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RESUMO

VENANCIO, Luiza Mara. Avaliagdo clinica da eficacia da associagdo de um
antisséptico bucal e spray nasal na diminuigao da carga viral em portadores de
SARS-CoV-2. 2022. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) -
Programa de Pdés-graduagao em Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2022.

O novo coronavirus, 0 SARS-CoV-2, causador do Covid-19 trouxe ao mundo uma
pandemia, e levou a adogao de medidas sem precedentes em nivel global. Sabe-se
que a cavidade oral esta diretamente associada ao processo evolutivo do SARS-CoV-
2 na inalacao de particulas ambientais no ar e nas expectoragdes, isto porque pode
também ser transmitido pela saliva. A detecgao rapida e precisa do SARS-CoV-2 é
crucial no controle do surto na comunidade e nos hospitais, sendo que as amostras
preconizadas para o diagnostico sao coletadas nas regides nasofaringeas e
orofaringeas. A contaminagao pela boca e nariz podem ser evitadas com medidas
simples de prevengao, sendo a manutencao da higiene bucal e nasal uma importante
forma preventiva. Assim, o antisséptico bucal e solugdo nasal apresentam papel
fundamental a prevencéao de infecgdes respiratorias superiores e inferiores. Uma nova
substancia, patenteadade de Phtalox® a base de ftalocianina, demonstrou redugcao
da carga viral (CV) de SARS-CoV-2 e nao apresenta efeitos toxicos e carcinogénicos.
Diante do exposto o presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia clinica do
antisséptico bucal utilizado individualmente ou em associagdo com o Sspray nasal,
contendo Phtalox® na CV em pacientes portadores de SARS-CoV-2. Foi realizado um
estudo longitudinal, prospectivo, triplo-cego randomizado, em que foram selecionados
125 pacientes diagnosticados com COVID-19, atendidos pelo setor de Moléstias
Infecciosas do Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina, dos quais
75 pacientes participaram do estudo. Foram subdivididos em 3 grupos: G1 (n=25): uso
de antisséptico bucal contendo placebo e spray nasal placebo; G2 (n=25): uso de
antisséptico bucal contendo Phtalox® e spray nasal placebo; G3 (n=25): uso de
antisséptico bucal contendo Phtalox® e spray nasal contendo Phtalox®. A detecgdo do
SARS-CoV2 foi realizada por reacdo em cadeia polimerase com transcriptase reversa
(qPCR) em amostras de naso-orofaringe dos pacientes com Covid-19, cujo resultado
foi expresso em numero de ciclos (CT) necessarios para iniciar a deteccao do material
genético amplificado (ORF1ab, N e S), sendo que quanto maior o CT menor a CV do
paciente. Foi considerada CV alta com valores de CT <25, intermediaria com CT 25-
30 e baixa com CT <30. Foram realizadas 3 avalia¢des, sendo, antes do inicio do
estudo (DO — dia zero), apds 24 h (D1) e ap6s 72 h (D3) do inicio do estudo. Apos 72
horas, a redugédo na CV foi significativamente maior no G3 com diminuigdo do CT (-
11,21) em comparagao ao G1, que mostrou diminuicdo média do CT (-5,53). Além
disso, apenas a CV média no G3 foi reduzida a um nivel n&o contagioso apds 72
horas. Desta forma, este estudo sugere que o uso do antisséptico bucal e spray em
associagao, contendo Phtalox®, foi eficaz em reduzir a infectividade por SARS-CoV-
2 para niveis baixos ou ndo contagiosos apos 3 dias de uso.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; Phtalox®; ftalocianina; antisséptico
bucal; spray nasal.



ABSTRACT

VENANCIO, Luiza Mara. Clinical evaluation of the effectiveness of the association
of an oral antiseptic and nasal spray in reducing the viral load in SARS-CoV-2
patients. 2022. 80 p. Dissertation (Master's in Pharmaceutical Sciences) -
Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences - State University of Londrina,
Londrina, 2022.

The new coronavirus, SARS-CoV-2, which causes Covid-19, brought a pandemic to
the world, and led to the adoption of unprecedented measures at a global level. It is
known that the oral cavity is directly associated with the evolutionary process of sars-
cov-2 in the inhalation of environmental particles in the air and in sputum, because it
can also be transmitted through saliva. The rapid and accurate detection of SARS-
CoV-2, is crucial in controlling the outbreak in the community and in hospitals, and the
samples recommended for diagnosis are collected in the nasopharyngeal and
oropharyngeal regions. Contamination through the mouth and nose can be avoided
with simple preventive measures, and maintaining oral and nasal hygiene is an
important preventive way. Thus, mouthwash and nasal solution play a key role in
preventing upper and lower respiratory infections. A new substance, patented
Phtalox® based on phthalocyanine, has been shown to reduce the viral load (VL) of
SARS-CoV-2 and has no toxic and carcinogenic effects. In view of the above, the
present study aimed to evaluate the clinical efficacy of mouthwash, used individually
or in association with nasal spray, containing Phtalox® in VL patients with SARS-CoV-
2. A longitudinal, prospective, randomized triple-blind study was carried out, in which
125 patients diagnosed with Covid-19 were selected, attended by the Infectious
Diseases sector of the University Hospital of the State University of Londrina, of which
75 patients participated in the study. They were subdivided into 3 groups: G1 (n=25):
use of mouthwash containing placebo and placebo nasal spray; G2 (n=25): use of
mouthwash containing Phtalox® and placebo nasal spray; G3 (n=25): use of
mouthwash containing Phtalox® and nasal spray containing Phtalox®. The detection
of SARS-CoV2 was performed by reverse transcriptase polymerase chain reaction
(gPCR) in naso-oropharyngeal samples from patients with Covid-19, whose result was
expressed in number of cycles (CT) required to start detection of the material. amplified
gene (ORF1ab, N and S), and the higher the CT, the lower the patient's VL. High VL
was considered with values of TC <25, intermediate with TC 25-30 and low with TC
<30. Three evaluations were performed, being, before the beginning of the study (DO
— day zero), after 24 h (D1) and after 72 h (D3) of the beginning of the study. After 72
hours, the reduction in VL was significantly greater in G3 with a decrease in CT (-11.21)
compared to G1, which showed a mean decrease in CT (-5.53). Furthermore, only the
mean VL in G3 was reduced to a non-contagious level after 72 hours. Thus, this study
suggests that the use of mouthwash and nasal spray in association containing
Phtalox® was effective in reducing SARS-CoV-2 infectivity to low or non-contagious
levels after 3 days of use.

Key words: SARS-CoV-2; COVID-19; Phtalox®; phthalocyanine; mouthwash; nasal
spray.
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1 INTRODUGAO

Em dezembro de 2019, o SARS-CoV-2, virus da familia do coronavirus
que, ao infectar humanos, causa uma doenga chamada Covid-19. Por ser um
microrganismo que até pouco tempo n&o era transmitido entre humanos, ele
ficou conhecido, no inicio da pandemia, como “novo coronavirus”, e surgiu na
provincia de Hubei, na China, se espalhando rapidamente pelo mundo e
causando uma pandemia, o que levou a adogao de medidas sem precedentes
em nivel global. O modo de transmissao do SARS-CoV-2 é por pessoa a pessoa,
como espirros, tosse, transmissdo por inalagdo de pequenas goticulas ou
contato com as mucosas nasais, orais e oculares (WHO, 2019; HERRERA et al.,
2020; HUANG et al., 2021).

Desta forma, a cavidade oral esta diretamente associada ao processo
evolutivo do SARS-CoV-2 na inalacdo de particulas ambientais no ar e nas
expectoracdes, isto porque pode também ser transmitido pela saliva
(CARROUEL et al.,, 2020; KAI-WANG-TO et al., 2020; PENG et al., 2020;
ZHANG,; LIU, 2020; HUANG et al., 2021).

A detecgéo rapida e precisa do SARS-CoV-2 é crucial no controle do surto
na comunidade e nos hospitais (COULTHARD, 2020). Os tipos de amostras
recomendados sao as naso-orofaringe para o diagnéstico molecular do SARS-
CoV-2. Entretanto o novo coronavirus foi detectado na saliva dos pacientes.
Dessa maneira, a avaliacdo da saliva, uma amostra ndo invasiva, € promissora
para diagnoéstico, monitoramento e controle de infecgdo em pacientes com
infecgdo do SARS-CoV-2 (KAI-WANG TO et al., 2020).

No contexto da pandemia global instalada, a precisdo da analise da
Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR), pode promover uma
melhora no diagndstico clinico, assim como, monitoramento e prognostico dos
pacientes. Além do mais, a detecgdo de acido nucléico viral por qPCR é
considerada o padrao-ouro para diagndstico etioldgico do COVID-19, porém, sua
sensibilidade e confiabilidade sdo questionadas por alguns pesquisadores tendo
em vista os resultados falsos negativos em individuos que apresentavam

grandes suspeitas de ter a doenga, com historico de exposi¢gao ao virus, assim
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como resultados positivos em alguns casos recuperados (WHO, 2019; NHC,
2019; WINICHAKOON et al. 2020; WU et al. 2020).

Entretanto, YU e colaboradores (2020) afirmam que o RT-PCR (Reacao
em Cadeia Polimerase com Transcriptase Reversa) se apresentou sensivel e
confiavel quando comparado com outra metodologia de anadlise laboratorial,
afirmando ainda que amostras de escarros se apresentam como o melhor
indicador de replicag&o viral no corpo humano, quando comparado a esfregagos
nasais e de garganta.

Assim, a preocupacgao da contaminagao pela boca, pode ser evitada com
medidas de prevengao, sendo a manutencdo de boa higiene bucal uma
importante ferramenta preventiva. O enxaguante bucal e varios outros liquidos
comumente utilizados para gargarejar podem ser antimicrobianos, dai a
denominacao de antisséptico bucal. Desta forma, o gargarejo pode ajudar a
prevenir e tratar infecgdes respiratorias superiores e inferiores (NAGATAKE,
AHMED, OISHI, 2002).

Sabe-se que o SARS-CoV-2 é vulneravel a oxidagdo, sendo
recomendavel usar um antisséptico bucal e spray nasal contendo agentes
oxidantes, para reduzir a carga viral da microbiota oral e nasal (BURTON et al.,
2020, ZHANG; LIU, 2020; CARROUEL, 2020).

Em recente publicagdo do Instituto Cochrane foi recomendado um
protocolo de uso de enxaguatorios bucais antimicrobianos (gargarejos) e sprays
nasais pelos profissionais de saude para protegé-los e no tratamento de
pacientes com suspeita ou confirmagao de infecgdo por COVID-19 (BURTON et
al, 2020).

Algumas novas gerag¢des de enxaguantes bucais atualmente disponiveis
no mercado tém insumos farmacéuticos que podem contribuir para diminuir a
carga viral SARS-CoV-2 e, assim, facilitar o combate a transmisséao oral, ja que
0 padrao ouro, a clorexidina, um componente usual do antisséptico bucal, ndo
se mostrou eficiente contra o SARS-CoV-2 (CARROUEL et al., 2020; REIA et
al., 2021).

Os insumos farmacéuticos inseridos em antissépticos bucais terapéuticos

podem apresentar mecanismos de acdo que reduzem o crescimento de
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bactérias e virus. Por exemplo a adigdo de nanoparticulas metalicas e 6xido
metalicas, demonstram uma alternativa promissora na inibigado destes agentes,
visto 0 amplo espectro de mecanismos de acao evidenciados, como a produgao
de espécies reativas de oxigénio (CARROUEL et al., 2020). Outro componente
promotor de produgao de espécies reativas de oxigénio sdo as Ftalocianinas e
apresentam o potencial inibitério de microrganismos (SANTOS et al., 2020;
TEODORO et al.,2020).

