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RESUMO

A COVID-19 (Coronavirus disease 2019) € uma doenca que emergiu inicialmente em 2019 na
provincia de Wuhan, na China e atingiu o grau de pandemia, com elevado nimero de casos
de individuos contaminados e mortos no mundo todo. Essa patologia é ocasionada pelo virus
SARS-CoV-2 (Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2) e pode apresentar
manifestacdes clinicas leves, ou graves, as quais podem evoluir até o 6bito. A Unica terapia
profilatica contra o SARS-CoV-2 sdo as vacinas, no entanto, tem crescido a busca por
alternativas terapéuticas oriundas de produtos naturais, principalmente daqueles da Medicina
Tradicional Chinesa. Um destes produtos é a Propélis, um material resinoso produzido por
abelhas da espécie Apis melifera a partir de secrecbes e outras partes de plantas,
apresentando diversas atividades farmacolo6gicas, incluindo-se dentre elas a atividade anti-
SARS-CoV-2. Diversos sdo 0os componentes quimicos desse produto que apresentam
atividade antiviral frente ao SARS-CoV-2 in vitro e in silico, porém, poucos sao os estudos que
caracterizem os perfis fisico-quimicos de interacdo entre essas moléculas e os alvos
biol6gicos do virus. Dessa forma, objetiva-se por meio do trabalho avaliar os principais
constituintes quimicos da propélis com atividade anti-SARS-CoV-2 e os perfis de interacédo
fisico-quimica entre estes e os principais alvos bioquimicos do SARS-CoV-2. Para isso, foi
realizada uma busca na literatura cientifica, utilizando-se as bases de dados PubMed,
Elsevier's Science Direct, Peridédicos da CAPES, e Taylor & Francis Springer-Nature
database, utilizando-se os descritores “propolis” e “covid-19”. Os dados obtidos foram
organizados em tabelas que descrevem as caracteristicas principais dos estudos, bem como
0 grupo de moléculas mais promissoras e a caracterizagao fisico-quimica. Assim, foi possivel
observar que as moléculas mais promissoras termodinamicamente frente a inibicdo de alvos
biolégicos do SARS-CoV-2, foram os flavonéides, sendo os principais a rutina, a hesperidina,
o kaempferol, a isoramnetina e o (2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-prenilflavonona e um &cido
fendlico, o CAPE. As interacdes intermoleculares mais descritas foram ligagdes de hidrogénio
e interacBes hidrofdbicas, e os aminoacidos mais envolvidos nas interagdes foram a treonina
e a histidina. Assim sendo, € possivel observar o elevado potencial desse grupo de moléculas
guimicas termodinamicamente favoraveis. Apesar disso, torna-se necessaria a realizacao de
ensaios clinicos com a fundamentacéo metodoldgica adequada de maneira a se comprovar a

eficacia deste produto frente as manifestagdes clinicas, bem como a profilaxia da COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19, SARS-CoV-2, Propdlis, Flavonoides, Moléculas.



ABSTRACT

COVID-19 (Coronavirus disease 2019) is a disease that first emerged in 2019 in Wuhan
province, China and reached the degree of pandemic, with a high number of cases of infected
and dead individuals worldwide. This pathology is caused by the SARS-CoV-2 virus (Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) and may be manifested with mild or severe
clinical manifestations, which may progress to death. Vaccines are the only prophylactic
therapy against SARS-CoV-2, however, the search for therapeutic alternatives obtained from
natural products, mainly those from Traditional Chinese Medicine, has grown. One of these
products is Propolis, a resinous material produced by bees of the Apis melifera species from
secretions and other parts of plants, presenting several pharmacological activities, including
the anti-SARS-CoV-2 activity. There are several chemical components of this product that
present antiviral activity against SARS-CoV-2 in vitro and in silico, however, there are few
studies that characterize the physicochemical profiles of interaction between these molecules
and the biological targets of the virus. Thus, the objective of this work is to evaluate the main
chemical constituents of propolis with anti-SARS-CoV-2 activity and the physicochemical
interaction profiles between these and the main biochemical targets of SARS-CoV-2. For this,
a search was carried out in the scientific literature, using the databases PubMed, Elsevier's
Science Direct, CAPES Journals, and Taylor & Francis Springer-Nature database, using the
descriptors “propolis” and “covid-19 ”. The data obtained were organized in tables that describe
the main characteristics of the studies, as well as the group of most promising molecules and
the physicochemical characterization of these substances. Thus, it was possible to observe
that the most thermodynamically promising molecules for the inhibition of SARS-CoV-2
biological targets were the flavonoids, the main ones being rutin, hesperidin, kaempferol,
isoramnetin and (2S)-5, 7-dihydroxy-4'-methoxy-8-prenylflavonone and a phenolic acid,
CAPE. The most described intermolecular interactions were hydrogen bonds and hydrophobic
interactions, and the amino acids most involved in the interactions were threonine and
histidine. Therefore, it is possible to observe the high potential of this group of molecules
present in propolis against the inhibition of viral replication and invasion through
thermodynamically favorable chemical interactions. Despite this, it is necessary to carry out
clinical trials with adequate methodological foundations in order to prove the efficacy of this

product against clinical manifestations, as well as the prophylaxis of COVID-19.

Key Words: COVID-19, SARS-CoV-2, Propolis, Flavonoids, Molecules.
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1 INTRODUCAO
A COVID-19 (Coronavirus disease 2019) emergiu inicialmente em 2019, na

provincia de Wuhan, na China e no mesmo ano se disseminou pelo mundo tornando-
se uma pandemia de grau consideravel, sendo causada especificamente pelo virus
SARS-CoV-2 (Virus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2), da familia
Coronaviridae e pertencente ao grupo dos Betacoronavirus (Género), fazendo parte
do subgénero Sarbecovirus (CASCELLA et al., 2020; ROMANO et al., 2020). Em 13
de outubro de 2021, o numero de casos positivos de COVID-19 no mundo ultrapassou
238.521.855, sendo o numero de mortes a nivel global igual a 4.863.818 (OMS, 2021).

No Brasil, dados recentes mostram que o numero de casos confirmados de
COVID-19 ultrapassa os 21.597.949, sendo o numero de casos novos registrados no
dia 14 de outubro de 2021 igual a 7.852 (MINISTERIO DA SAUDE., 2021). Em relacéo
aos Obitos acumulados, ultrapassa-se a marca de 600 mil mortos pelo virus, sendo
isso resultante da ineficacia na tomada de medidas de protecdo, bem como de atitudes
negacionistas tomadas pelo Presidente da Republica (MINISTERIO DA SAUDE.,
2021; VENTURA, AITH, RACHED., 2021).

O SARS-CoV-2 é um virus de fita simples positiva de RNA (contendo uma Unica
sequéncia de bases nitrogenadas) com uma morfologia semelhante a uma coroa
(corona é o termo em latim para coroa) com espiculas em sua superficie (glicoproteina
spike), sendo isso observado por meio de microscopia eletrénica (CASCELLA et al.,
2020). O seu material genético € constituido por genes estruturais e ndo estruturais,
sendo o0s estruturais responsaveis pela sintese das proteinas que formarao
principalmente seu envelope lipoproteico e 0s ndo estruturais responsaveis pela
sintese de seus fatores de viruléncia (FINKEL et al., 2020). Devido a diferencas na
sequéncia organizacional dessas bases nitrogenadas, esse virus pode ser
considerado geneticamente diferente do SARS-CoV-1 e do MERS-CoV (RASKIN.,
2020).

A fisiopatologia da COVID-19 envolve alteragbes estruturais celulares
acompanhadas por eventos inflamatoérios graves que acarretam em extenso dano a
nivel tecidual, resultando nas diversas manifestacdes clinicas da doenca, incluindo:
febre, tosse, cefaleias, artralgias, mialgias, cansaco e indisposi¢cao (KUMAR., 2021).
81% dos casos da doenca se manifestam em sua forma leve ou moderada, sendo os
19% restantes caracterizados pela forma grave, onde € possivel observar nos

pacientes quadros de dispneia, baixa saturacdo sanguinea de oxigénio, presenca de
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infiltrados pulmonares, faléncia pulmonar e disfuncdes cardiovasculares (WU,
MCGOOGAN., 2020).

N&o h& nenhum tratamento por via oral atualmente disponivel que seja capaz
de tratar ou prevenir de forma efetiva a contaminacéo pelo coronavirus (WANG et al.,
2020). Alguns farmacos disponiveis para administracdo intravenosa, como alguns
anticorpos monoclonais e inibidores de protease viral sdo utilizados apenas em
ambiente hospitalar para o tratamento especifico da SRAG (Sindrome Respiratéria
Aguda Grave), apresentando um elevado custo associado, 0 que o0s torna
praticamente inacessiveis (WANG et al., 2020).

Dessa maneira, a forma preventiva declaradamente eficaz para a prevencéo
da COVID-19 sao as vacinas, as quais passaram a ser disponibilizadas no final de
2020 em alguns paises e no comeco de 2021 no Brasil apds a realizacdo de ensaios
clinicos multicéntricos desenvolvidos em varios paises (HODGSON et al., 2021).
Essas, por sua vez, apresentam a capacidade de gerar uma resposta imune eficaz e
que € responsavel por evitar a entrada do virus nas células do hospedeiro (HODGSON
et al., 2021).

Consequentemente, a procura por produtos naturais tem sido crescente para o
tratamento de diversas patologias, principalmente durante a pandemia de COVID-19.
Um desses produtos, muito utilizado pelo conhecimento popular € a Propdlis
(MARCUCCI, 1995). A propdlis € um material resinoso e gomoso produzido por
abelhas da espécie Apis melifera a partir de secre¢des de arvores e outras plantas
contendo polen e enzimas (MARCUCCI, 1995). A funcao principal desse produto é
proteger as abelhas contra predadores e microrganismos, bem como servir de base
estrutural para suas colmeias, oferecendo estabilidade as suas paredes (BURDOCK,
1998). A atividade antimicrobiana da propolis € uma de suas principais caracteristicas,
sendo subdividida em antibacteriana, antifiingica e antiviral, além de apresentar outras
atividades farmacolégicas descritas na literatura, como anti-inflamatéria, antitumoral,
imunoestimulante, antioxidante e hepatoprotetora (BANSKOTA et al., 1998;
BURDOCK., 1998; KUJUMGIEV et al., 1999; JENG et al., 2000; KIMOTO et al, .2000;
ORSIA et al., 2005; MARQUELE et al., 2006).

Alguns estudos in vitro e in vivo ja relatam efeitos promissores da propdlis frente
a COVID-19, principalmente por meio de mecanismos imunomoduladores,
antinflamatorios e antivirais (BANSKOTA et al., 1998; BURDOCK., 1998; KUJUMGIEV
et al., 1999; JENG et al., 2000; KIMOTO et al, .2000; ORSIA et al., 2005; MARQUELE
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et al.,, 2006). No entanto, pouco se sabe acerca de qual ou quais substancias
presentes nesse produto sao responsaveis especificamente pelos seus efeitos anti-
COVID-19, bem como seus mecanismos moleculares.

Dessa forma, este trabalho busca realizar um levantamento acerca de quais
compostos presentes na propolis podem estar envolvidos com sua atividade antiviral
frente ao SARS-CoV-2, bem como suas caracterizacbes fisico-quimicas e

farmacoldgicas.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 COVID-19

2.1.1 Epidemiologia no Brasil e no mundo
A pandemia de COVID-19 emergiu no mundo inicialmente em 2019 na China e

tem causado diversos transtornos socioeconémicos e de salde publica aos diversos
paises do globo (OMS, 2021). O primeiro caso da doenca foi registrado na provincia
de Wuhan, na China, e a partir disso tem se espalhado exponencialmente causando
diversas mortes pelo mundo (CASCELLA et al). No Brasil, o primeiro caso detectado
de SARS-CoV-2 foi relatado em fevereiro de 2020, em um periodo no qual a Europa
ja havia registrado milhares de casos, segundo dados do Ministério da Saude. Neste
mesmo pais, o numero total de casos confirmados ultrapassa os 21 milhées, sendo o
namero de obitos registrados equivalente a 604.228, com um numero de 20.861.055
casos recuperados, assim como mostrado pela plataforma Painel Coronavirus do
Ministério da Saude.

Em relacdo ao niumero de casos novos, a semana epidemiolégica 12 registrou
0 pico de maior intensidade, com um total de 539903 casos (Imagem 1). A partir da
semana epidemioldgica 29, os casos novos de COVID-19 passaram a se estabilizar,
sendo isso resultante do aumento da quantidade da populacdo vacinada no pais.

Falando-se em numero de Obitos, €& observado que as semanas
epidemioldgicas 14 e 15 apresentaram 0s maiores picos registrados, sendo os valores
de 21141 e 20344 respectivamente. A partir da semana epidemioldgica 25 os dados
relativos a mortalidade se estabilizaram em gueda, sendo isso também indicativo da
efetividade da cobertura vacinal no pais. (Imagem 2).

De acordo com os dados do Ministério da Saude, o numero de doses de vacinas
contra a COVID-19 distribuidas é de 310.498.347 milhdes, sendo o numero de doses
aplicadas igual a 261.461.860 milhdes por todo o pais. Os estados com maiores

percentuais de habitantes vacinados sdo Santa Catarina (74,71% da populagao
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completamente vacinada), Sdo Paulo (80,07%), Rio Grande do Sul (73,91%), Minas
Gerais (73,33%) e Espirito Santo (72,78%). Do total da populacdo do Brasil,
107.407.959 milhdes (50,35%) se encontram completamente vacinados com as duas
doses ou com a vacina de dose Unica, 0 que representa um grande avanco, apesar
da grande letargia inicial.

No mundo, de acordo com a OMS, em 20 de outubro de 2021 o numero de
casos confirmados de COVID-19 ultrapassava os 241 milhdes, sendo o total de mortes
registradas igual a 4.912.112 milhdes. O continente americano registra grande parte
dos casos confirmados de COVID-19 (92.399.661 milhdes), enquanto que a Africa
registra a menor quantidade de casos em relacdo ao mundo (6.119.338 milhdes). Em
relagdo ao numero diario de 6bitos foi observado que as américas também lideram o
ranking (2.266.491 milhGes), seguidas pela Europa (1.388.047 milhdes) e pela Asia
(685.654 milhdes). O oeste do Pacifico registra 0 menor nimero de Obitos de todo o
planeta, sendo este igual a 125.113 mortes. Isso € representativo do sucesso das
medidas de isolamento e de prevencao ao contagio tomadas pelos representantes
dos paises desse continente.

O total de doses de vacinas aplicadas pelo mundo ultrapassa a marca de 6
bilhdes. Em relacdo ao ranking dos paises com maior percentual de populagéo
vacinada é registrado que os Emirados Arabes Unidos apresentam maior
porcentagem (96% da populacéo vacinada; 85,63% completamente vacinada e 9,90%
parcialmente vacinada), seguido por Portugal (88% da populagéo vacinada; 86,38%
completamente vacinada e 1,90% parcialmente vacinada), Cuba (86% da populacéo
vacinada; 60% completamente vacinada e 25,88% parcialmente vacinada), Chile
(81% da populagéo vacinada; 74,81% completamente vacinada e 9,12% parcialmente
vacinada) e Espanha (81% da populacéo vacinada; 79,34 completamente vacinada e
1,74% parcialmente vacinada). O Brasil, por sua vez, se apresenta na 142 posi¢ao do
ranking mundial (73% da populagédo vacinada; 50,05% completamente vacinada e
23,10% parcialmente vacinada) (Our World in Data, 2021).
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Figura 1. Casos novos de COVID-19 por Semana Epidemiolégica de notificacdo. A semana
epidemioldgica 12 registrou o pico de maior intensidade, com um total de 539903 casos, enquanto que
a partir da semana epidemioldgica 29 os casos passaram a se estabilizar. Fonte: Ministério da Salde,
2021.
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Figura 2. Obitos de COVID-19 por Semana Epidemiolégica de notificagdo. As semanas
epidemiolégicas 14 e 15 apresentaram 0s maiores picos registrados, sendo os valores de 21.141 e
20.344 respectivamente. A partir da semana epidemiolégica 25 os dados relativos & mortalidade se
estabilizaram em queda. Fonte: Ministério da Salde, 2021.

2.1.2 O SARS-CoV-2
O SARS-CoV-2 € um virus de fita simples de RNA de sentido positivo (contendo

uma sequéncia Unica linear de bases nitrogenadas) com uma morfologia semelhante
a uma coroa (corona € o termo em latim para coroa) com espiculas em sua superficie
(glicoproteina spike ou glicoproteina S) (CASCELLA et al.,, 2020). Esse virus é
caracterizado filogeneticamente por fazer parte da familia Coronaviridae e do grupo
dos Betacoronavirus (Género), fazendo parte do subgénero Sarbecovirus
(CASCELLA et al., 2020; ROMANO et al., 2020).

Por ser um virus envelopado, 0 SARS-CoV-2 apresenta sensibilidade a alguns
agentes fisicos e quimicos, incluindo-se o etanol 70% (p/v) e o hipoclorito de sodio, 0s
quais sdo utilizados rotineiramente como agentes desinfetantes (BOOZARI,
HOSSEINZADEH., 2021). Além disso, estudos ja mostraram que esse virus nao €
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capaz de sobreviver a elevadas temperaturas nem mesmo a radiacao dentro da faixa
do ultravioleta (UV) (BOOZARI; HOSSEINZADEH., 2021). Dessa forma, ha um leque
de opc¢des que podem ser utilizadas com o objetivo de se eliminar o coronavirus de
ambientes e principalmente de superficies (BOOZARI; HOSSEINZADEH., 2021).

Estruturalmente, o SARS-CoV-2 se caracteriza por apresentar um
nucleocapsideo contendo RNA disperso em seu interior (Imagem 3). Na superficie do
seu envelope sédo encontradas diversas proteinas estruturais, podendo-se destacar
as proteinas fosforiladas do nucleocapsideo (N), proteinas do envelope (E), proteinas
de membrana (M) e a hemaglutinina (HA) (ZHOU et al., 2020). As proteinas M, Ee S
se localizam inseridas na bicamada lipidica que constitui o envelope viral, enquanto
que a proteina N localiza-se no centro do nucleocapsideo, protegendo o material
genético do virus, principalmente frente a degradacéo enzimatica (ZHOU et al., 2020).
Os virions de SARS-CoV-2 sao particulas que apresentam geometria esférica de 80
a 120 nm de tamanho, apresentado elevado potencial de disseminacéo e transmissao,
principalmente pela via respiratéria através de goticulas e aerossois (BARCENA et al.,
2009).

A proteina S é uma proteina glicosilada de elevado peso molecular e que se
caracteriza por ser o principal antigeno do SARS-CoV-2, uma vez que é ela que
medeia a entrada do virus dentro das células do organismo humano, principalmente
nas células epiteliais alveolares que constituem o tecido pulmonar (BOSCH et al.,
2003). Um dos dominios da proteina S é o dominio de ligagdo ao receptor (RBD-
receptor binding domain), que apresenta diferentes sequéncias de aminoacidos a
depender do tipo de coronavirus envolvido, ou seja, € uma regido variavel (ZHOU et
al., 2020). Essa proteina, por sua vez, & constituida por duas subunidades: a
subunidade Si e a subunidade S2. Alguns CoVs apresentam uma regido conservada
entre essas subunidades, denominada de sitio de clivagem polibasico (RRAR/S), a
qgual também é importante para a entrada do virus nas células (BOSCH et al., 2003).

A proteina M, localiza-se na superficie viral, sendo essencial para a geracéo de
novas copias virais durante o processo de replicagcédo do virus. Essa macromolécula
também esté envolvida na formacao intracelular de virions, j& tendo sido descrito na
literatura a existéncia de CoVs nao infecciosos que ndo apresentavam proteina S em
sua estrutura, mas que apresentavam a proteina M (DE HAAN et al, 1998).

A proteina E (proteina do envelope) é caracterizada por estar envolvida na

secrecdo das particulas virais das células hospedeiras, apresentar atividade de canal



23

iénico, inibir a resposta de defesa do organismo e implicar diretamente na patogénese
(RUCH; MACHAMER., 2012).

A HA é uma proteina que se assemelha & hemaglutinina do virus da influenza
e que estd diretamente envolvida com a invasdo do SARS-CoV-2 as células
hospedeiras devido a sua atividade acetil-esterase intrinseca, realizando reagcdes de
hidrolise de ésteres em aminoacidos de proteinas importantes da membrana
plasmatica das células hospedeiras e que contribuem para sua infectividade
(ASHOUR et al., 2020).
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Figura 3. Estrutura basica de um Coronavirus (CoV). O SARS-CoV-2 apresenta uma geometria
esférica caracteristica, apresentando um envelope e um nucleocapsideo contendo o material genético
disperso. A letra E representa a principal proteina do envelope, a N representa a principal proteina do
nucleocapsideo, a M representa a principal proteina da membrana e a S representa a proteina spike.
ADAPTADO de KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 2020.

O material genético do SARS-CoV-2 € composto por genes estruturais e néo-
estruturais, sendo 0s n&ao-estruturais responsaveis geralmente pelo potencial
infeccioso do virus (YANG et al., 2006). Estruturalmente, o RNA do coronavirus é
constituido por duas regifes néo traduzidas (UTRs- untranslated regions), estando
uma localizada na extremidade 5’ (5’-UTR) e outra na extremidade 3’ (3'-UTR)
(MOUSAVIZADEH; GHASEMI., 2021). Essas regides sao constituidas por sequéncias
de nucleotideos que néo séo traduzidas em proteinas especificas do virus, mas que
atuam facilitando a interacdo RNA-RNA e a ligacdo entre proteinas virais e
hospedeiras (YANG; LEIBOWITZ., 2015). Entre essas extremidades localizam-se os
genes que serao traduzidos em proteinas estruturais e ndo estruturais, podendo-se
incluir os genes S, E, M e N (Imagem 4). Os genes ORF1la (open reading frame) e
ORF1b ocupam aproximadamente dois tercos do genoma viral e sao traduzidos

especificamente em uma poliproteina com atividade intrinseca de replicase e
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transcriptase. Tipicamente, o material genético dos CoVs consiste de pelo menos 6
ORFs, sendo que a primeira ORF ocupa a maior parte do genoma, codificando a maior
proporcdo de proteinas virais (VAN BOHEEMEN et al.,, 2012). A poliproteina
produzida pelo ORF1 atua por meio de um mecanismo autoproteolitico mediado por
duas proteases: a protease Papain like (PLP©) e a protease principal 3-C like (3Clpro
ou MP"), produzindo assim 16 proteinas nao estruturais (nsps- no structural proteins),
essenciais para a multiplicacdo e ciclo viral. A RNA polimerase RNA dependente
(RdRp) é uma das proteinas néo estruturais produzidas a partir do genoma dos CoVs
e que esta envolvida em etapas importantes da multiplicacao viral, sendo atualmente
alvo de alguns farmacos antivirais que se encontram em desenvolvimento (GAURAV..,
2020).

Além disso, algumas proteinas acessorias podem ser sintetizadas a partir do
RNA subgenémico do SARS-CoV-2 (FEHR et al., 2015; FEHR & PERLMAN., 2015).
Ja foram identificados 8 genes acessorios no genoma do SARS-CoV que podem ser
traduzidos em proteinas acessorias. Em relacdo ao SARS-CoV-2 é conhecido que
este produza ao menos de 6 a 9 proteinas acessérias (WU et al., 2020). Essas
proteinas sdo produzidas a partir de genes ORFs localizados ao longo de todo o
comprimento do material genético viral (WOO et al., 2010).

E importante destacar que o material genético dos coronavirus é altamente
susceptivel a processos de recombinacdo genética, o que corrobora em processos de
mutacdo que resultam em cepas de maior viruléncia e patogenicidade
(HILGENFELD., 2014). Isso pode ser identificado por meio do rapido de surgimento
de variantes desse virus, incluindo-se a variante delta (B.1.617.2) e a variante 6micron
(B. 1.1.529) identificadas no final de 2021 e que apresentam maior potencial de
transmissibilidade, apesar de n&o serem mais virulentas do que as outras cepas (TIAN
et al., 2021; THAKUR; KANTA RATHO., 2021). Essa capacidade de transmissao
dessas variantes € acarretada por mecanismos de recombinacdo genética do gene
gue codifica a spike, facilitando assim o potencial invasivo do SARS-CoV-2 frente as
células-alvo (TIAN et al., 2021; THAKUR; KANTA RATHO., 2021).
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Figura 4. Organiza¢cdo genética tipica de um Coronavirus. O SARS-CoV-2 apresenta material
genético de RNA de fita simples e sentido positivo (5'>3’), apresentando um padrédo que se assemelha
com outros coronavirus. Tipicamente, esse material genético apresenta duas extremidades com
regides nao traduzidas (5’-UTR e 3’-UTR) e entre essas extremidades ha alguns genes estruturais (S,
E,N e M) e ORFs (Open reading frames), responsaveis pela produgéo de proteinas ndo estruturais e
acessorias, essenciais para a multiplicagao viral. ADAPTADO DE KAUR et al., 2021.

