior vulnerabilidade.

Dentro dos biossensores eletroquimicos, as técnicas de voltametria e
espectroscopia de impedancia tém sido utilizadas com sucesso no desenvolvimento
de imunossensores, sensores que utilizam anticorpos como elemento de
reconhecimento biolégico. A deteccdo por técnicas eletroquimicas possui alta
sensibilidade (KUDR et al., 2021).

Na voltametria, monitora-se o fluxo de elétrons através do eletrodo, sendo que
no meio reacional é colocado um sistema redox como o ferricianeto de potassio
(HIRBODVASH, 2021). Na determinagdo de impedancia, os dispositivos sao
desenhados de forma a conter uma camada com a molécula de reconhecimento sobre
a superficie do eletrodo. A partir da aplicacdo de voltagem ou corrente no sistema,
verificam-se as mudancas de impedancia que ocorrem quando o analito se liga ao
sistema receptor (RADHAKRISHNAN et al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA GERAL

A pandemia ocasionada pelo surgimento do virus SARS-CoV-2 promoveu e
ainda promove desafios de alta complexidade nos mais variados setores da
sociedade. O papel das instituicdbes de ensino superior, assim como de seu corpo
discente, é participar ativamente das discussfes e producdo de conhecimento

cientifico no que diz respeito ao enfrentamento da COVID-19.

Com relacdo as diferentes estratégias abordadas neste trabalho, salienta-se
que refletem o carater multidisciplinar caracteristico do Mestrado em Ciéncias da
Saude, o perfil dindmico préprio da doenca, além do universo plural no que tange a

formacao dos pesquisadores envolvidos.

CAPITULO 1 - ENSAIO CLINICO: AVA}LIAC}AO DA EFETIVIDADE DO USO DE UM
ENXAGUANTE BUCAL CONTENDO OLEOS ESSENCIAIS (LISTERINE®) COMO
AGENTE AUXILIAR NO TRATAMENTO DE PACIENTES HOSPITALIZADOS POR
COVID-19

1. INTRODUCAO

Tendo em vista o que ja foi apresentado, o presente estudo partiu para a sua
primeira linha de intervencéo, que consistia na aplicacédo de um protocolo com um
enxaguante bucal contendo 6leos essenciais (LISTERINE®), associado a terapéutica
convencional, nos pacientes hospitalizados por COVID-19 no Hospital da PUC-
Campinas. Esta intervencao tem possivel potencial benéfico, uma vez que o uso de
enxaguantes bucais pode fornecer um nivel adicional de protecdo aos pacientes
hospitalizados por atuarem diretamente em um dos principais locais de recepcéo e
transmissao de coronavirus - o trato oral - e minimizar, assim, os impactos severos da
COVID-19 no individuo acometido. Consequentemente, 0s impactos negativos

também na sociedade.

Vale salientar que a opcéao destes pesquisadores pela formulagdo néo alcoolica
do enxaguante LISTERINE® no decorrer deste estudo (ainda que o &lcool
sabidamente seja um componente eficaz contra o virus SARS-CoV-2) deve-se ao fato

de que as reacdes adversas provenientes do uso de enxaguantes bucais que contém
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Oleos essenciais, relatadas pela literatura, sdo atribuidas a este elemento (alcool)
(HIKIBA et al., 2005) (ZAMORA-PEREZ et al., 2013).

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o impacto da aplicagéo de um protocolo
com um enxaguante bucal contendo 6leos essenciais (LISTERINE®) como agente
auxiliar no tratamento dos pacientes diagnosticados com COVID-19 em internacdo

hospitalar na enfermaria do Hospital da PUC-Campinas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Os objetivos especificos deste estudo foram:

e Acompanhamento dos sinais vitais (saturacdo de O2, temperatura, pressao
arterial (sistélica e diastélica) e frequéncia cardiaca) dos pacientes
hospitalizados durante a internacdo em enfermaria enquanto houver uso de
enxaguante oral;

e Instituicdo de tal terapéutica no cuidado de pacientes hospitalizados pela
doenca em caso de resultados favoraveis;

e Subsidiar novas pesquisas que versem sobre a tematica;

e Inevitavelmente, resultados estatisticos significativos também resultardo em
beneficios socioeconbmicos, como reducdo de custos hospitalares e

maximizacédo do retorno laboral para o individuo acometido.

3. HIPOTESE NULA

A hipétese nula deste trabalho consiste na ndo efetividade do protocolo com
enxaguante contendo o6leos essenciais (LISTERINE®) como agente auxiliar no

tratamento de pacientes hospitalizados pela COVID-19.
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4. METODOLOGIA

4.1. DESENHO DO ESTUDO
Ensaio clinico randomizado.

4.2. LOCAL DO ESTUDO

Enfermaria (Bloco 3 - Setor COVID Convénios/Particulares) do Hospital PUC-

Campinas.

4.3. AMOSTRA

Foram incluidos no estudo pacientes que por meio de testes especificos
positivaram para COVID-19 e foram hospitalizados na enfermaria do bloco 3 do
Hospital da PUC-Campinas, com idade igual ou superior a 18 anos, divididos a partir
da randomizacao dos frascos (placebo e enxaguante). Todos os pacientes ou devidos
responsaveis desta pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE), conforme modelo em anexo.

4.4. CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo pacientes que por meio de testes especificos foram
confirmados para COVID-19 e hospitalizados na enfermaria do Hospital da PUC-
Campinas, com idade igual ou superior a 18 anos. Ademais, 0s pacientes deveriam
estar orientados e serem capazes de bochechar a solucdo. Tais participantes séo de

ambos 0s sexos, com ou sem comorbidades associadas.

4.5. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Como critérios de exclusdo, tem-se o uso de ventilacdo mecanica, historia
prévia de reacdo alérgica a quaisquer substancias testadas, reacdes adversas aos
produtos durante o estudo, gestantes, além de participantes que desistiram da

pesquisa.
4.6. COLETA DE DADOS

A coleta de dados se iniciou a partir da anuéncia do paciente por meio do TCLE.

A partir disso, houve o preenchimento de um questionario de anamnese e o
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acompanhamento de parametros clinicos dos pacientes diariamente, conforme
protocolo padrdo da enfermagem local e enquanto houvesse internacdo (modelo em
anexo). Esses dados foram organizados para andlise estatistica, a fim de caracterizar

e comparar a evolucao de parametros clinicos.

5. PROCEDIMENTOS

Diante da aprovacéo prévia pelo CEP (Comité de Etica em Pesquisa), deu-se
prosseguimento ao estudo da seguinte maneira:

Apos serem encaminhados para internacdo hospitalar, o0s pacientes
diagnosticados com COVID-19 por meio de testes especificos foram convidados a
participar da pesquisa pelo pesquisador responsavel e, diante, do aceite e assinatura
do TCLE, em um primeiro momento, receberam os frascos randomizados e guardados
em envelope pardo por meio de sorteio. Tais pacientes também receberam instrucdes

verbais e escritas para a terapéutica adicional com enxaguante.

No Grupo Controle, os pacientes receberam 10 ml de solucéo placebo, sem o
principio ativo, para enxague oral por 30 segundos em copo descartavel; no Grupo
Teste, o0s pacientes receberam 10 ml do enxaguante bucal contendo 6leos essenciais
(LISTERINE® zero alcool) para enxague oral por 30 segundos. Esse protocolo foi
aplicado 4 vezes ao dia, de 6 em 6 horas, durante os dias de internacao hospitalar em
enfermaria sem intubacdo. O estudo caracterizou-se por ser um ensaio clinico
paralelo, pois comparou, simultaneamente, dois grupos de individuos, um dos quais
recebeu a intervencdo de interesse (enxaguante bucal contendo 6leos essenciais
(LISTERINE®)) e o outro foi um grupo controle negativo (placebo). O enxague foi feito
pelo proprio paciente apos instru¢des disponibilizadas previamente, sendo, inclusive,
destacada a necessidade de descartar os produtos apds 0 uso para que nao houvesse
ingestdo dos mesmos. Tais produtos foram dispensados pelos profissionais

assistentes (equipe de enfermagem).

A efetividade do protocolo foi avaliada com base nos parametros clinicos ja

descritos.
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Os autores foram responsaveis pela concepcdo do ensaio, por compilar os

dados e garantir o envio ao estatistico.

5.1. FOLLOW-UP

O presente estudo acompanhou 12 pacientes internados na enfermaria do
Hospital da PUC-Campinas, com diagnéstico positivo para COVID-19 durante todo o
periodo de internacdo em que ndo houve intubacdo e/ou UTI. Devido ao fato da
amostragem ser obtida por demanda, o “N” da pesquisa foi construido

gradativamente.

6. ALOCACAO DA INTERVENCAO

6.1. CEGAMENTO

Para este estudo, os pacientes, médicos, técnicos de enfermagem e
enfermeiros (aplicadores), além da equipe de analise estatistica foram cegados para
solucbes e grupos (caracteristica triplo-cego). Para tanto, a solucdo do controle
negativo (placebo) foi composta por Nipagim (0,1%), mentol (0,04%), cloreto de sodio
(0,078%) e agua deionizada qsp (100%), de maneira a aumentar a0 maximo as
semelhancas organolépticas entre as solucdes. Além disso, ambas as solucdes foram
armazenadas em recipientes idénticos, rotulados com cddigo numérico e embaladas

em envelope pardo.