A patente Phtalox®, baseada num derivado de ftalocianina, foi
desenvolvida por pesquisadores da Universidade do Vale do Paraiba/Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento, Sdo José dos Campos (SP) e demonstrou alta
atividade antimicrobiana e baixa citotoxicidade in vitro (TEODORO et al., 2020;
SANTOS et al., 2021). Diversos estudos conduzidos recentemente corroboraram
demonstrando a agao virucida do PHTALOX® contra o SARS CoV-2, uma vez
que o ativo atuou na prevencdo da infeccdo e progressao do COVID-19
(SANTOS et al., 2020b; VILHENA et al., 2021; POLETI et al., 2021; ORCINA et
al., 2021; ORCINA et al., 2022). Além disso, possui agao higienizadora (remogéo
quimica do biofilme oral) (REIA et al., 2019; SANTOS et al., 2020a), antitartaro,
regenerador tecidual (TEODORO et al., 2020), contra halitose e antiulcerativo
(POLETI et al., 2021). Uma das caracteristicas presentes no PHTALOX® que
corroboram com sua atividade antimicrobiana esta relacionada com promover a
producdo continua de espécies reativas de oxigénio em microrganismos
(TEODORO et al., 2020).

Diante do exposto, o desenvolvimento de antissépticos bucais
terapéuticos acrescidos do ativo Phtalox® pode ser uma estratégia inovadora
para o tratamento viral. Além disso, apresenta como vantagens ser administrado
localmente, poder reduzir a carga viral de SARS-CoV-2 e reduzir a microbiota da
nasofaringe, que tende a revestir as particulas e goticulas de aerossol da
superficie durante a tosse ou espirros, melhorando clinicamente o paciente

infectado e reduzindo a contaminagao do ambiente.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a eficacia clinica do antisséptico bucal utilizado individualmente ou em

associagao com o spray nasal, contendo Phtalox® na carga viral em pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar a eficacia do antisséptico bucal na redugéo de carga viral em amostras
de nasofaringe e orofaringe apos 0 uso;

» Avaliar a eficacia da associacdo do antisséptico bucal e do spray nasal na

reducao de carga viral em amostras de nasofaringe e orofaringe apés o uso.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 SARS-CoV-2 e a cavidade bucal

O risco de contaminacgéao e disseminacgao por SARS-CoV-2 tem
uma forte ligagdo com a boca, nariz e faringe (CARROUEL et al., 2020; KAI-
WANG-TO et al., 2020; ZHANG,; LIU, 2020; BRITO et al., 2020). Neste sentido,
a cavidade bucal pode ser considerada uma porta de entrada e o ponto inicial da
infeccdo provocada pelo SARS-CoV-2. Isto porque em sua forma anatémica,
semelhante a uma coroa, o SARS-CoV-2 apresenta proteinas que permitem sua
adesao a receptores especificos da célula hospedeira (ZHANG; LIU, 2020).

O receptor mais comum envolvido nesta relacdo € a Enzima
Conversora de Angiotensina 2 (ECA-2) que esta presente em altas
concentracbes nos pulmdes, células miocardicas e renais, assim como na
mucosa oral, especialmente, na lingua e glandulas salivares, sendo esta ultima
identificada como reservatorio de virus (YAN et al., 2020).

A carga viral demonstra ser importante biomarcador a
severidade em SARS CoV-2, cerca de 60 vezes maior nos casos graves,
comparado com casos mais leves (ZHANG; LIU, 2020), além de estar
correlacionada com o risco de intubacao e mortalidade hospitalar (MAGLEBY et
al., 2020). Neste contexto, intervengdes mitigatérias para a redugao viral em
regides orofaringes e nasofaringes pode ser efetivas, principalmente, nos

estagios iniciais da doenca.

3.2. Solugoes Topicas Preventivas

O bochecho e gargarejo, bem como a irrigacédo nasal podem
erradicar particulas virais superficiais nessas vias respiratérias, podendo impedir
a sua transmissdo ou reduzir a carga viral a que o individuo esta exposto
(BURTON et al. 2020, CARROUEL et al. 2020b).
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3.2.1. Enxaguatorios bucais

Enxaguatério bucal € uma formulacédo liquida destinada a
complementacgao da higienizagao oral feita com a utilizagdo de escova de dentes
e fio dental. Da-se o nome de antisséptico bucal quando esta formulacéo possui
agentes antimicrobianos. Em termos de registro na Anvisa (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) o enxaguatorio bucal é registrado como grau 1, ou seja, é
notificado e ndo precisa comprovar sua acgao. Ja o antisséptico bucal se
enquadra como grau 2, sendo necessaria a comprovagao cientifica de sua agéo
com laudos expedidos por laboratérios reblados.

O uso diario dos enxaguantes ou antissépticos bucais pode
evitar diversos problemas, como caries, formacdo de placa bacteriana, mau
halito e gengivite, entre outros, uma vez que, a cavidade bucal € um ambiente
ideal para o crescimento de microrganismos, tendo sido identificadas em torno
de 500 espécies bacterianas, com caracteristicas morfoldégicas e bioquimicas
distintas.

Sabe-se que o uso de agentes oxidantes, como o peroxido de hidrogénio
(0,5 a 3,0%) ou o povidine (0,1 a 10,0%), podem reduzir a carga viral salivar em
decorréncia da vulnerabilidade do SARS-CoV-2 a oxidagao induzida por esses
agentes, uma vez que, demonstraram romper as membranas lipidicas por meio
da producao de radicais livres de oxigénio (BRITO et al., 2020).

As evidéncias disponiveis abordando os efeitos dos enxaguantes bucais
antimicrobianos especificamente sobre o SARS-CoV-2 sdo escassas, entretanto
estudos realizados por Nagatake; Ahmed; Oishi (2002) demostram que o
gargarejo pode ajudar a prevenir e tratar infecgdes respiratérias nos tratos
superiores e inferiores (De acordo com Carrouel e colaboradores (2020)
enxaguatorios disponiveis no mercado com agao antimicrobiana, podem ter acao
antiviral. Neste sentido, Meister e colaboradores (2020) demostraram em
laboratério a capacidade de alguns antissépticos (Cavex Oral Pre Rinse,
Chlorhexamed Forte, Dequonal, Dynexidine Forte 0.2%, Iso-Betadine
mouthwash 0%, Listerine Cool Mint, Octenident mouthwash e ProntOral
mouthwash ) no combate ao SARS-CoV-2.
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A elevada carga viral de SARS-CoV-2 oriunda da saliva de pessoas que
estdo infectadas e em goticulas de aerossol formadas durante o processo de
fala, respiracdo e a tosse demonstram que a saliva pode desempenhar um
importante papel na transmissdo do SARS-CoV-2 entre os individuos (LI et al.,
2020; TO et al., 2020). O uso de enxaguantes bucais tem apresentado uma
estratégia que mitiga as taxas de transmissibilidade do SARS-CoV-2 durante o
dialogo entre os individuos, mas também em procedimentos odontologicos, visto
sua eficacia na inativagao viral (MENDOZA et al., 2022). A ag&o antimicrobiana
esta intimamente associada a presenga de ativos que possuem mecanismos de
acao ao virus, reduzindo a carga viral ou desestabilizando os componentes
estruturais. A presenga de moléculas bioativas em enxaguantes bucais podem
ser estratégias que permitem reduzir drasticamente as taxas de transmisséao viral
(SILVA et al., 2022).

Experimentos clinicos conduzidos por Smeets e colaboradores (2022)
demonstram a agcao de um enxaguante bucal com a presencga de hidrocolodide de
dihidrocloreto de octenidina, associado com a presenca de fenoxietanol em
pacientes positivados com SARS-CoV-2. Os experimentos foram conduzidos
para averiguar a presenca viral apés 1, 30, 60, 240 e 360 minutos de exposi¢cao
ao enxaguante bucal. Dentre os resultados observados, ap6s 1 minuto de
exposicao os niveis virais foram reduzidos, contudo, apés 30 minutos posterior
pos procedimento, SARS-CoV-2 poderia ser novamente detectado na saliva de
todos os participantes. Os resultados demonstrados no estudo fornecem dados
de que a associacdo de hidrocoloide de dihidrocloreto de octenidina e
fenoxietanol pode reduzir temporariamente a carga de SARS-CoV-2 na cavidade
oral. Neste contexto, a lavagem oral antisséptica com hidrocoléide de
dihidrocloreto de octenidina e fenoxietanol pode representar uma intervengao

com a finalidade redutora na taxa de transmissdo SARS-CoV-2.

O enxaguante bucal produzido por Anderson e colaboradores (2022)
apresentava em sua composi¢cao 0,07% de cloreto de cetilpiridinio, inativando
quatro variantes de SARS-CoV-2 (Alfa, Beta, Gama e Delta) dentro de 30

segundos de uso em saliva humana. A molécula demonstrou uma redugao da
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carga viral superior a 4,0 log1o plaque forming units (PFU)/mL, resultado superior
a 70% de etanol nas quatro variantes de SARS-CoV-2. A molécula de cloreto de
cetilpiridinio age sob o envelope lipidico viral, alterando a membrana por
processos de mutagdo e consequentemente, reduz sua taxa de reproducao
(ANDERSON et al., 2022). Os efeitos do cloreto de cetilpiridinio também foram
demonstrados por Takeda et al. (2022), onde em presenga de 0,001%-0,005%
(10-50 pg/mL) de cloreto de cetilpiridinio foi observado eficacia na redugéo da
carga viral nas variantes Wuhan, Alfa, Beta e Gama de SARS-Cov-2,
corroborando a demonstragao de que cloreto de cetilpiridinio apresenta efeito na

inibicao viral.

A atividade virucida in vitro de 0,5% iodopovidona em um enxaguante oral
contra SARS-CoV-2 foi avaliado por Shet e colaboradores (2022). A atividade
virucida foi mensurada em 15, 30, 60 e 300 segundos de exposigao. A presencga
de 0,5% de iodopovidona demonstrou agdo em 15 segundos de exposigéo,
reduzindo 50% da carga viral de SARS-CoV-2. Os resultados foram superiores
a tratamentos controle em presencga de alcool 70%. Ademais, o enxaguante oral
com 0,5% de iodopovidona n&o apresentou efeitos citotdxicos em células Vero,
0 que possibilita o potencial deste enxaguante na redugao imediata viral. Estudos
conduzidos por Barenghi et al. (2022) apresentaram os efeitos de lodopovidona
e clorexidina sob a carga viral de SARS-CoV-2. Em seus resultados, a
clorexidina a 0,2% como enxaguante bucal e gargarejos utilizando iodopovidona
a 1,0%, ambos por um periodo de 30 segundos, demonstraram efeitos na

reducdo da carga viral em amostras salivares.

Um enxaguante bucal contendo 100 partes por milhdo (ppm) de iodo
molecular (MIOR) foi avaliado na redugéo da carga viral de SARS-CoV-2 em
saliva por TEAGLE; CLEM; YOON (2022). Seus resultados mostraram que a
presenga de MIOR em contato com saliva gerou redugéo da carga viral de 4,75
log10 PFU/mL apds 30 segundos de exposicao e de valores superiores a 5,25
log10 PFU/mL apdés 60 segundos de exposi¢cdo. Os autores demonstram o

potencial na utilizacdo do iodo molecular como uma alternativa inibitoria viral,
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sendo necessario novos testes, principalmente clinicos e comparativos com

enxaguantes bucais convencionais.