2.1.3 Ciclo de multiplicacdo do SARS-CoV-2
O SARS-CoV-2 tem acesso ao organismo humano seguindo algumas etapas

especificas que, apesar de serem didaticamente separadas, ocorrem de maneira
simultanea (KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG., 2020). A primeira etapa consiste na
interacdo da glicoproteina spike presente na superficie viral diretamente com o0s
receptores das células hospedeiras, principalmente a Enzima Conversora de
Angiotensina 2 (ECA 2), uma metaloproteinase, expressa pelas células epiteliais
alveolares do tipo |Il, células epiteliais da traqueia, dos brénquios, por
monaocitos/macréfagos, por células endoteliais, células epiteliais tubulares renais,
enterocitos, cardiomiocitos, células uroteliais, colangiocitos, dentre outras (LI et al.,
2003; KUMAR., 2021; GUO, HUANG, LIN., 2020; ZHANG et al., 2020; CHAI et
al.,2020; ZHOU et al., 2020) . Devido a isso, além das manifestacdes respiratorias, a
COVID-19 também resulta em sintomas como diarreia, desordens cardiovasculares e
manifestagdes urogenitais (GU; HAN; WANG., 2020). Essa interagdo ocorre entre a
subunidade Si da proteina S e néo é suficiente para que o virus consiga adentrar a
célula (WU et al., 2020). Um segundo dominio dessa proteina, o dominio Sz, é
responsavel por mediar o processo de fusdo das particulas virais as células
hospedeiras (LI et al., 2003). Isso ocorre por meio da interacdo desse dominio com

proteases destas células, corroborando na ativacao dessas e consequentemente na
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clivagem da proteina S para que assim 0 virus consiga ter acesso ao citoplasma das
mesmas (LI et al., 2003).

O mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 as células hospedeiras tem sido
explicado baseando-se no resultado das interagdes entre superficie viral e superficie
hospedeira (KUMAR., 2020) (Imagem 5). A proteina S € clivada pela furina do
hospedeiro em uma regido basica denominada de PRAR em duas subunidades: a
subunidade S1 e a subunidade S2 (KUMAR., 2020). A subunidade S1 apresenta
residuos de aminoacidos com afinidade pela ECA2 e € devido a isso que esta € a
responsavel pela intera¢do do virus com o receptor (HOFFMAN et al., 2020). Para que
o0 virus consiga se fundir as células, a subunidade S2 se liga as proteases
hospedeiras, ativando-as (HOFFMAN et al., 2020; BOSCH, BARTELINK, ROTTIER.,
2008). Um exemplo disso € a ligacdo dessa subunidade a TMPRSS 2 (Serinoprotease
transmembrana 2), uma proteina transmembrana expressa pelas células epiteliais e
gue quando ativada realiza a clivagem proteolitica da proteina spike na posi¢cao S20,
facilitando o processo de fusédo viral e a infectividade (BOSCH, BARTELINK,
ROTTIER., 2020). Logo apos isso, a particula viral é endocitada por meio de um
mecanismo de endocitose mediado pela catepsina (KUMAR., 2020). O endossoma
formado se associa a lisossomos, formando os endolisossomas (KUMAR., 2020).
Esse ambiente, altamente &cido, induz a liberacdo de partes do material genético do
virus do nucleocapsideo, o qual segue as etapas subsequentes (KUMAR., 2020;
KUBA et al., 2010; WANG et al., 2008). Algumas proteinas mantém a homeostase do
endossoma inicial e do endossoma tardio, podendo-se citar a TPC2 (two pore channel
2) e a PIKfyve (Phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase) no endossoma inicial e a
IFITM3 no endossoma tardio (OU et al., 2020). Os endolisossomas, por sua vez, ainda
podem se fundir as proteinas LC3-Il do fagéforo e com a NSP8, formando assim os
autofagolisossomas ou autolisossomas, onde o material genético viral é liberado para
posterior traducédo e producdo de novas particulas virais infectantes (HOU et al.,
2020). Outro mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 as células hospedeiras se da
por meio do CD147, porém nao se sabe detalhadamente como isso ocorre (KUMAR.,
2020). Apesar disso, o farmaco meplazumab (anticorpo monoclonal) age inibindo esse
receptor e apresenta efeitos de diminui¢cdo da severidade dos sintomas da COVID-19
(KUMAR., 2020).

Os genes ORF1a e ORF1b sé&o liberados no citosol para serem traduzidos, por

meio da utilizacdo da maquinaria celular do hospedeiro, em poliproteina 1a (PP1a) e
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1b (PP1b), as quais sao hidrolisadas produzindo 15 nsps (LIM et al., 2016). Essas
proteinas, por sua vez, sdo produzidas no reticulo endoplasmatico rugoso e sao
encaminhadas ao complexo de golgi para a formacao dos virions que séo eliminados
das células por meio de um mecanismo de exocitose (LIM et al., 2016). Essas
particulas virais se disseminam pelas células proximas e as infectam em um ciclo
intermitente (LIM et al., 2016). A depender da condicdo do individuo infectado, o
SARS-CoV-2 pode atingir a corrente sanguinea e infectar diversos tecidos, incluindo
o tecido cardiovascular e o tecido nervoso, comprometendo o funcionamento

adequado dos mesmos (LIM et al., 2016).
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Figura 5. Ciclo de replicagdo do SARS-CoV-2. O SARS-CoV-2 segue algumas etapas especificas
para que consiga se multiplicar dentro das células hospedeiras, sendo a: ligagéo e entrada do virus as
células; b: trdfego endossomal e lisossomal; c: liberacdo do genoma viral; d: traducé@o pela proteina
polimerase; e: replicacdo do RNA,; f: replicagcdo gendmica; g: transcri¢do subgendmica; h: tradugéo das
proteinas estruturais; i: montagem e brotamento; j: liberacéo das particulas virais por exocitose. ACE2
indica o receptor da célula hospedeira (Enzima Conversora de Angiotensina 2) e TMPRSS indica a
protease de membrana da célula hospedeira (Serinoprotease transmembrana). Ppla e pplab indicam
as poliproteinas produzidas a partir do RNA viral. ADAPTADO de HARRISON; LIN; WANG., 2020.

2.1.4 Resposta imunologica do organismo frente ao SARS-CoV-2
A resposta imunologica € determinante principal da gravidade e do

desenvolvimento ou regressdo da COVID-19 (LAING et al., 2020). Em individuos
sadios, geralmente, a imunidade inata consegue conter o virus antes mesmo que este
tenha acesso a corrente sanguinea e se dissemine pelos tecidos (LAING et al., 2020).
Células como macroéfagos e células dendriticas (células apresentadoras de antigeno-

APCs) sdo capazes de fagocitar as particulas virais e destrui-las mediante
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mecanismos que envolvem Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) ou mecanismo de
morte celular programada (LAING et al., 2020). Alguns marcadores especificos podem
ser observados no sangue periférico de pacientes com COVID-19, podendo-se incluir:
aumento de anticorpos anti-SARS-CoV-2 especificos, aumento de citocinas (IL-6, IL-
8 e IL-10), quimiocinas (CXCL10 ou IP-10), aumento do numero de linfécitos T CD4+
e CD8+ circulantes e células B alteradas (LAING et al., 2020). A depender do caso
clinico envolvido, pode haver alteragfes especificas nesses parametros (LAING et al.,
2020).

A imunidade humoral se desenvolve rapidamente apés a deteccdo do SARS-
CoV-2 em pacientes infectados (TAN et al., 2020). De acordo com a literatura, &
possivel detectar diferentes tipos de anticorpos anti-SARS-CoV-2 nesses pacientes,
podendo-se incluir os anticorpos 1gG anti-N, IgM anti-N, IgG anti-S1 e IgA anti-S1 (TAN
et al., 2020). Os anticorpos IgM séo detectados em maiores concentracdes na fase
inicial da infeccdo (14 dias iniciais), enquanto que os anticorpos IgG sao detectados
em maiores concentracdes na fase final da infec¢do, servindo geralmente como
indicativo de bom progndstico da doenca (TAN et al.,, 2020). Esses, por sua vez,
aumentam durante 2 meses apos o diagnostico positivo por gPCR (Reac¢édo em Cadeia
de Polimerase Quantitativa) e se mantém em um platé durante mais dois meses (TAN
et al., 2020). Os anticorpos IgG anti-S1 e IgA anti-S1 tém seus niveis aumentados em
aproximadamente 6 semanas ap6s o diagnéstico positivo da doenca, sendo o
aumento disso proporcional a gravidade da doenca (TAN et al., 2020). Ainda néo se
sabe o tempo especifico de imunidade garantida por esses anticorpos, porém, &
conhecido que essa imunidade ndao é duradoura (TAN et al., 2020). Além disso, é
importante salientar que a poténcia da resposta imunologica determinara as diferentes
variacfes da COVID-19 nos pacientes: assintomatica, leve, moderada ou severa (TAN
et al., 2020).

Em pacientes assintomaticos, a extensao da lesdo tecidual causada pela
presenca do virus € muito pequena, sendo isso resultante de uma resposta pro-
inflamatoria muito menos acentuada em comparacdo a pacientes graves (HUNG et
al., 2020). Isso se da devido a uma menor producéo de citocinas pro-inflamatorias e
aumento de citocinas gue aumentam a atividade antiviral de células NK (natural killers)
(HUNG et al., 2020; TABATA et al., 2020). A IL-12 pode ser encontrada em elevados

niveis nestes pacientes, a qual induz um aumento da resposta antiviral das células NK



29

e de linfocitos Thl associados a um aumento de interferons (IFNs), como o IFN-Y
(HUNG et al., 2020; MIZUMOTO et al., 2020) (Figura 6).

Ademais, sabe-se que essa citocina é capaz de induzir uma diminuicdo da
expressdo de ECA2 por um mecanismo ainda desconhecido (ORANGE, WOLF,
BIRON., 1994; MONTEIRO, HARVEY, TRINCHIERI., 1998; KOMASTU, IRELAND,
REISS., 1998). A IL-13, por sua vez, € uma citocina que atua principalmente em
macréfagos, induzindo uma polarizagdo para um padréo fenotipico M2 (macréfagos
alternativamente ativados ou macrofagos anti-inflamatérios), o que suprime a
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a e IL-8), contribuindo assim na
diminuicdo do dano tecidual (MINTY et al., 1993). Essa citocina também é capaz de
induzir uma diminuicdo da expressdo de ECA nas células epiteliais pulmonares
(MINTY et al., 1993). Todos esses efeitos convergem para um aumento da atividade
das células NK, as quais aumentam o clearance viral sem a necessidade de uma
resposta imunologica excessiva que € responsavel por causar lesdo tecidual (MINTY
et al., 1993).

Em pacientes sintoméaticos, a resposta pro-inflamatéria é predominante sendo
caracterizada pelo aumento de fatores como Fator Estimulante de Colbénias de
Macrofagos (M-CSF), Oncogene- a regulado por crescimento (GRO- a), Fator
Estimulante de Col6nias de Granulécitos (G-CSF) e IL-6 (LONG et al., 2020) (Figura
7).

O GRO- a atua aumentando o infiltrado neutrofilico tecidual, atuando em
receptores de quimiocinas acoplados a proteina G expressos principalmente em
células endoteliais. Esse aumento de neutréfilos nos tecidos pode gerar extensivo
dano tecidual, tendo em vista 0 aumento da producédo de EROs produzidas por essas
células (LIAN et al., 2016).

O M-CSF e o G-CSF sao fatores produzidos principalmente no estroma da
medula 6ssea e estdo envolvidos diretamente com o crescimento, maturacdo e
infiltragdo de mondcitos e granulocitos (HAMILTON., 2008). Um aumento na
quantidade desses fatores pode resultar em resposta pro-inflamatéria exacerbada,
tendo em vista que o numero de células inflamatdrias circulantes ira aumentar e,
consequentemente a leséo tissular (HAMILTON., 2008).

Um equilibrio entre uma resposta pro-inflamatoria efetiva acompanhada de uma
resposta antiviral controlada séo os responsaveis por evitar que 0s casos moderados

de COVID-19 progridam até os casos mais graves (KUMAR et al., 2020). Além disso,
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0S anticorpos neutralizantes gerados em pacientes sintomaticos convalescentes
permanecem em niveis elevados por um maior periodo de tempo em comparacao a
individuos assintométicos convalescentes, sendo isso resultante da diminuicdo da
morte celular apoptdtica entre células B em repouso e ativadas (O’'CONNOR et al.,
2003). Apesar disso, ndo se sabe se a imunidade nesses casos € realmente
duradoura, o que demanda mais estudos (O’'CONNOR et al., 2003).

Ja em pacientes com COVID-19 severa hd uma supressao/diminuicdo nas
células da imunidade adaptativa, principalmente linfécitos T CD4+ e T CD8+ (KURI-
CERVANTES et al., 2020; SEKINE et al., 2020). Individuos mais velhos e/ou com
comorbidades apresentam maior possibilidade de adquirirem a doenca em sua
manifestacdo mais severa, tendo em vista que nessas pessoas ha uma diminuicdo
das células produtoras de IFN-Y, um importante fator antiviral (SATTLER et al., 2020;
BAO et al., 2020). A apoptose de linfocitos T CD4+ em pacientes idosos com COVID-
9 pode ser visualizada por meio da anexina V, um marcador de morte celular que se
encontra elevado nesses individuos (PONTELLI et al., 2020). Essa diminuicdo de
linfocitos T CD4+ também esta correlacionada com um aumento de GM3 circulante
(PONTELLI et al., 2020). O aumento de IL-6 causa linfopenia acompanhada de
diminuicao da expresséao de alguns fatores como HLA-DR, -E e —F em células imunes,
0 gque leva a imunossupressao (PONTELLI et al., 2020).

Outro evento bem caracteristico da COVID-19 grave € a tempestade de
citocinas, caracterizada por um aumento exacerbado na concentracdo plasmatica de
alguns fatores pro-inflamatoérios, incluindo-se IL-2R, IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, MCP-1,
MIP1-a, G-CSF e TNF-a, sem um aumento dos mondcitos, células NK e células T
circulantes (HUANG et al., 2020; MANGALMURTI, HUNTER., 2020). Isso leva a
extensivo dano tecidual mediado pela ativacdo da cascata do complemento,
resultando no aumento das proteinas C3a, C5a, C4 e Sc5B-9 no sangue periférico
(RAMLALL et al., 2020). A cascata do complemento é caracterizada pela formacéo de
um complexo de proteinas que resulta em um poro caracteristico na membrana
plasmatica das células-alvo, denominado de Complexo de Ataque a Membrana
(MAC), levando a destruicdo destas por meio da perda de seus componentes
citoplasmaticos (CUGNO et al., 2020).
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Figura 6. Respostaimune em pacientes assintométicos. Em pacientes assintomaticos, a imunidade
inata é capaz de conter a invasdo do virus mediante mecanismos de degradacdo antigénica que
envolvem macrofagos e células dendriticas. Essas células, denominadas de Células Apresentadoras
de Antigeno (APCs) degradam o virus e apresentam os produtos de degradacao aos linfocitos T por
meio de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC). Os linfécitos T, apés
ativados, produzem citocinas e ativam células B, as quais se diferenciam em plasmocitos, se
multiplicam e passam a produzir e liberar os anticorpos. A proporgdo de citocinas pré-inflamatorias
produzidas em individuos assintomaticos € muito menor, acarretando assim em menor lesdo tecidual.
Fonte: AUTOR, 2021.
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Figura 7. Resposta imune em pacientes sintomaticos. Em pacientes sintomaticos, ha um
desequilibrio entre fatores proé-inflamatérios e anti-inflamatérios. Os fatores pro-inflamatoérios,
causadores de lesao tecidual associados a um aumento do infiltrado inflamatério tecidual levam a danos
que podem se tornar irreversiveis. Além disso, uma queda no numero de linfécitos circulantes
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associada a uma fraca resposta antiviral mediada por interferons facilita a infeccdo e
consequentemente a sepse, levando o SARS-CoV-2 até a corrente sanguinea e, posteriormente aos
tecidos. Fonte: AUTOR, 2021.

2.1.5 Manifestagdes clinicas da COVID-19
Devido a expressdo da ECA2 em diferentes tecidos, a COVID-19 pode se

manifestar clinicamente por meio de diferentes sintomas, incluindo-se: diarreia, febre,
tosse produtiva, vémitos e dores abdominais nos casos mais leves (KUMAR., 2021).
As manifestacdes da COVID-19 em sua forma mais grave podem se expressar por
meio de sintomas neuroldgicos, como perda de visdo, perda de olfato (anosmia),
perda de paladar (ageusia) e cefaleias intensas que podem persistir mesmo apoés a
recuperacdo da doenca (VAIRA et al., 2020; PIZZORNO et al., 2020). A Sindrome
Neuroléptica Maligna (SNM) ja tem sido descrita em alguns casos de COVID-19 grave,
sendo uma manifestacao neuroldgica caracterizada por tremores, alteracéo no estado
mental, rigidez exacerbada e disfungdo autondmica, sendo resultante da infeccao e
destruicdo de neurbnios a nivel de Sistema Nervoso Central (SNC) (KAJANI et al.,
2020; PELONERO; LEVENSON; PANDURANGI., 1998).

Tratando-se de manifestacdes respiratérias, sabe-se que a mais comum em
pacientes com COVID-19 é a pneumonia, a qual resulta em dano pulmonar agudo
levando o paciente a necessidade de suporte ventilatério (KUMAR., 2021). Isso leva
a quadros de hipoxemia que se nao controlados rapidamente podem gerar disfungéo
multipla dos 6rgaos (KUMAR., 2021). J& é descrito na literatura que em pacientes com
COVID-19 moderada a grave € possivel observar opacidades em vidro fosco nas
radiografias dos pulmdes, sendo isso indicativo de dano pulmonar que pode ser
irreversivel, tendo em vista que tal evento pode ser um sinal classico de fibrose
pulmonar (KUMAR., 2021).

Os sintomas gastroinstestinais normalmente surgem antes mesmo dos sinais
inflamatorios (febre, dor, calor, edema e perda de funcéo), tendo em vista que ao longo
de todo o trato gastroinstestinal (TGI) ha células que expressam ACE2 e TMPRSS2
de forma acentuada, principalmente as células epiteliais intestinais (enterdcitos) (GU,;
HAN; WANG., 2020). Dessa forma, é nitido que o SARS-CoV-2 também é facilmente
transmitido por meio da via oral-fecal (GU; HAN; WANG., 2020).

Ja foi observado em diversos estudos que pacientes que morrem devido as
complicagbes da COVID-19 apresentam manifestacbes clinicas semelhantes,

incluindo dispneia, leucocitose, linfopenia, desordens cognitivas e sensacao de aperto
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no peito (KURI-CERVANTES et al., 2020; CHEN et al., 2020). Além disso, marcadores
bioquimicos indicativos de inflamacdo e desordens metabdlicas estdo
excessivamente  desregulados nesses pacientes, incluindo a alanina
aminotransferase (ALT), a aspartato aminotransferase (AST), a creatinoquinase (CK),
a troponina cardiaca, ferritina, creatina e a lactato desidrogenase (LDH) (SONG et al.,
2020).

Sabe-se também que a COVID-19 é responséavel por induzir manifestacdes
tromboticas e coagulativas excessivas, sendo isso observado por meio do aumento
de alguns marcadores de coagulacdo nos pacientes, principalmente do D-dimero (JI
et al., 2020). Isso torna a possibilidade de formacdo de trombos e émbolos muito
maior, 0 que pode acarretar em disturbios circulatérios graves (JI et al., 2020).

Mulheres, criangas e individuos com tipo sanguineo O incluem-se dentro do
grupo com menor possibilidade de manifestar a COVID-19 em sua forma mais grave,
apesar de ainda nao estarem bem esclarecidos os motivos que levam a isso (KURI-
CERVANTES et al., 2020; AKHTAR et al., 2020). Fatores que podem potencializar a
doenca incluem doencas cronicas, como diabetes mellitus, dislipidemias, disfuncdes
cardiovasculares, obesidade e doencas pulmonares (ZHU et al., 2020; GUO; HANG,;
LIN., 2019). Idosos também se incluem dentro do grupo de risco da doenca, uma vez
gue durante a terceira idade, um evento conhecido como imunossenéncia comeca a
se desenvolver (PAWELEC., 2018). Este, por sua vez, se caracteriza por um
envelhecimento do sistema imune, se manifestando molecularmente por um
encurtamento dos telémeros das células de defesa, bem como uma diminuicdo de
suas funcionalidades (PAWELEC.,2018). Poucos sdo os estudos que correlacionam
esse evento com a COVID-19 em idosos, apesar de que teoricamente, tal correlacdo
faz total sentido (PAWELEC., 2018).

Disturbios de coagulacdo sdo comuns em pacientes com COVID-19 grave,
sendo um deles a Coagulacgéo Intravascular Disseminada (CIVD) (LEVI et al., 2008).
Esse evento se caracteriza por um aumento da formacao de coagulos em diferentes
vasos sanguineos sem um controle na producdo entre fatores pro-coagulantes e
anticoagulantes (LEVI et al., 2008). Isso leva a disfuncdo de diversos érgaos, tendo
em vista que esses coagulos formados podem se desprender das paredes dos vasos,
atingir a corrente sanguinea e se depositarem em vasos de menor calibre,
principalmente em membros inferiores e nos pulmdes (LEVI et al., 2008). Em um

ensaio de dano pulmonar agudo realizado in vitro foi visto que os fosfolipideos
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oxidados (comuns em eventos de coagulacao) sdo capazes de ativar macrofagos pela
via dos Toll-like receptors (TLRs), mais especificamente pela via TLR4-TRIF-TRAF6—
NF-kB (IMAI et al., 2008). O NF-kB (Fator transcricional kappa B) é um fator
transcricional que € encontrado no citoplasma das células em sua forma inativa
(KHONGTHONG; ROSEWEIER; EDWARDS., 2019). Quando ativado, esse fator se
transloca para o ndcleo se ligando a regides promotoras de genes de citocinas pro-
inflamatorias, induzindo um aumento da expressao destas (KHONGTHONG;
ROSEWEIER; EDWARDS., 2019). No caso dos macrdéfagos, um aumento da
peroxidacao lipidica (comum na coagulacédo) leva a um aumento da translocacéo
desse fator, levando consequentemente a um aumento da inflamacdo seguida por
aumento da leséo tissular (KHONGTHONG; ROSEWEIER; EDWARDS., 2019).

2.1.6 Diagnéstico da COVID-19
A COVID-19 pode ser diagnosticada por meio de critérios clinicos, laboratoriais

e epidemioldgicos (LI et al., 2020). O diagndstico clinico se baseia na sintomatologia
tipica da doenca que, apesar de ser semelhante a outras viroses, apresenta algumas
caracteristicas que a diferem (LI et al., 2020). Os sintomas mais comuns sdao: febre
(em 80% dos casos), tosse (mais de 60% dos casos), fadiga (em mais de 35% dos
casos), astenia (10-15% dos casos) e sintomas neuroldgicos (perda de olfato e
paladar) (HEYMANN & SHINDO., 2020; ZHANG et al., 2020). Devido a elevada
incidéncia da doenca e baseando-se nesses sintomas, 0 médico € capaz de dar o
diagnéstico mesmo sem a necessidade da realizacdo de exames, apesar de ser
recomendado que estes sejam realizados com objetivo de se confirmar a doenca
(HEYMANN & SHINDO., 2020; ZHANG et al., 2020) (Figura 8).

O diagnéstico laboratorial da COVID-19 pode ser feito por meio de diversos
testes, sendo os principais deles o teste de amplificacdo do acido nucleico (TAAN) e
0s exames soroldgicos (LAl et al., 2020). O TAAN baseia-se em uma reacéo no qual
o material genético do virus presente em amostras biolégicas sera amplificado e
detectado por meio de uma reagcéo em cadeia de polimerase fluorescente em tempo
real (RT-PCR) (WU et al., 2020). Para isso, essas amostras podem ser obtidas através
de swab da regido nasofaringea ou até mesmo por meio do sangue (WU et al., 2020).
Se a concentracdo de virus estiver muito baixa na amostra biologica, a possibilidade
do teste dar resultados falso-negativos € muito elevada (DAI et al., 2020). Apesar
disso, considera-se o RT-PCR como o padrao-ouro no diagnéstico da COVID-19 e
devido a isso é o mais recomendado pela OMS (DAl et al., 2020) (Figura 9).
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Alguns problemas podem influenciar nos resultados obtidos a partir do RT-
PCR, podendo-se citar: calibracdo inadequada, falsa identificacdo, preparo da
amostra, estabilidade, sensibilidade, tempo de realizac&o e custo (LIPPI et al., 2020;
SHAIK et al., 2020). Devido a isso, alguns Kits ja tém sido desenvolvidos e aprovados
pela Food and Drug Administration (FDA) com o objetivo de garantir a qualidade dos
resultados obtidos, bem como diminuir o tempo para a obtencdo dos mesmos
(DEVICES., 2020).

