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Resumo

Os polifendis encontram-se presentes na nossa dieta, nomeadamente em vegetais, fruta,
café, cha e vinho. Estes compostos tém inimeros efeitos benéficos no organismo humano, apés
sofrerem metabolizacdo, convertendo-se, por sua vez, em compostos bioativos, a nivel
intestinal (1).

A COVID-19 é uma patologia que engloba manifestagdes do foro pulmonar, renal, cardiaco
e hepatico. A sigla COVID-19 representa Corona (CO), Virus (VI), Disease (D), 2019 (19).
Sabe-se que a pandemia COVID-19, induzida pela Sindrome Respiratéria Aguda Grave do
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), tem provocado danos irreparaveis a nivel global, social e

econdmico, com um elevado indice de mortalidade (2).

Alguns fatores preponderantes para a evolucao da doenca incluem idade avangada, género
masculino e comorbilidades, como hipertenséo, diabetes mellitus (DM), obesidade, doencas
pulmonares cronicas, cardiacas, hepaticas e renais, tumores, imunodeficiéncia e gravidez.
Possiveis complicacBes poderdo advir como lesdo renal aguda (AKI), coagulopatias e
tromboembolismo (TE). O desenvolvimento de linfopenia e eosinopenia sdo indicadores
laboratoriais da COVID-19 (2) (3).

A SARS-CoV-2 possui uma componente inflamatoria muito extensa e varidvel. Sabe-se que
a inflamacao é um mecanismo natural de defesa contra agentes patogénicos, a qual se encontra
relacionada com variadissimas patologias, nomeadamente infegcdes virais. Assim, 0 stress
oxidativo ativara os genes responsaveis pela inflamacao, aumentando os fatores de transcricéo.
A inflamacdo é, assim, a causa primaria para a severidade de uma patologia, sendo deveras
importante reduzi-la (4).

Curiosamente, existe uma forte e estreita relacdo entre os polifendis e inUmeras patologias,
inclusive a COVID-19. Os polifenois regulam a imunidade celular, interferindo na sintese de
citocinas pro-inflamatorias e na expresséo dos seus genes. Além disso, os polifendis inibem as
enzimas especificas necessarias para a sintese de espécies reativas de oxigénio (ROS) pela
xantina oxidase e NADPH oxidase. Estes tém também como funcdo regular positivamente as
enzimas antioxidantes endogenas, tais como superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase (GPx) (4).

Palavras-chave: COVID-19, comorbilidades, SARS-CoV-2, polifendis, inflamagao



Abstract

Polyphenols are present in our diet, namely in vegetables, fruit, coffee, tea and wine.
These compounds have numerous beneficial effects on the human body, after undergoing

metabolism, becoming, in turn, bioactive compounds, at the intestinal level (1).

COVID-19 is a pathology that encompasses pulmonary, renal, cardiac and hepatic
manifestations. The acronym COVID-19 stands for Corona (CO), Virus (V1), Disease (D), 2019
(19). It is known that COVID-19 pandemic induced by the Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has caused irreparable damage globally, socially and

economically, with a high mortality rate (2).

Some preponderant factors for the evolution of the disease include advanced age, male
gender and comorbidities, such as hypertension, diabetes mellitus (DM), obesity, chronic lung,
cardiac, liver and Kkidney diseases, tumors, immunodeficiency and pregnancy. Possible
complications can arise such as acute kidney injury (AKI), coagulopathies and
thromboembolism (ET). The development of lymphopenia and eosinopenia are laboratory
indicators of COVID-19 (2) (3).

SARS-CoV-2 has a very extensive and variable inflammatory component. It is known
that inflammation is a natural defense mechanism against pathogens, which is related to many
different pathologies, including viral infections. Thus, oxidative stress will activate the genes
responsible for inflammation, the transcription factor factor. Inflammation is, therefore, a

primary cause for the severity of a pathology, and it is very important to reduce it (4).