3.2.2 Solucgao Nasal

A higiene nasal propicia o6timas condicbes de limpeza e
umidade, fundamentais para o funcionamento adequado do sistema respiratério,
sendo recomendada no manejo clinico de gripe, resfriado, rinites, rinossinusites,
para os cuidados pos-operatorios do trato respiratorio, além de propiciar melhor
acao dos medicamentos de uso tépico nasal e minimizar a transmissdo da
infecgdo (HUIJGHEBAERT; HOSTE; VANHAM, 2021)

A congestdo nasal € um sinal frequente que ocorre em
decorréncia da dilatacdo dos vasos sanguineos (KRINSKY et al.,, 2014). A
mucosa nasal fica edemaciada, geralmente com hiperemia e encoberta por
secrecao mucoide. Durante os primeiros dois dias, a rinorreia é caracterizada
por uma secregao nasal clara, rala e/ou aquosa. Nas infecgdes agudas das vias
aéreas superiores, quando acontece a permanéncia do sinal por mais de dois
dias, a secrecao torna-se mais espessa e a coloragao pode ficar amarelada ou
esverdeada por causa da liberacdo de mieloperoxidase pelas células
polimorfonucleares. Isto usualmente ndo indica uma infecgdo secundaria nos
seios da face, a menos que nao se resolva de 10 a 14 dias apds o inicio da
congestdo. Com a melhoria dos sinais e sintomas, a secregdo se torna
novamente clara, rala e/ou aquosa (KRINSKY et al., 2014).

A solugdo nasal € uma formulacao liquida que pode conter
diversos farmacos, de forma geral, sdo administrados anti-histaminicos
(Bronfeniramina; Carbinoxamina; Clorfeniramina; Dexclorfeniramina;
Mepiramina e Loratadina) e descongestionantes nasais (Fenilefrina e
Nafazolina) e solugado nasal salina (hipertonica a 3,0% e fisiologica a 0,9%)
(TRUVEN, 2014).

Dos dispositivos de aplicagao nasal, o spray se mostra como
eficiente, uma vez que, possui aplicador anatémico, que limitam a penetragcéo
profunda na narina, e, portanto, evita lesbes da mucosa nasal (KRINSKY et al.,
2014).
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3.2.3 Insumo farmacéutico Ativo

A ftalocianina € um insumo farmacéutico registrado e aprovado junto a
ANVISA sob o CAS 71667-29-3, sendo amplamente conhecida e utilizada na
area de saude. Uma busca na base de dados Pubmed, utilizando os termos, por
exemplo, “phytalocianine” resultou em 1238 artigos, incluindo artigos in vitro, in
vivo e ensaios clinicos. Apresenta seguranga para utilizagao via oral e pode ser
utilizada topicamente, tendo algumas indicagdes para o tratamento de doencas
neoplasicas, degeneracao macular da retina, psoriase, arteriosclerose, doengas
virais (herpes), micoses, doencas bacterianas e alguns tratamentos
dermatologicos (BONNETT, 1995; MUEHLMANN et al., 2011; CALZAVARA-
PINTON; VENTURINI; SALA, 2007). Além disso, estudos ja demonstraram que
as ftalocianinas sao estaveis e nao toxicas (GOMER, 1991; MARQUES et al.,
2002).

O composto passou por testes de citotoxicidade e foi comparado ao fluor,
produto extensamente utilizado em Odontologia. De acordo com estudos
conduzidos por Teodoro e colaboradores (2020), a ftalocianina utilizada na

concentracao a 0,1% demonstrou citotoxicidade inferior ao fltor.

O Phtalox® é um composto derivado de ftalocianina, que foi desenvolvido
por pesquisadores da Universidade do Vale do Paraiba/Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento, em Sio José dos Campos, Sdo Paulo e patenteado pela
empresa Golden Technology. A figura 1 representa a estrutura molecular da

ftalocianina.
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Figura 1 — Representacao estrutural da molécula de ftalocianina
tetracarboxilada de ferro, adaptado de CHAVES et al., 2003
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A ftalocianina apresenta alta atividade eletrocatalitica, no qual, a reacao
ocorre a partir de uma cinética ao oxigénio dissolvido, um mecanismo
envolvendo 4elétrons e associado com o processo redox, com a formacao de
peroxido de hidrogénio como intermediario da reacédo (CHAVES et al., 2003).
Além disso, a ftalocianina apresenta uma atividade antimicrobiana e baixa
citotoxicidade in vitro por promover a producédo e controle de oxigénio reativo
com atividade antimicrobiana (TEODORO et al., 2020; SANTOS et al., 2021). A
eficacia do composto Phtalox® na inativagdo do virus SARS-CoV-2 em culturas

de células VERO — CCL81 esta comprovada conforme Laudo (Anexo 1).
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4 METODOLOGIA

4.1 Formulagao

A formulagédo controle do antisséptico bucal teve a seguinte composigao:
Fluoreto de sddio (Sodium fluoride) a 225 ppm de fluor, sorbitol (sorbitol), éleo
de ricino hidrogenado (PEG-40 hidrogenated castor oil), glicerina (glycerin),
polivinilpirrolidona (PVP - Polyvinylpyrrolidone), metilparabeno (methylparaben),
fosfato monossodico anidro (sodium phosphate), fosfato dissddico anidro
(disodium phosphate), sucralose (sucralose), aroma e agua destilada (aqua)

(FERREIRA, 2010). Destaca-se que o produto ndo contém etanol.

A formulagao controle do spray nasal teve a seguinte composicao: fosfato
monossodico anidro (sodium phosphate), fosfato dissdédico anidro (disodium
phosphate), cloreto de sodio (sodium chloride), cloreto de benzalcénio
(benzalkonium chloride), metilparabeno (methylparaben) e agua destilada (aqua)
(FERREIRA, 2010).

A concentragao do Phtalox® como insumo farmacéutico ativo, utilizada no

antisséptico bucal e spray nasal foi de 0,01% (p/p).

Conforme preconiza o sistema internacional de nomenclatura de
cosmeéticos, INCI (International Nomenclature Cosmetic Ingredient) name esta

descrito entre paréntesis.

4.2 Ensaio Clinico

Foram selecionados 125 pacientes diagnosticados com COVID-19,
atendidos pelo setor de Moléstias Infecciosas (MI) do Hospital Universitario de
Londrina da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Parana, Brasil de 1° de
novembro de 2020 a 1° de fevereiro de 2021, tendo os estudos aprovados pelo

Hospital Universitario da UEL (Anexo 2).

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecidos (TCLE) antes do inicio do estudo. O protocolo do estudo foi
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aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Londrina, Parana, Brasil (parecer CAAE: 37277420.0.0000.5231), conforme
Anexo 3 e os procedimentos adotados estavam de acordo com a Declaragao de
Helsinki de 1975, revisada em 1983.

4.2.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo longitudinal, prospectivo, triplo-cego randomizado,
registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) sob n° RBR-
8tygcz7 e que atendeu ao checklist Consolidated Standards of ReportingTrials
(CONSORT) 2010, conforme Fig. 1. Dos 125 pacientes selecionados, 0 ensaio
contou com 75 pacientes com diagnéstico de infecgdo por SARS-CoV-19
confirmada por gPCR, internados na M| do Hospital Universitario da UEL.

Os pacientes foram randomizados em trés grupos (G1, G2 e G3), sendo
um grupo com tratamento “placebo” e dois grupos com o tratamento contendo o
insumo farmacéutico ativo Phtalox® nas formas farmacéuticas em enxaguatorio
bucal e spray nasal durante 3 dias, sendo dia zero (DO) o inicio do estudo, apds
24 h (D1) e ap6s 48 h (D2) e apdés 72 h (D3). Foi utilizado um software de
randomizacao que fez a distribuigao aleatorizada do niumero do Kit de tratamento
para cada paciente. Foram utilizadas formulagcbes liquidas, de uso tdpico,
acrescidas ou ndo da substéancia ativa, 5 vezes ao dia. Os pacientes foram
alocados, ap6s randomizagao em um dos trés grupos abaixo:

G1 (n=25): grupo controle que utilizou o antisséptico bucal placebo e spray
nasal placebo.

G2 (n=25): grupo que utilizou o antisséptico bucal com Phtalox® e spray
nasal placebo.

G3 (n=25): grupo antisséptico bucal com Phtalox® e spray nasal com
Phtalox®.

Destaca-se que o antisséptico bucal placebo é a formulagcdo de
enxaguatorio bucal sem alcool e sem nenhum insumo farmacéutico ativo, bem
como, o spray nasal placebo foi a formulagédo de solugdo nasal contendo soro

fisiologico sem ativo.
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Figura 2 - Diagrama de fluxo do CONSORT 2010.

Inclusao

Avaliados para elegibilidade (n=125)

G1

Excluidos (Valor Ct > 31) (n=22)

» Nao atendem aos critérios de
inclusdo (n=16)

* Desistiram de participar (n=12)

| Randomizados (n=73) |

| Alocacao |

G2 G3

Enxaguante bucal sem ativo/Spray
nasal sem ativo
* Alocagdo para a intervengao
(n=25)
Receberam alocagdo para
intervencdo (n=22)
N&o receberam alocagdo para
intervengdo (n=3)

Enxaguante bucal com
atlvo/Spray nasal sem ativo
Alocagéo para a intervengéo
(n=25)
Receberam alocac¢do para
intervengdo (n=23)
N&o receberam alocagéo para
intervencdo (n=2)

Seguimento (n=68)

Enxaguante bucal com
atlvo.fSpray nasal com ativo
Alocacgéo para a intervengéo
(n=25)
Receberam alocacdo para
intervencdo (n=23)
N&o receberam alocagéo
para intervengéo (n=2)

Perda de seguimento (desisténcias)
(n=7)

Intervengdo descontinuada (ndo
coletaram swab) (n=0)

Perda de seguimento
(desisténcias) (n=6)
Intervengdo descontinuada (ndo
coletaram swab) (n=1)

Perda de seguimento
(desisténcias) (n=7)
Intervengdo descontinuada
(ndo coletaram swab) (n=1)

Analise (n=46)

Analisado (n=15)
Excluido das analises (n=0)

Analisado (n=16)
Excluido das analises (n=0)

Analisado (n=15)
Excluido das analises (n=0)

Fonte: Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT 2010).

Como pode ser observado no esquema demonstrado na Fig. 1, apds a

coleta prévia por swab, e com resultado positivo para SARS-CoV-2, o paciente

foi convocado para o estudo conforme descrito no item 4.2.1. O paciente utilizou

o antisséptico bucal e o spray nasal, conforme randomizacéao aleatéria, 5 vezes
ao dia, ao acordar (7:00 h), apos o café da manha (9:00 h), apds o almogo (12:30

h), apds o jantar (21:30 h) e antes de dormir (23:00 h), durante os trés dias do

tratamento (DO, D1 e D2), sendo que DO foi considerado o primeiro dia do

tratamento, D1 o0 segundo dia e D2 o terceiro dia do tratamento, respectivamente.
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O antisséptico bucal foi utilizado pelo paciente através de bochecho e
gargarejo por 1 minuto, sendo 30 segundos de bochecho e 30 segundos de
gargarejo com 5 mL da solugéo. Ja o spray nasal foi aplicado 2 pumps em cada
narina. O tempo foi cronometrado através de uma ampulheta utilizada pelos
pesquisadores.

Foram realizadas 3 coletas de swabs (item 4.3.1), sendo nasofaringe e
orofaringe, e posteriormente, 3 avaliagdes. A primeira coleta foi realizada logo
ap6s consulta com a médica infectologista (DO — dia zero), cujos pacientes
positivados e que se enquadravam no nosso estudo foram recrutados. A
segunda coleta aconteceu no dia D1 (apds 24 h) realizada as 6:30 h, antes do
café da manha. E por fim, a terceira coleta ocorreu no dia D3 (ap6s 72 h) as 6:30

h, antes do café da manha.

Figura 3 - Esquema demonstrando a utilizagcao do antisséptico bucal

e spray nasal durante os trés dias de tratamento.