6.2. RANDOMIZACAO

Os enxaguantes comerciais (LISTERINE®) foram entregues na Farmacia da
PUC-Campinas para a profissional responsavel, juntamente com a formulagdo do
placebo que fora elaborada pela professora Gisele do curso de Farméacia da PUC-
Campinas. A partir dessa formulagéo, seguiram-se uma série de testes buscando
aproximar o produto placebo o maximo possivel das caracteristicas organolépticas do
enxaguante de referéncia (LISTERINE®). Dai, seguiu-se o envase dos frascos

transparentes, sendo que de maneira aleatoria foram numerados de 1 a 80, sendo
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gue ao final, havia 40 frascos de placebo e 40 frascos de enxaguante contendo 6leos
essenciais. Posteriormente, cada frasco foi inserido em envelope pardo para

maximizar o cegamento dos envolvidos.

A partir do aceite em participar da pesquisa, um dos envelopes, de maneira
aleatdria, era entregue ao paciente, sendo que cabia a este informar ao pesquisador

0 humero contido no frasco recebido.

7. DESFECHOS

Foram analisados o0s seguintes parametros clinicos dos pacientes da pesquisa:
saturacdo de Oz, temperatura, presséo arterial (sistolica e diastdlica) e frequéncia

cardiaca.

8. RESULTADOS PARCIAIS

8.1. METODOS

Cada desfecho (saturagdo de O2, Temperatura, Frequéncia Cardiaca e
Presséao Arterial (sistolica e diastélica)) foi medido 4 vezes durante 5 dias, totalizando
20 medicdes. Como alguns pacientes receberam alta no 4° ou 5° dia, foram
considerados apenas os 3 primeiros dias de todos os pacientes, a fim de manter o
mesmo numero de medicdes entre eles, portanto foram usadas 12 medicdes. Para
cada desfecho e paciente foi construida uma curva com as 12 medicfes e entdo
calculada a area sob essa curva, utilizando a aproximacao pela regra dos trapézios.
Quanto maior a area total, maiores foram as medidas daquela variavel ao longo do
tempo, portanto, quanto maior o valor da area de Oz, melhor o resultado desse
desfecho, quanto maior o valor da area da Temperatura, pior o resultado desse

desfecho, por exemplo.

O nivel de significancia e poder da amostra considerado no calculo amostral foi

de 5% e 80%, respectivamente.
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8.2. RESULTADOS ENCONTRADOS

Um total de 12 pacientes compdem a amostra piloto. A Tabela 1 apresenta a
meédia (desvio padréo) da area sob a curva para cada desfecho e grupo, além do p-
valor da comparacédo entre 0s grupos e numero minimo de pacientes necessario em
cada grupo para encontrar diferenca significativa entre os grupos, sob a hipotese de

gue, ao completar a amostra, a variagcao continuara semelhante.

Para cada desfecho ha um namero minimo de pacientes, pois cada desfecho
tem sua prépria variagdo. Avaliando a tabela 1 nota-se que 62 pacientes em cada
grupo é um numero razoavel para detectar diferencas para Oz, FC e PAS. Assim,
exemplificando a Tabela 1, observa-se que 37 pacientes no Grupo Teste e no Grupo
Controle seriam necessarios para serem encontradas diferencas significativas com
relacdo a saturacdo de oxigénio. Por outro lado, 459 pacientes em cada grupo seriam

necessarios para se observar diferencas com relacdo ao parametro temperatura.

Tabela 1 — Calculo amostral para comparacao entre os dois grupos

Variavel Grupo A Grupo B p-valor N em cada grupo
AC_02 1048 (9.57) 1040 (14.1) 0.373 37

AC_T 402 (4.13) 403 (6.42) 0.861 459
AC_FC 875 (140) 819 (67.8) 0.377 62
AC_PAS 1309 (80.8) 1260 (94.6) 0.410 52
AC_PAD 802 (52.4) 782 (63.3) 0.619 134

8.3. PROGRAMA COMPUTACIONAL UTILIZADO

R versao 4.1.0. Copyright (C) 2021 The R Foundation for Statistical Computing.

9. DISCUSSAO

A doencga do coronavirus vem promovendo desafios constantes a comunidade
cientifica, sendo que os ensaios clinicos randomizados que abordam a tematica ainda
sado escassos. Uma pesquisa no Pubmed na data de 22 de maio de 2022,
correlacionando os descritores “COVID-19 and mouthwashes” e sob o filtro “ensaios
clinicos nos ultimos 5 anos”, retornou apenas 15 artigos. O uso de um enxaguante
bucal como agente auxiliar no tratamento de pacientes hospitalizados pela COVID-19

pode apresentar contribui¢cdes significativas no contexto da doenca.
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As tendéncias demonstradas pelos resultados parciais neste trabalho podem
ser consequéncia das afirmacdes de JUERGENS; WORTH; JUERGENS (2020), no
que diz respeito a capacidade mucolitica e broncodilatadora dos 6leos essenciais e
ainda, de sua propriedade odorifera (volatilidade), afirmada por BAKKALI et al. (2008).
Segundo afirmam os primeiros autores, inclusive, o eucaliptol pode ser um grande
adjuvante no tratamento da asma e da DPOC, sendo estas, doencas inflamatorias

cronicas.

Ja SOARES et al. (2005) e BASTOS et al. (2011) se aprofundaram nessa
guestdo ao discorrerem sobre a participacdo do eucaliptol no tratamento da DPOC,
frisando inclusive o papel miorrelaxante deste 6leo essencial. SOARES et al. (2005)
observaram que este 6leo poderia induzir um efeito inotrépico negativo em tecidos
cardiacos, da traqueia e dos brénquios de roedores, ao bloquear o influxo de Ca2+

através dos canais de célcio operados por voltagem (VOCCs).

Ao realizar um ensaio clinico semelhante, SANTOS et al. (2021) reforcam a
importéancia da terapéutica auxiliar com enxaguantes orais no tratamento de pacientes
hospitalizados pelo coronavirus. Os pesquisadores aplicaram um protocolo com
enxaguante a base de ftalocianinas cinco vezes ao dia e observaram resultados
expressivos entre 0s grupos teste e controle, havendo, inclusive, maior necessidade
de UTI e mortalidade no ultimo. Entretanto, diferentemente desses autores, DI
DOMENICO et al. (2021) realizaram um ensaio clinico em pacientes hospitalizados
adicionando um enxaguante a base de peroxido de hidrogénio a terapéutica
convencional e ndo encontraram resultados estatisticamente satisfatérios para os

seus desfechos.

O fato é que os estudos que versam sobre essa temética ainda apds dois anos
de pandemia sé&o insuficientes e necessitam de aprofundamento diante das poucas e
ainda desconexas evidéncias sobre o uso de enxaguantes orais a base de 6leos

essenciais para a prevencgao e tratamento de pacientes acometidos pela COVID-19.

10.CONCLUSAO
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Diante do evidente papel critico do trato oral e da saliva no contexto da
transmissao e agravamento da COVID-19 e ainda, das evidéncias cientificas em favor
dos enxaguantes orais e 0leos essenciais, esperamos que o0 aprofundamento de
estudos que utilizem esses principios possam subsidiar as autoridades e a
comunidade médico-odontologica além da cientifica, no manejo do coronavirus sob
uma perspectiva de prevencdo mas também como agente auxiliar no tratamento
considerando que a terapéutica com enxaguante ndo consta em nenhuma estratégia

proposta pelos 6rgéos de interesse.

Com relacéo especificamente a esse trabalho, concluimos que as mudancas
préprias do contexto pandémico, como o advento da vacinacdo da populacdo, por
exemplo, dificuldades na logistica entre a instituicdo de ensino e o hospital, além de
certa inexperiéncia por parte deste pesquisador, impactaram na descontinuidade da
pesquisa. A promocdo de melhores condicbes num contexto futuro pode subsidiar

pesquisas desta natureza de maior qualidade.
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CAPITULO 2 — BIOSSENSOR ELETROQUIMICO

1. INTRODUCAO

Considerando a pandemia da COVID-19, diversas estratégias de
enfrentamento tém sido utilizadas no Brasil, entre elas a extensdo da cobertura
vacinal, com a aplicacéo de pelo menos 3 doses na grande maioria da populacéo.
Adicionalmente, varios grupos de pesquisa tém avaliado a criacdo de métodos
analiticos de baixo custo, entre eles, o desenvolvimento de biossensores. Esta
proposta tem o objetivo de contribuir neste sentido, visando determinar a aplicacao de
anticorpos de baixo custo, disponiveis comercialmente para construcdo de um
dispositivo simples baseado na técnica de impedancia eletroquimica. Desta forma,
este capitulo descreve a identificacdo da melhor estratégia identificada em nossas

condicBes de laboratorio.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

O objetivo geral deste estudo foi determinar, entre trés estratégias de
funcionalizacdo, qual seria a mais apropriada para se utilizar anticorpos monoclonais
produzidos comercialmente no Brasil, para a detec¢cao do dominio RBD da proteina S
de SARS-CoV-2 por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Os objetivos especificos deste estudo foram:

e Determinar a melhor configuracéo para o dispositivo, avaliando uma estratégia
simples e barata para imobilizar o anticorpo anti-proteina S.