O diagnéstico sorolégico, por sua vez, se baseia na andlise, deteccdo e
guantificacdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 produzidos pelas células do sistema
imune durante a infeccdo (PATEL et al., 2020). Esses testes podem ser de varios
tipos, sendo os principais deles os qualitativos (apenas detectam os anticorpos),
quantitativos (quantificam os anticorpos) e os semi-quantitativos (CARTER et al.,
2020). A depender dos tipos de anticorpos e quantidades detectadas, os clinicos tém
um norte acerca do estagio da doenca do paciente (CARTER et al., 2020). Além disso,
a analise do perfil de anticorpos em uma populacdo pode ser extremamente Util para
objetivos epidemiol6gicos (CARTER et al., 2020).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a deteccdo e quantificacdo de
anticorpos no soro de pacientes, sendo as principais delas a técnica de ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) e ensaios de quimioluminescéncia (LAI; LAM.,
2021). Apesar de diferirem em alguns aspectos, ambos se baseiam em interacdes
antigeno-anticorpo, sendo os antigenos mais utilizados o antigeno N e 0 S (LAI; LAM.,
2021). Alguns testes conseguem quantificar as imunoglobulinas G (IgGs) e as M
(IgMs), enquanto outros conseguem quantificar apenas um destes ou ainda a
imunoglobulina A (IgA), sendo isso dependente do fabricante (LAI; LAM., 2021). Esses
testes também podem gerar resultados falsos-positivos devido a reacéo cruzada com
outros coronavirus e patégenos (LAI; LAM., 2021).

A sensibilidade dos testes de deteccdo de anticorpos € muito baixa nas
primeiras semanas apos a infec¢ao pelo virus, tendo em vista que no comec¢o nao ha
tempo suficiente para que os plasmaécitos se multipliquem, produzam e liberem as
imunoglobulinas na corrente sanguinea (LAMBERT-NICLOT et al., 2020). Dessa
forma, recomenda-se que esses tipos de exames sejam realizados apenas trés a
guatro semanas apos o inicio dos sintomas, fazendo com que a sensibilidade do teste
aumente (OMS., 2020).
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Além disso, o Center for Diseases Control (CDC) recomenda que seja realizada
a deteccao e quantificacdo de anticorpos utilizando dois métodos diferentes, de modo
a se garantir a acuracia e a robustez do método (GARCIA et al., 2020).

Os testes rapidos de COVID-19 passaram a ser utilizados com muita frequéncia
em farméacias apos o apogeu da pandemia e a grande maioria deles detecta a
presenca de um epitopo antigénico do SARS-CoV-2 presente em amostras biolégicas,
a proteina N (nucleocapsideo) (LAI; LAM., 2021). Geralmente, para a realizacdo
desses exames sao utilizadas amostras de nasofaringe ou de saliva, as quais sao
aplicadas aos kits (LAI; LAM., 2021).

Véarias sdo as tecnologias que servem de base para o0 entendimento e
interpretacdo dos resultados desses testes, sendo as principais delas os ensaios
imunolégicos sanduiches de fluxo lateral, os ensaios de imunofluorescéncia
microfluidica e os imunoensaios de cromatografia digital (LAI; LAM., 2021). Os
resultados séo obtidos em um intervalo rapido entre 15 e 30 minutos (LAI; LAM.,
2021). A sensibilidade destes pode variar e chegar a valores acima de 97%, porém, a
especificidade é baixa, sendo a possibilidade de resultados falso-positivos maior
devido a reatividade cruzada com proteinas de outros coronavirus (OMS., 2020).

Os testes de antigeno apresentam diversas vantagens, podendo-se incluir
dentre elas a rapidez para a obtencao do resultado, a possibilidade de deteccao do
virus nos estagios iniciais da infec¢cdo e a facilidade e praticidade para a realizacdo
dos mesmos (WEISS; JELLINGSY; SOMMER., 2020; KIMBALL et al., 2020). A OMS
recomenda que esses testes sejam realizados principalmente em locais cuja
possibilidade de realizacdo de RT-PCR é baixa, bem como em pacientes que

apresentem elevada carga viral (OMS., 2020).
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Figura 8. Tipos principais de diagndéstico da COVID-19. Os dois principais tipos de diagndstico para
a COVID-19 sao o clinico e o laboratorial. O diagnéstico clinico se baseia principalmente nos sinais e
sintomas tipicos da doenca. O diagnéstico laboratorial pode ser dado a partir de diferentes testes, sendo
os principais deles o molecular (RT-PCR), o sorologico (ELISA) e o antigénico (kits rapidos). Fonte:
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Figura 9. Principais tipos de testes laboratoriais para diagndstico do SARS-CoV-2. O diagndstico
laboratorial da COVID-19 pode se dar através da deteccdo do material genético do virus (molecular-
RT-PCR), por meio dos anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 presentes no soro dos pacientes
(diagnostico sorolégico) ou por meio de testes rapidos que detectam epitopos antigénicos (diagnostico
antigénico). Fonte: AUTOR, 2021.
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2.1.7 Tratamento medicamentoso da COVID-19
N&o ha nenhum farmaco comprovadamente eficaz para a profilaxia da COVID-

19 no Brasil e no mundo (WANG et al.,, 2020). O tratamento dessa doenca é
sintomético, ou seja, foca especificamente no controle de sintomas graves que podem
progredir até o Obito do paciente (WANG et al., 2020). Geralmente séo utilizados anti-
inflamatorios nao-esteroidais (AINES) e corticoides para o controle dos sintomas,
porém, isso deve ocorrer em ambiente hospitalar sob monitoramento de profissionais
da saude (IBANEZ et al., 2020) (Figura 10). Apesar disso, um grande esforco cientifico
ao redor do mundo tem sido realizado com o objetivo de reposicionar drogas ja
utilizadas para o tratamento de outras viroses no tratamento da COVID-19 (WANG et
al., 2020). Varios estudos in vitro foram realizados com diversas drogas com prévios
efeitos antivirais, incluindo a nitazoxanida, a ivermectina, a cloroquina e a ribavirina,
apresentando todas algum efeito antiviral frente as amostras de SARS-CoV-2 (WANG
et al., 2020). Apesar disso, sabe-se que estudos de laboratério ndo séo suficientes
para a liberacdo e comercializacdo de farmacos para uso humano (WANG et al.,
2020).

A cloroquina (CQ) é um farmaco com uso aprovado para o tratamento da
Malaria, do Lupus Eritematoso Sistémico e da Artrite Reumatoide (BUKHARI;
MAHMOOD; ZAHRA., 2020). Diversos estudos in vitro ja demonstraram os efeitos
antivirais dessa droga frente a alguns virus, incluindo o virus da influenza, coronavirus,
ortomixovirus, virus da dengue e Chikungunya (GAY et al., 2020; KHAN et al., 2020;
WANG et al., 2020). Esse farmaco é uma base fraca que adentra em compartimentos
acidos, como os lisossomos e tecidos inflamados, interferindo na atividade lisossomal,
na estabilidade da membrana celular e na atividade transcricional celular
(SCHREZENMEIER; DORNER., 2020). Além disso, estudos ja demonstraram que a
cloroquina também inibe a quinona redutase, enzima importante e limitante da sintese
de &cido sialico, componente da membrana plasmatica celular que esta envolvido com
a entrada de alguns virus nas células (OLOFSSON et al., 2005; BAKKERS et al.,
2017). Também ha evidéncias in vitro de que a cloroquina interfere na glicosilacéo da
ECAZ2, impedindo a ligagdo do virus ao receptor e consequentemente a sua entrada
as células (VINCENT et al., 2005). Outro mecanismo proposto para a cloroquina € o
de inibicdo da MAPK (Proteinoquinase ativada por mitdgeno), essencial para a etapa
de replicacéo viral (SEITZ et al., 2003; BRIANT et al., 1998).
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Apesar de todas as evidéncias pré-clinicas de que a cloroquina é capaz de
apresentar efeitos anti-SARS-CoV-2, sabe-se que clinicamente esse farmaco nao é
efetivo frente a doenca (BOULWARE et al.,, 2020). Diversos ensaios clinicos
randomizados duplo-cegos, revisdes sistematicas e meta-andélises jA mostraram que
esse farmaco ndo diminui a intensidade da COVID-19 em pacientes graves, nem
mesmo previne a infeccdo em individuos sadios e imunocompetentes (BOULWARE
et al., 2020; FIOLET et al., 2021; CAVALCANTI et al., 2021; CHIVESE et al., 2021).
Além disso, o uso de cloroquina pode potencializar a doenca e dificultar o prognadstico,
devido a sua elevada toxicidade, principalmente frente ao sistema cardiovascular,
levando a disfun¢des como taquiarritmias, torsades de pointes e paradas cardiacas,
resultantes do prolongamento do intervalo QT no eletrocardiograma (CHEN et al.,
2020).

A hidroxicloroquina (HCQ) também faz parte mesmo grupo farmacoldgico da
CQ, ou seja, das aminoquinolinas, com uma diferenca quimica estrutural, sendo
caracterizada pela presenca de uma cadeia lateral N-hidroxietil no local da cadeia N-
dietil da CQ (SAHRAEI et al., 2020). A HC é um analogo menos téxico, apresentando
menor volume de distribuicdo, bem como menor penetracdo nos tecidos (LIU et al.,
2020). Em comparacdo a CQ, a HCQ apresenta menor possibilidade de gerar
retinopatia nos pacientes devido a menor capacidade desse farmaco em penetrar a
retina (RYNES; BERNSTEIN., 1993). O mecanismo de acao desse farmaco € o
mesmo da CQ, se caracterizando pela alcalinizagcéo dos lisossomos e modulagéo do
sistema imune, apresentando os mesmos efeitos antivirais da CQ (LIU et al., 2020).
Apesar de ser menos toxica e apresentar efeitos semelhantes ao da CQ, clinicamente
essa droga ¢é ineficaz frente a pacientes com COVID-19 e ndo melhora os desfechos
da doencga, assim como mostram alguns ensaios clinicos, estudos de revisao
sistematica e metandlise (BOULWARE et al., 2020; FIOLET et al., 2021;
CAVALCANTI et al., 2021; CHIVESE et al., 2021).

O remdesevir, por sua vez, € um farmaco que também apresenta diversos
estudos in vitro comprovando sua atividade frente a alguns tipos de virus, incluindo o
virus da Ebola (EBOV), o virus Nipah, o virus sincicial respiratério, o coronavirus da
sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV), o coronavirus da sindrome
respiratoria aguda 1 (SARS-CoV-1) e o0 SARS-CoV-2 (LO et al., 2020; SHEAHAN et
al., 2017; AGOSTINI et al., 2018). Essa pro-droga € um analogo do nucleosideo

adenosina, sendo incorporado a célula e sequencialmente trifosforilado por quinases
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intracelulares (SINGH et al., 2020). Esse derivado trifosforilado é responsavel por inibir
a RNA polimerase RNA dependente (RdRp) do SARS-CoV-2 por meio da
incorporacao desse nucleosideo a cadeia crescente de RNA do virus (SINGH et al.,
2020). Ao se incorporar, esse farmaco inibe a elongacdo da cadeia de RNA e
consequentemente inibe a replicacéo viral (SINGH et al., 2020).

Estudos in vitro realizados em células Vero demostraram a efetividade do
remdesivir em inibir a entrada do SARS-CoV-2 nestas (WANG et al., 2020). Em um
estudo realizado em macaco Rhesus, foi observado que o grupo tratado com
remdesivir apresentou uma diminuicdo no infiltrado pulmonar de SARS-CoV-2, bem
como no lavado broncoalveolar em comparacdo ao grupo controle tratado com salina
(WILLIAMSON et al., 2020). Além disso, foi visto que o remdesivir é capaz de inibir a
multiplicacéo viral na cavidade nasal e nos bronquios, o que encorajou a realizagéo
de estudos clinicos com esse farmaco para o tratamento da COVID-19 (WILLIAMSON
et al., 2020).

O uso emergencial do remdesivir foi autorizado pela FDA (Food and drug
administration) em 2020 para uso em pacientes hospitalizados com suporte
ventilatorio mesmo sem haverem evidéncias clinicas suficientes para isso (ISON;
WOLFE; BOUCHER., 2020). Em um dos ensaios clinicos randomizados controlados
por placebo e duplo-cegos néo foi vista nenhuma diferenca nos desfechos primarios
comparando-se 0 grupo tratado com remdesivir e 0 grupo placebo (WANG et al.,
2020). Em relacgdo aos o6bitos foi visto nesse mesmo estudo que ndo houve diferenga
entre os grupos (14% de morte no grupo remdesivir e 13% de morte no grupo placebo;
A1.1%, 95% CI- 8.1 a 10.3%) (WANG et al., 2020). Além disso, nenhuma diferenca
entre a carga viral dos dois grupos foi observada (WANG et al., 2020). E importante
salientar também que foi comparado os desfechos do remdesivir administrado na fase
aguda e na fase crbnica da infeccdo, ndo havendo nenhuma diferenca entre esses
subgrupos (WANG et al.,, 2020). Alguns estudos demonstram alguma efetividade
dessa droga frente aos casos mais graves de COVID-19, no entanto, estudos com
melhor fundamentacdo metodolégica e com um maior nimero de pacientes sao
demandados para que se obtenham mais resultados fidedignos (GREIN et al., 2020).
Apesar disso, o0 uso hospitalar desse farmaco segue sendo permitido pelas agéncias
reguladoras de saude de alguns paises, incluindo dos Estados Unidos da América
(EUA), do Brasil e da Franca (GREIN et al., 2020).
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O remdesevir se encontra disponivel em formulacdes no estado sélido (pd) em
uma massa de 100 mg para serem ressuspensas em um volume de 19 mL de agua
estéril e diluidas em solucao fisiolégica para administracdo por via intravenosa
(SINGH et al., 2020). A estabilidade da solucdo pode ser de 4h sob temperatura
ambiente (20°C- 25°C) e de 24h em temperaturas refrigeradas (2°C- 8°C) (SINGH et
al., 2020). Devido a isso, esse medicamento s6 pode ser utilizado em ambientes
controlados, como no caso de hospitais e clinicas (SINGH et al., 2020).

O bevacizumab é um anticorpo monoclonal recombinante humano que tem seu
uso aprovado para diversos tipos de neoplasias, incluindo-se neoplasias de ovario, de
pulméo e de rins (ZHANG; ZHOU., 2020). Além disso, esse anticorpo faz parte da
primeira linha do tratamento do cancer colorretal metastasico (COWLING; LEUNG.,
2020). Seu mecanismo de ac¢ao se baseia na inibicdo do VEGF (Fator de crescimento
epidérmico vascular), um mediador que esta envolvido principalmente com a
angiogénese e o desenvolvimento de metastase (SCHOEMAN; FIELDING., 2019).
Em alguns estudos recentes foi mostrado que em pacientes com COVID-19 grave a
concentracdo plasmatica de VEGF se encontra elevada e que isso esta diretamente
relacionado ao desenvolvimento de edema pulmonar, dispneia, sindrome respiratéria
aguda e dano pulmonar agudo, os quais dificultam o prognéstico da doenca
(SCHOEMAN; FIELDING., 2019). Devido a isso, alguns ensaios clinicos encontram-
se em andamento com o objetivo de se verificar a real efetividade desse no controle
da COVID-19 grave (SCHOEMAN; FIELDING., 2019).

Farmacos inibidores da protease viral, como o ritonavir e o lopinavir tém sido
utilizados de forma efetiva no tratamento do HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana)
e 0 mecanismo de acdo destes se baseia na inibicAo da sintese de proteinas
estruturais e ndo estruturais desse virus a partir de poliproteinas (CHU et al., 2004).
Alguns ensaios in vitro demonstram a efetividade da combinag&o ritonavir/lopinavir na
inibicdo de uma das proteases do SARS-CoV-2, a qual é essencial para 0 processo
de replicacdo do virus (DE WILDE et al.,, 2014). Apesar disso, S80 escassos 0S
ensaios clinicos que demonstrem a efetividade dessa combinac¢do no tratamento de
pacientes com COVID-19 (HUNG et al., 2020). 60 ensaios clinicos encontavam-se
registrados no mundo até 29 de outubro de 2021 no Clinical Trials (Clinicaltrial.gov.in).
Desses, a grande maioria ainda se encontra em andamento, demonstrando assim que
nao ha evidéncias clinicas suficientes que suportem o uso dessa combinagcdo no
tratamento da COVID-19.
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Em um dos ensaios clinicos realizados, foi visto que ndo houve diferenca
significativa nos desfechos primarios e secundarios do grupo de pacientes que
receberam a combinag&o ritonavir/lopinavir e entre o grupo placebo, sugerindo assim
a necessidade da realizagcédo de novos estudos para que se comprove a efetividade

ou a ineficacia desses farmacos frente ao SARS-CoV-2 (HUNG et al., 2020).

TRATAMENTO DA COVID-19 GRAVE

MEDICAMENTOSO CORTICOIDES
REMDESEVIR
ANTICORPOS MONOGLONAIS

AMBIENTE
B  HOSPITALAR

SUPORTE VENTILATORIO
~ FISIOTERAPIA
NAOMEDICAMENT0SO . -
EXERCICIOS RESPIRATORIOS 1)
N N 2 &
PROFILAKIA DA COVID-19 L,,,‘ VACINAS Lv’\ IMUNIDADE DURADOURA -

(
=
i

i

Figura 10. Tratamento da COVID-19. O tratamento da COVID-19 pode ser dividido em
medicamentoso e ndo-medicamentoso. O tratamento medicamentoso, por sua vez, € sintomatico,
sendo mais voltado para o controle dos sintomas da doenca, principalmente os inflamatérios, se
baseando no uso de farmacos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES), antiinflamatdrios esteroidais
(AIEs/Corticéides), anticorpos monoclonais e remdesevir. O tratamento ndo-medicamentoso, por sua
vez, atua como adjuvante no controle da doenca, envolvendo principalmente o suporte ventilatério, a
utilizac@o de exercicios respiratérios e 0 acompanhamento de profissionais da fisioterapia. A Unica
forma profilatica da COVID-19 séo as vacinas, cuja liberagdo e inicio do uso se deram a partir do final
de 2020. Fonte: AUTOR, 2021.

2.1.8 Produtos naturais e COVID-19

Historicamente, diversos tipos de produtos naturais tém sido utilizados como
adjuvantes no tratamento de diversas patologias, incluindo doencas virais (BOOZARI,
HOSSEINZADEH., 2021). Na literatura ha diversos registros de espécies vegetais
com atividade in vitro comprovada frente ao SARS-CoV-2, podendo-se incluir a
Glycyrrhiza glabra, a Zingiber officinale, a Camellia sinensis, a Allium sativa e a
Echinacea purpurea (SULTAN et al., 2014). Os fitoquimicos principais responsaveis
por suas atividades farmacologicas in vitro sdo glicirrizina, gingerol, galato de
epigalocatequina, alicina e 4&cidos fendlicos, respectivamente (BOOZARI,;
HOSSEINZADEH., 2021).
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Os alvos farmacolégicos para essas moléculas sdo os mais diversos, podendo
estas agirem na inibicdo da interacdo viral com as células, na inibicdo da replicacéo
do material genético viral, na inibicdo de proteases virais e na inibicdo da RNA
polimerase RNA-dependente (THOTA; BALAN; SIVARAMAKRISHNAN., 2020). J&4 é
descrito na literatura que alguns compostos encontrados em espécies vegetais
apresentam o potencial de inibicdo da adeséo e fusédo viral as células hospedeiras,
com valores de ICso relativamente bons e com padrdo dose-dependente, como € o
caso da Rheum officinale e da Polygonum multiflorum (HO et al., 2007). A emodina
em associacdo com a antraquinona foram vistos como 0s principais ingredientes
responsaveis pela atividade antiviral dessas espécies vegetais (HO et al., 2007). Além
disso, flavonoides glicosilados presentes em Scutellaria baicalensis apresentaram
efetividade frente ao estresse oxidativo e resposta inflamatoria induzida pelo SARS-
CoV-2 in vitro, apresentando-se assim como um potencial futuro tratamento para a
COVID-19 (WElI et al., 2015).

As proteases dos CoVs sao vistas como potenciais alvos terapéuticos frente a
COVID-19, tendo em vista que elas sao responsaveis pela producao, replicacdo e
maturacdo dos virions (THOTA; BALAN; SIVARAMAKRISHNAN., 2020). Ensaios in
vitro e in silico ja demonstram a efetividade de alguns fitoquimicos por meio da
interacdo com algumas proteases, incluindo-se dentre elas a 3CLP° (RYU et al., 2010).
Dentre os compostos com melhor atividade inibitéria, Ryu e colaboradores, em 2010,
mostraram que a iguesterina e a pristimerina (terpendides) apresentaram os melhores
valores de ICso frente a 3CLP™, sendo de 2,6 uM e 5,5uM, respectivamente, sendo
isolados de Triterygium regelii. Chen e colaboradores, por sua vez, demonstraram que
0s taninos também apresentam potencial inibitorio da 3CLP™, sendo os principais deles
o acido tanico (ICso= 3 uM) e o 3-galato-3-isodeaflavina (ICso= 7 uM), isolados de C.
sinensis.

Inibidores da RdRp também vém sendo bastante estudados como potenciais
terapias frente a COVID-19, uma vez que essa enzima esta diretamente envolvida
com a replicacdo, bem como com a transcricdo do RNA viral (CHEN et al., 2005).
Moléculas com esqueleto biflavonéide se mostraram potenciais inibidores da RdRp
em estudos de QSAR (Relacao Estrutura-Atividade Quantitativa), sendo 0s compostos
com melhor performance a amentoflavona e a robustaflavona (COULERIE et al.,
2013). A sotetsuflavona, isolada de Dacrydium araucarioides se apresentou como a

mais potente inibidora da RdRp do virus da dengue (ICso= 0,16uM), apresentando um
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esqueleto molecular tipico que potencializa a sua atividade, conhecido como grupo
farmacoférico, sendo este caracterizado pela ligacdo C3’-C6” (COULERIE et al.,
2013). Grupamentos quimicos adicionais acrescentados ao esqueleto tipico desse
composto podem potencializar ou diminuir sua atividade inibitéria da RdRp
(COULERIE et al., 2013).

Em relacdo ao gengibre, diversos estudos realizados em modelos celulares e
animais também comprovam sua efetividade no controle do estresse oxidativo e
inflamatério induzido por patégenos (SAN CHANG et al., 2013; MAO et al., 2019;
RAHMANI et al., 2014). Além disso, alguns ensaios clinicos, realizados em um namero
restrito de pacientes, tem demonstrando sua efetividade no controle de manifestacées
pulmonares, incluindo-se a fibrose pulmonar, a sepse e o dano renal agudo
(SHARIATPANAHI et al., 2010). Em um dos estudos realizado com 32 pacientes com
Sindrome Respiratéria Aguda Grave foi visto que o tempo de uso de suporte
ventilatorio foi menor nos pacientes que receberam 120 mg do extrato de gengibre em
comparacdo ao grupo placebo (SHARIATPANAHI et al., 2010). Além disso, houve
uma reducdo da pneumonia nosocomial nos pacientes que receberam o tratamento
com extrato de gengibre em comparacéo ao grupo placebo (SHARIATPANAHI et al.,
2010). Os principais marcadores fitoquimicos do gengibre e que sao responsaveis por
grande parte de suas atividades farmacolégicas sdo o 6-gingerol e o 10-gingerol, os
quais sao capazes de reduzir diversos marcadores de lesdo renal, incluindo ureia,
creatinina, osmolaridade plasmatica e concentracdo de proteinas na urina, além de
serem essenciais para a atividade antioxidante do extrato, reduzindo os marcadores
de estresse oxidativo e aumentando os marcadores antioxidantes (RODRIGUES et
al., 2018). E importante salientar que o gengibre também é anti-inflamatério, assim
como mostra um estudo realizado por Rodrigues e colaboradores em 2018, onde foi
mostrado que o gingerol foi capaz de reduzir as concentracdes plasmaticas de todas
as citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-18) e marcadores de lesdo renal (KIM-1) em
um modelo murino de lesdo renal aguda induzida por sepse.

O alho (Allium sativum) também apresenta potencial terapéutico diante de
doencas respiratérias, principalmente infec¢des pulmonares (ARREOLA et al., 2015;
BAYAN; KOULIVAND; GORJI., 2014; SHANG et al., 2019). Alguns de seus
compostos, incluindo a alicina (2-propeno-1-acidosulfinotidico- S-2- éster propenilico),
apresentam atividades anti-inflamatoria, antioxidante, imunomoduladora, antiviral e
antifibrotica (ARREOLA et al., 2015; BAYAN; KOULIVAND; GORJI., 2014; SHANG et
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al., 2019). Alguns estudos clinicos com esse produto natural ja foram realizados e em
um deles foram ingeridos 2 g de alho por cada paciente a cada 2-3 dias, tendo sido
observado um aumento na concentracdo plasmatica de IFN-a nesses pacientes, uma
citocina conhecida por seus efeitos antivirais e imunomoduladores
(BHATTACHARYYA et al., 2007)

A glicirrizina, uma saponina presente em plantas da espécie Glycyrrhiza glabra
(Leguminosae) apresenta atividade antiviral j& descrita na literatura frente a alguns
virus, incluindo-se: virus da hepatite A,B,C, HIV, HSV-1 (Virus Herpes Simples-1) e
Citomegalovirus (CMV) (NASIRIASL; HOSSEINZADEH.,2007). Estudos in vitro
também ja demonstraram a efetividade da glicirrizina frente a infeccédo pelo SARS-
CoV (CINATL et al., 2003). Um estudo clinico realizado em 2003 mostrou que a
glicirrizina foi capaz de inibir a replicagdo de duas amostras clinicas diferentes de
SARS-CoV-2, corroborando assim com o potencial desse fitoquimico (CHEN et al.,
2004).