Convocagio
paraestudo

Coletade SwabD1 ﬂ D3
DO D1 I |(Ao acordar)6:30 g -F
BOCHECHO/PUMP NASAL 1
BOCHECHO/ PUMP (Ao acordar 7:00) 0 BOCHECHO/ PUMP COLETASWABD3
Coleta prévia NASAL l T Café damanha 1 NASAL Aoacordar) 6:30
Swab 1) Ao acordar (309 i H 1) Ao ‘acord.ar (7:00) ||
] 2) Apdscafé (g0 BOCHECHO/PUMP NASAL 2 2) Apds café (0
3) Aposalmogo (12:30 (Ap6s o café da manh3 9:00) 3:““’95““9”‘3'”
s 4) Apos jantar (21:30)
POSITIVO 4) Aposjantar (2::20) 1hd &6 Diod x
5) Antes de dormir (23:00) Boss i do so o produto | 5) antes de dormir 2509
BOCHECHO/GARGAREJO
Por 1 min (30s/30s) com 5 mL da solugdo
Sx 3o dia
SPRAYNASAL | | e 'O
Aplicar 2 pumps em cada narina Almoco
5x 30 dia BOCHECHO/PUMP NASAL 3
(Apos almogo 12:30)
-------------------- 0
J | Jantar T
BOCHECHO/PUMP NASAL 4
(Apos jantar 21:30)
'
BOCHECHO/PUMP NASAL 5

(Antes de dormir 23:00)

Fonte: Proprio autor.
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4.2.2 Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram adotados como critérios de inclusdo, ambos os sexos, com idade
entre 18 e 70 anos e que conseguissem fazer o gargarejo inicial. Foram
excluidos do estudo os pacientes com mais de 7 dias do inicio dos sintomas e
aqueles com necessidade de ventilagdo mecanica, intubagado ou em Unidade de

Terapia Intensiva (UTI).

4.3 Coleta de Materiais
4.3.1 Procedimentos para coleta das amostras respiratorias

O procedimento de coleta foi realizado pelo profissional de saude, cuja
retirada do meio de transporte viral (MTV) do freezer foi feita somente se o
paciente ja estiver pronto para coleta. Foi aguardado o descongelamento do
MTV, conferido a identificacdo do paciente e realizada a orientagdo sobre a
coleta. Fez-se a identificacdo do frasco com MTV.

A coleta da amostra foi realizada utilizando trés swabs, sendo dois para
coleta nas narinas (nasofaringe) e um na boca (orofaringe). Para paciente
sentado, instruiu-se fletir a cabega para tras (Fig. 3); e para paciente deitado, foi
retirado o travesseiro e erguido o seu queixo. A abertura do plastico dos swabs
foi realizada pela parte da haste e foi segurado os trés swabs (COVID-19) na
mesma mao. A abertura do frasco com MTV foi feita com o posicionamento da
tampa virada para cima sobre uma superficie proxima, onde puxou primeiro o
swab do plastico.

Na sequéncia fez-se a introducdo na narina pressionando levemente o
assoalho até sentir resisténcia. O swab deve atingir profundidade semelhante a
disténcia entre as narinas e a abertura externa da orelha do paciente (Fig. 3).
Em seguida, girou-se o swab na narina, aguardou alguns segundos e retirou o
swab girando-o. Introduziu-se o mesmo swab (COVID-19) na outra narina e

repetiu-se o procedimento. Introduziu-se os swabs no frasco com MTV, puxou o
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ultimo swab do plastico e esfregou o fundo da garganta (palato posterior).
Introduziu o ultimo swab no mesmo MTV e a amostra foi enviada para o setor de
Diagnostico Molecular do Laboratério de Anadlises Clinicas do HU e
acondicionada em freezer -20 °C até a realizagdo da extracdo do material

genético viral.

Figura 4 - Demonstragao da coleta de secregao em nasofaringe.

Dorso nasal Assoalho nasal e palato

) ) Nasofaringe
Narina anterior

Meato nasal médio

Fonte: www.cdc.qgov/coronavirus/2019-ncov/lab/quidelines-clinical-specimens.html

4.4 Detecgdao do SARS-CoV-2

4.4.1 Extracao de RNA e realizagdao da qPCR

Os acidos nucleicos foram extraidos de 120 yL de swab nasofaringeo ou
orofaringeo coletado por uma enfermeira experiente utilizando o Kit EXTRACTA
FAST-DNA e RNA viral de acordo com as instru¢des do fabricante (Loccus, Sao
Paulo, Brasil) utilizando um extrator automatizado EXTRACTA 32® (Loccus,
Cotia, Brasil). O RNA extraido foi transcrito reverso em cDNA e amplificado
usando o kit TagPath COVID-19 CE-IVD RT-PCR (Applied Biosystems)


http://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/guidelines-clinical-specimens.html
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utilizando o equipamento QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR (Applied
Biosystems). Este kit detecta trés regides do SARS-CoV2: ORF1ab, N e S.

Os resultados de RT-PCR, método semiquantitativo, foram expressos em
numero de ciclos (CT) necessarios para iniciar a detecgdo do material genético
amplificado (ORF1ab, N e S), sendo inversamente proporcional a CV. Os valores
médios de CT dos trés genes foram usados para a analise estatistica.

A carga viral (CV) é determinada de forma semiquantitativa e indireta,
sendo que quanto maior o CT menor a CV do paciente. A CT varia em média de
20 a 35. Desta forma, foi considerado alta infectividade quando o CT
apresentasse valores entre 25 a 20, baixa infectividade ou ndo contagiante
quando o CT for superior a 30.

Foi considerado CV alta, quando os pacientes apresentavam valores de
CT abaixo de 25, CV intermediaria ou média com valores de CT entre 25a 30 e
valores de CT acima de 30 foi considerada baixa CV (JAAFAR et al., 2021).

4.5 Analise Estatistica

Foram realizadas analises descritivas e exploratorias de todos os dados.
Os dados foram sumarizados como numero absoluto e porcentagens para
variaveis categoricas e como médias e desvios-padrdo ou medianas e intervalos
interquartis (1° e 3°) para variaveis continuas. Em seguida, os trés grupos foram
comparados usando o teste exato de Fisher para variaveis categoricas e teste
de ANOVA com pés-teste de Tukey para variaveis continuas (idade e inicio dos
sintomas). As associag¢des entre os grupos e uma classificagdo de infectividade
(alta, intermediaria e baixa) foram analisadas com base nos valores de CT
usando o teste de qui-quadrado. Todas as anadlises foram realizadas no
programa R Core Team (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria),

com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo teve inicio com 125 pacientes, entretanto, atendendo aos
critérios de exclusdes, um total de 75 pacientes confirmados com COVID-19
participaram efetivamente, os quais foram recrutados para o estudo conforme
pode ser observado na Fig. 1.

Dos 75 pacientes, 25 pacientes foram designados para cada grupo (G1,
G2 e G3), entretanto, sete pacientes foram removidos, pois ndo atendiam aos
critérios de inclusao. Desta forma, seguiram nos trés grupos (G1, G2 e G3) 22,
23 e 23 pacientes, respectivamente (n=68). Apds excluir os pacientes que se
recusaram a participar ou que descontinuaram a intervencéao, efetivamente 15,
16 e 15 pacientes nos Grupos 1, 2 e 3, respectivamente que completaram a

intervencao e foram incluidos na analise (n=46).

Tabela 1: Comparagao entre grupos quanto as caracteristicas dos

pacientes.

Variavel Grupo

G1 (n=15) G2 (n=16) G3 (n=15)

\dade (anos): Media 339 (13,7),28,0 36,6 (12,1);31,0 41,3 (11,8); 42,0

(desvio padrao); Mediana

(24,0-47,0); (26,0-47,5); (31,0-51,0);

(intervalo interquatil);

. s (20,0-66,0) (23,0-56,0) (21,0-62,0)
(minimo e maximo)
p-valor 0,2444
Sexo
Feminino 9 (60,0%) 12 (75,0%) 10 (66,7%)
Masculino 6 (40,0%) 4 (25,0%) 5 (33,3%)
p-valor 0,6781
Inicio dos sintomas
(Média (desvio padrio); 5,3 (1,4) 5,4 (1,2) 5,6 (0,8)
Mediana (intervalo 6,0 (5,0-6,0) 6,0 (4,5-6,0) 6,0 (5,0-6,0)
interquatil)

p-valor 0,8124
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Obesidade

Sim 2 (13,3%) 3 (18,8%) 7 (46,7%)
Nao 13 (86,7%) 13 (81,2%) 8 (53,3%)
p-valor 0,1425

Hipertensao Arterial

Sim 1(6,7%) 2 (12,5%) 1(6,7%)
Nao 14 (93,3%) 14 (87,5%) 14 (93,3%)
p-valor 1,0000

Diabetes

Frequéncia

Sim 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(6,7%)
Nao 15 (100,0%) 16 (100,0%) 14 (93,3%)
p-valor 0,6522

Outras comorbidades

Frequéncia

Sim 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(6,7%)
Nao 15 (100,0%) 16 (100,0%) 14 (93,3%)
p-valor 0,6522

Os dados categoricos foram avaliados pelo Teste Exato de Fisher e os dados foram expressos como
numero absoluto e porcentagem. Os dados numéricos foram avaliados por ANOVA com pés-teste de
Tukey e expressos como mediana (1-3 interquartil) ou média (desvio padrao).

G1: uso de antisséptico bucal contendo placebo e spray nasal placebo; G2: uso de antisséptico bucal
contendo Phtalox® e spray nasal placebo; G3: uso de antisséptico bucal contendo Phtalox® e spray
nasal contendo Phtalox®.

Conforme demonstrado na Tabela 1, ndo houve diferenga significativa
entre os grupos quanto a idade e tempo de inicio dos sintomas. A idade dos
pacientes variou de 20 a 66 anos, com médias de 33,9+13,7, 36,6£12,1 e
41,3+11,8 anos no G1, G2 e G3, respectivamente. Também nao houve diferenga
entre os grupos quanto a distribuicdo por sexo, presengca de obesidade,

hipertensao, diabetes ou outras comorbidades.
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Os valores de CT diminuiram significativamente nos trés grupos (Tabela
2). Ap6s 72 horas, a diminuigdo do CT foi maior no G3 (11,21+4,35) e menor no
G1 (5,53+6,28).

Tabela 2 - Resultado da carga viral média estimada pelo valor de CT, obtida

na reacao de qPCR em fun¢ao do grupo e do tempo.

Tempo Valor de CT
G1 (n=15) G2 (n=16) G3 (n=15)
Média Média Média
(desvio padréo) (desvio padrao) (desvio padréo)

Linha de base (D0) 24,19 (+6,13)

Ac 21,51 (4,39) Ac 22,35 (4,28) Ac
Apo6s 24 horas (D1) 26,42 (6,58)

25,74 (4,29) Ab Ab 27,83 (6,15) Ab
Apo6s 72 horas (D3) 30,46 (5,53)

29,72 (5,53) Aa Aa 33,55 (5,15) Aa
p-valor* p(grupo)=0,6412; p(tempo)<0,0001; p(interacdo)=0,2899
Variagao no
tempo

ApOs 24 horas

1,55 (5,54)A 4,91 (4,89)A 548 (5,33) A
(D1) - (DO)

p-valor p=0,0959

Apoés 72 horas(D3)
- (DO)
p-valor p=0,0113

553 (6,28)B 8,96 (4,01)AB 11,21 (4,35) A

Andlise de variancia unidirecional (ANOVA) e pés-teste de Tukey. A Carga viral foi estimada

indiretamente pelo valor de CT.



34

Letras diferentes (mailsculas comparando horizontalmente entre grupos e minusculas
comparando verticalmente entre tempos) indicam diferengas estatisticamente significativas.

G1: uso de antisséptico bucal contendo placebo e spray nasal placebo; G2: uso de antisséptico
bucal contendo Phtalox® e spray nasal placebo; G3: uso de antisséptico bucal contendo
Phtalox® e spray nasal contendo Phtalox®.

A Figura 5 mostra os valores médios de CT dos trés grupos ao longo do
tempo, de acordo com o grau de infectividade e a CV. Todos os trés grupos
tiveram uma alta CV no inicio do estudo. Setenta e duas horas apés o inicio dos
protocolos de tratamento, o G1 apresentou CV intermediario e os G2 e G3, CV
baixo. Apenas o G3 teve um valor médio de CT mostrando infectividade reduzida

no terceiro dia (D3).