e Testar a imobilizacdo sobre o compdsito de nanoparticulas funcionalizadas
com quitosana.

e Testar a imobilizag&o sobre albumina de soro bovino, utilizando glutaraldeido.

e Testar a imobilizagdo por adsorgéo direta de anticorpos sobre nanoparticulas

magnéticas de ferro (@Fes30a4).
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3. METODOLOGIA

3.1. MATERIAL UTILIZADO

Kit de imunodeteccao de proteina C reativa (PCR) adquirido da Sigma Aldrich,
Sé&o Paulo, Brasil. Anticorpos monoclonais produzidos em camundongo contra o
dominio RBD da proteina S de SARS-CoV-2 foram adquiridos da Rheabiotech,
Campinas, SP na concentracédo de 1 mg/mL, conteudo total de 250 microgramas. Da
mesma forma, anticorpos policlonais foram produzidos em coelhos contra 0 mesmo
dominio RBD proteina S de SARS-CoV-2 foram adquiridos da Rheabiotech na
concentracdo de 1 mg/mL, conteudo total de 250 microgramas. O dominio RBD da
proteina S, obtido por expressao heteréloga em Escherichia coli, foi gentilmente doado
pela Rheabiotech, Campinas, SP. Nanoparticulas magnéticas de ferro (@Fe203) em
suspensao aquosa foram gentilmente cedidas pela profa. Dra. Renata Kelly Mendes
Valente, da Faculdade de Quimica, PUC-Campinas. Albumina de soro bovino (BSA),
quitosana e glutaraldeido foram adquiridos da Sigma Aldrich. O tampé&o de lavagem
(wash-buffer) utilizado em alguns experimentos foi adquirido junto com o Kit de
imunodeteccdo de Proteina C Reativa (PCR), adquirido da Sigma Aldrich. Este
tampéao corresponde ao tampao fosfato de sédio, normalmente utilizado nos ensaios
de ELISA, o qual é preparado na concentracdo 50 mmol/L, pH 7.4 e contém Tween
20 (0.5%). Outro tampéao utilizado corresponde ao sistema tampao fosfato de sédio
100 mmol/L, pH 7,0. Demais reagentes utilizados eram de grau analitico e foram

adquiridos da Sigma Aldrich, Quimis ou Reagen, Brasil.

3.2. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Foram utilizados equipamentos comuns disponiveis no laboratério para o
preparo de solu¢cdes como balancas analiticas e pHmetro. Os experimentos de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram realizados com o
equipamento Potenciostato/Galvanostato PGSTAT 204 da AUTOLAB, utilizando-se o
modo de impedancia FRA32M. Foi utilizado um eletrodo de trabalho que consiste em
um eletrodo de carbono vitreo (ECV) recoberto com nanoparticulas magnéticas de
ferro funcionalizadas. Este eletrodo foi adaptado a uma célula eletroquimica de 3 mL,

junto a um eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata em KCI 3 mol/L e um
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eletrodo auxiliar consistindo em um fio de platina. O sistema de trabalho pode ser
visualizado na Figura 1. As condicGes de trabalho envolveram um sinal aplicado com
uma onda senoidal de amplitude de 10 mV e frequéncia variando entre 0.1 Hz a 1
MHz. Para analise dos dados o equipamento utiliza um computador com software
Nova 2.1.4. Para avaliar a interacdo anticorpo imobilizado e antigeno em solucéo
também foi utilizada uma microbalanca de quartzo (QCM), QCM 200 Stanford
Research Systems, com cristal de quartzo de 5 MHz, recoberto com eletrodo de ouro.
As medidas foram realizadas em célula de fluxo com o auxilio de uma bomba de
infusdo (Samtronic) trabalhando em um fluxo de 0,4 mL por minuto. O Eletrodo da
microbalanca e a bomba de infuséo utilizados podem ser visualizados na Figura 2. O
equipamento foi utilizado em parceria com o Dr. Wyllerson Evaristo Gomes, po6s-
doutorando do CEATEC, PUC-Campinas e o experimento foi realizado no Instituto de
Fisica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), laboratério de fisica de

interfaces, coordenado pelo Prof. David Mendes Soares.

Figura 1. Sistema de trabalho para determinacdo de espectroscopia de impedancia. A esquerda (A), a
minicélula adaptada sobre um frasco de vidro, contendo os eletrodos conectados ao potenciostato
(PGSTAT 204 da AUTOLAB). A direita (B), outra visdo do potenciostato e o sistema de controle, um

computador equipado com o software Nova 2.1.4.

— ( - - o~

(A)
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Figura 2. Equipamento utilizado na avaliacdo da interacdo do anticorpo com antigeno utilizando a
técnica de microbalanga de quartzo. O eletrodo da microbalanga de quartzo é composto por um cristal
de quartzo recoberto com ouro. A esquerda, eletrodo com superficie livre (A) e a direita, eletrodo
recoberto com nanoparticulas magnéticas de ferro funcionalizadas com anticorpo contra a proteina S
(B). Em (C), a bomba de infuséo utilizada no experimento.

(A) (B)= “(©)

3.3. IMOBILIZACAO DE ANTICORPOS SOBRE NANOPARTICULAS
MAGNETICAS DE FERRO

Trés estratégias para fixacdo de anticorpos foram avaliadas: a fixagdo sobre o
composito de nanoparticulas e quitosana, a fixacdo sobre albumina de soro bovino
(BSA) na presenca de glutaraldeido e a adicao direta. Os métodos especificos serdo

descritos a seguir.

3.3.1. FIXACAO SOBRE NANOCOMPOSITO DE QUITOSANA E
NANOPARTICULAS DE FERRO

Inicialmente as nanoparticulas magnéticas de ferro (FesO4) foram coletadas
apos agitacdo do frasco formando suspensao. Neste processo foram recolhidos 100
uL da suspenséo, os quais foram lavados 3 vezes com tampé&o wash buffer, utilizando-
se um ima para coletar o precipitado de nanoparticulas em cada etapa de lavagem.
Paralelamente foi preparada uma solug¢do de quitosana em acido acético conforme
descrito a seguir. Em um tubo Falcon de 15 mL foram adicionados 9,0 mg de
quitosana, 200 microlitros de acido acético glacial e 1,8 mL de tampé&o fosfato (wash
buffer). Nestas condi¢cbes foi necessario aquecer a mistura a 60°C e agitar em um
vortex até se obter uma solugéo. A mistura obtida apresentou alta viscosidade. Entédo
a suspensdo de nanoparticulas equilibrada em tampéo fosfato e a solucdo de

quitosana foram misturadas na propor¢céo de 100 microlitros de nanoparticulas e 90
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microlitros de solucéo de quitosana 4,5 mg/mL. Apés incubar a temperatura ambiente
durante 50 min com agitacdo manual a cada 5 min, a suspenséo foi precipitada na
presenca de um ima& e as nanoparticulas foram lavadas com wash buffer e
ressuspendidas no mesmo tampdo. O produto desta reagdo corresponde a um
nanocomposito de nanoparticulas e quitosana. A uma suspensao de 100 microlitros
deste nanocompasito foram adicionados anticorpos monoclonais contra proteina S na
concentracéo de 10 pg/mL, de acordo com o trabalho de (GANGANBOINA; DOONG,
2019). Os anticorpos foram adquiridos na concentracédo de 1 mg/mL e ent&o diluidos
em tampao wash buffer, descrito acima. Os anticorpos foram adicionados diretamente
sobre as nanoparticulas visando avaliar o resultado da sua interacdo com a proteina
S, a partir da construcdo de um biossensor sobre um eletrodo de carbono vitreo. O
eletrodo foi preparado a partir do tratamento da superficie por polimento conforme
descrito a seguir. Inicialmente o eletrodo foi lavado com agua deionizada e polido em
uma flanela contendo uma suspensao de alumina de 0,3 micrébmetros (0,3 pum),
durante 2 min. Posteriormente o eletrodo foi lavado novamente com agua deionizada
e levado a um banho de ultrassom na frequéncia de 40Hz e poténcia de 60 W, em
agua deionizada, por 5 min. Apés foi lavado mais uma vez com agua destilada e etanol
e seco ao ar, metodologia adaptada de (GANGANBOINA; DOONG, 2019). Apés o
polimento e lavagem, a superficie do eletrodo foi tratada com uma suspensao de
nanoparticulas funcionalizadas com quitosana e anticorpos contra a proteina S. Para
tanto, foram adicionados 20 microlitros da suspensdo de nanoparticulas sobre a
superficie do eletrodo e o material foi deixado em uma capela por 30 a 50 min até
secar completamente, formando uma camada sobre o eletrodo de carbono vitreo
(Figura 3).