Dessa forma, € possivel observar que diversas sdo as espécies e 0s compostos
presentes nestas que sdo efetivos no controle da infeccdo pelo SARS-CoV-2
(BOOZARI; HOSSEINZADEH., 2020). Dentre as diferentes classes de produtos
naturais que podem ser utilizados para esse fim, incluem-se os derivados terpendides,
os flavondides, os alcaldides, as saponinas e o0s taninos (BOOZARI,
HOSSEINZADEH., 2020). Mesmo que em diversos estudos pré-clinicos a efetividade
destes compostos ja tenha sido comprovada, € ideal que sejam realizados ensaios
clinicos randomizados, duplo-cegos e controlados por placebo com um nimero maior
de pacientes e com melhor abordagem metodoldgica, de forma a se obter dados que
reiterem e fundamentem o uso correto desses produtos e para que no futuro, tais
produtos se tornem medicamentos, sejam comercializados e distribuidos (BOOZARI;
HOSSEINZADEH., 2020).

2.2 PROPOLIS

2.2.1 Caracteristicas e variabilidade
A palavra propolis apresenta origem grega, sendo “pro” um termo com

significado de defesa e o termo “polis” com significado de cidade ou comunidade, ou
seja, um protetor de comunidades (CASTALDO; CAPASSO., 2002). Dessa forma, é
um material resinoso constituido por uma mistura complexa de substancias produzido
por abelhas da espécie Apis mellifera (Abelha-europeia) a partir de exsudatos de
plantas (BALANDRIN et al., 1985; BACHEVSKI et al., 2020; SIMONE-FINSTROM,;
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SPIVAK., 2010; CHEN et al.,, 2018) .As abelhas utilizam esse material para a
construcdo de suas colmeias, tendo em vista 0 seu potencial em ser uma resina a
prova de dgua (CHEN et al., 2018). Além disso, devido a sua composi¢cao quimica, a
propdlis atua como uma barreira protetora, principalmente frente a diferentes
microrganismos (bactérias, fungos e virus) (CHEN et al.,, 2018). A producdo da
propdlis se inicia com as abelhas quebrando partes das plantas com suas mandibulas
até a obtencéo da resina (MEYER; ULRICH., 1956). Essa resina € manipulada pelas
proprias abelhas utilizando suas patas, a qual é acondicionada em suas patas
traseiras (MEYER; ULRICH., 1956). Logo apos isso, as abelhas misturam a resina
com suas salivas e digerem as mesmas por meio da acao da B-glicosidase,
adicionando as substancias a cera de forma a se produzir o produto final, ou seja, na
consisténcia e formato de propdlis (MEYER; ULRICH., 1956; PONTOH; LOW., 2002).

A composicéo da propélis pode variar a depender de diversos fatores, incluindo
localizacéo geografica, clima, sazonalidade e outros fatores ambientais (PASCOAL et
al., 2014). Dessa forma, sabe-se que a propdlis de regides temperadas é rica em
acidos fendlicos, flavondides e ésteres, enquanto que a propdlis de regides tropicais
possui alguns compostos mais especificos, como benzofenonas preniladas,
diterpenos e flavonoides, cujas concentracfes e disponibilidade variam a depender
das espécies envolvidas (KUREK-GORECKA.,2020). No entanto, em geral, a
constituicdo principal desse produto se baseia em resinas e balsamos (50-60%), cera
(30-40%), 6leos essenciais (5-10%), pllen (10%) e compostos organicos (<5%)
(BACHEVSKI et al., 2020; BANKOVA et al., 2000; MARCUCCI., 1995; NEGRI et al.,
1998; POPOVA et al., 2007; EROGLU et al., 2016) (Figura 11). Desses compostos
organicos, diversas séo as classes presentes, incluindo-se os compostos fendlicos,
flavondides, terpenos, aldeidos aromaticos, &cidos aromaticos e ésteres
(BACHEVSKI et al.,, 2020; CHENG et al.,, 2007; TORETI et al., 2013). Alguns
compostos antioxidantes também j& foram caracterizados na propdlis, sendo 0s
principais deles o B-caroteno, o acido cafeico e o kaempferol (BACHEVSKI et al.,
2020). Diversos sao os tipos de propolis que podem ser encontrados no Brasil, tendo
sido descritos e caracterizados 14 tipos (PARK; ALENCAR; AGUIAR., 2002,
DAUGSCH et al., 2008; FERREIRA et al., 2017). Os principais tipos de propdlis e com
maior numero de estudos de caracterizacao fitoquimica sdo a marrom, a vermelha e
a verde (BACHEVSKI et al., 2020).
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A propolis marrom é encontrada principalmente em algumas regiées do Brasil
e de Cuba, sendo produzida a partir de diversas espécies vegetais, incluindo-se
Luehea sp. (Malvaceae), Piptadenia falcate Benth (Fabaceae),
Tabebuia spp. (Bignoniaceae), Tabebuia caraiba (Mart.) Bureau
(Bignoniaceae), Vernonia  spp. (Asteraceae), e Cecropia  pachys-
tachya Trécul (Urticaceae) (MACHADO et al., 2016; WALLER et al., 2017,
FERNANDES et al., 2015; GOMES et al.,, 2016). A composicdo desse material
também pode variar dependendo da localizacdo geografica, do clima e da
sazonalidade (BACHEVSKI et al., 2020).

A propélis vermelha é encontrada principalmente no Nordeste brasileiro, tendo
sido descrita também na Venezuela, em Cuba, no México e na China (CAMPO
FERNANDEZ et al., 2008; PICCINELLI et al., 2011; LOTTI et al., 2010; 1ZUTA et al.,
2009; TRUSHEVA et al., 2004). Esse produto é formado principalmente a partir de
plantas da espécie Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub. (Fabaceae) (SANTOS et al.,
2020). No Brasil, essa variante de propdlis pode ser encontrada em colmeias de
abelhas, em arbustos lenhosos proximos a superficie do mar e préximo a bancos de
rios nos estados de Sergipe, Bahia, Alagoas, Pernambuco e Paraiba (DAUGSCH et
al., 2008).

A propdlis verde, junto a vermelha, se constitui como uma das mais estudadas
e caracterizadas pelos cientistas (SANTOS et al., 2020). A principal fonte vegetal das
abelhas para a producao de propdlis verde € a Baccharis dracunculifolia (Asteraceae),
também conhecida como alecrim-do-campo e vassourinha, sendo esse produto
resinoso verde obtido a partir da manipulacdo e fragmentacao de folhas e brotos da

vassourinha por abelhas da espécie Apis mellifera (TEIXEIRA et al., 2005).
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Figura 11. Constituicdo basica da propdélis. A prépolis € uma mistura de substancias produzida a
partir de exsudatos e materiais lenhosos de espécies vegetais capturados por abelhas da espécie Apis
mellifera apresentando como constituicdo basica: resinas e balsamos, cera, éleos essenciais, polen e
compostos organicos (essenciais para as atividades farmacoldgicas desse produto). Fonte: AUTOR,
2021.

2.2.2 Composicado quimica

A composicdo quimica dos diferentes tipos de propolis varia de acordo com
fatores geograficos, climéaticos e botanicos (BACHEVSKI et al., 2020) (Figura 12).
Dentre os principais compostos encontrados e caracterizados na propélis verde pode-
se incluir os compostos fendlicos (acido p-cumarico, acido fenilico, acido cafeico,
kaempferol, quercetina e artepilina C) e os terpenos, sendo 0s sesquisterpenos 0s
constituintes majoritarios (PAULINO et al., 2008; PARK et al., 2004; AGA et al., 1994).

Na propolis vermelha, compostos como isoflavonoides, vestitol, formononetina,
isoliquiritigenina e benzofenona ja foram isolados, identificados e caracterizados por
meio de diversas técnicas analiticas, incluindo GC-EM (Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas) e RMN 1H (Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio) (FREIRE et al., 2016; FASOLO et al., 2016; TRUSHEVA et al., 2006;
NETO et al., 2017).

Ja na propolis marrom, foram identificados varios compostos fendlicos,
incluindo-se dentre eles a numerosona (acetofenona poliisoprenilada) e o acido
clorogénico (HUANG et al., 2014). Dentre os terpenos mais encontrados neste tipo de
propélis estao os diterpenos, 0s quais sao essenciais para a atividade anti-inflamatdria
desse produto (BANKOVA; DE CASTRO; MARCUCCI., 2000).
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Figura 12. Composicdo quimica da propdlis. A propdlis apresenta diferentes variedades a depender
das espécies vegetais envolvidas, condices ambientais e climéticas, sendo as principais delas a
vermelha, a marrom e a verde. A composi¢do de cada tipo de propdlis € especifica, sendo a propélis
vermelha rica em flavonoides e isoflavonéides (vestitol, formononetina e isoliquiritigenina), a marrom
rica em compostos poliisoprenilados e fendlicos (acido clorogénico, artepilina C e acido 2,2-dimetil-
cromeno-6-propendico) e a marrom rica em compostos fenélicos (acido p-cumarico, acido cafeico e
kaempferol). Fonte: AUTOR, 2021.

2.2.3 Atividades bioldgicas

A propolis apresenta uma gama de moléculas que apresentam atividade
farmacoldgica, sendo as principais delas os flavonoides, os compostos fendlicos, as
xantonas e 0s terpenos, tendo em vista a elevada estabilidade fisico-quimica destes
(SANTOS et al., 2020). No entanto, diversos compostos de outras classes fitoquimicas
ja tiveram suas atividades farmacolégicas bem descritas, principalmente em estudos
realizados in vitro e in silico (SANTOS et al.,, 2020). Dessa forma, as atividades
antibacteriana, antifungica, anti-inflamatoria, cicatrizante, antineoplasica, antiviral e
cardioprotetoras desse produto ja sdo bem especificados na literatura, sendo cada
uma destas resultante da acdo de moléculas de diferentes classes fitoquimicas
(SANTOS et al., 2020) (Figura 13).
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Figura 13. Atividades farmacoldgicas da propdlis. A propdlis apresenta uma diversidade de
moléculas com diferentes atividades farmacolégicas descritas pela literatura, sendo as principais delas
a atividade anti-inflamatéria, antibacteriana, antiviral, antifingica, antioxidante, cicatrizante e
antineoplasica. Fonte: AUTOR, 2021.

2.2.3.1 Atividade antibacteriana

Diversos estudos tém demonstrado as atividades bacteriostatica e bactericida
dos extratos de propdlis (etandlicos e metandlicos) frente as bactérias gram-positivas
e gram-negativas, incluindo principalmente bactérias resistentes aos tratamentos
convencionais (WANG et al., 2016; SULEMAN et al., 2015; DE AGUIAR et al., 2013;
FARNESI et al.,, 2013; JUNIOR et al., 2012). Grande parte dos estudos relata a
atividade bactericida e bacteriostatica deste produto em bactérias gram-positivas e
devido a isso se diz que a propolis apresenta maior efetividade frente a gram-positivas
do que as gram-negativas (SANTOS et al., 2020). Essas bactérias (gram-negativas)
produzem enzimas especificas que sao armazenadas em um espaco denominado de
espaco periplasmatico (entre a membrana externa e interna) e que hidrolisam alguns
dos constituintes quimicos da propdlis, inativando-os (SANTOS et al., 2020).

Atualmente, cresce o interesse no estudo de produtos naturais que atuem de
forma efetiva na inibicdo do crescimento e proliferacdo de bactérias patogénicas
incluindo-se dentre elas as das espécies Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Clostridium difficile (PRZYBYLEK; KARPINSKI., 2019). Alguns
estudos tém testado diferentes extratos de propdlis com o objetivo de inibir o

crescimento desses microrganismos. Em um destes trabalhos, Wang e colaboradores
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(2016) testaram os efeitos de um extrato etandlico de propdlis sobre o crescimento de
cepas de Clostridium difficile, Clostridium perfringens e Clostridium paraputrificum,
obtendo-se valores de CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) satisfatorios. Chen e
colaboradores (2018), por sua vez, verificaram os efeitos do extrato etanodlico de
propélis verde sobre o crescimento e proliferacdo de Listeria monocytogenes, obtendo
um valor de CIM igual a 40 pg/mL, razoavelmente satisfatério. Suleman e colabadores
(2015) verificaram os efeitos da propdlis da Africa do Sul sobre cepas de
Staphylococcus aureus, tendo sido observado um efeito bacteriostatico desse produto
frente as bactérias com um valor de CIM entre 6 e 1563 pug/mL.

Diversos sado 0os mecanismos de acdo dos compostos presentes na propolis e
que justificam seus efeitos antibacterianos, sendo o0s principais: aumento da
permeabilidade da membrana celular bacteriana, aumento da atividade do sistema
imune do hospedeiro, diminuicdo da motilidade bacteriana e diminuicdo da producéo
de ATP (Trifosfato de Adenosina) (PRZYBYLEK; KARPINSKI., 2019) (Figura 14).
Cada um dos fitoquimicos pode atuar por diferentes vias de sinalizagdo celular, as
quais resultardo em diferentes efeitos farmacolégicos (PRZYBYLEK; KARPINSKI.,
2019). Um dos componentes da propodlis cuja atividade antibacteriana esta bem
caracterizada é a Artepilina C (Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico), um composto
fendlico (VEIGA et al., 2017). Alguns estudos ja demonstraram que esse fitoquimico
€ capaz de inibir o crescimento de cepas resistentes de S. aureus, principalmente o
MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina), um microrganismo frequente
em infeccdes hospitalares (VEIGA et al., 2017). Um estudo analisou os efeitos da
Artepilina C frente a Porphyromonas gingivalis, um bacilo gram-negativo envolvido
diretamente com a doenca periodontal avancada e foi visto que esse composto
apresentou efeito bacteriostatico, sendo altamente efetivo no controle da multiplicacéo
desse microrganismo (YOSHIMASU et al., 2018). Além de atividades antibacterianas,
a Artepilina C apresenta potente atividade anti-inflamatéria, mediada por meio da
inibicdo do NF-Kb, bem como da sintese de NO (Oxido Nitrico) (PAULINO et al.,
2008).

Véarios estudos também mostram a atividade da pinocembrina, também
encontrada na propdlis frente a diversas espécies de bactérias patogénicas, incluindo-
se S. mutans, S. sobrinus, S. aureus, Enterococcus faecalis, L. monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (SOROMOU et al., 2013; JORAY
etal., 2015; HERNANDEZ TASCO et al., 2020; KHARSANY et al., 2019). A apigenina,
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outro flavonoide, apresenta potencial promissor na inibicdo do crescimento de
bactérias gram-negativas principalmente P. aeruginosa, K. pneumoniae, Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium, Proteus mirabilis e Enterobacter aerogenes (NAYAKA
et al.,, 2014). Um estudo também demonstrou a eficAcia da combinacdo desses
flavondides presentes na propdlis com antibioticos convencionais, tendo sido utilizada
a combinacao B-lactamicos+Pinocembrina frente ao MRSA e Ceftazidima+Apigenina
frente a Enterobacter cloacae resistente a ceftazidima (AKILANDESWARYI,
RUCKMANI., 2016).

O acido cinamico, um composto fendlico também encontrado na propdlis,
apresenta extensa atividade antimicrobiana descrita na literatura (HELENO et al.,
2013; GUZMAN., 2014; YILMAZ; SOVA; ERGUN., 2018; VASCONCELOS; CRODA;
SIMIONATTO., 2018). O mecanismo de a¢do dessa molécula se baseia em dano
oxidativo gerado a bactéria, aumentando a permeabilidade da membrana celular,
inibindo ATPases e a formacdo de biofimes (VASCONCELOS; CRODA,;
SIMIONATTO., 2018).

E importante salientar que a propolis vermelha e a verde apresentam efeitos
bactericida e bacteriostatico, ou seja, sdo capazes de matar a bactéria e inibir sua
replicacdo, respectivamente (SANTOS et al., 2020). Isso faz com que esses produtos
sejam altamente efetivos no controle de infeccdes, principalmente aquelas que
envolvem bactérias resistentes, uma vez que além de inibirem a atividade bacteriana,
estes sdo capazes de facilitar a agcdo do sistema imune do hospedeiro de forma a se

eliminar o microrganismo (SANTOS et al., 2020).
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Figura 14. Mecanismos antibacterianos da propdélis. A propdlis apresenta atividade antibacteriana
bem caracterizada pela literatura, sendo os mecanismos envolvidos 0os mais diversos, incluindo-se o
aumento da permeabilidade da membrana plasmatica bacteriana, diminuicdo da motilidade (em
bactérias moveis), diminuicdo da producdo de ATP e estimulagdo da atividade das células do sistema
imunoldgico. Fonte: AUTOR, 2021.

2.2.3.2 Atividade antifungica
Sao poucas as terapias antifingicas atualmente disponiveis para o tratamento

de micoses oportunistas e sistémicas, sendo a maioria ineficaz devido ao aumento da
resisténcia de algumas espécies de fungos (DOTA et al., 2011; NETIKOVA;
BOGUSCH; HENEBERG., 2013). Dessa forma, produtos naturais tornam-se alvos de
diversas pesquisas com o0 objetivo de se encontrar moléculas que apresentem
atividade frente a essas espécies resistentes (DOTA et al., 2011; NETIKOVA;
BOGUSCH; HENEBERG., 2013).

A propodlis apresenta componentes que sédo naturalmente antifungicos, sendo o
principal deles a formononetina, um flavonéide (LOPEZ et al., 2014). Essa molécula é
encontrada majoratoriamente em extratos de propolis vermelha, tendo sido
comprovada sua atividade antifungica mediante alguns fungos com potencial
patogénico, incluindo-se Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Candida
tropicalis em uma concentracéo de 0,125 g.L* (NEVES et al., 2016).

Cardoso e colaboradores (2010) estudaram os efeitos de um extrato etandlico
de propdlis sobre fungos da espécie Malassezia pachydermatis, envolvida na otite
canina. Os pesquisadores verificaram que a propdlis exibiu atividade antifingica, com

um valor de Concentracdo Fungicida Minima (CFM) de 5,3 mg.mL*. O género
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Malassezia também esta envolvido com o desenvolvimento de micoses superficiais
em humanos (PROHIC et al., 2016). Fungos da espécie Malassezia furfur sdo os
principais agentes da ptiriase versicolor, conhecida popularmente como “pano branco”
(GAITANIS., 2012). O tratamento convencional se baseia em produtos topicos e orais
gue podem ser toxicos e causar resisténcia dos fungos (THEELEN et al., 2018). Dessa
forma, esses estudos mostram que a propélis pode ser um produto promissor e que
futuramente venha a ser utilizado para o desenvolvimento de medicamentos mais

eficazes e seguros frente a essas e outras micoses (DEEGAN et al., 2018).

2.2.3.3 Atividade anti-inflamatoria
O processo inflamatério € um mecanismo protetor do organismo frente a acao

de agentes fisicos, quimicos e biolégicos (LIU et al., 2017; SIGAL; RON., 1993; SURH
et al., 2001). A presenca de qualquer um destes é responsavel por gerar dano celular
gue, consequentemente, contribuira com a ativacdo do sistema imune, caracterizada
por aumento do infiltrado leucocitario, bem como dos marcadores inflamatérios (LIU
et al,, 2017; SIGAL; RON., 1993; SURH et al.,, 2001). Um desequilibrio entre
mediadores pré-inflamatdérios e anti-inflamatérios é responsavel pelo desenvolvimento
de alguns sinais, denominados de sinais cardinais da inflamacéo: dor, calor, edema,
rubor e perda de funcao (LIU et al., 2017; SIGAL; RON., 1993; SURH et al., 2001).

Uma das atividades farmacoldgicas mais descritas para a propdlis na literatura
é a anti-inflamatodria, a qual € mediada por diversos componentes quimicos presentes
nesse produto (FRANCHIN et al., 2018; FRANCHIN et al., 2016; BUENO-SILVA et al.,
2017) (Figura 15). O principal fitoquimico anti-inflamatério presente na propdlis verde
€ a Artepilina C (PAULINO et al., 2008). Estudos realizados em modelos animais ja
demonstraram que essa molécula & capaz de reduzir diversos marcadores de
inflamacéo, incluindo-se a producdo de citocinas pro-inflamatoérias e o infiltrado de
macrofagos e neutréfilos nos tecidos (HORI et al., 2013; LIMA et al., 2014). Um estudo,
por sua vez, demonstrou que a ingestédo de 6,7 ou 20 g.kg* de propdlis foi capaz de
reduzir os marcadores clinicos de artrite em um modelo murino animal, mostrando que
mesmo sendo administrado por via oral esse produto apresenta efetividade (TANAKA
et al., 2012).

Na propolis vermelha, por sua vez, os compostos neovestitol e formononetina
sdo os principais anti-inflamatorios (TANAKA et al., 2012; FRANCHIN et al., 2016;
CAVENDISH et al., 2015). O neovestitol € capaz de inibir a migracéo neutrofilica e a

adesdo leucocitaria durante a fase aguda da inflamacéo, dificultando o processo de
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diapedese, essencial para o transporte das células imunes da corrente sanguinea até
os tecidos (FRANCHIN et al., 2016). As vias celulares e moleculares envolvidas na
atividade anti-inflamatoéria destes compostos ainda ndo estdo bem esclarecidas e
estudos mais especificos ainda devem ser realizados de forma a se determinar os
mecanismos dessas substancias presentes na propélis tanto na fase aguda como na
fase cronica do processo inflamatorio (FRANCHIN et al., 2016).

O Ester etilfenilico do acido cafeico (CAPE) é um dos constituintes majoritarios
da propdlis e tem tido a sua atividade anti-inflamatéria muito bem caracterizada pela
literatura cientifica (MIRZOEVA; CALDER., 1996). Sabe-se que esse composto é
capaz de modular a cascata do &acido araquiddnico nas células, inibindo-a
(MIRZOEVA; CALDER., 1996). Isso ocorre por meio da inibi¢cdo da liberacédo de &cido
araquiddnico, bem como da expresséo dos genes das Ciclooxigenases (COX) e das
Lipooxigenases (LOX) (MIRZOEVA; CALDER., 1996). Além disso, o CAPE é capaz
de inibir a expresséo génica de citocinas pro-inflamatérias e aumentar a expressao
das anti-inflamatorias, principalmente a IL-10 e a IL-4 (MOURA et al., 2011).

Em um estudo in vitro realizado com células da linhagem Jurkat (linfécitos T
derivados de leucemia/linfoma de células T do adulto) foi visto que o CAPE inibiu a
ativacdo do NF-kB, um importante fator transcricional envolvido com a producao de
citocinas pro-inflamatérias (NATARAJAN et al., 1996; ZHAO et al., 2014; CHUU et al.,
2012). Nas células tratadas com CAPE, os pesquisadores obtiveram resultados que
comprovaram que esse composto diminuiu a capacidade do NF-kB em formar hibridos
com o DNA, além de limitar a atividade transcricional de um hibrido Gal4-p65 (ZHAO
et al., 2014). Ademais, o CAPE tem a capacidade de inibir a infiltracdo neutrofilica e
macrofagica tecidual, inibir Receptores Toll-like (TLR4), bem como modular a
atividade da imunidade adaptativa (KIM et al., 2013).

O Acido p-cumérico (pCA) e a Bacarina sdo compostos isolados da propdlis
verde e que também apresentam atividades anti-inflamatérias bem caracterizadas na
literatura (DE SOUSA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2012). Ferreira e colaboradores
(2021) demonstraram, por meio de seus resultados, que a Bacarina atua por um
mecanismo direto envolvendo a inibicdo da producdo de citocinas e eicosanoides,
enquanto que o pCA atua de forma direta e indireta, ou seja, além de inibir a liberagcéo
de fatores pro-inflamatoérios, esse composto é capaz de estimular a producédo de

efetores anti-inflamatorios, incluindo-se a IL-10 in vivo.
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Figura 15. Mecanismos anti-inflamatérios da propdlis. A propdlis apresenta atividade anti-
inflamatéria extensivamente caracterizada, a qual envolve diversos mediadores quimicos e
mecanismos, incluindo-se: inibicdo da producéo de citocinas proé-inflamatdérias, inibicdo da expresséo
das COX, inibicdo da translocacédo do NF-Kb (um fator transcricional) e a inibicdo da migragéo de
neutréfilos. Fonte: AUTOR, 2021.

2.2.3.4 Atividade cicatrizante
O processo de cicatrizacdo € complexo e envolve diversos mediadores

celulares e moleculares que objetivam a retomada da arquitetura tipica de um tecido,
bem como a retirada de debris celulares do local da inflamacéo (EYNG et al., 2015;
XUAN et al., 2014). Esse processo pode ser subdividido em algumas etapas,
podendo-se incluir: desenvolvimento de um processo inflamatério agudo,
regeneracdo, migracdo e proliferagdo de células parenquimatosas e fibroblastos,
aumento da producgdo de proteinas de Matriz Extracelular (MEC) e remodelamento
tecidual. A depender da condicéo clinica do paciente e a presenca de comorbidades
(diabetes, doencas imunossupressoras e outras doengas crénicas) esse processo
pode durar um periodo de tempo mais prolongado ou até mesmo ocorrer de maneira
inadequada, sem a formacédo de um epitélio adequado (EYNG et al., 2015; XUAN et
al., 2014; DATIASHVILI; YUEH., 2012; HASAN; TEO; NATHER., 2015). Além disso,
caso 0s eventos de cicatrizacdo sejam ineficazes, a possibilidade de infeccdes
sistémicas aumenta exponencialmente, as quais podem levar o individuo a o6bito
(WOJTYCZKA et al., 2013).