Figura 5 - Carga viral média, estimada pelo valor de CT (valores limiares
do ciclo) obtido na reagdo de RT-PCR, em fungao dos grupos (G1, G2 e
G3) e do tempo.
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Teste de qui-quadrado. G1: uso de antisséptico bucal contendo placebo e spray nasal placebo;
G2: uso de antisséptico bucal contendo Phtalox® e spray nasal placebo; G3: uso de antisséptico

bucal contendo Phtalox® e spray nasal contendo Phtalox®.

Com a realizagao da RT-PCR obtém-se o valor de CT, que representa o
numero de ciclos necessarios para identificar o gene alvo (ORF1ab, N e S),
sendo inversamente proporcional a CV.

Verificando a Figura 5 observa-se CV alta com valores de CT abaixo de
25, CV média com valores de CT entre 25 a 30 e valores de CT acima de 30 foi
considerada baixa CV.

De acordo com Jaafar et al. (2021), a infectividade, definida por
crescimento em cultura de células, pode ser considerada alta quando o valor de
RT-PCR CT for menor que 25. Além disso, aproximadamente 85% das culturas
se mostraram negativas se o valor de CT for maior que 33. Assim, consideramos
amostras com valores de CT maiores que 30 para ter baixa infectividade ou ndo
ser contagiante.

No presente estudo, todos os trés grupos apresentaram diminuicdo dos
valores de CT ao longo do tempo, indicando redugado da CV. Esses resultados
estdo de acordo com relatos anteriores de que gargarejos e bochechos, assim
como, a lavagem da cavidade nasal estdo associados a redugédo da CV do
SARS-CoV-2 (STATH et al, 2021; BURTON et al, 2020).

Considerando que a maior CV pode ser encontrada na primeira semana
apos o inicio dos sintomas, de acordo com o Guia SARS-CoV-2 RT-PCR (2021)
€ importante uma rapida redugao da CV assim que o paciente for diagnosticado
com COVID-19. A CV do SARS-CoV-2 esta associada a marcadores de
inflamagéao e gravidade da doenga (FAJNZYLBER et al, 2020). Na presencga de
inflamacao e doenca grave, o protocolo de medicamentos da OMS COVID-19
recomenda o uso de terapias adicionais para reduzir a CV e uma redugao na CV
pode contribuir para um melhor desfecho clinico (SANTOS et al, 2020b;
SANTOS et al, 2021; STATHIS et al., 2021; VILHENA et al., 2021).

Neste estudo, houve reducao trés vezes maior da CV nas primeiras 24
horas e reducgéo superior a 1,5 vezes apds 72 horas nos grupos que utilizaram

bochechos com ftalocianina (G2 e G3) em relagdo ao grupo controle, ou seja,
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que utilizou bochechos com os placebos (G1). Além disso, apenas nos grupos
que utilizaram o bochecho com ftalocianina (G2 e G3) apresentaram CVs baixos
(CT>30) 72 horas ap6s o inicio dos protocolos de enxague.

O uso de solugdes de ftalocianina (Phtalox®) mostrou ter um efeito
clinicamente importante. Estudos laboratoriais anteriores mostraram uma
reducédo superior a 90% na CV de pacientes com COVID-19 hospitalizados e ndo
hospitalizados quando expostas a alguns dias a ftalocianina (SANTOS et al.,
2020a; SANTOS et al., 2020b; ORCINA et al, 2021; VILHENA et al., 2021;
ORCINA et al, 2022).

Os estudos acima citados demonstraram algumas limitagdes, como, por
exemplo o tamanho amostral. Além disso, os valores de Ct sdo semiquantitativos
e a avaliagao por RT-PCR indica apenas a presencga ou auséncia de fragmentos
de virus. Resultados mais precisos poderiam ser obtidos se a avaliagdo medisse
a capacidade infecciosa de virus viaveis apds o uso dos protocolos de lavagem.

Ressalta-se que no presente estudo, adotamos a medida de infectividade
descrita anteriormente por Jaafar et al. (2021) com base em um estudo no qual
mais de 3.700 amostras foram avaliadas quanto a viabilidade viral. Os resultados
do estudo mostraram que amostras com valores de CT menores que 25
apresentaram alta infectividade e amostras com valores de CT de 33 ou mais
tiveram infectividade reduzida. A reducido da infecciosidade reduz tanto o
agravamento clinico do risco individual quanto o risco de transmissao de SARS-
CoV-2 a outros individuos. Em nosso estudo, apenas o grupo que utilizou tanto
o bochecho de ftalocianina quanto o spray nasal de ftalocianina (G3) apresentou
infectividade reduzida 72 horas apds o inicio do protocolo.

O protocolo adotado de uso de antisséptico bucal contendo Phtalox®,
sendo 5 mL de solugado de gargarejo/bochecho por um minuto durante 5 vezes
ao dia nao apresentou contraindicagées (ORCINA et al., 2022). Pelo contrario, o
uso de antisséptico bucal contendo Phtalox® demonstrou bom desempenho em
pacientes com COVID19 como terapia de suporte para reduzir os danos na
pandemia de SARS-CoV-2.
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6 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que o uso do antisséptico bucal e o spray nasal
contendo Phtalox® (derivados de ftalocianina) reduziu a carga viral do SARS-
CoV-2 e, também reduziu a infectividade para niveis baixos ou ndo contagiosos
apos os trés dias de uso, podendo ser uma alternativa promissora em oral care.
Entretanto, mais estudos com tamanhos de amostra maiores sao necessarios

para confirmar esses resultados.
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Anexo 1 — Laudo da eficacia do composto Phtalox® na inativagao do virus
SARS-CoV-2 em culturas de células VERO — CCL81
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S3o Paulo, 15 de janeiro de 2021

Laudo: “Eficacia de composto Phtalox da Golden Technology
na inativacdo do virus SARS-CoV-2 em culturas de células VERO — CCL81

Laudo

1- Metodologia

Os experimentos foram realizados em Laboratério NB3 no Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

Uma aliquota de 20 mg do composto foi diluida em 10mL de dgua destilada estéril. Para a diluigao
completa do composto foi necessaria a adigdo de NaOH a fim de tornar o pH da solugdo bdsico.

A diluigdo inicial (P) foi diluida no fator 2 nas seguintes concentragdes:
P =2,0 mg/mL
1:2=1,0 mg/mL
1:4=0,5 mg/mL
1:8 =0,25 mg/mL
1:16 = 0,125 mg/mL
1:32 = 6,25 x 10° mg/mL
1:64 = 3,12 x 102 mg/mL
1:128 = 1,56x10% mg/mL
1:256 = 0,78x10% mg/mL

1:512 = 0,39x10% mg/mL

A diluigdo foi realizada num volume final de 100uL, em quadruplicata, em placas de 96 pogos de
acordo com o esquema abaixo:

Laboratério de Virologia Clinica e Molecular - LVCM
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Figura 01: Representacdo esquemitica da diluigdo de Phtalox para teste de inibigdo do SARS-CoV-2.

P 1:2 14 1:83 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 C+ C-

Teste

Teste
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Citotoxicidade

Quadruplicatas

Quadruplicatas

Ap6s a diluigdo do composto, foram adicionado 100uL do virus SARS.CoV2/SP02.2020.HIAE.Br
na concentragdo de 1000 TCID50/mL (0,02 MOI). A placa foi incubada em estufa a 37°C com 5% de CO2
por 30 minutos e 150pL foram transferidos para placas de cultura celular de 96 pogos com células VERO
CCI-81 (1x10° céls/poco) com cerca de 90% de confluéncia.

Apdés 72 horas de incubagdo, as placas foram observadas em microscépio dptico para
determinagdo da integridade do tapete celular em comparagdo com os controles positivo e negativo. O
sobrenadante foi coletado para realizagdo de Real-Time RT-PCR e a placa fixada e corada com Naphtol Blue
Black (Sigma-Aldrich).

O sobrenadante das quatro réplicas coletado foi submetido a PCR em Tempo Real (RT-PCR) para
identificagdo do SARS-CoV-2. A extragdo do material genético foi realizada utilizando sistema semi-
automatizado NucliSENS® easyMag® (BioMerieux, Lyon, France), seguindo as instrugdes do fabricante. A

detecgdo do RNA viral foi realizada utilizando o Kit AgPath-ID One-Step RT-PCR Kit (Applied Biosystems
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Inc., EUA) em maquina de PCR em Tempo Real (Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany), de acordo
com protocolo, “primers” e sonda para identificagdo do gene E viral (Corman et al., 2020).

Método de Imunofluorescéncia indireta (IFl)

A metodologia aqui descrita foi adaptada de Sales-Medina et al., 2020. Resumidamente apds 72
h.p.i, as placas foram fixadas por 30 min em paraformaldeido a 4% em 1X PBS (pH 7,4) e submetidas a
detecgdo de imunofluorescéncia indireta de infecgdo celular viral. Apds lavagem duas vezes com 1X PBS
0,05% Tween 20 (PBST), as placas foram bloqueadas com soro-albumina bovino (BSA) (3% p / v em 1X PBS;
Sigma-Aldrich) por 30 min em temperatura ambiente e lavadas duas vezes com PBST. Como anticorpo
primario, usamos um soro padrdo ICB- COVID-19 diluido 1: 1000 em PBS para detectar infec¢do por SARS-
CoV-2 em células Vero. Os anticorpos primarios foram incubados por 30 min, e as placas foram lavadas
duas vezes com PBST. Como anticorpos secunddrios, o IgG anti-humano de cabra marcado com Alexa 488
(Thermo Scientific) foi usado diluido a 4 pg / mL em PBS e incubado por 30 min com 5 pug / mL 4 ', 6-
Diamidina-2'-fenilindol dicloridrato ( DAPI, Sigma-Aldrich) em PBS para corar nucleos. As placas foram
lavadas duas vezes com PBST e fotografadas no Operetta High Content Imaging System (Perkin Elmer)
usando uma objetiva de ampliagdo de 20x. Cinco imagens foram adquiridas por pogo. As imagens
adquiridas foram analisadas no software Harmony (Perkin Elmer), versdo 3.5.2. A analise das imagens
consistiu na identificagdo e contagem de células Vero E6 com base na segmentagdo nuclear e infecgdo viral

com base na coloragdo citoplasmatica detectada pelo ensaio de imunofluorescéncia.

2- Resultados

A observagdo por microscopia 6tica demonstrou citotoxicidade do composto Phtalox apenas na
Diluigdo Inicial 2,0mg/mL (P). N3o foi observada citotoxicidade nas demais diluigbes. N&o foi observado
alteragdo no tapete celular (provavel auséncia de atividade viral) nas diluigbes 1:2 (1,0mg/mL) a 1:32 (6,25
x 102 mg/mL). Estas observacdes em microscépio 6tico foram confirmadas apés a placa ser corada

conforme pode ser observado na Figura 2.
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Figura 02: Representacdo esquematica da leitura apos fixagdo com “Naphtol Blue Black” para teste de inibigdo do SARS-CoV-
2 em composto Phtalox.
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Legenda: P (Diluigdo Inicial = 2,0mg/mL), C+ Controle Positivo, C- Controle Negativo

Ap0ds o crescimento em cultura celular por 72 horas, foi observada uma redugdo de significativa de
Carga Viral na comparagdo com o Controle Positivo nas dilui¢des 1:2 (99,96%), 1:4 (99,88%), 1:8 (99,84%)
e 1:16 (92,65%).

Foi observada redugdo parcial de Carga Viral nas diluigbes 1:32 (77,42%) e 1:64 (11,06%). Nao
houve inibi¢do viral a partir da dilui¢do 1:128.