Figura 3. Fotografia do eletrodo de carbono vitreo apds modificacdo da superficie pela adicdo de
nanoparticulas funcionalizadas com quitosana e anticorpos.
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3.3.2. FIXACAO DE ANTICORPOS SOBRE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
DE FERRO FUNCIONALIZADAS COM BSA

Partindo-se de 100 microlitros de suspensao de nanoparticulas, a superficie foi
preparada para adicdo de BSA e glutaraldeido em pH alcalino. Ap6s 3 lavagens com
tampéao fosfato de so6dio 100 mM, pH 8,0, as nanoparticulas foram ressuspensas no
mesmo tamp&o (100 microlitros) e a esta suspensao foi adicionada uma solucéao de
BSA 1%. A mistura foi incubada na temperatura ambiente por 1 hora.
Sequencialmente, foram feitas 3 lavagens com 500 microlitros de tampé&o fosfato pH
8,0 e entdo adicionada uma mistura de anticorpos monoclonais contra proteina S e
glutaraldeido 1% em tampdo fosfato, pH 8,0. Essa mistura foi incubada na
temperatura ambiente por 30 min e durante 13 h a 4°C. ApoOs a incubacéo, as
nanoparticulas foram lavadas 5 vezes com 1 mL de tampé&o fosfato, pH 7,0 e utilizadas
na construcdo do biossensor, utilizando-se 20 microlitros da suspenséo, adicionada
diretamente sobre o eletrodo. Apds secagem, na temperatura ambiente e na capela,
o dispositivo foi utilizado como biossensor. As determinacdes foram feitas a partir da
adicdo do antigeno (proteina S), diretamente sobre o biossensor, seguida de
evaporacdo e introducdo do eletrodo na célula eletroquimica de 3 mL. Esta
preparacao também foi utilizada para caracterizacdo do sistema anticorpo antigeno

por microbalanca de quartzo.

3.3.3. FIXACAO DIRETA DE ANTICORPOS SOBRE NANOPARTICULAS
MAGNETICAS DE FERRO

Partindo-se de uma suspensdao de nanoparticulas (100 microlitros), foram
realizadas 3 lavagens com tampao fosfato 100 mM, pH 7,0 e a suspenséo foi
ressuspensa no mesmo tampao. Na sequéncia, foram adicionados 300 microlitros da
solucdo de anticorpos monoclonais contra proteina S na concentracdo 10
microgramas/mL. A mistura foi incubada durante 30 minutos na temperatura ambiente,
seguida de 13 h a 4°C. Apés a incubacao, a suspensao foi lavada 5 vezes com 1 mL
de tampao fosfato 100 mM, pH 7,0. Foram utilizados 20 microlitros da suspensao para

a producdo do biossensor, os quais foram adicionados a superficie do eletrodo. O
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eletrodo foi seco com o auxilio de um fluxo de ar comprimido controlado para evitar a
perda do material. Ap6s completa secagem, o biossensor foi utilizado para as
determinacdes de espectroscopia de impedancia. Da mesma forma, foi preparado um
biossensor com proteina C reativa, para avaliar comparativamente o padrdo de

resposta de um biossensor com anticorpos interagindo com um antigeno proteico.

O sistema de ensaio empregado pode ser visualizado na Figura 1. Foi utilizada
uma célula eletrolitica com capacidade de até 5 mL. Neste caso, utilizamos um volume
reduzido, de 3 mL do mesmo tampao. As curvas analiticas foram preparadas com
proteina S diluida a partir da solucdo estoque fornecida pela Rheabiotech, na
concentracéo inicial de 0,25 mg/mL. Novas solu¢cdes estoque foram preparadas a
partir da diluicdo respectivamente de 1 uL, 5 uL e 10 uL em um volume final de 1 mL
de tampéo fosfato 100 mM, pH 7,0. As diluicdes foram denominadas de S1 (1 uL em
999 pL de tampéo); Ss (5 uL em 995 pL) e Sio (10 pL em 990 pL). Considerando-se a
concentracéo inicial de proteina S 0,25 mg/mL, a diluicdo S1 corresponde a 250 ng/mL,
a diluicdo Ss (1250 ng/mL) e a diluigdo Sio (2500 ng/mL).

Nos experimentos envolvendo adicdo do antigeno diretamente sobre a
superficie do eletrodo contendo anticorpos, especificamente para o biossensor de
anticorpos fixados sobre BSA com glutaraldeido, foi utilizada a diluigdo S1, a qual foi

diluida 3.000 vezes, para uma concentracao final de 0,083 ng/mL.

Na analise por microbalanca de quartzo, as condi¢cbes de analise ocorreram
conforme descrito a seguir. Uma aliquota de 20 microlitros da suspensdo de
nanoparticulas contendo anticorpo monoclonal fixado sobre BSA na presenca de
glutaraldeido foi depositada sobre o eletrodo de ouro. O sistema utilizou uma célula
de fluxo dado por uma bomba de infusdo com fluxo de 0,4 mL/min. Apés estabilizacdo
do sistema foram feitas 5 aplicacdes de 10 microlitros da diluicdo Si de proteina S,
seguida de 3 aplicagOes da diluicdo Ss. O intervalo entre as adigdes da diluicdo Si foi
de 500 segundos. Na utilizacdo da diluicdo Ss foi utilizado um intervalo de 1000

segundos.
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4. RESULTADOS

4.1. RESPOSTA DA INTERACAO ANTICORPO/ANTIGENO NO
BIOSSENSOR DE ANTICORPOS MONOCLONAIS FIXADOS SOBRE O
COMPOSITO DE QUITOSANA E NANOPARTICULAS DE FERRO.

Os dados da Tabela 1 e curva da Figura 4 demonstram o comportamento da
interacdo anticorpo antigeno para este sistema. As diluicbes Si1, Ss e Sio foram
utilizadas. Verifica-se que 0s pontos iniciais ndo apresentam uma resposta linear.
Adicionalmente, verifica-se no grafico uma tendéncia a diminuicdo da resisténcia a

medida em que o antigeno interage com o anticorpo ligado a superficie.

Tabela 1. Determinacdo da resisténcia na superficie do eletrodo pelo método da impedancia
eletroquimica.

Adicéao Proteina S Concentracgao final | Resisténcia (W)
(massa total da proteina S (t=0)
(ng)) (ng/mL)
10 uL de S1 2.5 0.833 23.174
10 uL de S1 5 1.667 23.086
10 uL de S1 7.5 2.500 23.135
10 uL de S1 10 3.333 23.038
10 uL de S1 12.5 4.167 23.105
10 uL de S5 25 8.333 23.048
10 uL de S5 375 12.500 23.082
10 uL de S5 50 16.667 23.051
10 uL de S5 62.5 20.833 23.038
10 uL de S10 87.5 29.167 22.984

Figura 4. Grafico da resisténcia em funcao da concentracao da proteina S.
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RESPOSTA DA INTERACAO ANTICORPO/ANTIGENO NO
BIOSSENSOR DE ANTICORPOS MONOCLONAIS FIXADOS SOBRE
BSA ADSORVIDO A NANOPARTICULAS DE FERRO.

Os resultados podem ser visualizados na Figura 5, que mostra as curvas de

roscopia de impedancia eletroquimica (EIE) demonstrando que n&o ha

linearidade em fun¢&o da adicdo de antigeno. As curvas correspondem ao biossensor

sem adicdo de antigeno (vermelho) e adicdo sequencial de 5 microlitros de antigeno

na con

se um

centracao de 0,083 ng/mL. Foram realizadas 5 adic6es de antigeno, somando-

total de 25 microlitros. Portanto, a curva amarela, corresponde a 5 microlitros;

a curva azul, corresponde a 10 microlitros; a curva verde (15 microlitros); curva roxa

(20 microlitros) e curva preta (25 microlitros). Na regido da dupla camada (semicirculo)

verifica-se inicialmente um aumento da impedancia, seguido de queda linear,

sugerindo rearranjos moleculares ou lixiviacdo dos anticorpos.

Figura 5: Curvas de EIE relativas a adicao de antigeno diretamente na superficie do biossensor.
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Na regido da dupla camada (semi-circulo) verifica-se inicialmente um aumento
da impedancia, seguido de queda linear, sugerindo lixiviagdo dos anticorpos. Apés a
retirada do eletrodo verificou-se a queda parcial de nanoparticulas, realmente

demonstrando que ocorreu lixiviagao.

4.3. AVALIACAO DA INTERACAO DA PROTEINA S COM OS ANTICORPOS
FIXADOS AS NANOPARTICULAS PELA LIGACAO COVALENTE A BSA
UTILIZANDO MICROBALANCA DE QUARTZO.

Os experimentos foram realizados em sistema de fluxo, utilizando um eletrodo
de ouro, onde foram adicionadas as nanoparticulas funcionalizadas com BSA e
glutaraldeido, ligando os anticorpos covalentemente a BSA. Foi utilizado um fluxo de
0,4 mL/min. O volume total de tampé&o fosfato 0,1 mol/L, pH 7,0 utilizado foi de 50 mL.
A Figura 6 apresenta um esquema da microbalanca de quartzo indicando-se a direcao
do fluxo de tampéao, que carrega o antigeno no momento de aplicacdo. O antigeno foi

injetado no sistema com o auxilio de uma seringa Hamilton de 50 microlitros.