Interestingly, there is a strong and close relationship between polyphenols and
pathological references, including COVID-19. Polyphenols regulate cellular immunity,
interfering with the synthesis of pro-inflammatory cytokines and the expression of their genes.
In addition, polyphenols inhibit specific enzymes required for the expression of reactive oxygen
species (ROS) by xanthine oxidase and NADPH oxidase. These also function up-regulate as
endogenous antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase and glutathione
peroxidase (GPx) (4).

Keywords: COVID-19, comorbidities, SARS-CoV-2, polyphenols, inflammation
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Abreviaturas

3CLpro- 3-Chymotrypsin-Like Protease- Protease do Tipo 3-Quimiotripsina

4CL- 4-Coumarate-CoA ligase- 4-cumarato-CoA ligase

5' AMP- 5"Adenosine Monophosphate-Activated Protein Kinase- 5 ' Adenosina Monofosfato
ADE- Antibody-Dependent Enhancement- Aprimoramento Dependente de Anticorpos

ALI- Acute Lung Injury- Lesédo Agudo de Pulméo

AMPc- Cyclic Adenosine Monophosphate- Monofosfato de Adenosina Ciclico

AMPK- 5"Adenosine Monophosphate- Activated Protein Kinase- Proteina Quinase Ativada
pela via 5 ' Adenosina Monofosfato

ANR- Antocianinas Redutases

ANS- Antocianinas Sintases

Anti-S-1gG- Anti-S Protein-Neutralizing- Anticorpos de Proteina S Neutralizantes

APTT- Activated Partial-Thromboplastin Time- Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado
ARDS- Acute Respiratory Distress Syndrome - Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo
ARDS- Acute Respiratory Distress Syndrome- Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo
AUC- Area Under the ROC Curve - Area sob a Curva

Auto-Abs- Auto-antibodies- Auto-anticorpos

BOAT1- Sodium-Dependent Neutral Amino Acid Transporter - Transportador de aminoacido
neutro dependente de sédio

BALF- Bronchoalveolar Lavage Fluid- Fluido de Lavagem Broncoalveolar
BDNF- Brain-Derived Neurotrophic Factor- Fator Neurotr6fico Derivado do Cérebro
BSG- Basigin- Basigina

BUN- Blood Urea Nitrogen- Nitrogénio Ureico no Sangue

CBG- Glucosidase

CHS- Chalcone synthase- Chalcona Sintase

CKD- Chronic kidney disease- Doenca Renal Crénica

CLD- C Terminal Collectrin-Like Domain - Dominio Colectrina Like
CLD- Chronic Liver Disease- Doenca Hepatica Cronica

COMT- Catechol-O-Methyltransferase- Catecol-O-Metiltransferase

CoV- Coronavirus

CRTH2- Chemoattractant Receptor-Homologous Molecule Expressed on TH2 Cells- Receptor
Quimioatraente - Molécula Homéloga Expressa em Células TH2
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Ct- Cycle Threshold- Ciclo de Margem

cTnl- Cardiac Troponin I- Troponina | cardiaca

DM- Diabetes Mellitus

DRF- Dihidroflavonois Redutases

E- Envelope Protein- Proteina do Envelope

EBV6- Epstein-Barr Virus- Virus Epstein-Barr

ECGC- Epigallocatechin Gallate- 3 Galato de Epigalocatequina
ENT- Ear Nose Throat- Ouvido, Nariz e Garganta

EP- Embolia Pulmonar

ERK-1 e 2- Extracellular Signal-Regulated Kinase 1 and 2- Quinase Extracelular Regulada por
Sinal

F3H- Flavanones 3 Hydroxylases- Flavanonas 3 Hidroxilases
FcR- Fc Receptors- Recetores Fc

FEV-1- Forced Expiratory Volume in the First Second- Volume Expiratério Forgado em 1
Segundo

FMD- Flow mediated dilation - Dilatagdo mediada por fluxo

GALS3- Galectin-3- Galectina-3

GLUT- Glucose Transporter 1- Transportador de Glicose 1

GMPc- Cyclic guanosine monophosphate - Monofosfato de Guanosina Ciclico
GPx1- Glutathione peroxidase 1- Glutationa Peroxidase-1