Os resultados de RT-PCR, representados por copias de RNA/mL e porcentagem de inibigdo
referente a média das 04 réplicas realizadas estdo representados na Tabela 01. Os resultados da reagdo

de Imunofluorescencia e o ensaio de citotoxidade estdo representados nas figuras 3 e 4.
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Tabela 01: Diluigdo, copias de RNA/mL e porcentagem de inibigdo viral de Composto Phtalox submetido
a Teste de Inibigdo do SARS-CoV-2.

Material SARS-CoV-2 RNA cépias/mL | % de Inibi¢ao
Composto Puro Citotdxico -
1/2 8,95E+04 99,96%
1/4 2,65E+05 99,88%
1/8 3,65E+05 99,84%
1/16 1,64E+07 92,65%
1/32 5,05E+07 77,42%
1/64 1,99E+08 11,06%
1/128 2,23E+08 0%
Inéculo (0 h.p.i) 8,87E+04 -
Controle + (72 h.p.i) 2,24E+08 -
Controle - Nado detectavel -

Laboratério de Virologia Clinica e Molecular - LVCM
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Figura.3: Atividade antiviral do composto Phtalox da Golden Technology contra ensaio in vitro de SARS-
CoV-2. A. O Y- esquerdo eixo do gréfico representa a inibigdo percentual da carga de virus nas células

sobrenadante. As células Vero CCL-81 foram significativamente prejudicadas na presenca de 2,0 mg / mL
do composto Phtalox da Golden Technology, todas as outras concentragdes ndo mostram citotoxidade. As
células foram tratadas com 8 concentracdes de Phtalox (2,0 mg / mLa 0,004 mg / mL). B. Ensaio de imagem
celular de alto rendimento (HTCI) para quantificagdo da viabilidade celular 72 horas apos o tratamento e /
ou infecgdo. A viabilidade celular foi normalizada para células ndo tratadas. Viabilidade abaixo de 70%
(morte celular superior a 30%) foi considerada evidéncia de citotoxicidade. As barras de erro representam
a média + SEM de duas experiéncias independentes realizadas em quadruplicado. C. Imagens
representativas de células Vero tratadas com 2,0, 1,0, 0,50 e 0,25 mg / mL de XXX do ensaio HTCI baseado
em imunofluorescéncia mostrando localizagdo automatizada de nucleos de células com base em DAPI

corado.
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Figura 4. Ensaio de imunofluorescéncia indireta (IIF) para a detecgao de células infectadas com SARS-
CoV-2. Imagens representativas das concentragdes ndo citotoxicas (1mg / mL até 0,1562mg / mL) do
composto Phtalox da Golden Technology capturadas com uma objetiva 20x. Uma mistura de células Vero
infectadas com SARS-CoV-2 e ndo infectadas foi corada com o anticorpo monoclonal de soro
convalescente, seguido de incubagdo com o anticorpo IgG anti-humano de cabra conjugado com Alexa488
(verde). As células foram contrastadas com DAPI para coloracdo nuclear (azul). Os controles positivo
(células infectadas ndo tratadas) e negativos (células ndo infectadas) sdo representados na parte inferior da
imagem. As imagens foram tiradas usando o Operetta High Content Imaging System (Perkin Elmer).
Barra de escala, 100 pm.
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Conclusdo

Com base na observagdo de efeito citopdtico, resultados de RT-PCR e reagdo de
Imunofluorescencia indireta IFI foi observada redugdo significativa de Carga Viral — acima de 92% - nas
dilui¢des 1:2 (1,0mg/mL) a 1:16 (0,125 mg/mL) pelo Composto Phtalox da Golden Technology . Apenas

a diluigdo inicial (2,0mg/mL) apresentou citotoxicidade na observagdo ao microscopio e apos coloragdo.

Referéncias

Corman VM, Landt O, Kaiser M, Molenkamp R, Meijer A, Chu DK, et al. Detection of 2019 novel coronavirus
(2019-nCoV) by real-time RT-PCR. Euro Surveill. 2020;25(3):1-8.
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Anexo 2 — Carta de aprovagao do Hospital Universitario - UEL
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
DIRETORIA SUPERINTENDENTE
PARECER N2508
PROCESSO 7508.2020.30
A Pesquisadora

Audrey Alesandra Stinghen Garcia Lonni

Considerando o Projeto de Pesguisa com o titulo: “AVALIACAO DA EFICACIA DE UM
ANTISSEPTICO ORAL E SPRAY NASAL NA MELHORA DO QUADRO CLINICO, DIMINUICAOC DE CARGA VIRAL £
SUA SUBSTANTIVIDADE EM PORTADORES DE SARS-COV-2”, apresentado a esse Hospital Universitdrio,
estando vinculado ao Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Estadual de Londrina;

Considerando o parecer favoravel apresentado nas instancias administrativas que

envolvem a realiza¢do do estudo.

Informamos que o nosso parecer é favoravel a realizagdo do projetc acima

nominado, resguardando-se o atendimento da legislagdo vigente.

Atendendo a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Sadde o projeto devera ser

analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UEL {CEP/UEL) para posterior operacionalizacio.

Conforme Oficio Circular da Diretoria Superintendente do HU n® 214/2015, a cdpia
do parecer de aprovacido do CEP/UEL devera ser apresentado & Chefia e/ou Gerente das unidades

envolvidas antes do inicio da coleta de dados.

Solicitamos que, tdo loge o Comité de Etica emita parecer, essa Diretoria
Superintendente seja notificada, para os procedimentos cabiveis relacionados a documentacgio da

pesquisa.

Solicitamos também que, uma vez realizado o estudo, uma cépia seja apresentada a

esta Diretoria, para ciéncia e divulgagdo. A0
Em 31/08/2020

Dra.{Luiza®azuks Maoriya
Diretora Superintendente- Em Exercicio
Conissio de Avaliagao de Projetos de Pesguisa Cientifica (CAPEC) do HU
Fone: (43)3371-230]
e-mail: pesquisaim@uel, b

Campus Universitdrio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), Km 380-Fone {43} 3371-4000 -PABX — Fax 328-4440 - Caixa Poslal 6001 — CEP 8605 1-990 - www.uel.br
Haospital Universitirig/Centro de Ciéncias da Saide: Av. Robert Koch, 60 -V.Operaria -- Fone (43) 3371-2000 PABX- Fax 3337-7495-CEF 86038-440- www hu uel by

LONDRINA — PARANA - BRASIL

Form. Cadigo 34057 — Formato Ad (210X297)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIA';P«D DA EFICACIA DE UM ANT!SEEF'TECO ORAL E SPRAY MASAL NA
MELHORA DO QUADRO CLINICO, DIMINLII(}AO DE CARGA VIRAL E SUA
SUBSTANTIVIDADE EM PORTADORES DE SARS-COWV-2.

Pesguisador: Audrey Alesandra Stinghen Garcia Lonni

Area Temifica:

Versdo: 4

CAAE: 37277420.0.0000.5231

Instituigio Proponente: CCS - Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Patrocinador Principal: FABIAND VIEIRA VILHEMA

DADOS DO PARECER

MNiumero do Parecer: 4.325.682

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de estudo de coorte {longiudinal), randomizado e duplo-cego. O novo coronavirus, o SARS-CoV-2,
€ uma friste realidade que trouxe ao mundo uma pandemia, e tem levado a adogio de medidas sem
precedentes & nivel global. A transmissao do SARS-CoV-2 & por contato direto com as muccsas nasais,
orais e oculares. Desta forma, a cavidade oral esta diretamente associada ao processo evolutivo do
SARSCoV-Z na inalagio de particulas ambientsis no ar & nas expectoragies, isto porgue pode também ser
transmitido pela saliva. A detecgdo rapida e precisa do SARS-CoV/-Z & crucial no controle do surto na
comunidade e nos hospitais, e os esfregagos nasofaringeos e orofaringeos sdo os tipos de amostras
recomendados para as vias aéreas supenores para os testes de diagnostico do SARS-CoV-2. Além disso, o
nowe coronavirus foi detectado na safiva dos pacientes. Dessa maneira, a avaliagio da saliva, uma amostra
ndo inwasiva, & promissora para diagndstico, monitoramento & controle de infecgio em pacientes com
infecgdo do SARS-CoV-2. No contexto da pandemia global instalada. a precisSo da andlise de PCR de
transcrigdo reversa (RT-PCR) pode promover uma melhora no diagnostico clinico. assim como,
monitoramento e prognostico dos pacientes. A prescupagdo da contaminag3o pela boca, pode ser evitada
com medidas de prevengio, sendo a manutengio de boa higiens bucal uma importante forma preventiva,
assim, o antisséptico bucal tem stividade antimicrobiana e utilizado para gargarejar apresenta papel

fundamental para prevenir e tratar infecgdes respiratdrias superiores e

Endersgo. LABESC - Sala 14

Balrma:  Campus Universitano CEP. 86.057-970

UF: PR Municipio: LOMDRING

Telefona: (4313371-5455 E-mall: cep2Eauelor
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inferiores. Uma nova substdncia, patenteada de Phialox®, desenvolvida na Universidade do Vale do
Paraiba (UNIVAP), demonstrou reducdo da carga viral de SARS-CoV-2 e ndo apresenta efeitos tdxicos e
carcinogénicos. Diante do exposto, & evidente que o momento & de extrema urgéncia no desenvolvimento
de produtos eficazes e algumas situacdes apontam um caminho promissor. Neste estudo de coorte, serdo
selecionados 45 pacientes atendidos pelo setor de Moléstias Infecciosas do Hospital Universitario com
diagnastico de COVID-19 subdivididos em 3 grupos: G1 (n=15), uso de antisséptico bucal contendo placebo
+ spray nasal placebo; G2 (n=15), uso de antisséptico bucal contendo PHTALOX® + spray nasal placebo;
G3 (n=15), uso de antisséptico bucal confendo PHTALOX® + spray nasal contendo PHTALOX®. A deteccdo
do SARS-CoV2 sera realizada por reacdc semi quantitativa (carga viral) por RT-PCR em amostra de naso-
orofaringe. Serdo realizadas 3 avaliagdes: antes do inicio do estudo (D0 — dia zero), apos 24 h (D1) e apos
72 h (D3) apds o inicio do estudo. © uso de antissepiicos bucais terapéuticos podera fornecer um
tratamento auxiliar valiocso. Alem disso, apresenta como vanfagens ser adminisirado localmente, poder
reduzir a carga viral de SARS-CoV-2 e reduzir a microbiota nasofaringea, que tende a revestir as particulas
e goticulas de aerossol da superficie durante a tosse ou espirros, melhorando clinicamente o paciente
infectado e reduzindo a contaminagdo do ambiente. Critério de Inclus@o: Pacientes de ambos o0s sexos, com
idade entre 18 a 70 anos, com diagndstico de COVID-19 moderada a grave. Critério de Exclusdo: mais do
que 7 dias do inicio dos sintomas, necessidade de ventilagdo mecanica, intubacdo e UTI. A hipdtese & que o
uso do enxaguante bucal contendo PHTALOX® reduz a carga viral do SARS-CoV2 em acidentes com
COVID-19 apos 24 e 72 horas de uso.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a eficacia do antisseptico bucal individualmente, ou em associacao com o spray nasal, contendo
PHTALOX nos pardmetros clinicos e na carga viral em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2

Objetive Secundario;

- Avaliar a melhora dos sintomas clinicos dos pacientes apds o uso do antisséptico bucal,

- Avaliar a eficacia do antisséptico bucal na redugao de carga viral em amostras de naso-orofaringe apas o
uso;

- Awvaliar a eficacia do spray nasal na reducdo de carga viral em amosfras de naso-orofaringe apés o uso.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

"Riscos:

O tratamento experimental agui proposto ndo acarretara qualquer risco a salde do paciente e nem alteracdo
de qualguer um dos tratamentos. Mesmo sendo minimos, caso ocorra algum tipo de desconforto durante o
uso dos produtos propostos o participante sera prontamente atendido e amparado pelas enfermeiras e/ou
farmacéuticas responsaveis pela administracdo local do spray nasal e antisséptico bucal e um dos
pesquisadores deste estudo.