Figura 6: Curvas de EIE relativas a adicdo de antigeno diretamente na superficie do biossensor.

out
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A Figura 7 apresenta os resultados da adicdo de antigeno na concentracéo de
250 ng/mL. Na microbalanca os resultados apresentam modificacdes na frequéncia

de ressonancia como resultado de um ganho ou perda de massa.

Figura 7: Curvas de frequéncia de vibracao apresentando os resultados da adicédo do antigeno (dominio
RBD) da proteina S de SARS-CoV-2. As adi¢Ges foram de 10 microlitos e aqui sdo apresentadas as
primeiras 3 adigBes, com intervalos de 500 segundos.
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Verifica-se inicialmente uma queda da frequéncia (-20Hz), indicando ganho de
massa, devido a interacdo anticorpo antigeno. As adicfes subsequentes demonstram
o inicio de um processo de lixiviacdo do material funcioanalizado, seja de anticorpo
ou de nanoparticula. Este processo continuou até atingir um patamar de -50Hz, em
relacdo a frequéncia inicial.

A Figura 8 apresenta as adi¢cdes subsequentes de antigeno na concentracao
de 1250 ng/mL. Observa-se que o comportamento a uma concentracdo mais alta é
diferente. Cada adicéo foi seguida de uma diminui¢do na frequéncia de ressonancia
da QCM da ordem de 50 Hz, indicando deposi¢do de antigeno sobre o sistema. Os
resultados sugerem que o fluxo continuo promove a interagdo do antigeno com o

anticorpo, mas logo em seguida temos uma perda de massa. Ou seja, constantemente
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ha um ganho seguido de perda de massa. A Figura 9 mostra a fotografia do eletrodo
antes e depois do experimento evidenciando a perda da camada de nanoparticulas, o

que pode ter ocorrido devido ao fluxo e a interagcédo com o antigeno.

Figura 8: Curvas de frequéncia de vibracdo apresentando os resultados da adicdo do antigeno
(dominio RBD) da proteina S de SARS-CoV-2 na concentragdo de 1250 ng/mL. As adi¢cdes foram de

10 microlitos e aqui sdo apresentadas 3 adi¢cdes, com intervalos de 1000 segundos.
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Uma explicacdo para o padrao de ganho e perda de massa pode ser
evidenciada pelas fotografias da Figura 9, que apresenta o eletrodo antes e apos as
determinacdes da interacdo anticorpo-antigeno. No experimento, inicialmente,
observamos um ganho de massa, pelo aumento da frequéncia de vibracdo. Este
aumento foi entdo seguido de uma queda, possivelmente devido a perda das
nanoparticulas funcionalizadas com anticorpo, logo apos interagdo com o antigeno. A
ligacdo anticorpo antigeno ocorreu antes das nanoparticulas serem removidas pelo
fluxo de tampéao lavando a superficie. O interessante € que antes da adicdo do
solvente também havia fluxo de tampéo e a linha de base permaneceu estavel, como

demonstrado no canto esquerdo da Figura 7.
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Figura 9. Fotografias do eletrodo de ouro utilizado nos experimentos com micro balanca de
quartzo. Em (A) temos o eletrodo seco ap6s a deposi¢cédo das nanoparticulas funcionalizadas; em (B) o

mesmo eletrodo ao final dos experimentos.
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4.4, RESPOSTA DA INTERACAO ANTICORPO/ANTIGENO NO
BIOSSENSOR DE ANTICORPOS MONOCLONAIS ADSORVIDOS DIRETAMENTE
A SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE FERRO.

A Figura 10 apresenta os resultados de uma determinacdo de curvas de
espectroscopia de impedancia demonstrando linearidade nas varias adi¢cdes de
antigeno.

Foram realizadas 6 adicdes de antigeno, somando-se um total de 60
microlitros. O biossensor foi fixado na célula eletrolitica e as adigbes foram feitas
diretamente no tampao em um volume de 3 mL de tampé&o fosfato. Para promover a
difusdo do antigeno foram feitas duas coletas de dados, a primeira imediatamente
apos adicdo do antigeno e a segunda 5 minutos apés. Cada medida € realizada em
um intervalo de aproximadamente 5 min. As curvas correspondem ao biossensor sem
adicao de antigeno (vermelho) e adicdo sequencial de 10 microlitros de antigeno na
concentracéo de 1250 ng/mL. Portanto, a curva laranja, corresponde a 10 microlitros;
a curva verde, corresponde a 20 microlitros; a curva azul (30 microlitros); curva roxa
(40 microlitros), curva preta (50 microlitros) e a curva rosa 60 microlitros. Na regido da
dupla camada (semi-circulo) verifica-se uma diminuicdo da impedancia, de forma

linear, sugerindo dessorgéao dos anticorpos.
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Figura 10: Curvas de EIE relativas a adicdo de antigeno diretamente na superficie do biossensor,
apresentando em detalhe a regido da dupla camada elétrica com resposta linear em fungédo da

concentracao de antigeno adicionada e seu efeito na transferéncia de carga.
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A Figura 11 apresenta um grafico construido a partir de uma repeticdo do
experimento anterior demonstrando a possibilidade de se construir uma curva
analitica a partir do efeito da adicdo de antigeno sobre a resisténcia de transferéncia
de carga, que pode indicar um rearranjo estrutural ou dessor¢cdo de anticorpos

conjugados ao antigeno.
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Figura 11: Grafico demonstrando uma relacéo linear entre a concentracao de antigeno e o seu efeito
sobre a resisténcia de transferéncia de carga na superficie do eletrodo.
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De forma similar, quando anticorpos contra proteina C reativa foram
imobilizados em nanoparticulas magnéticas de ferro uma queda linear da resisténcia

de transferéncia de carga também foi observada, como demonstrado no grafico da
Figura 12.

Figura 12: Grafico demonstrando uma relagéo linear entre a concentracdo de antigeno e o seu efeito
sobre a resisténcia de transferéncia de carga na superficie do eletrodo.
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5. DISCUSSAO

Biossensores sdo dispositivos analiticos que encontram variadas aplicacdes na
area meédica e ambiental (GAVRILAS et al., 2022; MEHROTRA, 2016). Em especial,
na detecgcdo de SARS-CoV-2 encontram-se descritos na literatura centenas de
artigos, entre estes varias revisdes. O trabalho de Campos-Ferreira et al. (2021)
colaboradores destaca o0s beneficios do uso de sensores miniaturizados e
descartaveis que permitem a sua utilizacdo a beira do leito, facilitando e agilizando a
analise (CAMPOS-FERREIRA et al., 2021). Uma busca recente a base de dados

Embase (https://www.embase.com/search/quick) utilizando os termos “Coronavirus

disease 2019 e “biosensor” retornou 220 artigos. Adicionando-se o termo “impendance
spectroscopy” o numero reduziu para 8 artigos. Um artigo é de interesse particular
pois envolveu a utilizacédo de espectroscopia de impedancia e interacdo com proteina
S do SARS-CoV-2 (SOTO; OROZCO, 2022). Ao contrario do nosso trabalho, os
autores utilizaram a interacdo de fragmentos peptidicos que possuem afinidade por
um segmento especifico da proteina S, enquanto no presente trabalho foram
utilizados anticorpos monoclonais. Adicionalmente, Soto e Orozco (2022) fixaram o
elemento de reconhecimento em eletrodos de ouro por ligagdo covalente a superficie,
através de grupamentos tiol presentes na estrutura do peptideo sintético. Ao eletrodo
modificado desta forma foi adicionado mercapto-hexanol para bloquear os sitios
remanescentes e evitar a interacdo inespecifica da superficie com a proteina S. O
reconhecimento entre a proteina S e o peptideo sobre o eletrodo foi promovido por
incubacédo de 15 min e as medidas de impedancia foram realizadas na presenca de
solucéo de ferricianeto (SOTO; OROZCO, 2022). Os autores reportaram um limite de
deteccdo para este sistema de 18.2 ng/mL. Neste trabalho, obtivemos uma curva
linear na faixa de 5 a 25 ng/mL. Da mesma forma que em nosso trabalho a resposta
do sinal eletroquimico indica uma queda da resisténcia de transferéncia de carga. Soto
e Orozco demonstraram este fendbmeno acontecendo no dispositivo baseado na
interacdo entre um peptideo fixado no eletrodo, o qual reconhece a proteina S.
Segundo os autores esta diminuicao da resisténcia pode representar um rearranjo da
superficie a partir da interagdo com o elemento de reconhecimento (peptideo) e a
molécula alvo (proteina S). Este rearranjo, ao contrario do esperado quando do
aumento de ligantes sobre a superficie do eletrodo, faz com que a resisténcia de

transferéncia de carga diminua. No presente trabalho verificamos este perfil de queda
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da resisténcia de carga na maioria dos experimentos, na interacdo do antigeno com o
biossensor formado por nanoparticulas-BSA-glutaraldeido-anticorpo, onde
verificamos inicialmente um aumento da resisténcia de transferéncia de carga, que foi
seguido por uma queda no valor da resisténcia (curva rocha) da Figura 5. Entretanto,
ao final do experimento, verificamos que esta queda na resisténcia foi o resultado da
queda de parte das nanoparticulas funcionalizadas no eletrodo. Ao se retirar o
eletrodo verificou-se um residuo de nanoparticulas no fundo da célula eletroquimica.
A dessorcdo de nanoparticulas do eletrodo foi evidenciada também no experimento

com micro balanca de quartzo. Como pode ser visto na Figura 9.