Dessa forma, diversos produtos naturais tém sido estudados, caracterizados e
testados com o objetivo de se acelerar o processo de cicatrizacdo (VALENZUELA-
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BARRA et al.,, 2015). Um deles é a propdlis, cujas substancias apresentam efeito
sinérgico frente ao reparo tecidual (VALENZUELA-BARRA et al., 2015; HOSNUTER
et al., 2004). Esse produto é capaz de diminuir o tempo da fase inflamatoria, aumentar
a atividade captora de debris celulares dos macrofagos e reduzir o numero de
mastocitos, de células inflamatorias e da area fibrovascular, contribuindo assim com
a aceleracdo do processo de cicatrizacdo de feridas (ABU-SEIDA., 2015; ORYAN;
ALEMZADEH; MOSHIRI., 2018). A propdlis também é capaz de induzir um aumento
na sintese de colageno do tipo Il nas regides das feridas, contribuindo assim para o
remodelamento tecidual (OLCZYK., 2013) (Figura 16).

Em alguns estudos foi visto que o CAPE presente na propélis € essencial para
o controle do estresse oxidativo caracteristico de uma resposta inflamatéria, ou seja,
apresenta atividade antioxidante, a qual é capaz de acelerar ainda mais o processo
de cicatrizacdo (HOSNUTER et al., 2006; VALENTE et al., 2011). Isso ocorre por meio
da inibicdo de mediadores oxidativos importantes, podendo-se incluir as enzimas
mieloperoxidase, a superoxido dismutase e a xantina oxidase (ORYAN; ALEMZADEH,;
MOSHIRI., 2018). Além disso, esse mesmo composto induz uma diminuicdo da
sintese de malonilaldeido e NO, essenciais para a progressdao do processo
inflamatério (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI., 2018).

Estimulacao de células epiteliais, estimulacdo da migracédo de queratindécitos e
ativacao de fibroblastos s&o outros dentre os milhares de mecanismos celulares da
propdlis que contribuem para o processo de cicatrizacdo (OLCZYK et al., 2012). Todos
esses sao caracterizados por aumento da liberagéo de TGF-f (Fator transformador do
crescimento ), bem como da regulacdo da expressdo de alguns mediadores,
incluindo-se: laminina, vitronectina, heparan sulfato, colagenos | e lll, fibronectina,
sulfatos de condroitina e dermatano, acido hialurénico e radicais livres (OLCZYK et
al.,2013; OLCZYK et al., 2012; OLCZYK et al., 2014; ABREU et al., 2012).

Em relacéo aos estudos clinicos que avaliam a efetividade da propolis frente a
cicatrizagdo, sdo poucos 0s que estdo disponiveis na literatura e que apresentam o
rigor técnico e metodolégico necessario. Um estudo de meta-analise encontrou um
total de 6 artigos com ensaios clinicos que avaliavam a efetividade da administracéo
topica da propodlis frente a alguns tipos de feridas. Desses, apenas 3 artigos eram de
ensaios clinicos randomizados e apenas esses foram incluidos (HENSHAW et al.,
2014; KUCHARZEWSKI; KOZKA; URBANEK., 2013; KUCHARZEWSKI et al., 2013).
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Kucharzewski e colaboradores (2013) conduziram um ensaio clinico para a
avaliar o potencial cicatrizante da propélis polonesa em pacientes diagnosticados com
Ulceras venosas crbnicas de membros inferiores ndo-cicatrizaveis, tendo sido
administrada por via tépica uma pomada com concentracdes de 3% e 7% de propdlis.
Esses pesquisadores obtiveram resultados que o grupo que recebeu a pomada (em
ambas as concentracdes) apresentou diminuicdo no didametro das Ulceras em
comparagdo aquele que ndo recebeu a mesma. No entanto, foi visto que
concentragdes de propdlis acima de 7% geraram intolerancia em 18% dos pacientes
apos 9 dias de tratamento.

Em um estudo piloto conduzido por Henshaw e colaboradores (2014), foi
analisada a efetividade do tratamento com propélis mediante a condi¢cao clinica
denominada de pé diabético, caracterizada pela formacao de Ulceras nos membros
inferiores que apresentam lenta ou nenhuma cicatrizacdo. Além disso, 0s
pesquisadores também investigaram os efeitos da propdlis em combinacdo a
antibioticoterapia nesses pacientes. Dessa forma, foi observado que os pacientes
tratados com propodlis apresentaram uma taxa de cicatrizacdo mais rapida em
comparacao ao grupo controle. Somado a isso, verificou-se que a propdlis acelerou o
processo de cicatrizacdo em pacientes com Ulceras diabéticas e que estavam
recebendo antibidticos sistémicos, demonstrando assim o potencial desse produto
para o controle de eventos inflamatorios e de cicatrizacao.

Considera-se que a propolis seja um material seguro, porém, alguns efeitos
adversos ja foram descritos na literatura, podendo-se incluir casos de alergia e de
dermatite de contato (CALLEJO et al., 2001; SILVANI et al., 1997). Isso ocorre pois
em elevadas concentracdes alguns constituintes da propdlis podem ativar mastocitos,
0S quais sdo responsaveis pela liberacdo de histamina e outros mediadores
inflamatorios e alérgicos que contribuem com algumas manifestacdes clinicas como
prurido, rubor, edema e calor (ORSI et al., 2005).

Além dos compostos com atividade dita cicatrizante, a propolis se caracteriza
por apresentar mais de 40 potenciais aléergenos (HAUSEN et al., 1987; HAUSEN.,
2005). Desses, alguns ja foram identificados e descritos na literatura, sendo 0s
derivados do cafeato os principais: Cafeato feniletilico, Cafeato de benzila, Cafeato de
3-metil-2-butenil e Cafeato de geranil (HAUSEN et al.,, 1987; HAUSEN., 2005). A
presenca desses compostos ira variar de acordo com o tipo de propdlis, fatores
geograficos, climaticos e de disponibilidade quimica (HAUSEN et al., 1987; HAUSEN.,
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2005). No Brasil, Kaneeda e Nishina (1994) descreveram a auséncia de efeitos
colaterais ap0s a administracdo de propdlis por via oral em camundongos. Apesar
disso, mais estudos devem ser realizados de forma a se comprovar a seguranca desse
produto em humanos e para que futuramente novas formula¢cées venham a ser
desenvolvidas para o tratamento de patologias (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI.,
2018).
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Figura 16. Mecanismos cicatrizantes da propodlis. A propdlis apresenta atividade cicatrizante
descrita na literatura, sendo caracterizada por diversos mecanismos celulares e moleculares, incluindo-
se aumento da proliferacao de fibroblastos, aumento da atividade fagocitaria de macréfagos e aumento
da sintese de colageno, essencial para a reconstru¢do da matriz extracelular e consequentemente do
remodelamento tecidual. Fonte: AUTOR, 2021.

2.2.3.5 Atividade antineoplasica

Neoplasia € um termo cujo significado se baseia em um “crescimento novo” e
se refere a proliferagdo desordenada e desregulada das células em diferentes tecidos
(KUMAR., 2010). Esse evento compreende a interagdo de mecanismos celulares e
moleculares que corroboram em disfuncao tecidual e que posteriormente pode evoluir
até uma disfuncdo multipla de orgdos (KUMAR., 2010). Esse crescimento
descontrolado de células pode levar ao desenvolvimento de uma massa soélida
denominada de tumor, o qual a depender de suas caracteristicas morfolégicas,
fenotipicas e moleculares pode classificar a neoplasia em benigna e maligna
(KUMAR., 2010).

Um evento muito caracteristico de neoplasias malignas é a metastase,

caracterizada pelo transporte da massa tumoral pela corrente sanguinea, o que faz
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com que essas células neoplasicas cheguem a outros tecidos e nestes se
desenvolvam (ZEESHAN; MUTAHIR., 2017; WAN; PANTEL; KANG., 2013; CHIANG;
MASSAGUE., 2008). Para que isso ocorra, fatores liberados no microambiente
tumoral colaboram com o aumento da vascularizagdo em um evento denominado de
angiogénese, ou seja, o crescimento de novos vasos (VIALLARD; LARRIVEE., 2017).
A angiogénese, por sua vez, € um alvo importante para diversos produtos que se
encontram em desenvolvimento, principalmente os naturais (VIALLARD; LARRIVEE.,
2017).

O tratamento utilizado atualmente para o controle das terapias consiste
basicamente em quimioterapia (uso de substancias citotoéxicas nao seletivas),
radioterapia (uso de ondas de radio com objetivo de morte celular) e exciséo cirdrgica
(remocdo da massa sélida tumoral do oOrgdo acometido) (HILLAL-DANDAN;
BRUNTON., 2015). Apesar de se ja existirem uma gama de compostos citotdéxicos
descritos na literatura com ensaios clinicos que comprovem sua efetividade, sabe-se
que os efeitos colaterais atrelados a esses sdo excessivamente graves e que, além
disso, as células neoplasicas tém desenvolvido mecanismos de resisténcia frente aos
tratamentos convencionais (PATEL., 2016). Dessa forma, a Medicina Tradicional
Chinesa emergiu nas Ultimas décadas como uma alternativa que serve como um
suporte no tratamento destas patologias com um nimero menor de efeitos adversos,
tendo-se a propdlis como um dos seus representantes (ERNST., 1998).

Trés compostos quimicos presentes na propélis apresentam atividades
antineoplasicas descritas na literatura, sendo estes o CAPE (encontrado na propélis
da Europa), a artepilina C (encontrada na propolis verde do Brasil) e a benzofenona
(encontrada na propdlis vermelha do Brasil) (FASOLO et al., 2019; MESSERLI et al.,
2009). Estudos realizados em modelos murinos mostraram que o0 acido cafeico e a
artepilina C presentes no extrato de propolis verde apresentam atividade angiostatica,
inibindo o crescimento dos vasos sanguineos e, consequentemente, o crescimento e
transporte da massa tumoral (CHIKARAISHI et al., 2010; BEGNINI et al., 2014;
AWALE et al., 2008) . Extratos etanolicos de propdlis vermelha apresentaram efeitos
citotoxicos frente a diferentes linhagens tumorais, incluindo-se células de cancer de
bexiga e células humanas de cancer pancreatico (BEGNINI et al., 2014; AWALE et
al., 2008).

Ademais, sabe-se que a propolis apresenta potencial imunomodulador, o qual

contribui para a sua atividade antineoplasica (SANTOS et al., 2020). Os mecanismos
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gue justificam essa atividade sdo os mais variados, podendo-se citar: supresséo da
proliferacédo de células neoplasicas via seus efeitos anti-inflamatérios, bloqueio de vias
de sinalizacdo especificas de oncogenes e modulacdo do microambiente tumoral
(SAWICKA; CAR; BORAWSKA; NIKLINSKI., 2012) (Figura 17). Como em um extrato
de propdlis sdo encontradas varias moléculas diferentes, esses mecanismos podem
ocorrer de forma simultdnea no momento em que o individuo o ingerir por via oral,
caracterizando assim seus efeitos sinérgicos (SAWICKA; CAR; BORAWSKA;
NIKLINSKI., 2012).

Poucos sdo os estudos clinicos que comprovem a efetividade desse produto
frente a neoplasias. No ClinicalTrials.gov, ao se digitar os termos “Cancer” e “Propolis”
foram encontrados apenas 3 ensaios clinicos registrados, estando apenas 1 deles
concluido, 1 em etapa de recrutamento e 1 que ainda se iniciara. Todos esses estudos
avaliam os efeitos da propoélis em pacientes com cancer de cabeca e pescoco,
mostrando assim a escassez de resultados que fundamentem o uso deste produto
para o tratamento dos diferentes tipos de canceres. Os estudos, intervengdes, grupos
e status estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 — Ensaios clinicos registrados referentes a avaliagdo do efeito antitumoral da Propdlis.
TITULO AUTORES ANO STATUS GRUPOS

Assessing the preventing  BOLOURI et al 2015 Concluido Controle
and therapeutic effect of
Propolis in radiotherapy
induced mucositis of head
and neck cancers.
Microbiota and symptom N&o informado 2021 N&o iniciado Controle
distress in head and neck

Propdlis

: o Propdlis
cancer patients receiving
radiotherapy.
Honey products for cancer  N&o informado 2021 Em fase de recrutamento  Controle
patients with oral mucositis: .
Propolis

a randomized controlled
trial.

Fonte: ClinicalTrials.gov.
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Figura 17. Mecanismos anti-neoplasicos da propoélis. A propdlis apresenta atividade anti-
neoplasica também descrita na literatura, resultando em diversos mecanismos celulares e moleculares
estudados in vitro, podendo-se incluir: inibicdo da angiogénese, citotoxicidade seletiva e inibicdo de
oncogenes. Fonte: AUTOR, 2021.

2.2.3.6 Atividade anti-viral

2.2.3.6.1 Atividade anti-HSV
Diversos sdo 0s grupos de virus que acometem seres humanos causando

patologias (RIPARI et al., 2021). Alguns desses podem infectar humanos e
permanecerem durante anos indetectaveis e ap0s uma imunossupressao exercem
sua patogenicidade, como é o caso do HSV (Virus Herpes-Simples) (MCQUILLAN et
al., 2018). Os dois subtipos mais patogénicos em humanos sdo o HSV-1 e o0 HSV-2,
apresentando o HSV-1 maior tropismo pelas células da mucosa oral, enquanto que o
HSV-2 apresenta maior tropismo pelo mucosa genital, estando envolvido com
Infeccbes Sexualmente Transmissiveis (ISTs) (MCQUILLAN et al., 2018). Diversos
sdo os farmacos antivirais disponibilizados atualmente para o tratamento dessas
viroses, no entanto, alguns apresentam baixa efetividade e uma gama de efeitos
adversos que comprometem a adesdo terapéutica e a obtencdo de resultados
satisfatorios (RIPARI et al., 2021).

Compostos presentes na propolis apresentam efeitos antivirais descritos na
literatura, principalmente frente ao HSV-1 e HSV-2 e ao virus da influenza (RIPARI et
al., 2021). Em 1992, Amoros e colaboradores avaliaram a atividade antiviral da
propdlis frente a células Vero infectadas com HSV-1, tendo sido verificada a

efetividade desse produto na diminuicdo da infectividade dessas células. O
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mecanismo de acdo se baseou em inibicdo da sintese de DNA viral, bem como da
replicacdo viral.

Tratando-se da avaliagdo dos diferentes tipos de extrato da propdlis, varios séo
os estudos ja publicados na literatura e que descrevem a atividade desse produto.
Schnitzler e colaboradores (2010) realizaram um estudo in vitro que consistiu na
avaliacao dos efeitos de extratos aquosos (5 pg/mL) e etandlicos (4 pg/mL) frente ao
HSV-2. Para isso, esses pesquisadores utilizaram uma linhagem celular denominada
de RC-37 caracterizada como uma célula epitelial de rim de macaco verde africano,
tendo sido observada uma diminuicdo da entrada do virus nessas células nos grupos
tratados com os diferentes extratos de propadlis.

Estudos utilizando modelos animais também tém sido utilizados como forma
demonstrativa da atividade antiviral desse produto. Em um desses, Sartori e
colaboradores (2012) demonstraram que a propodlis marrom em uma dose de 50
mg/kg ao ser administrada em camundongos BALB/c apresentou uma atividade anti-
inflamatoria e antioxidante que corroborou com a diminui¢éo da leséo tecidual gerada
pelo HSV-2.

Sartori e colaboradores (2012) avaliaram in vivo a atividade protetora da
propélis marrom brasileira contra as lesdes vaginais ocasionadas pelo HSV-2, tendo
sido verificado que no grupo de camundongos tratados com propdlis e infectados com
HSV-2 houve uma reducdo da inflamacédo epidérmica e dérmica vaginal em
comparagao ao grupo controle, demonstrando dessa forma o potencial desse produto
como um futuro medicamento a ser utilizado no tratamento das manifestacdes clinicas

decorrentes da Herpes.

2.2.3.6.2 Atividade anti-influenza
O primeiro estudo que avaliou a atividade da propdlis frente ao virus da

influenza data de 1992, no qual Serkedjieva e colaboradores realizaram um ensaio in
vitro com o objetivo de se demonstrar a eficacia dos extratos de propdlis bulgara na
inibicdo da replicacdo do H1N1 (100 pg/mL) e H3N2 (50 pg/mL). Por meio deste, foi
possivel observar uma diminui¢do da replicacao viral, comprovando assim a atividade
anti-influenza desse produto.

Shimizu e colaboradores (2008), demonstraram por meio de ensaios in vitro e
in vivo que alguns extratos etandlicos da propolis brasileira apresentaram atividade
frente ao virus da influenza a qual se equiparou a do Oseltamivir, um tratamento

padrdao. A concentracdo mais eficaz foi a de 10 mg/kg, tendo sido administrada em
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camundongos por via oral. De acordo com esse estudo, a presenca do virus da
influenza no lavado broncoalveolar dos camundongos tratados com propdlis foi muito
menor do que no grupo controle, demonstrando dessa forma a atividade desse
produto frente a esse virus. Além disso, esse estudo demonstrou 0S mecanismos
celulares envolvidos com a agéo antiviral da prop0lis, o qual se baseia em um aumento
da producdo de IFN-Y, estimulando a atividade antiviral de células NK, além de
estimular a resposta Thl mediada por linfocitos T auxiliares (CD4+), o que colabora

com o0 aumento do combate aos virus.

2.2.3.6.3 Atividade antirretroviral
Os retrovirus também sdo alvos das substancias quimicas presentes na

propodlis, ja tendo sido descritos nas literaturas os variaveis mecanismos celulares e
moleculares envolvidos com a atividade antirretroviral dessas moléculas (RIPARI et
al., 2021). Grande parte dos estudos que avaliam a atividade da propdlis frente aos
retrovirus sao pré-clinicos e apesar de serem promissores, ndo sdo de elevada
evidéncia cientifica, demandando a realizacdo de ensaios clinicos para que sejam
aplicados na rotina clinica e ambulatorial (RIPARI et al., 2021).

Estudos que avaliam os efeitos da propdlis contra o HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) ja mostraram que o mecanismo principal desse produto
envolve a inibicao da proteina p24 do envelope viral, a qual é responsavel pela entrada
do virus nos linfécitos T CD4+ (RIPARI et al., 2021). Isso contribui para a diminuicao
da possibilidade desse virus adentrar as células e consequentemente gerar um
processo de imunodepressdo. Dessa forma, a propoélis poderia ser utilizada como
profilaxia frente ao HIV, apesar de serem necessarios estudos mais aprofundados
antes de se aplicar isso a pratica clinica (RIPARI et al., 2021).

Outro mecanismo descrito na literatura é o de que a propdlis é capaz de induzir
um aumento da expressao de Foxp3, um gene que é traduzido em uma proteina
responsavel pela regulacédo da atividade e proliferacdo de linfécitos, corroborando
assim com a proliferacao destes (CONTE et al., 2021).

2.2.3.6.4 Atividade anti-SARS-CoV-2
Uma das atividades descritas apés o apogeu da pandemia de COVID-19 foi a

atividade anti-SARS-CoV-2 da propdlis. Alguns estudos ja descrevem a eficacia desse
produto frente as linhagens celulares infectadas em laboratério, bem como em ensaios
in vivo, com a utilizagcdo de cobaias. Poucos sdo os ensaios clinicos que incluam um

namero elevado de pacientes, uma metodologia adequada e que comprovem alguma
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correlacéo entre melhora dos desfechos clinicos primarios e secundarios da COVID-
19 (SILVEIRA et al., 2021; KOSARI et al., 2021).

Apesar disso, ha evidéncia pré-clinica suficiente que corrobore com o avanco
de estudos clinicos da propolis frente a COVID-19. Dentre essas evidéncias, 0S
estudos in silico sdo os mais encontrados na literatura. Em um destes, Guler e
colaboradores (2020) realizaram o preparo de um extrato alcodlico de propdlis, o
isolamento de alguns acidos hidroxicinamicos (Acido p-cumarico, Acido cafeico, CAPE
e Acido cinamico), flavonéides (rutina, miricetina, hesperidina, crisina e pinocembrina)
e a andlise das interacfes desses compostos com um dos alvos importantes para a
viruléncia do SARS-CoV-2: a ECA2. Foi observado que dos compostos isolados, o
gue apresentou menor energia de ligacao foi a flavonona rutina, seguida de miricetina,
CAPE, hesperidina e pinocembrina. O mecanismo que justifica uma melhor energia
de ligacdo para a rutina se baseia no fato de que essa molécula apresenta um maior
namero de grupamentos ionizaveis que em meio fisiolégico podem se ionizar, com a
producédo de espécies carregadas negativamente e que melhor se complexam com 0s
residuos de zinco da ECA2, estabilizando melhor o complexo formado (GULER et al.,
2020). Dessa forma, pelo esqueleto tipico, os flavondides em geral apresentam boa
atividade inibitoria frente a esta enzima (GULER et al., 2020).

Em relacdo a evidéncia clinica da atividade da prépolis frente a COVID-19,
foram encontrados apenas dois ensaios clinicos concluidos nas bases de dados
(Tabela 2), sendo um deles o de Silveira e colaboradores (2021), onde foi avaliada a
eficacia da propodlis verde em duas doses (400 mg/ dia e 800 mg/dia) como um
tratamento adjuvante em pacientes hospitalizados com COVID-19 grave. Com 0s
resultados obtidos pelos autores foi possivel observar que o tempo de hospitalizacao
em ambos os grupos que receberam propolis verde foi menor em comparacao ao
grupo que apenas recebeu o tratamento padrao. Outros desfechos foram avaliados
por esse estudo, sendo eles a frequéncia de leséo renal, a necessidade de ventilagéo
mecanica e a necessidade de drogas vasoativas. Os grupos de propolis apresentaram
menor frequéncia de lesdo renal, bem como menor necessidade do uso de drogas
vasoativas em comparacao ao grupo padrdo. O tempo de uso de ventilacdo mecéanica
foi praticamente igual entre os grupos de propdlis e o grupo padrédo, sem diferenca
estatisticamente significativa. Apesar dos resultados promissores, esse estudo

apresentou algumas limitacdes, podendo-se incluir o pequeno nimero de pacientes
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(124 no total) e problemas metodolégicos, como o fato de o estudo néo ter sido duplo-
cego, o que pode ter influenciado diretamente nos resultados.

O estudo de Kosari e colaboradores (2021), por sua vez, avaliou a eficacia de
um extrato metandlico de propdlis e Hyosciamus niger L frente aos sinais e sintomas
da COVID-19, incluindo-se febre, dor de cabeca, astenia, anorexia, mialgia, dispneia,
dentre outros. Um dos grupos (n= 25) recebeu 10 mL de extrato, 3 vezes ao dia por 6
dias, enquanto outro recebeu o tratamento padrédo mais o placebo (n=25), tendo sido
observado que no dia 4 e no dia 6 do tratamento houve uma reducéo estatisticamente
significativa na frequéncia dos sintomas entre os pacientes do grupo tratado com o
extrato em comparacédo ao grupo placebo. Apesar de esse resultado também ter sido
promissor, o estudo apresentou algumas limitagcdes metodoldgicas, principalmente o
baixo nimero de pacientes incluidos (n=50), bem como os desfechos, que se
limitaram aos sinais e sintomas dos pacientes, 0s quais podem ter sido resolvidos pela
prépria capacidade imunolégica do individuo e nao pelo extrato. Além disso, por meio
desse estudo néo é possivel se concluir a eficacia isolada da propdlis frente a COVID-
19, uma vez que o extrato administrado era constituido por uma mistura complexa de

espécies botanicas.
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Figura 18. Mecanismos antivirais da propélis. A propolis apresenta atividade antiviral também
descrita na literatura, resultando em diversos mecanismos celulares e moleculares estudados in vitro,
podendo-se incluir: inibicdo da replicacéo viral, inibicdo da entrada do virus nas células hospedeiras e
inibicdo de proteinas do envelope viral. Fonte: AUTOR, 2021.
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Tabela 2- Ensaios clinicos que avaliam a efetividade da propdlis frente aos desfechos da COVID-19.

Estudo Autores Design Tratamento Desfechos Resultados
Efficacy of brazilian green SILVEIRA et al Grupo Tratamento Tempo para Tempo de
propolis (EPP-AF®) as an controle padrao a melhora hospitalizacdo menor
adjunct treatment for (n=42) clinica em ambos 0s grupos
hospitalized COVID-19 de propolis
patients: a randomized , Grupo Extrato seco Tempo
controlled clinical trial propdlis de propdlis utilizando N&o houve diferenca
1 (400 verde (100 mg- ventilacédo significativa
mg/dia) 4x ao dia) mecanica relacionada a
(n=40) necessidade de
Taxa de ventilagdo mecénica
Grupo Extrato seco dano renal entre ambos os
propolis de propdlis grupos em relagéo ao
2 (800 verde (2 Necessidade controle
mg/ dia) capsulas- 4x de
(n=42) ao dia) tratamento O grupo que recebeu
intensivo 800 mg/ dia de

propolis apresentou
Necessidade menor taxa de leséo
de drogas renal em comparacao
vasoativas ao controle

Ambos os grupos que
receberam propdlis
tiveram menor
necessidade do uso
de drogas vasoativas
em comparagao ao

controle
The effect of propolis plus KOSARI et al Grupo Tratamento Sintomas da N&o houve diferenca
Hyoscyamus niger L. placebo padrao+ COVID-19 estatisticamente
methanolic extract on clinical (n=25) placebo (febre, dor consideravel entre os
symptoms in patients with muscular, grupos no inicio do
acute respiratory syndrome Extrato anorexia, tratamento, porém no
suspected to COVID-19: a Grupo metandlico de tosse, dor dia4 e 6do
clinical trial extrato propdlis + abdominal) tratamento essa foi
(n=25) Hyoscyamus mais significativa
niger (10 mL
3x ao dia por 6
dias)

Fonte: Autor, 2021.
2.2.3.7 Atividade cardioprotetora

Ainda sdo escassos na literatura os estudos que descrevam as atividades da
propélis frente ao sistema cardiovascular (SILVA et al., 2021). No entanto, sabe-se
gue sao diversos 0s constituintes quimicos desse produto capazes de apresentar
atividades cardioprotetoras, principalmente quando administrados na forma de
extratos etanolicos, hidroalcodlicos e alcodlicos (SILVA et al., 2021).