H1N1- Influenza A Virus- Virus Influenza A

HBV- Hepatitis B Virus- Virus Hepatite B

HCV- Hepatitis C Virus- Virus Hepatite C

HE- Hemagglutinin-Esterase- Hemaglutinina Esterase

HIV- Human Immunodeficiency Virus- Virus da Imunodeficiéncia Humana
HO-1- Heme oxygenase 1- Heme Oxigenase-1

HOMA-IR- Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance - Avaliacdo do Modelo
Homeostatico da Resisténcia a Insulina

HSV-1- Herpes Simplex Virus 1- Virus Herpes Simplex 1

HZ- Hazard Ratio- Razéo de Risco

ICAM-1- Intercellular adhesion molecule-1- Molécula de Ades&o Intercelular 1
ICIs- Immune Checkpoint Inhibitors- Inibidores de Checkpoint Imunoldgico

IEI- Inborn Errors of Immunity- Erros Inatos de Imunidade
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IFNs tipo I- Type I Interferons- Interferdo tipo |

IFS- Isoflavone Synthases- Isoflavonas Sintases

iNOS- Nitric Oxide Synthase- Oxido Nitrico Sintase

IPF- Idiopathic Pulmonary Fibrosis- Fibrose Pulmonar Idiopatica

ITGAS3- Integrin Subunit Alpha 3 - Integrina Alfa-3

ITGAG- Integrin Subunit Alpha 6 - Integrina Alfa-6

KL - 6- Krebs von den Lungen 6

LPH- Lactase Florizine Hydrolase- Lactase Florizina Hidrolase

M-Membrane Protein- Proteina da Membrana

MAPK- Mitogen-Activated Protein Kinases- Proteinas Quinases Ativadas por Mitogénio
MCP-1- Monocyte Chemoattractant Protein-1- Proteina-Quimioatraente de Mondcitos 1
MCT4- Monocarboxylate Carrier 4- Transportador de Monocarboxilato 4

MCV- Mean Corpuscular Volume- Volume Celular Médio

MERS-CoV-2- Middle East Respiratory Syndrome- Sindrome Respiratoria do Oriente Médio

NADPH- Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidase -Fosfato de Dinucleotideo
de Nicotinamida Adenina

NF-E2- Transcription Factor Nuclear Factor-Erythroid 2- Fator Nuclear Eritroide 2

NF-kB- Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells- Fator Nuclear kB
NFATC1- Nuclear Factor of Activated T Cells 1 - Fator Nuclear das Células T Ativadas 1
NO- Nitric Oxide- Oxido Nitrico

NOD- Nucleotide-Binding Oligomerization Domain- Nucle6tido - Dominio de Ligagdo
Oligomerizacéo

NOX- Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidase - Fosfato de Dinucleotideo de
Nicotinamida Adenina Oxidase

Nrf2- Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2- Fator Nuclear Eritroide 2- Fator
Relacionado 2

OD- Odd Ratio- Razéo de Probabilidades

OMS- Organizacdo Mundial de Saude

PAD- Pressdo Arterial Diastolica

PAL- Phenylalanine Ammonia-Lyase- Fenilalanina Amonioliase
PAS- Presséo Arterial Sistolica

PCA- Protocatechuic Acid- Acido Protocatecuico

PCR- Proteina C-Reativa



PCT- Procalcitonin- Procalcitonina

PD- N-Terminal Peptidase Domain- Dominio N-terminal
PDL1- Checkpoint Inhibitor Death Ligand-1- Morte Celular Programada-1

PKC- Protein kinase C- Proteina Quinase C
PLpro- Papain-Like Protease- Protease Semelhante a Papaina

PPIA — Peptidylpeptidyl-Prolyl Cis/Trans Isomerase A- Peptidil-Peptidil-Prolil Cis / Trans
Isomerase A"

pRb- Retinoblastoma Protein- Proteina do Retinoblastoma

RAS- Renin-Angiotensin System- Sistema Renina-Angiotensina

RBD- Receptor-Binding Domain- Dominio de Ligacdo do Recetor

RdRp- RNA-dependent RNA polymerase - RNA polimerase dependente de RNA
RES- Resveratrol