6. CONCLUSAO

Um dispositivo analitico do tipo biossensor eletroquimico pode ser desenhado
baseado nos resultados aqui obtidos. O eletrodo de carbono vitreo pode ser
modificado pela adicdo de nanoparticulas magnéticas de ferro contendo anticorpos
diretamente adsorvidos, considerando-se que a interacdo com o antigeno apresenta
um efeito diretamente proporcional a sua concentracdo. Considerando-se o sistema
utilizado, que envolveu a fixacdo de anticorpos monoclonais contra o dominio RBD da
proteina S de SARS-CoV-2, o protocolo de construcdo e utilizacdo do biossensor
poderia ter uma aplicacdo direta na deteccdo do coronavirus em amostras de
pacientes infectados, desde que demonstrada sua efetividade na quantificacdo de
amostras reais. Considerando-se que o antigeno utilizado foi obtido por expressao
heterdloga de uma das primeiras variantes do SARS-CoV-2, este dispositivo deveria
ser avaliado quanto a sua capacidade para interagir com mutantes estruturais da

proteina S, bem como com a proteina e o proprio virus.
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APENDICES E ANEXOS

ANEXO 1: FOTOS ENXAGUANTES E PLACEBOS




ANEXO 2: QUESTIONARIO

Nome:

Data da internagao:
Numero do frasco:

Questionario

Data de inicio do enxague:

Sexo:

©WONOU A WN R

. Altura:
10.Gravidez: (

12.Comorbidades:

( )hipertensdo ( )diabetes mellitus ( )imunossupressao
( )asma/bronquite ( )disturbios de coagulagdo ( )doenca renal

( )outra(s)

Idade: anos
Telefone/WhatsApp: (

Peso: kg

)sim (
11.Vacina COVID: (

)nao

)sim;

)néo

13.Uso de oxigénio suplementar: ( )sim ( )ndo
14.Dia(s) de uso de oxigénio:
15. Data da alta hospitalar:

16. Data de intubagao:

17. Data do obito:

OBS: o enxague (10 ml = 1 tampinha) deve ser feito por 30 segundos, 4 vezes ao dia

ou de 6 em 6 horas. Em caso de esquecimento, realizar prontamente o enxague.

18. TABELA - Saturagao (Oz2), temperatura, pressao arterial e frequéncia

cardiaca:
1° dia de enxague 2° dia de enxague
02 T PA FC 02 T PA FC
12 12
af. af.
20 22
af. af.
3 3*
af. af.
42 42
af. af.
3° dia de enxague 4° dia de enxague 5° dia de enxague
O2 T |PA FC 02 T PA FC 02 T |PA FC
12 12 2
af. af. af.
22 22 20
af. af. af.
32 3* 3
af. af. af.
42 42 42
af. af. af.
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INTRODUGAO:

A preocupagdo mundial com relagdo a pandemia ocasionada pelo coronavirus (SARS-CoV-2) continua
crescente e legitima em todos os sistemas de saude dos paises (MOOSAVI; AMINISHAKIB; ANSARI,2020).
Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude, o numero de casos diagnosticados da doenca chega a
83 milhdes, sendo mais de 1.800.000 o nimero de mortes confirmadas até o presente momento ((OMS),
2020). Apdés um ano do surgimento da COVID-19, o que tem colocado em risco a saude global e a
economia, o desenvolvimento de estratégias para conter a disseminagédo da doenga se faz necessario.
Nesse cenario, diversas vacinas comegaram a ser produzidas e disponibilizadas, entretanto, nenhum
tratamento especifico para a doenga foi ainda instituido. Logo, assumem vital importancia tanto medidas
gerais de prevenc¢do, como o uso de medicamentos que possam limitar a progressdo da doenga na
sociedade, assim como seu agravamento no individuo acometido pelo virus (LIU et al., 2020). Por ser uma
doencga causada por um virus respiratério, transmitido sobretudo por meio de goticulas e aerosséis de rapida
transmissdo (emitidos ao falar, tossir ou espirrar) (MOOSAVI; AMINISHAKIB & ANSARI, 2020) e pelo
contato (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020), destacam-se como estratégias de prevengao,
principalmente, a higienizagéo de superficies, objetos, ambientes (WHO, 2020a) e das maos (HEALTH et
al., 2020), assim como o distanciamento social (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
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2020) e o uso de mascaras (WHO, 2020b). E notério que o trato oral é a principal fonte emissora de
goticulas contaminantes, maior area receptora de virus do ambiente e reservatorio critico para SARS-CoV-2,
sobretudo com relagéo as glandulas salivares, que apresentam significativa expressdo de enzimas
conversoras de angiotensina 2 (AC2+) (LIU et al., 2011), principal alvo do virus no organismo (XIANTIAN et
al., 2020). Liu et al., 2011, relataram, ainda, que a concentragdo de AC2+ era por volta de 1/5 maior na
cavidade oral do que nos pulmdes (LIU et al., 2011). Além disso, 0s mesmos autores ao estudarem em
macacos rhesus a fisiopatologia de um pseudovirus similar ao SARS-CoV, evidenciaram que as células
epiteliais dos ductos das glandulas salivares no trato respiratério alto séo alvos precoces para infecgéo (LIU
et al., 2011). Contudo, apesar do papel critico desempenhado pela cavidade oral na transmissao, instalagéo
e continuidade da doenga, poucos estudos tém validado a higiene oral como alternativa profilatica e/ou
terapéutica para a COVID-19, sobretudo, em relacdo a publicagdo de ensaios clinicos sobre a tematica
(CARROUEL et al., 2020) Sabe-se, por exemplo, que reagentes especificos presentes em enxaguantes
bucais tém demonstrado comprovada agéo antiviral imediata, como os 6leos essenciais, (CARROUEL et al.,
2020), além de apresentar substantividade (efeito residual). Meiller, et al, 2005, ao submeter 40 pacientes
do grupo teste ao enxague com um produto contendo 6leos essenciais, por 30 segundos, observaram
redugdo da carga viral de Herpes tipos 1 e 2 nos fluidos orais por pelo menos 30 minutos apds o enxague
(MEILLER et al., 2005). Com base na agdo antiviral e substantividade de enxaguantes, inclusive, protocolos
de biossegurancga para o atendimento em consultérios odontoloégicos vém sendo estabelecidos para a
protecdo do cirurgido dentista, sua equipe e pacientes (MENG; HUA; BIAN, 2020). Ademais, outros estudos
também demonstraram o impacto positivo da higiene oral com enxaguantes na redugdo da pneumonia
nosocomial em pacientes hospitalizados. Uma revisdo sistematica da literatura com metanalise, encontrou
resultados significativos que corroboram com esses achados e os autores concluiram que a higiene oral é
importante para a reducéo de casos de pneumonia associada a ventilagdo mecéanica em unidades de
terapia intensiva (UTIs) (HUA et al., 2016). Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de baixo peso
molecular, extraidas de plantas com diversas propriedades terapéuticas, dentre elas, antibacterianas,
antimutagénicas, antinflamatérias, antifingicas e antivirais (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). S&o utilizados ha
séculos pelos seres humanos (WILKIN et al., 2020). O mentol, por exemplo, tem sido utilizado na medicina
tradicional asiatica para o tratamento de doencas respiratérias (ASIF et al., 2020). Diversos 6leos e seus
derivados, inclusive, ttm demonstrado agéo eficaz na inativagdo do virus SARS-CoV-2 in vitro, ex vivo e in
silico. Um estudo in silico que
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avaliou varios 6leos essenciais, dentre eles o timol, mostrou potencial para inibir a subunidade S1 da
proteina S (spike) do SARS-CoV 2, responsavel por interagir com o receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (KULKARNI; KUMAR; RAMESH, 2020). Além disso, outros estudos in vitro e ex vivo
demonstraram propriedades imunomodulatérias do eucaliptol (outro 6leo essencial) capazes de
reduzir a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias de mondcitos e macréfagos (SADLON; LAMSON, 2010)
(JUERGENS; WORTH; JUERGENS, 2020) atenuando, assim, o estado hiper inflamatério (cascata de
citocinas) relatado por Merad et al, 2020, em pacientes graves acometidos pela COVID-19 (MERAD;
MARTIN, 2020). Outros autores observaram que os enxaguantes bucais com 6leos essenciais agem antes
da adsorgéo do virus nas células por meio da capacidade dos 6leos essenciais de interferir na bicamada
fosfolipidica dos coronavirus, o que provoca o deslocamento do envelope viral (WISKA et al., 2019).
Ademais, também sdo observadas as propriedades odoriferas (capacidade de agir a distancia) desses
dleos, seu potencial de otimizar outros agentes antivirais e fornecer alivio de alguns sintomas dessa doenga
(DA SILVA et al., 2020). Outros argumentos relevantes que pesam em favor de um enxaguante bucal
contendo 6leos essenciais no cuidado de pacientes com comprometimento pulmonar, baseiam-se em
propriedades dos 6leos como a capacidade mucolitica e broncodilatadora (JUERGENS; WORTH;
JUERGENS, 2020). Outrossim, a volatilidade caracteristica desses 6leos a qual proporciona sua capacidade
odorifera (BAKKALI et al., 2008) pode ser de fundamental importéncia na descontaminacgédo das cavidades
anatémicas infectadas. Tendo em vista o exposto, o presente estudo visa propor uma complementagéo ao
tratamento convencional dos pacientes hospitalizados por COVID-19 no Hospital da PUC-Campinas. Essa
alternativa consiste na aplicagdo de um protocolo de um enxaguante bucal contendo 6leos essenciais
associado a terapéutica medicamentosa vigente, com o objetivo de otimizar o tratamento desses pacientes
por meio da redugdo de niveis de proteina C reativa (CRP), dias de internagéo, indices de intubagao e
morte.