As atividades cardioprotetoras da propdlis podem ser subdivididas em
categorias, as quais incluem: atividade anti-aterosclerética, atividade anti-

hipertensiva, atividade anti-hemostatica, atividade anti-angiogénica e atividade



68

protetora do miocardio (SILVA et al., 2021). Os mecanismos envolvem diferentes vias
de sinalizacdo intracelular, bem como diferentes fitoquimicos, incluindo-se
principalmente os compostos fendlicos (SILVA et al., 2021).

2.2.3.7.1 Atividade anti-aterosclerotica

A aterosclerose € uma manifestacéo fisiopatolégica resultante do acamulo de
lipoproteinas de alta densidade (LDL) na tdnica intima da parede dos vasos
sanguineos (BERGHEANU, S. C.; BODDE, M. C.; JUKEMA, J. W., 2017). Esses
lipideos sao oxidados no espac¢o subendotelial, levando a um aumento da expressao
de moléculas adesivas na superficie das células endoteliais, acarretando em
recrutamento de células do sistema imune, principalmente mondcitos (BERGHEANU,
S. C.; BODDE, M. C.; JUKEMA, J. W., 2017). Essas, por sua vez, englobam as
particulas oxidadas de LDL, tornando-se células espumosas, as quais sofrem
processo de lise celular, levando a liberacao de citocinas pré-inflamatdrias e espécies
reativas de oxigénio que ocasionam em lesdo a todas as camadas dos vasos
sanguineos, principalmente o tecido conjuntivo e o tecido muscular liso vascular
(BERGHEANU, S. C.; BODDE, M. C.; JUKEMA, J. W., 2017). Como consequéncia
disso, toda a hemodinamica é afetada, levando a diminui¢do da perfusdo sanguinea,
bem como ao aumento na possibilidade do desenvolvimento de eventos tromboéticos
(BERGHEANU, S. C.; BODDE, M. C.; JUKEMA, J. W., 2017).

A atividade anti-aterosclerética da propdlis se da por meio da modulagéo
plasmética dos elevados niveis de LDLs, bem como da expressdo de moléculas
adesivas pelas células endoteliais (XUAN et al., 2014). Xuan e colaboradores (2014)
utilizaram extratos etanolicos de propdlis verde brasileira e de propdlis vermelha, com
0 objetivo de se verificar a atividade anti-aterosclerotica da mesma, por meio de
modelos in vitro. Foi possivel observar por meio desse estudo que os extratos de
propélis foram capazes de inibir uma fosfolipase C dependente de fosfatidilcolina,
reduzir as concentracdes de EROs e inibir a via do NF-Kb.

Em outro estudo, Daleprane e colaboradores (2017) avaliaram in vivo a
atividade anti-aterosclerdtica de extratos etanodlicos de propolis verde, marrom e
vermelha por meio da utilizagdo de uma linhagem de camundongos knockout para o
gene do receptor de LDL (R-LDL), os quais receberam uma dieta rica em colesterol,
objetivando-se o desenvolvimento de lesdes endoteliais. Foi possivel observar que o
grupo de camundongos tratados com extrato de propolis apresentou menor nimero

de lesdes ateroscleréticas, por meio da regulacdo de fatores inflamatorios e



69

angiogénicos, tendo sido esses efeitos mais acentuados no grupo que recebeu
propolis vermelha.
2.2.3.7.2 Atividade anti-hipertensiva

A hipertensdo arterial sistémica é uma manifestagédo clinica decorrente de
alguns eventos que podem levar a extensivo dano cardiovascular (WENZEL et al.,
2017). O aumento da resisténcia vascular periférica atrelado a hiperativacdo do
Sistema Nervoso Simpatico levam a um aumento da tensdo de cisalhamento arterial
acarretando assim em dano endotelial, o qual é responséavel pelo desenvolvimento de
microhemorragias e microinfartos que podem evoluir, levando a disfuncdo multipla de
diferentes 6rgdos (WENZEL et al., 2017).

Alguns estudos tém descrito o potencial anti-hipertensivo da propélis em
modelos animais, por meio de diferentes mecanismos, incluindo a regulacéo do ténus
vascular, diminuicdo da ativacdo simpdtica, mecanismos anti-inflamatorios e
antioxidantes (SILVEIRA et al., 2019).

De acordo com revisdo realizada por Silva e colaboradores (2021), cinco
estudos encontrados na literatura descrevem a atividade anti-hipertensiva dos
diferentes extratos da propdlis, apresentando resultados promissores. Desses, trés
avaliam extratos etandlicos da propdlis brasileira, os quais demonstraram que esse
produto foi capaz de reduzir a pressado arterial de camundongos, por diferentes
mecanismos, incluindo-se dentre eles aquele mediado pela acetilcolina (KUBOTA et
al., 2004; AQOI et al., 2013; TELES et al., 2015).

A atividade anti-hipertensiva da propdlis, por sua vez, se da principalmente pela
presenca dos acidos cafeoilquinicos, cujo mecanismo principal se da através do
vasorelaxamento induzido por sua agéo anti-inflamatoria (MISHIMA et al., 2005). Além
disso, esses fitoquimicos apresentam alguma afinidade por receptores muscarinicos
da acetilcolina, o que contribui para a potencializacdo do efeito vasodilatador da
propélis (MISHIMA et al., 2005).
2.2.3.7.3 Atividade anti-hemostatica

A hemostasia compreende o0 conjunto de processos que séo realizados pelo
organismo com o objetivo de se reverter uma lesdo causada a um vaso sanguineo e
gue causou ruptura ao mesmo (XU et al., 2016). Envolve uma cascata de mediadores
celulares e moleculares, podendo-se incluir as plaquetas, o tromboxano A2 (TXA2), o
difosfato de adenosina (ADP) e as prostaciclinas, resultando na formacédo de uma

matriz de fibrina, mantendo a circulacdo sanguinea e a homeostasia (XU et al., 2016).
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Quando ha um desequilibrio entre a producédo de mediadores pro-tromboéticos
e mediadores fibrinoliticos, ha o desenvolvimento de trombos, os quais podem causar
problemas aos vasos sanguineos, tendo em vista que estes podem obstruir a
passagem de sangue e até mesmo se desprender das paredes dos vasos e
obstruirem vasos de pequeno calibre, como os capilares pulmonares, levando a um
quadro de embolia pulmonar (XU et al., 2016).

A propdlis apresenta alguns compostos que sdo capazes de inibir essa
expressao exacerbada de mediadores pro-trombaoticos, apresentando assim atividade
anti-hemostatica (SILVA et al., 2021). De acordo com uma revisao realizada por Silva
e colaboradores (2021), cinco estudos encontrados na literatura descrevem essa
atividade da propodlis, sendo que trés deles descrevem os efeitos da propdlis brasileira.

Os mecanismos farmacoldgicos mais descritos pela literatura em relacdo a
atividade anti-hemostatica da propélis sao: supressao da secre¢do de TNF-a mediada
pelo inibidor do ativador de plasminogénio 1, atenuacdo da secrecdo mediada por
lipopolissacarideo do inibidor do ativador de plasminogénio 1 e diminuicdo do efeito
agregante induzido pelo ADP (OKHURA et al., 2012; OKHURA et al., 2016; BOJIC et
al., 2018).

Apesar dos resultados potencialmente promissores, a maioria dos estudos sao
pré-clinicos (in vitro e in vivo), demandando a realizacdo de estudos de evidéncia
cientifica mais robusta, de forma a se comprovar de maneira mais fidedigna o
potencial clinico desse produto frente aos distirbios hemostaticos (SILVA et al., 2021).
2.2.3.7.4 Atividade anti-angiogénica

A angiogénese é o processo de crescimento de novos vasos sanguineos a
partir dos ja existentes, sendo mediado por diversas substancias (TIWARI, A,
MUKHERJEE, B.; DIXIT, M., 2018). E altamente complexo e esta diretamente
envolvido com o reparo e desenvolvimento tecidual (TIWARI, A.; MUKHERJEE, B.;
DIXIT, M., 2018). Algumas situacbes, como a isquemia, na qual o suprimento
sanguineo tecidual diminui, leva a uma condigdo de hipoxemia tecidual, a qual
acarreta na ativacao de alguns fatores celulares citoplasmaticos sensiveis a hipoxia,
como o HIF1, (Fator 1-a induzido por hipéxia) (TAHERGORABI, Z.; KHAZAEI, M.,
2012). Esse fator transcricional, por sua vez, se transloca para o nucleo das células,
ligando-se a regides promotoras de genes que estado envolvidos com a angiogénese,
como por exemplo o gene do VEGF (Fator de Crescimento Endotelial vascular), o qual
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esta envolvido com a proliferacdo das células epiteliais pavimentosas do endotélio,
bem como a migracdo (TAHERGORABI, Z.; KHAZAEI, M., 2012).

Uma desregulacao desse processo esta relacionada com diversas patologias,
principalmente as neoplasias e a aterosclerose (TAHERGORABI, Z.; KHAZAEI, M.,
2012). Devido a isso, esse evento fisiopatologico tem sido alvo de estudos, com o
intuito de se descobrirem potenciais substancias bioativas capazes de modula-lo
(TAHERGORABI, Z.; KHAZAEI, M., 2012).

Alguns estudos descrevem a atividade dos extratos da propdlis frente a
angiogénese. Em um destes estudos, conduzido por Chikaraishi e colaboradores
(2010), foi avaliado o potencial anti-angiogénico de um extrato aquoso de propdlis
(100 mg/mL) verde brasileira frente a linhagem celular HUVEC (Células endoteliais de
veia umbilical humana), tendo sido observado uma supressédo da proliferacdo e
migracao dessas células, bem como uma supresséo da expressao de VEGF no grupo
tratado com propdlis. Esses efeitos foram atribuidos aos acidos cafeinoilquinicos
presente na propdlis, cujas atividades cardiovasculares ja sdo bem descritas na
literatura.

Neste mesmo estudo, conduzido por Chikaraishi e colaboradores (2010), foi
verificado o potencial antiangiogénico deste mesmo extrato de propodlis, em uma
concentracdo de 300 mg/kg/dia em um modelo in vivo, utilizando-se ratos da linhagem
C57BL/6, tendo sido observado também um efeito antiangiogénico, mediado pelos
acidos cafeionoilquinicos.
2.2.3.7.5 Atividade protetora do miocardio

O miocéardio é a camada medial que constitui o coracdo, sendo também
conhecido como musculo cardiaco (GLASHAN et al., 2018). E constituido por células
denominadas de cardiomiécitos e que em conjunto foram o tecido muscular estriado
cardiaco (GLASHAN et al., 2018). Essas células sdo essenciais para a contracao
cardiaca, tendo em vista que € o estimulo a esses que vai gerar toda a cascata de
sinalizacgéo intracelular que resultara no aumenta da concentragéo citoplasmatica de
calcio, a qual sera responsavel pelo processo de deslizamento entre a actina e a
miosina (MOHRMAN, D.E.; HELLER, L.J.; ROJAS, A.M.G., 2007).

Diversos mediadores regulam a atividade do miocardio, apresentando funcao
protetora deste, sendo um desses o Oxido nitrico (NO), um potente vasodilatador
endogeno (SILVA et al., 2021). Esse mediador pode ser produzido pelos proprios

cardiomidécitos, como também pelas células endoteliais e pelos neurdnios colinérgicos
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pos-sinapticos (SILVA et al., 2021). O NO induz a vasodilatacédo e permite que haja o
fluxo sanguineo necessério para o adequado funcionamento do miocardio (SILVA et
al., 2021).

Algumas disfuncdes cardiovasculares, como a Insuficiéncia Cardiaca
Congestiva (ICC), Insuficiéncia Cardiaca Aguda (ICA) e Doenca Coronariana (DC),
levam a disfuncdo miocardica, caracterizada por estresse oxidativo e degradacéo de
proteinas de matriz, acarretando em perda da arquitetura e fisiologia do coragéo
(GOULD et al., 2013).

Alguns constituintes da propolis como o CAPE e o cafeato de benzila ja
apresentaram atividade protetora miocardica descritas na literatura (SUN et al., 2017).
Isso se d& pelo potencial de captura de radicais livres que esses compostos
apresentam, diminuindo o estresse oxidativo presente nessas condi¢des patoldgicas
e contribuindo assim para a homeostasia do coracdo (SUN et al.,, 2017). Os
mecanismos antioxidantes do CAPE envolvem: aumento da expresséo da Superoxido
dismutase (SOD), aumento da expressao da Glutationa peroxidase (GSH), reducao
dos niveis intracelulares de calcio e prevencdo frente a morte celular por apoptose
(SUN et al., 2017).

Um estudo in vivo, conduzido por Ahmed e colaboradores (2017), avaliou a
atividade protetora miocardica da propdlis em um modelo animal de Infarto Agudo do
Miocardio induzido por isoproterenol, tendo sido observado que no grupo pré-tratado
com propdlis a concentracdo plasméatica de marcadores cardiacos foi muito menor em
comparacao ao grupo controle, sendo isso resultante da atividade antioxidante dos

compostos oriundos da propdlis.

2.3 DOCKING MOLECULAR
O docking molecular é um processo no qual micromoléculas sdo ancoradas a

macromoléculas (alvos bioldgicos) de forma a se determinar parametros fisico-
quimicos de interacdo entre receptor e ligante (MORRIS; LIM-WILBY ., 2008) (Figura
19). A partir dessas analises € possivel se determinar quais os ligantes que
apresentam melhor perfil de ligagdo com seus alvos e consequentemente se
desenvolverem moléculas com potencial atividade farmacolégica (MORRIS; LIM-
WILBY., 2008). Os principais objetivos da realizacdo de um docking séo predizer as
interacbes moleculares, entender os padrdes dessas interacdes, obter valores de
energia e constante de ligacdo e posteriormente se determinar a afinidade de um
ligante frente & um alvo macromolecular (MORRIS; LIM-WILBY., 2008). Para isso, sao
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utilizados softwares especificos que determinam todos os padrfes necessarios para
essas interacoes (MORRIS; LIM-WILBY., 2008). Os programas mais utilizados para
esse fim sdo o Autodock (http://autodock.scripps.edu), o DOCK (http://dock.
Compbio.ucsf.edu), 0 FlexX  (http://www.biosolveit.de/FlexX), o GOLD

(http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/lifesciences/gold/) e 0 ICM
(http://www.molsoft.com/docking.html) (MORRIS; LIM-WILBY., 2008).

O docking pode ser dividido em dois tipos: aquele que ocorre entre uma

micromolécula e uma macromolécula e aquele que ocorre entre macromoléculas,
como por exemplo proteinas (HERNANDEZ-SANTOYO., 2013). A maior parte dos
estudos descritos na literatura apresentam dockings do tipo micromolécula-
macromolécula, apesar de se observar uma tendéncia de aumento quanto as analises
de interagbes entre macromoléculas (HERNANDEZ-SANTOYO., 2013).

O principio basico de qualquer docking se baseia em algumas etapas, podendo
essas serem divididas em: a) selecéo do alvo e do ligante; b) preparacéo do alvo e do
ligante; c) caracterizacdo do docking; d) analise dos resultados (Figura 20) (MORRIS;
LIM-WILBY., 2008) .

A selecdo do alvo pode ser feita por meio de buscas em algumas bases
eletrbnicas, como por exemplo o ProteinaDataBank (PBD), o qual contém a estrutura
cristalografica em 3D de diversos alvos bioquimicos, incluindo proteinas e enzimas
(MORRIS; LIM-WILBY., 2008). A selecao do ligante, por sua vez, é realizada tendo
como parametros propriedades como massa molecular, solubilidade, disponibilidade
comercial e propriedades farmacocinéticas, incluindo-se absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo (ADME) (MORRIS; LIM-WILBY., 2008).

A etapa subsequente (preparacéo do alvo e do ligante) depende principalmente
do software que se vai utilizar consistindo no ajuste dos ligantes e alvos de forma a se
definir as melhores conformacgdes e propriedades fisico-quimicas destes. Podem ser
realizadas as adi¢des de hidrogénios, mudancas nos angulos de rotacdo, bem como
nas tor¢gdes angulares dos compostos (HERNANDEZ-SANTOYO., 2013).

A caracterizacdo do docking, por sua vez, se baseia em definir os parametros
de interacdo, incluindo a energia, a constante de ligacdo, valores de angulos de
ligacdo, conformacgdes moleculares e distancia intermolecular, de forma a se chegar
aos resultados finais que podem ser favoraveis ou ndo (HERNANDEZ-SANTOYO.,

2013). O docking é realizado em uma area predeterminada de um determinado alvo e
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gque tem maior probabilidade de ocorrerem interacdbes com a micromolécula
(HERNANDEZ-SANTOYO., 2013).

A andlise dos resultados de um docking deve levar em conta a
complementariedade das interagdes envolvidas entre o ligante e a respectiva proteina
(HERNANDEZ-SANTOYO., 2013). O proprio software verifica 0 nimero de interacdes
realizadas, quais as interacdes, os residuos de aminoacidos envolvidos e a energia
livre envolvida para cada interacdo e a energia livre total, de forma que quanto menor
for a energia de interacdo e a distancia intermolecular, maior a possibilidade de que a
molécula se ligue ao ligante e de forma termodinamicamente favoravel (MORRIS; LIM-
WILBY., 2008).

DOCKING MOLECULAR

MACROMOLECULA MICROMOLECULA COMPLEXO

Figura 19. Elementos basicos de um docking molecular. Para que o docking molecular seja
realizado, € necessario que seja selecionado um alvo e uma micromolécula para que a partir deles se
avalie a possibilidade da formacao de um complexo macro-micromolécula e que se caracterizem 0s
parametros fisico-quimicos desse complexo. Fonte: ADAPTADO de HERNANDEZ-SANTOYO et al,
2013.
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Alvo ENZIMAS FARMACOS LIGANTES
SELEGAO DO ALVO SELEGAO DO LIGANTE
PROTEINAS FITOQUiMICOS
PREPARAGAODO ALVO PREPARACAODOLIGANTE

AVALIAGAO DOS RESULTADOS

Figura 20. Fluxograma tipico de um estudo de docking molecular. O docking molecular pode ser
realizado por meio de diferentes softwares e metodologias, porém, segue como fluxograma bésico a
selecdo do alvo e sua preparacgéo, a selecdo do ligante e sua preparacao, seguidos de avaliagdo dos
resultados obtidos. Fonte: ADAPTADO de MORRIS; LIM-WILBY, 2008.

2.3.1 Célculo da energia envolvida
Cada método de docking avalia as formas de interacdo e a energia envolvida

de uma maneira especifica (MORRIS; LIM-WILBY., 2008). Apesar disso, a base
termodinamica utilizada para os calculos da energia livre de interacdo é a mesma
(MORRIS; LIM-WILBY ., 2008; ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008). Dessa forma,
considera-se que a variacdo de energia livre de ligacao € igual a energia necessaria
para a formacédo do complexo menos a energia conservada do ligante e a da proteina
(ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008). Assim:

AGiigacio= Gcomplexo- Gligante- Gproteina/enzima

Sabe-se, pela Segunda Lei da Termodinamica que a variacdo de energia livre
de um sistema € igual a variacao de entalpia de um sistema subtraida da temperatura
vezes a variacdo de entropia desse sistema, sendo a entropia um parametro que
quantifica o nivel de desorganiza¢do de um sistema, ou seja:

AG= AH-T. AS

Outros fatores devem ser levados em consideracao, incluindo a energia livre
das moléculas na fase gasosa (AEmm), a qual se subdivide em energia livre
eletrostatica (AGele) € em energia livre de van der waals (AGw). Ainda deve-se
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considerar a energia de solvatacéo (AGsol), subdividida em energia livre do solvente
polar (AGes) e energia livre do solvente n&o polar (AGsa)

Dessa forma:

AEMm= AGele + AGw € AGsoi= AGes + AGsa

Levando-se isso em consideracao, tem-se que:

AGiigagago= AH + AGsolvatagao- T. AS

AGiigacso= AEmm + AGes + AGsa- T. AS

AGiigacao= AGele + AGww + AGgs + AGsa-T. AS

Destarte, essa equagao comprova que a energia total de interacao entre micro
e macromolécula é resultante das energias individuais das interacfes, bem como de
fatores como entropia e temperatura (ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008).

O termo entropia (AS) advém do grego (trope) e tem como definicdo basica o
nivel de desorganizacdo de um sistema (ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008;
DECHOUM., 2003; PASSOS., 2009). Matematicamente a entropia apresenta uma
definicdo mais complexa, sendo representada pela equagéao:

dQ
> —
s = T

Sendo S arepresentacao da entropia, Q a representacao do calor trocado entre
0 sistema e a vizinhanca e T a representacao de temperatura (ATKINS; DE PAULA;
FRIEDMAN., 2008; DECHOUM., 2003; PASSOS., 2009). O termo d € indicativo de
uma variacdo infinitesimal, considerando-se as grandezas como microscoépicas
(ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008; DECHOUM., 2003; PASSOS., 2009). Em
processos de variagfes infinitesimais, considera-se que a temperatura é constante e
dessa forma, a variacdo de entropia é diretamente proporcional a quantidade de calor
trocado entre sistema e vizinhanga (ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008;
DECHOUM., 2003; PASSOS., 2009).

De acordo com a Segunda Lei da Termodinamica, a entropia do universo
mantém-se sempre constante num  processo reversivel, e sempre
aumenta num processo irreversivel. Ou seja, para processos reversiveis, a entropia €
nula, enquanto que para os irreversiveis ela ira variar de acordo com a quantidade de
calor e com a temperatura (ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008; DECHOUM.,
2003; PASSOS., 2009).

Dessa forma, para sistemas envolvendo micro e macromoléculas, a

organizacgéao do sistema é determinada principalmente pela solvatacdo realizada pelas
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moléculas de dgua (ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008; BARREIRO; FRAGA.,
2014). Ou seja, a superficie de uma proteina € constituida principalmente por
aminoacidos hidrofilicos que s&o solvatados por moléculas de agua, garantindo
estabilidade a estrutura dessas (ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008;
BARREIRO; FRAGA., 2014). Antes de interagir com a proteina, a micromolécula
realiza uma perturbacédo no sistema, sendo essa caracterizada por perda entalpica
(AH<0) e ganho entropico (AS>0), ou seja, ocorre um processo de dessolvatagéo, no
qual as moléculas de agua se dispersam pelo sistema, desorganizando-o e
possibilitando a interacdo micromolécula-macromolécula (BARREIRO; FRAGA.,
2014). Por ser um evento exotérmico, de acordo com a 22 Lei da Termodinamica, e
considerando-se a temperatura constante, o valor de AG sera determinado
principalmente pelo AS, e por esse evento ser caracterizado por apresentar entropia
positiva, consequentemente o AG sera negativo, indicando assim que esse evento é
espontaneo (ATKINS; DE PAULA; FRIEDMAN., 2008; BARREIRO; FRAGA., 2014).

Partindo-se desses principios, ao se analisar os resultados de um docking
molecular, pode-se predizer se uma determinada molécula € capaz de interagir com
0 seu alvo proteico (HERNANDEZ-SANTOYO., 2013). Sabe-se por principios da
mecanica que a energia tende a ser conservada e que ha a tendéncia de as moléculas
atingirem os menores limiares energéticos possiveis para que permanecam estaveis
(HERNANDEZ-SANTOYO., 2013). Dessa forma, correlacionando com o docking
molecular, quanto menor for o valor da energia de interagdo, ou seja, quanto mais
negativo for esse valor, maior a possibilidade de interacdo entre esses compostos e
guanto menos negativo for esse valor, menor a possibilidade de interacéo
(HERNANDEZ-SANTOYO., 2013). Caso o valor de energia seja positivo, a ligagéo
micromolécula-macromécula é improvavel (HERNANDEZ-SANTOYO., 2013). Além
disso, tratando-se de Constante de Interagéo (Ki), quanto maior o valor dessa, maior
a probabilidade de se formar um complexo termodinamicamente estavel
(HERNANDEZ-SANTOYO., 2013).

2.3.2 Aplicacdes
Os estudos de docking molecular apresentam diversas aplicagbes, porém

grande parte delas € voltada para o desenvolvimento de compostos bioativos (KAUR
et al., 2019). Isso porque esse metodo se mostra como altamente viavel, sensivel,

econdmico, ndo demanda muito tempo e apresenta resultados extremamente
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satisfatorios, servindo de triagem para a selecdo de moléculas que subsequentemente
venham a se tornar futuros farmacos (KAUR et al., 2019).

Podem ser utilizados também em estudos ambientais, com o intuito de se
verificar potenciais interagcdes entre compostos e poluentes, aplicacdes
agroindustriais, na engenharia de materiais, dentre outras diversas areas (KAUR et
al., 2019).