Beneficios:

A participacdo neste estudo ndo resultard em beneficios diretos a vocé. No entanto, a participagdo
contribuira para o melhor entendimento dos mecanismaos fisiopatologicos envolvides no desenvolvimento e
progressdo da doenca, resultando em beneficios para a sociedade como um todo.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa & relevante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

A pesquisadora apresentou folha de rosto assinada pela chefia de Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, orcamentc detalhado de RS 20 mil reais e declaracdo de patrocinio da Trial Saude Bucal &
Tecnologias. O cronograma prevé o inicio da coleta de dados para 01/09/2020. Apresentou também
declaracdo de responsabilidade de armazenamento de material biologico humano em biorrepositério.
Quanto aos riscos declara que tratamento proposto "ndo acarretara qualquer risco a salde do paciente e
nem alteracdo de qualquer um dos tratamentos” e " caso ocorra algum tipo de desconforto durante o uso
dos produtos propostos o participante sera prontamente atendido e amparado pelas enfermeiras efou
farmacéuticas responsaveis pela administracdo local do spray nasal e antisséptico bucal e um dos
pesquisadores deste estudo.” Nao foram mencionados a possibilidade de desconforto na coleta de material
de naso-orofaringe, que sera realizada por 3 vezes. O TCLE foi apresentado em forma de convite, em
linguagem acessivel porém ndo esclarece ao participante da pesquisa que o mesmo fara uso do spray nasal
e do antisséptico bucal por cinco vezes ao dia, e como esses procedimentos serao realizados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Para a aprovacao a pesquisadora devera:
1. Como ndo cabe analise &tica de estudos ja iniciados a pesquisadora devera apresentar
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declaracdo de que ndo iniciou o estudo e fazer a correcdo no cronograma nas informacdes basicas.
ANALISE: A pesquisadora readequou 0 inicio do estudo para 05/10/2020 e fez a devida corre¢do nas
informacdes basicas.

PENDENCIA RESOLVIDA

2. Quanto ao produto:

a. Esclarecer se & um novo farmaco;

b. Situagdo do produto na ANVISA,

c. Como varios antissépticos bucais sdo preconizados para serem uiilizados por duas vezes ao dia por 30
segundos, esclarecer porgue na metodologia estdo previstos cinco aplicacdes diarias;

d. Esclarecer se o produto ja foi testado anteriormente nessas formulacdes em seres humanos e a
concenfracao do mesmo no antisséptico bucal e no spray nasal.

ANALISE: A pesquisadora respondeu que "O produto ufilizado nesta pesquisa & um derivado de
Ftalocianina amplamente conhecido e utilizado na area de saude e naoc é considerado um novo farmaco”, "0
produto & um derivado de Ftalocianina, com atividade antimicrobiana, registrado e aprovado junto a ANVISA
sob o CAS 71667-29-3. " e " A proposta deste estudo esta em sintonia com a literatura a respeito de
tratamento auxiliar a COVID-19." e acrescentou a devida bibliografia.

PENDENCIA RESOLVIDA

3. Nos riscos, citar a possibilidade de desconforto da coleta de material da naso-orofaringe e acrescentar
essa informacao nas informagdes basicas e no TCLE.

ANALISE: A pesquisadora ndo apresentou informacdes sobre esta pendéncia, nem na caria resposta ou
nas informacfes basicas ou no TCLE.

PENDENCIA NAQ RESOLVIDA

4_Esclarecer nas informag des basicas e no TCLE como os pacientes serdo randomizados nos trés grupos.
AMALISE: A pesquisadora esclareceu que um software de randomizac3o fara a distribuicio aleatorizada do
nimero do Kit para cada paciente. A informag&o foi inserida no TCLE.

PENDENCIA RESOLVIDA.

5. Esclarecer nas informac 6es basicas e no TCLE qual a composicdo do placebo nas duas apresentacdes.
ANALISE: A pesquisadora esclareceu a composicio e a informacio foi acrescentada no TCLE.
PENDENCIA RESOLVIDA.

6. No TCLE, esclarecer ao participante da pesquisa que o mesmo devera fazer uso do spray nasal e
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do antisséptico bucal por 5 vezes ao dia bem como serdo realizados os procedimentos.

ANALISE: A informacao foi acrescida no TCLE.

PENDENCIA RESOLVIDA.

7. Uniformizar as informac des referentes ao numero de participantes da pesquisa nas informacgdes basicas e
na brochura (45x60).

ANALISE: A pesquisadora informou que o nimero de participantes sera de 45 e fez as devidas comegdes.
PENDENCIA RESOLVIDA.

PARA APROVAGAD DO ESTUDO A PESQUISADORA DEVERA RESPONDER A PENDENCIA NUMERO
3 E ATENTAR PARA O CRONOGRAMA TENDO EM VISTA A TRAMITACAO

Pendéncia n°3. Nos riscos, citar a possibilidade de desconforto da coleta de material da nasc-orofaringe e
acrescentar essa informacdo nas informacdes basicas e no TCLE.

ANALISE: A informac3o “No entanto, esclarecemos que a celeta de amostra de naso-orofaringe para
deteccdo do virus pode causar desconforto ao paciente” foi acrescida ao TCLE e as informac des basicas do
estudo na plataforma Brasil no item RISCOS. O cronograma foi readequado para inicio do estudo em
12/10/2020.

PENDENCIA RESOLVIDA.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Prezado(a) Pesquisador(a),

Este & seu parecer final de aprovacéo, vinculado ao Comité de Ftica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade apresenta-Lo aos orgéos efou
instituicGes pertinentes.

Ressaltamos, para inicio da pesquisa, as seguintes atribuices do pesquisador, conforme Resolugdo CNS
46672012 e 510/2016:

A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éficos e legais,
cabendo-lhe:

- conduzir o processo de Consentimento e de Assentimento Livre e Esclarecido;

- apresentar dados solicitados pelo sistema CEP/CONEP a qualquer momento;

- desenvolver o projeto conforme delineado, justificando, quando ocorridas, a sua mudanca ou interrupgdo;
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- elaborar e apresentar os relatorios parciais e final;

- manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
pericdo minimo de 5 (cinco) anos apos o término da pesquisa;

- encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores e
pessoal técnico integrante do projeto,

- justificar fundamentadamente, perante o sistema CEP/CONEP, interrup¢do do projeto ou a ndo publicagdo
dos resultados.

Coordenacdo CEP/UEL.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/10/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1611728 pdf 17:36:09
Qutros CartaResposta2. pdf 04/10/2020 |Andréa Name Colado| Aceito
17:35:48 | Siméo

TCLE/ Termos de | TCLErevisado2 pdf 04/10/2020 |Andréa Name Colado| Aceito

Assentimento / 17:34.06 |Simdo

Justificativa de

Auséncia

Qutros CartaResposta pdf 13/09/2020 |Andréa Name Colado| Aceito
20:40:29 | Simdo

Projeto Detalhado / | ProjetoCorrigido. pdf 13/09/2020 |Andréa Name Colado| Aceito

Brochura 20:38:09 |Simdo

Investigador

Declaracdo de declaracaobancoatual pdf 02/09/2020 |Andréa Name Colado| Aceito

Manuseio Material 12:54:3% |Simdo

Biologico /

Biorepositdrio /

Biobanco

Folha de Rosto FolhaderosiocAudrey.pdf 02/09/2020 |Andréa Name Colado| Aceito
12:26:46 | Simdo

Qutros HU _pdf 02/09/2020 |Andréa Name Colado| Aceito
12:22:25 | Simdo

Declaracdo do Patrocinador pdf 20/08/2020 |Andréa Name Colado] Aceito

Patrocinador 12:00:59 | Siméo

Qutros Confidencialidade pdf 20/08/2020 |Andréa Name Colado| Aceito
11:59:51  |Simdo
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Abstract

BACKGROUND: In individuals with coronavirus disease (COVID-19), the severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) viral load (VL) plays an

important role in infectivity.

OBJECTIVES: This study aimed to evaluate the reduction in the VL and infectivity
induced by phthalocyanine mouthwash and nasal spray in patients with COVID-

19.

METHODS: Patients with mild COVID-19 were recruited to participate in a triple-
blinded randomized controlled trial. Participants were assigned to one of three
groups: Group 1, nonactive mouthwash and saline nasal spray (SNS); Group 2,
phthalocyanine mouthwash and SNS; and Group 3 phthalocyanine mouthwash
and phthalocyanine nasal spray. VL was assessed in nasopharyngeal and
oropharyngeal swabs collected at the time of clinical diagnosis at baseline and

24 and 72 hours after starting the rinsing protocols.

FINDINGS: Forty-six participants were included in the analysis, 15, 16, and 15 in
Groups 1, 2, and 3, respectively. After 72 hours, the reduction in VL was
significantly higher in Group 3 (mean cycle threshold (Ct) decrease: —11.21) than
in Group 1 (mean Ct decrease: -5.53). Additionally, only the mean VL in Group

3 was reduced to a non-contagious level after 72 hours.

MAIN CONCLUSIONS: Use of phthalocyanine mouthwash and nasal spray is

effective at reducing SARS-CoV-2 infectivity.
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Introduction

The coronavirus disease (COVID-19) pandemic began in December 2019 in
China and spread worldwide, causing serious consequences and prompting a
race to search for drugs to treat and prevent the disease. The nasal and oral
cavities contain a large number of angiotensin-converting enzyme(") (ACE2) and
TMPRSS®@ receptors, which serve as binding sites by which severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) enters cells. Once infected,
person-to-person transmission can occur through human saliva, respiratory
droplets, potentially through direct contact and fomites, and by speaking,
coughing, sneezing, or breathing, and the respiratory droplets formed may
contain a high viral load (VL).®* The SARS-CoV-2 VL plays an important role in
infectivity and transmission, in addition to affecting the body of infected
individuals.®") Faced with this situation, preventive measures are necessary,
including paying attention to simple measures to promote oral and nasal hygiene.
Antiviral solutions ranging from simple universal saline solutions to novel
compounds have been proposed for mechanical and chemical oral and nasal
antisepsis.®19 Recently, phthalocyanine has been proposed as an adjuvant
gargling and rinsing therapy for the prevention and treatment of patients with

SARS-CoV-2 infection.(''-13) This study aimed to evaluate the reduction in the VL
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and infectivity induced by nasal and oral rinsing with phthalocyanine in patients

with COVID-19.

Patients and Methods

Study design

Patients were recruited from the COVID-19 outpatient clinic of the University
Hospital of Londrina-Parana, Brazil, from November 1, 2020 to February 1, 2021.
All participants provided written informed consent. The study protocol was
approved by the Research Ethics Committees of the State University of Londrina,
Parana, Brazil (CAAE 37277420.0.0000.5231), and the procedures followed

were in accordance with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 1983.

The study was a prospective randomized triple-blinded randomized
controlled trial. The study was registered in the Brazilian Registry of Clinical Trials
(ReBEC) (RBR-8tygcz7) and complied with the Consolidated Standards of
Reporting Trials (CONSORT) 2010 checklist. Participants were instructed to use
nasal and oral rinsing protocols according to the following groups: Group 1,
nonactive mouthwash and saline nasal spray (SNS); Group 2, phthalocyanine
mouthwash and SNS; and Group 3, phthalocyanine mouthwash and
phthalocyanine nasal spray. They were instructed to gargle for 30 s and rinse for
30 s with 5 mL of the mouthwash solution and to spray two pumps of the nasal
spray into each nostril five times a day for three consecutive days. Participants’

VLs were assessed using reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-
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PCR) on the first and third days of using the mouthwash and nasal spray. Each

participant’s adherence to the rinsing protocols was recorded.