CRITERIOS DE INCLUSAO:

Seréo incluidos no estudo pacientes que por meio do teste RT-PCR foram confirmados para COVID-19 e
hospitalizados na enfermaria do Hospital da PUC-Campinas, com idade igual ou superior a 18 anos.
Ademais, os pacientes precisam ser ndo edéntulos e devem possuir a capacidade de bochechar a solugéo.
Tais participantes serdo de ambos os sexos, com ou sem
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comorbidades associadas.

CRITERIOS DE EXCLUSAO:

Como critérios de exclusdo, tem-se o uso de ventilagdo mecanica, historia prévia de reacdo alérgica a
quaisquer substancias testadas, reagbes adversas aos produtos durante o estudo, pacientes vacinados para
a doenga, gestantes, além de participantes que desistirem da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO:

O objetivo primario deste estudo é reduzir os seguintes indicadores apos a aplicagdo do protocolo de um
enxaguante bucal contendo éleos essenciais nos pacientes com COVID-19 em internagao hospitalar na
enfermaria do Hospital da PUC-Campinas: niveis de proteina C reativa, dias de internagao, incidéncia de
intubagdo orotraqueal e necessidade de UTI, assim como niveis de mortalidade.

OBJETIVO SECUNDARIO:

Os objetivos secundarios deste estudo serdo instituir tal terapéutica no cuidado de pacientes hospitalizados
pela doenga, além de subsidiar novas pesquisas que versem sobre a tematica. Inevitavelmente, resultados
estatisticos significativos também resultardo em beneficios socioeconémicos, como redugéo de custos
hospitalares e maximizagéo do retorno laboral para o individuo acometido.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS:

No presente estudo, o produto utilizado para o grupo teste, um enxaguante bucal contendo dleos essenciais,
tem seu uso validado ha mais de 100 anos no mercado internacional e no Brasil, desde a década de 80.
Embora o protocolo sugerido nessa pesquisa difira do protocolo convencional no que diz respeito a
posologia, a quantidade maxima de produto sugerida pelo fabricante em 24 horas sera respeitada, ou seja,
40 ml/dia. Outros cuidados como anamnese visando buscar um histérico de reagdes prévias ao produto
serdo tomados, além de instrugdes prévias fornecidas aos pacientes do estudo. Vale ressaltar ainda que a
substancia placebo tem por objetivo ser indcua, ou seja, ndo devera produzir reagdes ao individuo. Contudo,
em caso de efeitos indesejaveis apresentados pelos participantes da pesquisa, este grupo se compromete a
prestar o suporte necessario junto ao Hospital da PUC-Campinas, a partir de anuéncia prévia do CEP. Por
outro lado,
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os beneficios esperados (elencados no item a seguir), sdo de tal relevancia a ponto de justificar esses
possiveis riscos.

BENEFICIOS:

Os pacientes acometidos pela COVID-19 submetidos a internagdo hospitalar apresentam, segundo a
literatura, risco elevado de agravamento, intubagdo e morte. O periodo de internagédo por si sé ja causa
consequéncias ao individuo em sua esfera biopsicossocial. O tratamento com enxaguante bucal contendo
Oleos essenciais, associado a terapéutica convencional, visa minimizar os impactos negativos da doenga
sobre o paciente acometido, assim, promovendo os seguintes beneficios: 1.Redugdo dos sintomas;
2.Diminuigdo dos niveis inflamatérios (CRP); 3.Reducgdo da carga viral; 4. Menos dias de internagéo;
5.Diminuicdo das sequelas fisicas; 6.Atenuacdo dos desgastes emocionais; 7.Aumento da capacidade
laboral; 8.Diminuigdo do uso de ventilagdo mecanica; 9.Desnecessidade de UTI; 10.Redugédo da
morbimortalidade causada pela doenga.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

- A Pesquisa tem pertinéncia e valor cientifico;

- Ha adequacéo da metodologia aos objetivos perseguidos;

- Ha grau de vulnerabilidade dos sujeitos e medidas protetoras propostas;

- Ha identificagéo dos responsaveis pelo atendimento, acompanhamento e recebimento dos sujeitos
encaminhados.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
Ver item “Concluses ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes”.
Recomendacdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Segue abaixo a resposta de pendéncia do Parecer Consubstanciado do CEP n° 4.726.868, datado de
21/05/2021, como segue:

Pendéncia 1:

Com objetivo de n&o caracterizar um conflito de interesse seria importante trocar o nome comercial
"Listerine" pelo principio ativo do enxaguatério bucal. Dessa maneira inclusive o titulo do projeto deve ser
regularizado e, por essa razdo, uma nova folha de rosto deve ser providenciada e assinada pela PROPESQ.

Enderego: Rua Professor Doutor Euryclides de Jesus Zerbini, 1516 ¢ Bloco A02 ; Térreo

Bairro: Parque Rural Fazenda Santa Céandida CEP: 13.087-571
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3343-6777 Fax: (19)3343-6777 E-mail: comitedeetica@puc-campinas.edu.br

Pagina 05 de 09

55



PONTIFICIA UNIVERSIDADE
' CATOLICA DE CAMPINAS - W’m
o, =" e PUC/ CAMPINAS
Continuagdo do Parecer: 4.776.835

PARECER DO CEP: PENDENCIA ATENDIDA

Pendéncia 2:

Seria importante esclarecer no projeto, como também no TCLE, quando sera realizada a segunda coleta de
exame de proteina C Reativa.

PARECER DO CEP: PENDENCIA ATENDIDA

NOVA PENDENCIA GERADA PELO CEP - 1: Adicionar ao texto do TCLE: beneficios previstos; potenciais
riscos ou incdmodos que possa causar aos sujeitos durante a coleta de sangue periférico e coleta de ;
informacgé&o de que a participagéo é voluntaria, podendo haver recusa na participagdo ou mesmo a retirada
do consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do ou prejuizo para o sujeito; garantia de
esclarecimentos pelo pesquisador, antes e durante o desenvolvimento da pesquisa; garantia de sigilo e
privacidade, Informar que as amostras iniciais e finais de saliva ficardo armazenadas para serem analisadas
em outro estudo ainda a ser desenvolvido. Deve constar o telefone de contato do pesquisador e numeragao
de pagina com espago no “rodapé” para data e visto do pesquisador e participante.

PARECER DO CEP: PENDENCIA ATENDIDA

NOVA PENDENCIA GERADA PELO CEP - 2: Retirar o termo “Assinatura do Paciente” e substituir pelo
termo: “Assinatura do participante”.
PARECER DO CEP: PENDENCIA ATENDIDA

Pendéncia 3:

Adequar a coleta de dados nas informagdes basicas do projeto, como consta no cronograma em anexo e no
proprio projeto.

PARECER DO CEP: PENDENCIA ATENDIDA

Pendéncia 4:
Rever item assinalado na plataforma onde consta como "sim" a opgéo de: "havera retengdo de amostras

para armazenamento em banco?" Confirmar esse dado, talvez tenha sido demarcado de forma equivocada.

Importante mencionar que néo foi identificada a Declaragdo de que o material bioldgico coletado
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sera usado exclusivamente para os fins previstos no protocolo.
PARECER DO CEP: PENDENCIA ATENDIDA

PENDENCIA 4.1- PROJETO-PROCEDIMENTOS

Paragrafo 4 Lé-se: “Adicionalmente, serdo coletadas amostras de saliva para validagéo de um biossensor de
testes para CRP (Proteina C Reativa), tecnologia em estudo pela PUC-Campinas e que fara parte de um
projeto subsequente. Ao final da internagéo e antes da alta hospitalar, novas amostras de sangue e saliva
também serdo coletadas. As amostras iniciais e finais de sangue serdo encaminhadas para analise
laboratorial, enquanto as amostras iniciais e finais de saliva ficardo armazenadas para serem analisadas no
referido projeto subsequente”.