Em relacdo aos estudos de docking molecular que avaliem constituintes
presentes na propdlis é possivel encontrar uma diversidade desses na literatura,
principalmente avaliando as interacdes dos acidos fendlicos e flavonoides frente a
diferentes alvos bioldgicos. Podem ser encontrados estudos que avaliem interacfes
de compostos da propdlis frente as proteinas envolvidas com o cancer de mama, com
a COVID-19, com a hipertensdo arterial sisttmica, com doencas inflamatérias,
infeccOes, diabetes e Alzheimer (FATRIANSYAH et al., 2021; SARI et al., 2021,
SHAHINOZZAMAN et al., 2018; PAROLIA et al., 2021) (Figura 21).

ALZHEIMER

HIPERTENSAO ARTERIAL

OBESIDADE
PROPOLIS

DOCKING MOLECULAR
CoviD-19

DOENGAS INFLAMATORIAS

Figura 21. Aplicacdes de estudos de docking voltados para a propélis. Diversos séo os estudos
de docking molecular que avaliam as interacdes intermoleculares entre os compostos presentes na
propdlis e diversos alvos bioquimicos, incluindo marcadores de Alzheimer, Hipertensédo arterial,
Obesidade, COVID-19, Doencas inflamatérias (Artrite reumatoide), Diabetes, dentre outras.

Fonte: Autor, 2021.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Realizar um levantamento bibliografico acerca dos principais constituintes da

Propdlis com atividade antiviral frente ao SARS-CoV-2, seus perfis fisico-quimicos e

caracteristicas farmacologicas.

2.2 Especificos
e Caracterizar 0s principais constituintes quimicos da Propdlis a partir de

estudos de docking molecular;

e Correlacionar os constituintes da Propdlis com atividade anti-COVID-19;

e Caracterizar os tipos de interagdes dos constituintes da propolis com os
principais alvos bioquimicos do SARS-CoV-2;

e |dentificar e caracterizar os principais residuos de aminoacidos
envolvidos nas interagdes entre 0s principais constituintes da propdlis e
seus respectivos alvos;

e Identificar o padréo energético das interacdes intermoleculares.

3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo
O estudo representa uma Revisdo Narrativa da Literatura feita por meio da

analise de artigos publicados entre os anos de 2010 e 2021, utilizando-se as bases
de dados eletrénicas PUBMED, Elsevier's Science Direct, Periddicos da CAPES, e
Taylor & Francis Springer-Nature database. As bibliografias dos artigos selecionados
foram analisadas para a busca de referéncias proximas as desejadas. O Medical
Subject Headings (MeSH) foi utilizado para os descritores: “propolis” e “covid-19” junto
com o operador booleano “AND”. Em todas as bases de dados, foram utilizados os
mesmos termos, sendo todos em inglés, tendo sidos selecionados apenas artigos

escritos em inglés, portugués e espanhol.

3.2 Estratégia do estudo
Foi utilizada uma estratégia de estudo baseada em uma pergunta norteadora:

Quais os principais constituintes quimicos da prop0lis correlacionados com atividade
antiviral frente ao SARS-CoV-2?

De acordo com a pergunta foram estabelecidos os critérios necessarios para a
selecédo de artigos, tendo sido os artigos selecionados de acordo com a relevancia

para este trabalho, principalmente em relacéo ao tema abordado.
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Dessa forma, inicialmente foram digitadas as palavras-chave “propolis” e
“covid-19” nas bases de dados e observada a quantidade de artigos disponiveis. Apds
isso, esses artigos foram analisados quanto aos titulos: caso os titulos estivessem em
concordancia com a busca, esses artigos eram selecionados para que fosse realizada
a leitura de seus resumos; caso os titulos estivessem em discordéncia com a busca,
0S mesmos eram descartados.

ApGs a selecéo dos artigos pelos titulos, os resumos de cada artigo foram lidos
e agueles que se apresentavam dentro dos objetivos eram separados para que fosse
realizada a sua leitura na integra. Ja agueles cujos resumos estavam em discordancia
com o estudo, foram descartados e nao foram lidos na integra (Imagem 22).

Todos os artigos selecionados nesta ultima fase foram completamente lidos e
seus titulos, autores, ano de publicacdo e tipo de estudo foram registrados e foram
organizados em uma tabela (Tabela 3). E importante salientar que os artigos
encontrados de forma duplicada nas diferentes bases de dados foram subtraidos da

guantidade total de artigos encontrada.

3.3 Critérios de incluséo
Foram incluidos estudos que tivessem correlacdo com o tema abordado por

este trabalho, independentemente do tipo de estudo (revisdo sistematica, revisao
narrativa, metaanalise, ensaios pré-clinicos e ensaios clinicos) que descrevessem 0s
produtos e compostos quimicos derivados da propdlis que apresentassem atividade
antiviral frente a COVID-19. Dos estudos pré-clinicos in silico, foram avaliados os
principais e mais promissores compostos com atividade anti-COVID-19 e foram
caracterizados os seus perfis, tipos de interacao, residuos de aminoacidos e energias
envolvidas.

Artigos que apresentaram opinides de especialistas, relatos de caso, cartas
editorais e comentarios foram excluidos da andlise. Foram considerados elegiveis os

artigos escritos em inglés, portugués e em espanhol.

3.4 Dados
Os dados obtidos foram resumidos e sintetizados dos artigos encontrados e

integrados de forma a se obter as informacgdes necessarias para 0 estudo em questao

de forma objetiva e clara.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Apoés a busca nas diferentes bases de dados utilizando os descritores, foram

encontrados inicialmente 217 artigos, 0s quais, ap0s analise na integra de acordo com
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os critérios de eligibilidade resultaram em 23 artigos, assim como representado na

Figura 19.

ARTIGOS IDENTIFICADOS ATRAVES DAS BUSCAS NAS BASES DE DADOS
SPRINGER _ ]
m=60) Artigos retirados por

IDENTIFICAGAD duplicata (n=44)

TRIAGEM DE ARTIGOS POR TiTULO LABSTRACT =211)

titulo ou resumo (n=178)

4’

Artigos excluidos
4 Segunido os critérios de
v clegibilidade (n=16)

ARTIGOS INCLUIDOS APGS ANALISENA INTEGRA [n=23)

Figura 22. Artigos selecionados nas bases de dados seguindo os critérios de eligibilidade.
Fonte: AUTOR, 2021.

Destes artigos incluidos ap6s andlise na integra, 14 se caracterizavam como
revisdes narrativas (61%), 1 se caracterizava como revisao sistematica (4%), 5 se
caracterizavam como estudos de docking molecular (22%), 2 se caracterizavam como
ensaios clinicos randomizados (9%) e 1 se caracterizou como estudo experimental
(4%) (Tabela 3) (Grafico 1). Grande parte dos estudos descritos nas revisées
narrativas eram estudos pré-clinicos que avaliavam extratos aquosos, metandlicos e
hidroalcodlicos e compostos isolados da propdlis mediante alvos farmacolégicos. Os
estudos in silico foram predominantes, seguidos dos ensaios in vitro e
subsequentemente de ensaios in vivo utilizando modelos animais, como
camundongos.

Em relacdo aos alvos bioquimicos avaliados pelos estudos de docking
molecular, foi visto que os mais descritos foram a MP™© (43%), a ECA2 (29%), a RdRp
(14%) e a Proteina Spike (14%) (Gréfico 2) (Tabela 4). Destes, por sua vez, 0 grupo
de moléculas mais estudadas foram os flavondides e um acido fendlico, o CAPE. Dos
flavonoides, foram encontrados estudos descrevendo as interacbes para o
Broussoflavonol F, para a Gliasperina A, para o Sulabiroins A, para o Acido Elagico,
Hesperidina, Kaempferol, Artepilina C, Metilopiopogonoma, 3-metoxidaidzeina,
Genisteina, Rutina, Miricetina, (2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-prenilflavonona e

Isoramnetina. Destes flavondides, 5 apresentaram as melhores interacdes frente aos



82

alvos bioquimicos do SARS-CoV-2 ((2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-prenilflavonona,
Isoramnetina, Hesperidina, Rutina, Kaempferol) e 1 acido fenélico (CAPE), e a partir
disso uma nova busca foi realizada na literatura com o intuito de se descrever melhor
as interacoes realizadas entre estes e as proteinas do virus, o que estd sumarizado
na Tabela 5. As interacdes intermoleculares mais descritas foram interacfes de
hidrogénio e interacdes hidrofébicas (principalmente interacfes do tipo cation-Tr).

Diversos aminoacidos foram caracterizados, sendo os mais citados a Treonina
(17 citacdes), a Histidina (16 citacdes), a Fenilalanina (13), o Glutamato (13) e a
Cisteina (13) (Gréfico 3). Aminoacidos como a Lisina, a Isoleucina e a Valina foram
poucos citados, mostrando que esses componentes ndo sao tado importantes frente as
interacBes entre os flavonoides e os alvos bioquimicos do SARS-CoV-2. E importante
salientar que as interagbes com a cisteina foram descritas principalmente entre os
fitoquimicos, a ECA2 e a MP™, sendo esse aminoacido essencial para a estabilizacédo
termodinamica do complexo formado, uma vez que os grupamentos oxigenados dos
flavonoides (principalmente as carbonilas) atuam como bases de Lewis formando
complexos com o enxofre cisteinico dos dominios cataliticos dessas enzimas.

A treonina foi o aminoacido que mais apresentou interacdes descritas pelos
estudos, tendo sido identificadas interacdes em grande parte dos alvos proteicos do
virus. Essa molécula faz parte do grupo 1 dos aminoacidos, ou aminoacidos
polares/hidrofilicos, os quais se localizam na superficie das proteinas, interagindo com
as moléculas de aguas (NELSON; COX., 2018). Ap6s ocorrer o processo de
dessolvatacdo, os compostos interagem primariamente com esses aminoacidos antes
de atingirem as cavidades mais internas dos sitios cataliticos das enzimas (NELSON;
COX., 2018). Isso pode explicar o motivo de a treonina ter sido a mais citada nos
estudos de docking avaliados. Além disso, esse aminoacido apresenta grupamentos
que podem facilmente realizar interagdes de hidrogénio com os flavonéides, podendo-
se citar a hidroxila, o grupamento amino e até mesmo o grupamento carboxila.

A histidina, por sua vez, faz parte do grupo 3 dos aminoéacidos, que sao
aminoacidos que apresentam grupamentos R positivamente carregados (NELSON;
COX., 2018). No caso da histidina o grupamento R é representado por um carbono
ligado a um anel imidazdlico, o qual apresenta carater levemente basico,
principalmente devido ao efeito de ressonancia das ligagdes 11. Esse anel contribui
com diferentes tipos de interacdes entre os flavondides, o que também pode explicar

o grande numero de cita¢gBes nos artigos avaliados.
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Tabela 3 — Estudos encontrados nas bases de dados

Artigo Autores Ano Tipo de estudo Objetivo
Propolis against SARS-CoV-2 infection = BERETTAetal 2020 Revisdo narrativa Descrever os alvos
and COVID-19 biolégicos da propdlis frente
a Covib-19
Back to basics: Propolis and COVID-19 BACHEVSKIlet 2020 Revisdo narrativa Revisar os efeitos da
al propélis como um inibidor do
SARS-CoV-2
Micronutrients and bioactive KEFLIE; 2020 Revisdo narrativa Revisar os papéis dos
substances: their potencial roles in BIESALSKI micronutrientes e
combating COVID-19 substancias bioativas como
opcdes terapéutica frente a
COVID-19
Optimization and evaluation of prépolis REFAAT et al 2020 Estudo Desenvolver uma formulagéo
liposomes as a promising therapeutic experimental lipossomal para aumentar a
approach for COVID-19 atividade antiviral da propolis
frente ao SARS-CoV-2
Propolis antiviral and RIPARI et al 2021 Revisdo narrativa Revisar a seguranca, efeitos
immunomodulatory activity: a review imunomoduladores e
and perspectives for COVID-19 antivirais da propolis
treatment
Propolis, Bee Honey, and their ALI; KUNUGI 2021 Revisdo narrativa Descrever a atividade anti-
componentes protect against SARS-CoV-2 dos
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19): componentes da propolis
a review of in silico, in vitro and clinical mediante revisdo de estudos
studies in silico, in vitro e ensaios
clinicos
Molecular interaction analysis of SAHLAN et al 2021 Estudo de Avaliar se os principais
Sulawesi propolis compounds with docking molecular componentes da propdlis de
SARS-CoV-2 main protease as Sulawesi sdo capazes de
preliminary study for COVID-19 drug inibir a principal protease do
discovery SARS-CoV-2
Anti-viral and immunomodulatory YOSRI et al 2021 Revisdo narrativa Descrever os efeitos
properties of propolis: chemical antivirais e
diversity, pharmacological properties, imunomoduladores dos
preclinical and clinical applications, and principais componentes da
in silico potencial against SARS-CoV-2 propdlis mediante a revisdo
de estudos pré-clinicos e
clinicos
Efficacy of brazilian green propolis SILVEIRA et al 2021 Ensaio clinico Avaliar os efeitos clinicos da
(EPP-AF®) as café adjunct treatment randomizado propodlis verde brasileira
for hospitalized COVID-19 patients: a frente a alguns desfechos da
randomized , controlled clinical trial COVID-19
The effect of propolis plus Hyoscyamus KOSARI et al 2021 Ensaio clinico Avaliar os efeitos do extrato
niger L. methanolic extract on clinical randomizado etandlico da propolis e o da
symptoms in patients with acute Hyoscyamus niger L. frente a
respiratory syndrome suspected to desfechos clinicos da
COVID-19: a clinical trial COVID-19
Fighting against the second wave of NAGGAR et al 2021 Revisdo narrativa Descrever os efeitos
COVID-19 : can honeybee products promissores de varios
help protect against the pandemic? produtos oriundos de
abelhas frente a COVID-19,
incluindo-se a propolis
New insights into potential benefits of ELMAHALLAWY 2021 Revisdo narrativa Descrever a fisiopatologia da
bioactive compounds of bee products et al COVID-19 e o potencial de

on COVID-19 : a review and assesment
of 83otente research

produtos naturais como
potenciais tratamentos frente
a essa doenca
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In silico screening of potent bioactive
compounds from honeybee products
against COVID-19 target enzymes

SHALDAM et al

2021

Estudo de
docking molecular

Avaliar a interacéo de 14
compostos presentes na
propdlis frente a proteases
essenciais para a replicacdo
do SARS-CoV-2

Natural products and phytochemicals
as potential anti-SARS-CoV-2 drugs

MERARCHI et al

2021

Revisao narrativa

Descrever os produtos
naturais identificados como
anti-SARS-CoV-2 baseados

em estudos in silico, bem
como descrever 0s

mecanismos moleculares
atrelados a esses

In silico investigation of potential
inhibitors to main protease and spike
protein of SARS-CoV-2 in propolis

HARISNA et al

2021

Estudo de
docking molecular

Avaliar a interacéo de alguns
compostos isolados da
propolis frente a principal
protease do SARS-CoV-2 e
frente & subunidade S2 da
proteina spike do mesmo
virus

Investigation of potential inhibitor
properties of ethanolic propolis extracts
against ACE-Il receptors for COVID-19

treatment by molecular docking study

GULER et al

2021

Estudo de
docking molecular

Avaliar a interacéo de alguns
flavondides e compostos
fendlicos da propdlis frente a
ECA-II, o receptor de entrada
do SARS-CoV-2 as células
hospedeiras

Evaluating the potency of Sulawesi
propolis compounds as ACE-2
inhibitors trough molecular docking for
COVID-19 drug discovery preliminar
study

KHAYRANI et al

2021

Estudo de
docking molecular

Avaliar a interacéo de alguns
compostos isolados da
propolis frente a ECA-II

Honeybee products for the treatment
and recovery from viral respiratory
infections including SARS-CoV-2: a

rapid systematic review

ARENTZ et al

2021

Revisao
sistematica

Revisdo de ensaios clinicos
gue descrevam a atividade
de produtos derivados de
abelhas nos desfechos da
Sindrome Respiratéria
Aguda Grave

Approaches to nutritional screening in
patients with Coronavirus Disease 2019
(COVID-19)

ALI; KUNUGI

2021

Revisdo narrativa

Examinar os dados
disponiveis na literatura
acerca das diferentes
estratégias para o controle
nutricional de pacientes com
COVID-19

Possible potential effects of honey and
its main componentes against COVID-
19 infection

ABEDI et al

2020

Revisdo narrativa

Descrever os principais
mecanismos de compostos
presentes no mel de abelha

e que exibem potencial efeito
frente ao SARS-CoV-2

Antiviral, antibacterial, antifungal, and
antiparasitic properties of propolis: a
review

ZULHENDRI et
al

2021

Revisdo narrativa

Descrever as atividades
antiviral, antibacteriana,
antifingica e antiparasitéria,
bem como 0s mecanismos
de acgdo atrelados a propolis

The SARS-CoV-2 pandemic and the
role of honey and its products as café
emerging therapeutic regime: a review

ZAHRA et al

2020

Revisao narrativa

Descrever as caracteristicas
bioldgicas e clinicas do
SARS-CoV-2, bem como o
potencial antiviral do mel e
da propdlis

Micronutrients and bioactive
compounds in the immunological

MONNERAT et
al

2020

Revisdo narrativa

Descrever quais 0s
micronutrientes e compostos
bioativos capazes de inibir as
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pathways related to SARS-CoV-2 vias de sinalizagdo do
(adults and elderly) SARS-CoV-2

Fonte: Autor, 2021.

Grafico 1- Distribuicéo e tipos de estudos encontrados nas bases de dados

Ensaios Estudo experimental
clinicos 4%
randomizados_\
9%

Estudos de_
docking
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Revisédo
narrativa
Revisa 61%
sistematica

4%
Fonte: Autor, 2021.

Grafico 2- Alvos bioquimicos citados pelos estudos
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Proteina
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Fonte: Autor, 2021.

Grafico 3- Quantidade de citagbes dos principais amino&cidos identificados nos estudos de docking
molecular
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4.1 Flavonoides
Em relacéo aos estudos de docking molecular, o grupo de compostos isolados

da propdlis e que apresentaram potencial atividade anti-SARS-CoV-2 foram os
flavonodides, sendo os alvos mais comumente descritos pelos estudos a 3CLP® e a
ECAZ2, essenciais para a viruléncia do SARS-CoV-2.

Os flavondides sdo compostos polifendlicos, apresentando anéis aromaticos
interligados por diferentes orientacdes, conferindo certa hidrofobicidade a esses
(SIMOES et al., 2016; LOPES et al., 2010). Podem ser encontrados na forma de
agliconas (isolados) e de glicosideos (ligados a moléculas de acucares) (SIMOES et
al., 2016; KUMAR; PANDEY., 2014). Esses compostos sdo produzidos por meio do
metabolismo secundario de espécies vegetais, ndo sendo encontrados no organismo
humano, tendo em vista que 0s seres humanos ndo expressam as enzimas
necessarias para a sua sintese endégena (SIMOES et al., 2016). S&o produzidos por
meio de uma via mista, incluindo a via do acido chiquimico, uma via importante para
a sintese de diferentes compostos fendlicos, como o acido cinamico e o acido ferualico
e a via do acetato-malato (SIMOES et al., 2016). A via do &acido chiquimico apresenta
como caracteristica principal a producéo de moléculas com grupamentos oxigenados
organizados de forma proximal, ou seja, com orientacdo em orto, enquanto que a via
do acetato-malato ou via dos policetideos se caracteriza pela produgdo de
intermediarios com oxigénios alternados, ou seja, em orientacdo meta (SIMOES et al.,

2016). Para que os flavonoides sejam formados, € necessario que um dos
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intermediarios da via do acido chiquimico se condense com um tricetideo de 6 atomos
de carbono advindos da via do acetato-malato, produzindo assim o precursor de todos
os flavonoéides, com um total de 15 atomos de carbono (SIMOES et al., 2016).

A organizagdo quimica estrutural basica de um flavondide se baseia na
presenca de dois anéis aromaticos (anel A e B) que sao separados por um anel pirano
central, sendo também conhecida como esqueleto Ce-C3-Ces (DORNAS et al., 2010).
O pirano é diretamente condensado ao anel A por meio do carbono 6 (C-6) e faz uma
ligacdo sigma (o) de hibridizacéo sp® com o anel B na posicdo C-2 (DORNAS et al.,
2010). As diferencas entre os subgrupos de flavonoides (flavonas, flavononas,
isoflavonoides, flavonois e antocianinas) se dado pela presenca de diferentes
grupamentos funcionais nos diferentes anéis (DORNAS et al., 2010).

4.1.1 Hesperidina
Em um dos estudos de docking avaliados, foi visto que a hesperidina

(hesperetina-5-ramnoglicosideo) se apresentou como o flavondide com boa atividade
inibitéria da 3CLP™, com energia de ligacao proxima a -7,4 kcal/mol. A hesperidina é
um glicosideo flavanbnico, constituida pela hesperetina (3,5,7-trihidroxi-4-
metdxiflavonona) (aglicona) e pela rutinose (um carboidrato dissacaridico) (SIMOES
et al., 2016). O dissacarideo € constituido pela ligacdo de uma molécula de glicose a
uma de ramnose, podendo assumir diferentes formas isoméricas (SIMOES et al.,
2016).

Alguns estudos na literatura ja descrevem a atividade isolada desse composto
frente ao SARS-CoV-2, principalmente através de mecanismos de inibicdo de invasdo
viral, bem como da MLP™®, Em um destes, Joshi e colaboradores (2021) observaram
que a hesperidina apresentou a menor energia de ligacdo entre os compostos
testados (-9,02 kcal/mol) frente a inibicdo da MLP™®, por meio da interagdo com
diversos aminoacidos do dominio de ligacdo, podendo-se incluir: Hr?4, Thr?5, Thr*,
His?, Ser%®, Cys'4S, Esse flavonoéide interage principalmente por meio de ligacdes de
hidrogénio da carbonila do anel C e da hidroxila fendélica do anel A.

Em outro estudo, Wu e colaboradores (2020) avaliaram o potencial de algumas
substancias naturais frente a alguns alvos do SARS-CoV-2, mais especificamente a
atividade inibitéria desses compostos ao se ligarem ao RBD da proteina S. Por meio
deste, foi visto que a hesperidina se complexou a superficie da proteina, mediante o
grupamento diidroflavona que assumiu uma conformacéao paralela estavel com a folha

B-6 do RBD, enquanto o grupamento glicosidico do composto se direcionou ao bolséo



88

hidrofébico da ECA2, identificado pela presenca de alguns aminoacidos hidrofobicos,
incluindo-se Tyr43®, Try*0 Leu44?, Phe**3, Phe?’6, Try4’>, Try*®l e Tyr4%, o que gerou
repulsdo eletrostatica. Dessa forma, o complexo spike-hesperidina foi capaz de
impedir a ligagéo da proteina S & ECA2, inibindo assim a entrada do SARS-CoV-2 as
células hospedeiras.

Além dos efeitos diretamente antivirais, a hesperidina é capaz de induzir uma
diminuicdo do estresse oxidativo gerado pela presenca do SARS-CoV-2, ou seja,
apresentar atividade antioxidante (PARK; KANG; PARK., 2019). A prépria estrutura
guimica da hesperidina proporciona a captura de radicais livres, devido a presenca de
ligacbes T conjugadas presentes nos anéis aromaticos A e B (BELLAVITE;
DONZELLI., 2020). No entanto, além da atividade antioxidante mediada pela captura
de radicais livres, também é descrito na literatura o potencial da hesperidina em ativar
vias de sinalizacdo antioxidantes em células imunolégicas, principalmente a via
Erk/Nrf2 (ROOHBAKHSH et al., 2015).

Apesar da atividade promissora in silico, estudos mais aprofundados devem ser
realizados de forma a se determinar a disponibilidade desse composto nos extratos
de propdlis, a concentracdo encontrada nos extratos, a concentracdo eficaz e a
concentracao toxica, com o objetivo de se avancar nas pesquisas e se desenvolverem
rotas de sintese para esse composto, bem como ensaios clinicos que comprovem sua

efetividade.

4.1.2 Rutina
Arutina (3,3,4°,5,7- pentahidroxiflavona- 3 rutinosideo) € um biflavonoide cujas

atividades protetoras do endotélio vascular, anti-inflamatéria, antivaricosa e
anticelulitica ja sdo descritas pela literatura (PATHAK et al., 1991).

Em um dos estudos de docking realizados por Guler e colaboradores (2021) foi
visto que esse composto apresentou excelente atividade inibidora da ECA2 com
energia de ligacdo proxima a -8,04 kcal/mol. Esse mesmo estudo, por sua vez,
demonstrou que a rutina foi capaz de interagir potencialmente com os residuos de
dedos de zinco da ECA2, com uma energia proxima a -8,97 kcal/mol e com uma
constante de inibicdo (Ki) de 0,261uM mediante diversas interacdes com diferentes
residuos de aminoacidos. Dentre os residuos de aminoacidos, foram descritas
interacdes de hidrogénio entre a rutina e os aminoacidos Asn'4°, Asp269, Asp368, His34°,
Glu37>, Glu*%¢, Tyrt?” e Thr37. Outras interacées também foram descritas, incluindo-se

interagdes do tipo -1 com o residuo 374 de uma histidina, interacdes céation- 1 com
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o residuo 273 de uma arginina e interacdes hidrofobicas com o residuo 344 de uma
cisteina (Figura 20). Tudo isso corrobora com uma maior estabilizacdo do complexo
formado entre o fitoquimico e a enzima, demonstrando a efetividade e estabilidade
fisico-quimica.