The inclusion criteria were patients aged 18 to 80 years who tested positive
for SARS-CoV-2, and were diagnosed within 7 days of symptom onset. The
exclusion criteria included patients with Ct values greater than 31; and patients
who had contraindications to using mouthwash or nasal spray for medical
reasons or because of an inability to gargle and spit. All participants received
standard care (antibiotics, corticosteroids, and anticoagulants) according to the
World Health Organization standard treatment guidelines,('¥ plus one of the three
mouthwash and nasal spray interventions. The phthalocyanine mouthwash had
the same formula (color, flavor, and other ingredients) as a nonactive mouthwash,
except for the presence or absence of the active ingredient, and both were
produced by Rabbit Corp, Brazil. A private dispensing pharmacy in Brazil
produced the phthalocyanine nasal solution. Both solutions (phthalocyanine and

SNS) were bottled in exactly the same type of container with a pump valve.

Randomization and masking

Sample randomization was performed as follows: The mouthwash bottles and
nasal sprays were placed in consecutively numbered closed packages. An Excel
(Microsoft, Redmond, WA, US) database was created from these numbered
packages and used for randomization. After randomization, packages with

mouthwash bottles, oral care kits (dental floss, toothbrush, and fluoride
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toothpaste, Rabbit Corp, Brazil), and nasal sprays were delivered to the

participants.

RNA extraction and quantitative PCR for SARS-CoV-2

Viral RNA was extracted from 100 pyL of nasopharyngeal or oropharyngeal
swab, using the automated extractor, EXTRACTA 32 (Loccus, Cotia, Brazil), and
magnetic bead extraction kits (MVXA-P016 FAST), following the manufacturer's
instructions (Loccus, Cotia, Brazil). A negative extraction control (UltraPure
DNase/RNase-Free Distilled Water, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA) was added to each extraction run.

The diagnosis of SARS-CoV-2 infection and monitoring of VL were
performed by real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) using fluorescent probes (Tagman).("5. Nucleic acids were extracted from
120 uL of nasopharyngeal or oropharyngeal swab collected by an experienced
nurse using the EXTRACTA Kit FAST-DNA and viral RNA, following the
manufacturer's instructions (Loccus, Sao Paulo, Brazil). The purified nucleic acid
was reverse-transcribed into cDNA and amplified using the TagPath COVID-19
CE-IVD RT-PCR Kit (Applied Biosystems) and the QuantStudio 6 Flex Real-Time
PCR System, according to the manufacturer’s instructions. The RT-PCR result
was considered positive when two or more genes of SARS-CoV-2 (ORF1ab, N,
and S) were present with cycle threshold (Ct) values less than 37. The mean Ct
values of the three genes were used for the statistical analysis. Real-time RT-

PCR Ct is a semiquantitative method of estimating the VL. The Ct value
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represents the number of cycles required to identify the target gene('® and is
inversely related to the VL. The VL was classified as high, intermediate, or low,
according to whether the Ct value was <25, 25-30, or >30, respectively.®
According to Jaafar et al.("), infectivity, as defined by growth in cell culture, can
be considered high when the RT-PCR Ct value is less than 25. In addition,
approximately 85% of cultures have been shown to be negative if the Ct value is
greater than 33. Thus, we considered samples with Ct values greater than 33 to

have low infectivity.

Statistical analysis

Initially, descriptive and exploratory analyses of all data were performed.
Data were summarized as frequencies and percentages for categorical variables
and as means and standard deviations or medians and interquartile ranges for
continuous variables. Then, the three groups were compared using Fisher's exact
test for categorical variables and generalized linear models for continuous
variables (age and onset of symptoms). The Ct values met the assumptions for
parametric analysis and were analyzed using generalized linear models for
repeated measures. They were also analyzed for variations in the Ct value in
relation to the baseline by one-way analysis of variance and Tukey's test. Finally,
associations between groups and a classification of infectivity (high, intermediate,
and low) were analyzed based on Ct values using Fisher's exact test. All analyses
were performed using the R Core Team program (R Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria), with a significance level of 5%. All tests were based
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on the null hypothesis of the three interventions having an equivalent effect on

the Ct value.

Results

A total of 75 patients with mild COVID-19 were recruited for the study
(Figure 1). Twenty-five patients were assigned to each group. After removing
seven patients who did not satisfy the inclusion criteria, there were 22, 23, and
23 patients in Groups 1, 2, and 3, respectively (N = 68). After excluding patients
who declined to participate or who discontinued the intervention, there were 15,
16, and 15 participants in Groups 1, 2, and 3, respectively, (N =46) who

completed the intervention and were included in the analysis.

As shown in Table I, there was no significant difference between the groups
in terms of age and time since symptom onset. The patients’ ages ranged from
20 to 66 years, with means of 33.9, 36.6 and 41.3 years in Group 1 (use of
mouthwash containing placebo and SNS), Group 2 (use of mouthwash containing
phthalocyanine and SNS), and Group 3 (use of phthalocyanine mouthwash and
phthalocyanine nasal spray). There was also no difference between the groups
in terms of sex distribution, presence of obesity, hypertension, diabetes, or other

comorbidities.

The Ct values decreased significantly in all three groups (Table Il). After 72
hours, the decrease in the Ct was greatest in Group 3 (11.21) and least in Group

1(5.53).
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Figure 2 shows the mean Ct values of the three groups over time, according
to the degree of infectivity and the VL. All three groups had a high VL at baseline.
Seventy-two hours after starting the rinsing protocols, Group 1 had an
intermediate VL, and Groups 2 and 3 had a low VL. Only Group 3 had a mean

Ct value showing reduced infectivity on day 3.

Discussion

In the present study, all three groups experienced a decrease in Ct values over
time, indicating a reduction in the VL. These results are in accordance with
previous reports that gargling and rinsing with mouthwash, and rinsing the nasal

cavity, are associated with a reduction in the SARS-CoV-2 VL&),

Considering that the highest VL can be found in the first week after symptom
onset('® a rapid reduction in the VL as soon as the patient is diagnosed with
COVID-19 is important. SARS-CoV-2 VL is associated with markers of
inflammation and disease severity.('% In the presence of inflammation and severe
disease, the WHO COVID-19 drug protocol recommends the use of additional
therapies to reduce the VL, and a reduction in the VL can contribute to a better
clinical outcome.(¥ In this study, there was a threefold greater reduction in the
VL in the first 24 hours and a greater than 1.5-fold greater reduction after 72 hours
in the groups that used the phthalocyanine mouthwash (Groups 2 and 3)
compared to the group that used nonactive mouthwash (Group 1). In addition,
only in the groups that used the phthalocyanine mouthwash (Groups 2 and 3)

had low VLs (Ct >30) 72 hours after starting the rinsing protocols. The use of
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phthalocyanine solutions was shown to have a clinically important effect.
Previous laboratory studies have shown greater than 90% reduction in the SARS-
CoV-2 VL when samples were exposed to phthalocyanine.('320) In addition,
clinical improvement using the adjuvant phthalocyanine gargling and rinsing
mouthwash protocol was achieved, leading to a favorable asymptomatic outcome
after a few days of use for both hospitalized and non-hospitalized COVID-19

patients.(11-13)

This study has some limitations. The sample size was limited. Furthermore, Ct
values are semiquantitative and the RT-PCR evaluation only indicates the
presence or absence of virus fragments. More precise results could be obtained
if the evaluation measured the infective capacity of viable viruses after using the

rinsing protocols.

In the present study, we adopted the measure of infectivity as previously
described by Jaafar et al.,(") based on a study in which more than 3700 samples
were assessed for viral viability. The study results showed that samples with Ct
values lower than 25 had high infectivity and samples with Ct values of 33 or
more had reduced infectivity. Lowering infectivity reduces both the individual risk
clinical worsening, and the risk of SARS-CoV-2 transmission other individuals. In
our study, only the group that used both phthalocyanine mouthwash and
phthalocyanine nasal spray (Group 3) showed reduced infectivity 72 hours after

beginning the protocol.

Conclusion
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Nasal and oral rinsing with phthalocyanine antiseptic solutions can reduce the
SARS-CoV-2 VL and reduce infectivity to low or non-contagious levels after 3
days of use. Further studies with larger sample sizes are required to confirm

these results.
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Table I. Comparisons between groups regarding patient characteristics.

Variable

Group

G1 (n=15)

G2 (n=16)

G3 (n=15)

Age (years): Mean

(standard deviation);

33.9 (13.7); 28.0

36.6 (12.1); 31.0

41.3 (11.8); 42.0

Median (interquatile (24.0-47.0); (26.0-47.5); (31.0-51.0);
range); (minimum and (20.0-66.0) (23.0-56.0) (21.0-62.0)
maximum)
p-value 0.2444
Sex — Frequency (%)
Female 9 (60.0%) 12 (75.0%) 10 (66.7%)
Male 6 (40.0%) 4 (25.0%) 5 (33.3%)
p-value 0.6781
Symptom onset
(days): Mean

5.3(1.4);6.0 5.4 (1.2);6.0 5.6 (0.8); 6.0
(standard deviation);
Median  (interquatile (5.0-6.0); (1.0- (4.5-6.0); (3.0- (5.0-6.0); (4.0-

7.0) 7.0) 7.0)

range); (minimum and
maximum)
p-value 0.8124
Obesity — Frequency
("%)
Yes 2 (13.3%) 3 (18.8%) 7 (46.7%)
No 13 (86.7%) 13 (81.2%) 8 (53.3%)
p-value 0.1425
Arterial hypertension
— Frequency ('%)
Yes 1(6.7%) 2 (12.5%) 1(6.7%)
No 14 (93.3%) 14 (87.5%) 14 (93.3%)
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p-value 1.0000

Diabetes

Yes 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1(6.7%)
No 15 (100.0%) 16 (100.0%) 14 (93.3%)
p-value 0.6522

Other comorbidities —

Frequency (%)

Yes 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1(6.7%)
No 15 (100.0%) 16 (100.0%) 14 (93.3%)
p-value 0.6522

. 'Percentages in columns within each group; 2For patients who were hospitalized. G1: use of
mouthwash containing placebo + placebo nasal spray; G2: use of mouthwash containing PHTALOX®
+ placebo nasal spray; G3: use of mouthwash containing PHTALOX® + nasal spray containing
PHTALOX®.
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Table Il. Mean (standard deviation); of the viral load estimated by the CT value (cycle

threshold values) obtained in the PCR reaction as a function of the group and time.

Time Group
G1 (n=15) G2 (n=16) G3 (n=15)
Mean
Mean (standard (standard Mean (standard
deviation) deviation) deviation)
Time
Baseline (DO) 2419 (6.13) Ac 21.51(4.39) Ac 22.35(4.28) Ac
After 24 hours (D1) 26.42 (6.58)
25.74 (4.29) Ab Ab 27.83 (6.15) Ab
After 72 hours (D3) 30.46 (5.53)
29.72 (5.53) Aa Aa 33.55 (5.15) Aa
p-value* p(group)=0.6412; p(time)<0.0001;

p(interaction)=0.2899

Variation in time

After 24 hours
1.55 (5.54) A 4.91 (4.89) A 5.48 (5.33) A

(D1) - (DO)

Svalue p=0.0959

After 72hours(D3) - 5 53 508)B  8.96 (4.01) AB  11.21 (4.35) A
(DO)

Svalue™ p=0.0113

*One-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test.
**Fisher's exact test

Different letters (upper case comparing horizontally between groups and lowercase comparing vertically
between times) indicate statistically significant differences. G1: use of mouthwash containing placebo +



78

placebo nasal spray; G2: use of mouthwash containing phthalocyanine+ placebo nasal spray; G3: use of

mouthwash containing phthalocyanine + nasal spray containing phthalocyanine.
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Figure 1. CONSORT flow diagram
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Figure 2. Mean viral load, estimated by the CT value (cycle threshold values) obtained
in the PCR reaction, as a function of group and time. G1: use of mouthwash containing
placebo + placebo nasal spray; G2: use of mouthwash containing phthalocyanine+
placebo nasal spray; G3: use of mouthwash containing phthalocyanine + nasal spray

containing phthalocyanine.
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