NOVA PENDENCIA GERADA PELO CEP: As amostras de salivas serdo armazenadas em um biobanco,
porém, ndo conta descrito em Projeto e em PB o local de armazenamento, bem como, ndo consta anexada
e postada em Plataforma Brasil a carta de ciéncia de biobanco assinada pelo responsavel técnico deste
local.

PARECER DO CEP: O PROJETO FOI MODIFICADO INDICANDO QUE NAO HAVERA MAIS
ARMAZENAMENTO EM BIOBANCO. PORTANTO PENDENCIA ATENDIDA

Pendéncia 5:

O contato mencionado no TCLE referente ao comité de ética estd desatualizado quanto ao prédio e sala,
favor adequar: “Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade da PUC-Campinas,
telefone de contato (19) 3343-6777, e-mail: comitedeetica@puc-campinas.edu.br, enderego Rua Professor
Doutor Euryclides de Jesus Zerbini, 1516 - prédio A02 - térreo — Parque Rural Fazenda Santa Candida —
CEP 13087-571 - Campinas — SP, horario de funcionamento de segunda a sexta-feira das 08h00 as 17h00”
PARECER DO CEP: PENDENCIA ATENDIDA

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Dessa forma, e considerando a Resolugdo CNS n°. 466/12, Resolugdo CNS n° 510/16, Norma Operacional
001/13 e outras Resolugdes vigentes, e, ainda que a documentagcdo apresentada atende ao solicitado,
emitiu-se o parecer para o presente projeto: Aprovado. Conforme a Resolugdo CNS n°. 466/12, Resolugéo
CNS n° 510/16, Norma Operacional 001/13 e outras Resolugdes vigentes, € atribuicdo do CEP “acompanhar
o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatérios semestrais dos pesquisadores e de outras
estratégias de monitoramento, de acordo
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os Relatérios Parciais a cada seis meses e o Relatério Final de seu projeto, até 30 dias apds o seu término.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/06/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1699768.pdf 22:47:24
QOutros AlteracoesCEP.jpg 08/06/2021 |JULIUS JOSE Aceito

22:47:06 |TEIXEIRA JOHANN
PAUL
Cronograma Cronograma.jpg 08/06/2021 [JULIUS JOSE Aceito
22:46:36 | TEIXEIRA JOHANN
PAUL
Projeto Detalhado / | PROJETOdoMESTRADO.docx 08/06/2021 |JULIUS JOSE Aceito
Brochura 22:46:25 |TEIXEIRA JOHANN
Investigador PAUL
TCLE / Termos de | TCLE.docx 08/06/2021 |JULIUS JOSE Aceito
Assentimento / 22:46:13 | TEIXEIRA JOHANN
Justificativa de PAUL
Auséncia
Outros DECLARACAOdeMATERIALBIOLOGIC | 17/05/2021 |JULIUS JOSE Aceito
O.pdf 19:22:49 | TEIXEIRA JOHANN
PAUL
Folha de Rosto NOVAFOLHADEROSTO .pdf 16/05/2021 |JULIUS JOSE Aceito
21:05:58 |TEIXEIRA JOHANN
PAUL
QOutros TermoDeCompromissoParaUtilizacaoDe| 14/04/2021 |JULIUS JOSE Aceito
Dados.pdf 21:33:00 |TEIXEIRA JOHANN
PAUL
Qutros DeclaracaoDeCienciaEAutorizacaoDaln | 14/04/2021 |JULIUS JOSE Aceito
stituicaoCoparticipante.pdf 21:32:34 | TEIXEIRA JOHANN
PAUL
Outros CartaCEP.pdf 14/04/2021 |JULIUS JOSE Aceito
21:30:44 |TEIXEIRA JOHANN
PAUL
Declaragéo de DECLARACAOdeINFRAESTRUTURA.p| 13/04/2021 |JULIUS JOSE Aceito
Instituicdo e df 21:08:21 |TEIXEIRA JOHANN
Infraestrutura PAUL
Qutros declaracaoinfecto.pdf 13/04/2021 |JULIUS JOSE Aceito
20:52:05 |TEIXEIRA JOHANN
PAUL
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Qutros cartasuperintendencia.pdf 13/04/2021 |[JULIUS JOSE Aceito
20:38:59 |TEIXEIRA JOHANN
PAUL
Orgcamento DECLARACAOdeCUSTOSeRECURSO | 13/04/2021 |JULIUS JOSE Aceito
S.pdf 00:08:30 |TEIXEIRA JOHANN
PAUL
Declaracéo de AUTORIZACAOdaSUPERINTENDENCI| 12/04/2021 [JULIUS JOSE Aceito
Instituigdo e A .pdf 23:53:52 | TEIXEIRA JOHANN
Infraestrutura PAUL

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

CAMPINAS, 14 de Junho de 2021

Assinado por:

Mario Edvin Greters

(Coordenador(a))
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ANEXO 4: TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Prezado(a), o senhor(a) esta sendo convidado(a) para participar da pesquisa intitulada
“AVALIACAO DA EFETIVIDADE DO USO DE UM ENXAGUANTE BUCAL CONTENDO
OLEOS ESSENCIAIS COMO AGENTE AUXILIAR NO TRATAMENTO DE PACIENTES
HOSPITALIZADOS POR COVID-19”. O enxaguante bucal em questdo pode ajudar na
melhora dos sintomas da doenga COVID-19, quando usado juntamente com a medicacéo
durante a internacgéo.

Esta pesquisa esta sendo desenvolvida sob a responsabilidade do pesquisador Julius José
Teixeira Johann Paul, do Mestrado em Ciéncias da Saude na PUC-Campinas. O objetivo
dessa pesquisa é verificar o quanto o uso de um enxaguante bucal contendo 6leos essenciais
pode ajudar, durante o periodo de internacéo, para a doenca néo se agravar. Desse modo,
esperamos que fazendo uso do enxaguante, o(a) senhor(a) tenha como beneficios:
diminuicédo dos sintomas, dos riscos de agravamento e dos dias de internacéo.

Todas as informacdes sobre o seu tratamento somente serdo usadas com sua autorizacéo.
Durante toda a sua participacdo nessa pesquisa o(a) senhor(a) recebera todos os
esclarecimentos necessarios, com garantia de sigilo e privacidade. Além disso, o(a) senhor(a)
estara ajudando o pesquisador a ter uma melhor compreenséo sobre o tratamento da COVID-
19.

Como todo produto ou medicamento, raramente pode acontecer uma reacéo alérgica e
caso isso aconteca, o uso do enxaguante bucal contendo 6leos essenciais sera suspendido
e 0 senhor (a) recebera o suporte necessario do pesquisador e do hospital.

Os seus dados pessoais serdo mantidos em segredo e os resultados obtidos na pesquisa
serdo utilizados apenas para alcancar o objetivo do trabalho, incluindo sua publicacéo em
revistas cientificas.

A sua participacdo nessa pesquisa é voluntaria, ou seja, néo obrigatoria. Além disso, nédo
havera remuneracdo e a pesquisa também n&o |he trara qualquer prejuizo financeiro ou
profissional. Lembrando que, mesmo assinando esse termo, o senhor (a) tem direito de
desistir da pesquisa a qualquer momento, sem penalizagdo ou prejuizo;

O(a) senhor(a) deve estar ciente de que devera fazer o USO DE UM ENXAGUANTE
BUCAL, de 6 em 6 horas (4 vezes ao dia) durante os dias em que permanecer internado (a)
na enfermaria do Hospital da PUC-Campinas (NAO DEVE ENGOLIR O PRODUTO);

O produto utilizado pode ser um ENXAGUANTE BUCAL CONTENDO OLEOS
ESSENCIAIS - SEM ALCOOL ou OUTRO ENXAGUANTE SEM QUALQUER EFEITO, mas
o senhor (a) NAO SABERA QUAL DELES FARA USO;

Data Visto do pesquisador Visto do participante

60




61

O projeto em questéo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade, que poderéa ser procurado para quaisquer esclarecimentos
em relacéo as questdes éticas (contato: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade da PUC-Campinas é Rua Professor Doutor Euryclides de Jesus Zerbini, 1516
- prédio AO2 - térreo — Parque Rural Fazenda Santa Céndida — CEP 13087-571 - Campinas —
SP, telefone (19) 3343-6777, email: comitedeetica@puc-campinas.edu.br, horario de
funcionamento de segunda a sexta-feira das 08h00 as 17h00). Também, em caso de outras
duvidas, o senhor (a) podera entrar em contato com o pesquisador pelo numero (11)
940379938.

Caso concorde em dar o seu consentimento livre e esclarecido para participar do projeto
de pesquisa, assine o seu nome abaixo. O termo sera redigido em 2 (duas) vias idénticas,
sendo uma via para o participante e outra para o pesquisador devidamente assinadas.

Assinatura do Participante. Estou esclarecido(a) e dou consentimento para que as
informacgdes por mim prestadas sejam usadas nesta pesquisa. Também, estou ciente de
que receberei uma copia integral deste Termo.

Assinatura do Pesquisador

de de