A rutina também apresenta potencial inibitério da subunidade S1 da proteina S,
assim como demonstrado por um estudo publicado por Refaat e colaboradores (2020),
onde foi visto que o remdemsevir e a rutina apresentaram as menores energias de
ligacdo frente & S1, com grande afinidade por essa enzima.

Alguns estudos também descrevem a atividade inibitoria da 3CLP® mediada
pela rutina. Em um destes, Rehman, AlAjmi e Hussain (2021) avaliaram o potencial
inibitério de alguns compostos sintéticos e naturais frente a MLP™, tendo sido a rutina
um desses. Foi visto que a rutina se liga ao sitio ativo da enzima com uma energia de
-9,4 kcal/mol e com uma constante de afinidade de 7,8x10° M1, comprovando assim
o potencial farmacolégico dessa substancia. As interacdes entre a rutina e a enzima
sdo principalmente ligacdes de hidrogénio com os residuos Asn'#?, His1® Gly43,
Ser'#* e Thr?¢, interacGes 1-enxofre com o residuo Cys!*® e interacGes hidrofébicas
com residuos de metionina na posicao 49 (Figura 21). Essa enzima apresenta bolsées
hidrofébicos que acomodam os grupamentos volumosos (anéis aromaticos) da rutina,
facilitando assim a estabilidade do complexo formado (REHMAN; ALAJMI; HUSSAIN.,
2021).
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Figura 23. Docking molecular da interac&o entre a rutina e a ECA2. Em (a) ha a representacdo da
interacao da rutina com o sitio catalitico da ECA em 2D e (c) em 3D, bem como os tipos de interacédo
e os residuos de aminoacidos envolvidos em (b).

Fonte: GULER et al, 2021.
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Figura 24. Docking molecular da interagéo entre a rutina e a 3CLP™. Em (A) ha a representagéo
da interacdo entre a molécula e o sitio catalitico da enzima em 2D, em (B) ha a representacdo da
interacao da rutina com o sitio catalitico em 3D, enquanto que em (C) ha a representacgao dos diferentes
tipos de interacdes e os residuos de aminoacidos especificos envolvidos.

Fonte: REHMAN, ALAJMI, HUSSAIN, 2021.

4.1.3 Kaempferol
@) Kaempferol (KPF, 3,5,7-tri-hidroxi-2-(4hydroxyphenyl)-4H-1-

benzopiran-4-ona) é um flavonoide que pode ser isolado de diferentes espécies
vegetais, sendo encontrado na cebola, no feijdo, na cenoura, brdcolis, morangos,
uvas, dentre outros alimentos (CALDERON-MONTANO et al., 2011).

Quimicamente, esse composto apresenta um esqueleto tipico de um flavonoide
caracterizado pela presenca de um difenilpropano (Ce-C3-Cs) (SIMOES et al., 2016).
E sintetizado por meio do metabolismo secundario dos vegetais, por meio da
condensacéo de trés moléculas de malonil-CoA (Cs) com uma molécula de 4-cumaril-
CoA (Cs-Cs), sendo essa reacdo catalisada pela chalcona sintase (SIMOES et al.,
2016). Essa reacao resulta na formagéo da Naringenina chalcona que € convertida
em Naringenina por meio da acdo da enzima chalcosa isomerase, a qual realiza o
fechamento do anel C, mediante a retirada de uma ligacdo de hibridizacdo sp?

(SIMOES et al., 2016). O anel C, por sua vez, é hidroxilado pela aco da flavonona 3-
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dioxigenase, produzindo assim o dihidrokaempferol que, posteriormente é
transformado em kaempferol por meio da acdo da kaempferol sintase, enzima
responsavel pela adi¢cdo de uma nova ligacéo de hibridizacédo sp? entre C2 e C3 no
anel C (SIMOES et al., 2016).

Esse composto também pode ser encontrado na forma de glicosideo, ligando-
se principalmente as moléculas de glicose, ramnose, rutinose e galactose
(CALDERON-MONTANO et al., 2011; SIMOES et al., 2016). Os glicosideos
aumentam a solubilidade aquosa do kaempferol, devido a presenca de inUmeras
hidroxilas nas estruturas quimicas desses acucares, 0 que possibilita um maior
namero de interacdes de hidrogénio com a agua e consequentemente melhor
estabilizacao fisico-quimica (CALDERON-MONTANO et al., 2011; SIMOES et al.,
2016). Os glicosideos do kaempferol podem ser encontrados na forma de C-
glicosideos ou O-glicosideos, sendo o principal glicosideo encontrado na natureza o
kaempferol-3-O-glicosideo, tendo em vista que a enzima responsavel pela producao
deste € altamente expressa pelas células das diferentes espécies vegetais que
produzem esse metabdlito secundario (CALDERON-MONTANO et al., 2011; SIMOES
et al., 2016).

Em um estudo de docking molecular realizado por Rehman, Alajmi e Hussain
(2021), foi avaliado o potencial inibitério do kaempferol frente a 3CLP™, tendo sido
obtidos resultados promissores: uma energia de ligacdo de -7,8 kcal/mol e uma
constante de afinidade de 5,2x10° M-1. Esse composto interage diretamente com o
sitio catalitico da enzima por meio de interagdes de hidrogénio, interagdes 1-enxofre
e interacdes hidrofébicas. O complexo composto-enzima formado ¢é
termodinamicamente favoravel, mostrando que esse composto pode ser um futuro
tratamento para a COVID-109.

Em outro estudo de docking, realizado por Shaldam e colaboradores (2021), foi
avaliado o potencial inibitério de diversas moléculas frente a diferentes alvos do
SARS-CoV-2, tendo sido observado que o kaempferol foi capaz de inibir duas enzimas
importantes do virus: a RdRp e a MLP™ com valores de energia de ligacéo de -6,2 kcal
e -7,8 kcal/mol, respectivamente. As principais interagdes do kaempferol com a RdRp
descritas e observadas foram: ligacdes de hidrogénio com os residuos de Trp6'/,
Asp’®0, Asp 761 e Gludl!; interagBes cation- 1T dos anéis aromaticos com os residuos

de Lys’®8. Tratando-se de MLP™, foi visto que o kaempferol realiza ligacdes de
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hidrogénio com os residuos Tyr®4, Leu!4!, Ser'4, Asp!®” e GIn'®, bem como interacdes

hidrofébicas do tipo cation- T com os residuos Met'%° ou Glu'6é,

Asp761

8 Glus11

Figura 25. Docking molecular da interacdo entre o kaempferol e a RdRp. A esquerda ha a
representacéo em 3D da interagéo entre o kaempferol e a RdRp, sendo as linhas azuis indicativas de
interacdes de hidrogénio. A direita ha a representacéo da interagdo em 2D, sendo as linhas tracejadas
azuis indicativas de interagfes de hidrogénio.

Fonte: SHALDAM et al, 2021.

Lewld)

Figura 26. Docking molecular da interagdo entre o kaempferol e a MP® do SARS-CoV-2. A
esquerda ha a representacéo em 3D das interag8es entre o kaempferol e a MP° do SARS-CoV-2, sendo
as linhas azuis indicativas de interacdes de hidrogénio. A direita ha a representacio das interagdes em
2D, sendo as linhas tracejadas azuis indicativas de interacdes de hidrogénio.

Fonte: SHALDAM et al, 2021.
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4.1.4 Isoramnetina
A isoramnetina (3-metilquercetina- C16H1207) também faz parte do grupo dos

flavondides, podendo ser encontrada na forma de aglicona e de glicosideo em
diferentes espécies vegetais. Seus efeitos antioxidantes, antiinflamatorios,
antineoplasicos e antivirais ja sdo descritos na literatura, sendo atualmente um alvo
de estudo objetivando-se o desenvolvimento de farmacos anti-SARS-CoV-2.

Em um desses estudos, realizado por Khayrani e colaboradores (2021) foi
avaliado o perfil, energia de ligacao e outros parametros fisico-quimicos da interacao
desse composto frente a ECA2, tendo sido obtido um resultado de energia igual a -
9,2 kcal/mol para a isoramnetina, equivalente ao inibidor padrdo. Esse valor mostra
que o0 composto apresenta potencial de ligacdo a enzima, de forma
termodinamicamente favoravel, ou seja, com AG (Energia livre de Gibbs) menor que
0 (AG<0), resultando em uma interacao dita espontadnea. Essa energia é resultante
dos diversos tipos de interacdo que ocorrem de forma sinérgica entre a molécula e o
receptor, principalmente interacbes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas. A
isoramnetina realiza 13 interagbes com a enzima, sendo 4 interacdes de hidrogénio
com os residuos de Thr37t Ala34 Glu*%? e Arg®!® e 9 interacdes hidrofébicas com os
residuos de His3*®, Pro3%, Thr347 His®™4, Glu®®, His®’8, Phe%%, Tyr®0 e Tyrd15,

caracterizados por seus perfis altamente lipofilicos (Figura 26).

Figura 27. Docking molecular da interagao entre a isoramnetina e o sitio catalitico da ECA2. No
centro da imagem ha a representagdo em 2D da molécula de isoramnetina e ao redor dessa os
aminoacidos e tipos de interacdes envolvidas.
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Fonte: KHAYRANI et al, 2021.

4.1.5 (2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-prenilflavonona
A (2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-prenilflavonona (C20H200s) € uma flavonona

prenilada, ou seja, apresenta cadeias oriundas da via dos terpenos, ou seja,
constituidas por unidades de isopreno, o que da a esse composto maior lipofilicidade
em comparacao a outras flavononas (KHAYRANI et al., 2021).

No mesmo estudo realizado por Khayrani e colaboradores (2021), verificou-se
que a (2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-prenilflavonona foi capaz de inibir a ECA2, com
energia de ligacao préxima a -9,3 kcal/mol, com boa afinidade. O composto realiza 12
interacbes com a enzima, sendo 3 delas interacées de hidrogénio com os residuos
Pro3%6, Asp3%’, Arg®8. As outras 9 interacdes foram do tipo hidrofébicas, entre os
residuos Trp?’L, Arg?’3, Phe?’4, Thr2’6, His®*5, Thr37t, His®"4, GIu37® e Thr*4® (Figura 27).

Apesar dos resultados promissores, tanto para a isoramnetina como para a
(2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-prenilflavonona é necessario que novas analises sejam
realizadas, principalmente por meio de estudos in vitro e in vivo para avaliar se a
inibicdo acarretada por esses compostos também se da na presenca do SARS-CoV-

2, bem como em condic¢des fisioldgicas, respectivamente.
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Figura 28. Docking molecular da interagéo entre a (2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-prenilflavonona
e o sitio catalitico da ECA2. No centro da imagem h& a representacdo em 2D da molécula de (2S)-
5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-prenilflavonona e ao redor dessa os aminoacidos e tipos de interacdes
envolvidas.

Fonte: KHAYRANI et al, 2021
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4.2 Acido fenélico

4.2.1 Ester feniletilico do 4cido cafeico (CAPE)
O Ester feniletilico do acido cafeico (CAPE) é um derivado mais lipossolivel do

acido cafeico (presenca de dois anéis aromaticos interligados por uma cadeia de 5
carbonos) encontrado e produzido por algumas espécies vegetais (SIMOES et al.,
2016). Esse composto faz parte da classe dos acidos hidroxicinamicos, sendo
produzido pelas células vegetais a partir da via do chiquimato (SIMOES et al., 2016).
E caracterizado por seu elevado potencial antioxidante, sendo suas atividades anti-
inflamatoria, antitumoral, anti-fibrotica e antiviral bem descritas pela literatura
(PRASAD et al., 2010). Pode ser encontrado em diversas frutas consumidas
diariamente pelos humanos, incluindo uvas, macas e tomates (JAGANATHAN,
MANDAL., 2009; SALOMAO et al., 2010). Também pode ser encontrado e isolado a
partir dos diferentes extratos de propolis, bem como no mel de abelha (JAGANATHAN,
MANDAL., 2009; SALOMAO et al., 2010). Devido a sua caracteristica mais
lipossoluvel, o CAPE interage melhor com as membranas das células, o que pode
explicar a sua excelente atividade farmacologica in vitro (PARACATU., 2012).

Alguns estudos ja descrevem o potencial anti-COVID-19 desse composto,
sendo a maioria destes estudos in vitro e in silico. Em um destes, Kumar e
colaboradores (2021) avaliaram o potencial de interacdo de 3 compostos naturais
frente & MP® do SARS-CoV-2 (Witanona-A- Wi-N, Witaferina-A —Wi-A e CAPE), tendo
sido observado que tanto a Witanona-A como o CAPE foram capazes de interagir com
o sitio catalitico da enzima, de uma forma energeticamente favoravel. A energia de
ligacdo para a para Wi-N foi de -4,42 kcal/mol, enquanto que para o CAPE foi de -4,79
kcal/mol. Apesar da Wi-A apresentar estrutura molecular semelhante a Wi-N, foi
observado pelos autores que a mesma néo apresentou potencial inibitério, tendo sido
iISso resultante da presenca de uma tor¢do conformacional no carbono 20 (C20),
fazendo com que a molécula assumisse uma conformacdo desfavoravel frente a
enzima.

A Wi-N interage com diversos aminoacidos do sitio catalitico da enzima,
podendo-se incluir: Cys!#®, Thr?6, His*, Cys*, Asn!1® Asn'4?2 Gly43, GIn®, Thrl®,
GIn'®? (interacdes de hidrogénio) e Thr?4, Thr2®, Thr?®, Leu?’, His*!, Met*?, Tyr>4, Asn'#?,
Gly'#3, His1®4, Met!®, Glu®®, Arg'®® Aspl8 GIn'®, GIn®, Thr?4, Thr?®, Thr?6, His*,

Cys*, Thr#, Ser%, Glu*’, Met*®, Pro®, Tyr>*, Asn!!® Asnl4? Glyl43, Serl44, Cysl4,
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His164 Met65, Glul®6, Leul6?, Prol6s, GIy17°, Asp187’ Argl88, GIn18, Thrl% GIn192
(interagdes hidrofdbicas e -1 stacking) (KUMAR et al., 2021).

O CAPE, por sua vez, interage com o0s seguintes residuos de aminoacidos:
Asn'#2, Glul®, Thr?5, Cys*, Ser%, Phel0, Asn'%?, Cys!®®, Glu®®, His'’2, GIn'8®, Thri%,
Alal®l, GIn'%? (interagbes de hidrogénio) e Leu?’, Cys#, Met*®, Pro®?, Tyr>*, Phel40,
Leu141, Serl““, Cy3145, Hi8163, Hi3164, MethS’ G'Ulﬁe, HiSl72, ASp187, Argl88, G|n189’ Thr24,
Thr?s, Thr?é, Pro%, His*!, Cys*, Thr*®, Ser%®, Glu*’, Met*°, Leu®, Asn®!, Cys®®, Phel4?,
Leu141, Asn142, G|y143, Ser144, Cy3145, Hi8164, Met165, G|U166, Leu167, pr0168’ HiSl72,
Phel8l, vall®, Aspl®’ Argl® GInl®, Thri®0 Alal%, GIn®?, Alal®3, Alal® (interacdes
hidrofébicas e -1 stacking) (KUMAR et al., 2021).

Em outro estudo, realizado por Guler e colaboradores (2021), foi avaliado o
potencial inibitério do CAPE e de outros fitoquimicos presentes na propélis mediante
o RBD da proteina S do SARS-CoV-2, bem como frente a ECA2. Para isso foram
utilizadas técnicas in vitro e in silico, podendo-se incluir a técnica de ELISA e o docking
molecular, respectivamente. Dessa forma, por meio da analise por docking, foi visto
gue 4 compostos apresentaram as menores energia de ligacéo frente ao RDB da spike
e a ECA2, sendo eles: pinocembrina, crisina, CAPE e hesperetina, sendo todos estes
flavondides, com excecdo do CAPE (um acido fendlico). O CAPE apresentou energia
de ligacdo de -8,42 kcal/mol, sendo maior apenas que a crisina (-8,47 kcal/mol) e a
pinocembrina (-8,58 kcal/mol) para inibicdo da ECA2. Em relacgédo a inibi¢cdo da spike,
o CAPE apresentou energia de ligacdo de -7,17 kcal/mol, maior apenas que a
hesperetina (-7,28 kcal/mol), crisina (-7,48 kcal/mol) e a pinocembrina (-7,54 kcal/mol).
As interacfes do CAPE com a ECA2 ocorrem principalmente com os residuos de
aminoacidos Asn*?¥, 1le?®t, Thr*34, Phe*3® e Pro*'®, sendo as principais interacdes
envolvidas as de van der waals e 1r-11 stacking (Figura 23). J&4 com a proteina S, o
CAPE interage com os residuos Leu®3®, Phe338, Val3¢’ Trp*3¢, Gly33° e Cys®3® mediante
interacdes de van der waals, interacdes de hidrogénio, -1 stacking e 1r-alquil (Figura
24).
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Figura 29. Docking molecular da interagdo entre o CAPE e a ECA2. Em (A) ha a representacéo do
posicionamento do CAPE no sitio catalitico da ECA2, enquanto que em (B) e (C) h& a representacéo
das interacdes entre o CAPE e ACE2 em 2D e 3D, respectivamente.

Fonte: GULER et al, 2021.
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Tabela 4- Estudos de docking molecular e as respectivas moléculas com potencial anti-SARS-CoV-2.

Estudo

Molécula (s)

Classe quimica

Alvo (s) biolégico (s)

Ki

Molecular interaction analysis of
Sulawesi propolis compounds with
SARS-CoV-2 main protease as
98otente98ar study for COVID-19
drug discovery

Broussoflavonol F (-
7,8 kcal/mol)
Gliasperina A (-7,8
kcal/mol)
Sulabirinéides (-7,6
kcal/mol)

Flavonoéide
Flavonoéide

Derivado da
podofilotoxina

Principal protease do
SARS-CoV-2 (MLPr)

Nao calculada

In silico screening of 98otente
bioactive compounds from
honeybee products against
COVID-19 target enzymes

Acido elagico (-6,4
kcal/mol e -7,5
kcal/mol)

Hesperidina (-6,3
kcal/mol e -7,4
kcal/mol)

Kaempferol (-6,2
kcal e -7,8 kcal/mol)

Artepilina C (-5,9
kcal/mol e -7,5
kcal/mol)

Flavonoides

RNA polimerase RNA-
dependente (RdRp)

Principal protease do
SARS-CoV-2 (MLP)

Nao calculada

In silico investigation of potential

inhibitors to main protease and

spike protein of SARS-CoV-2 in
propolis

Metilopiopogonoma
A (-7,6 kcal/mol e -
8,2 kcal/mol)

3-metoxidaidzeina (-
7,7 kcal/mol e -8,3
kcal/mol)

Genisteina (-7,6
kcal/mol e -8,3
kcal/mol)

Flavonoides

Principal protease do
SARS-CoV-2 (MLP)

Subunidade S2 da
spike

0,9969 e 0,9967 M

0,9969 e 0,9967 M

0,9969 e 0,9967 M

Investigation of potential inhibitor
properties of ethanolic propolis
extracts against ACE-Il receptors
for COVID-19 treatment by
molecular docking study

Rutina (-8,04
kcal/mol)

Miricetina (-7,59
kcal/mol)

Hesperidina (-7,45
kcal/mol)

CAPE (-7,58
kcal/mol)

Flavonoéide

Flavonoide

Flavonoide

Acido fendlico

Enzima Conversora de
Angiotesina Il (ECA- II)

1,29 pM

2,74 uM

3,46 uM

2,79 UM

Evaluating the potency of Sulawesi
propolis compounds as ACE-2
inhibitors through molecular
docking for COVID-19 drug
discovery preliminar study

(2S)-5,7-dihidroxi-4 -
metoxi-8-
prenilflavonona (-9,3
kcal/mol)

Isoharmnetina (-9,2
kcal/mol)

Flavonoides

Enzima Conversora de
Angiotesina Il (ECA- II)

Nao calculada

Fonte: Autor, 2021.
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Tabela 5- Caracterizacéo das interacdes dos principais fitoquimicos com potencial
anti-SARS-CoV-2 encontrados na propolis

COMPOSTO

ESTRUTURA

ALVOS

ENERGIA

INTERACOES

AMINOACIDOS

(2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-8-
prenilflavonona

ECA2

-9,3
kcal/mol

L.H

Pr0346, Asp367' ArgslS

Trp27l’ Argz73’ Phe274,
Thr27s, His#s, Thra7t,
His®74, GIu®7® e Thr#4s

Isoramnetina

ECA2

-9,2
kcal/mol

L.H

Thr37t Ala348, Glu*? e
Arg518

His34%, Pro346, Thr347,
His374, Glu®7®, His®78,
Phes%4, Tyrs10 e
Tyr515

Hesperidina

3CLpro

Proteina Spike

-7.4
kcal/mol

-9,02
kcal/mol

L.H e Cétion-
m

LHelH

LHelH

G |y143, Met165 e
G|u166

Hr24, Thr2s,
Thr4s, His*, Ser 46,
Cys445

Tyr436, Try440,Leu442,
Phe443’ Phe476'
Try475' Try481 e Tyr49

Rutina

NI

ECA2

3CLpro

-8,04
kcal/mol

-8,97
kcal/mol

-9,40
kcal/mol

L.H, -,
Cétion-me lL.H

L.H, -1,
Cétion-me lL.H

L.H

Tyr127’ Leu144' G|U145,
Asnl49, Glut*0,
Met!52, Alals3, Asp269,
Met270, Trp271,
Phe?4, Thr2's,
Cy5344, Hi3345, Pr0346,
Met3¢0 g
CyS361

ASI’]149, ASp269,
Asp368, Hist345,
G|U375, G|U406, Tyr127'
Thr37l' Hi3374, Ar9273
e Cys344

Asn142, Hisl63' G|y143’
Serl4 e Thr26
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Cysl45
m-S
Met?*?
I.H
Kaempferol 3CLpro -7,8 L.H Tyrd4, Leul*!, Serl#4,
kcal/mol Aspl87 e GIn18®
Cétion- mr Met165 ou Glul66
L.H Trpst7, Asp60, Agp76l
-6,2 e Gluglt
RdRp kcal/mol
Cétion- mr Lys798
CAPE ] /\/Q 3CLpro -4,79 L.H Asnl42, G|ul66, Thr25,

o kcal/mol Cys*, Ser%6, Phel40,
HO ASnl42, Cysl45,

Gluiss, His™2, GIn1s?
Thri%, Alal®t, GIn192

Leu?’, Cys*, Met*,
Pro%2, Tyrs4, Phel4?,
ILH Leu'#l, Serl4,
CySl45, His163, His64,
Met165 Glules, Hisl72,
Aspl87 Argls8 GInlee,
Thr24, Thr2s, Thr2s,
Pro®, His*l, Cys*,
Thrs, Ser48, Glu*?,
Met*®, Leu®, Asn®t,
Cys®, Phel4, Leul4,
Asn142’ G|y143’ Ser144’
Cy5145, Hi5164’ Met165’
Glu®s, Leu®?, Pro6s,
His172, Phel®l, Vall,
Aspl87 Argls8 GInlee,
Thri, Alalol GInle2,
Alalos Alal94

Asn#37, 11291, Thr434 e
Pro#15

Phe?3
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ECA2 -7,17 V.W

kcal/mol

T-17 stacking

Proteina Spike -8,42 V.W

kcal/mol

Ala3e3, Pro%7, Serd’s,
Asn343, Ser371'
Phe342, Phes™4,
Leu368, Asp364

Phe338 e Trp43®

Cys363 e G|y339

Leusss e Val3¢7

T-17 stacking

L.H

T —alquil

5 CONCLUSAO
Dessa forma, foi possivel observar que a propélis apresenta em sua

constituicdo diversas substancias quimicas de diversas classes fitoquimicas com
elevado potencial anti-SARS-CoV-2. No entanto, nem todos esses se mostraram
termodinamicamente favoraveis apds a realizacao do levantamente de estudos fisico-
guimicos de interacdes intermoleculares.

Das classes fitoquimicas de moléculas presentes na propélis, a que se mostrou
com maior potencial inibitorio viral foi a dos flavondides, sendo as principais moléculas
a rutina, a hesperidina, o kaempferol, a isoramnetina e o (2S)-5,7-dihidroxi-4’-metoxi-
8-prenilflavonona. Dos &acidos fendlicos, o mais efetivo e com maior nimero de
citacOes e estudos de analise fisico-quimica foi o CAPE. Em relacdo as interagoes,
as mais descritas foram interacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas.

Apesar de se mostrarem promissoras substancias a serem utilizadas no
tratamento da COVID-19,

negativamente na eficacia dessas, podendo-se incluir: baixa absor¢cdo por via

sdo diversas as variantes que podem interferir
gastrointestinal, tendo em vista que em um extrato de propolis a quantidade de
moléculas é excessiva, as quais podem se complexar, 0 que inibe a absorc¢éo;
concentracdo desses compostos abaixo do limiar necessério para uma atividade

farmacoldgica; escassez de estudos clinicos que comprovem a atividade desses
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compostos isolados e em conjunto frente aos desfechos, bem como na profilaxia da
COVID-19.
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