ROS-Reactive Oxygen Species- Espécies Reativas de Oxigénio

RRT- Renal Replacement Therapy- Terapéutica Renal de Substituicdo

S- Spike Glycoprotein Trimer

SARS-CoV-2- Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2- Sindrome Respiratoria
Aguda Grave Coronavirus 2

Scr- Serum Creatinine — Creatinina Sérica

SIRT1- Sirtuin 1

SLC7A5- Solute Carrier Family 7 Member 5- Familia de Portadores de Soluto 7 Membro 5
SOD- Superoxide Dismutase- Superdxido Dismutase

SOFA- Sepsis-Related Organ Failure Assessment - Pontuagdo de Avaliagdo de Faléncia de
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STAT - Signal Transducer and Activator of Transcription- Proteinas do Transdutor de Sinal e
Ativador da Transcri¢ao
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TEV- Tromboembolismo Venoso

TLR-3- Receptores Toll-Like- Recetores do Tipo Toll 3

TMPRSS2- Transmembrane Serine Protease 2- Serina Protease Transmembrana 2
TNF-a- Tumor Necrosis Factor- Fator de Necrose Tumoral

TP- Tempo de Protrombina

VCAM-1- Vascular cell adhesion protein 1- Molécula de Adesédo de Células Vasculares 1
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CAPITULO I - INTRODUGAO

Os polifenois sdo metabolitos secundarios presentes nas plantas, nos vegetais, nas frutas,
no cha e no vinho. Na ultima década, o interesse por estes compostos tem sido crescente, uma
vez que possuem atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana, o que traz
significantes melhorias para a saude. Diversos estudos epidemioldgicos sugerem que 0
consumo, a longo prazo, de polifenois confere protecdo contra o desenvolvimento de doencas

cardiovasculares, cancro, diabetes, osteoporose e doencas neurodegenerativas (5).

A COVID-19 é uma patologia caracterizada por uma intensa resposta imunologica, a qual

é modulada por stress oxidativo e processos inflamatorios (4).

De modo a monitorizar a progressdo da doenca, sdo usados parametros laboratoriais como
a lactato desidrogenase, procalcitonina, proteina C reativa (PCR) de alta sensibilidade, citocinas
pro-inflamatorias, como interleucina (IL) -6, IL-1B, Krebs von den Lungen-6 (KL-6) e ferritina.
O surgimento de uma cascata de citoquinas (cytokine storm) e padrdes extensos de tomografia
computadorizada (TC) do tdrax sdo indicadores de severidade da doenca. E de referir que o
estatuto socioecondmico, a dieta, o estilo de vida, a localizacdo geografica, a etnia e os cuidados

de salde primarios e secundarios influenciam o resultado (2).

E de salientar que a OMS considera que uma dieta equilibrada e uma boa hidratac&o s&o
fatores fundamentais para o combate a COVID-19. Individuos cuja dieta seja saudavel, tém um
sistema imunitario fortalecido, encontrando-se, por conseguinte, em menor risco de contrair

doengas infeciosas e crdnicas (6).

Assim, compostos capazes de reduzir o stress oxidativo poderdo representar uma nova
abordagem terapéutica. Por conseguinte, os polifendis tém sido alvo de muitos estudos devido

as caracteristicas antioxidantes, anti-inflamatorias e antivirais, entre outras, que possuem (4).



CAPITULO Il - OBJETIVOS

O objetivo desta monografia é clarificar o papel dos polifendis na regulacdo positiva do
sistema imunoldgico, na defesa antioxidante e antiviral em doentes com COVID-19 contra a
infecdo por SARS-CoV-2. Posteriormente, rever o potencial dessa relagdo na base de novas

terapéuticas eficientes ou adjuvantes para a COVID-19.

Para atingir estes objetivos foi necessario um aprofundamento do entendimento acerca da
COVID-19, assim como dos polifendis para compreender os multiplos mecanismos que estes

possuem no combate desta patologia.

CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

Esta monografia é um estudo descritivo de analise da literatura, a qual tem por base a revisdo
de artigos cientificos, que foram selecionados da base de dados PubMed® e Google Scholar.
Os principais termos pesquisados foram “polifenois” e “COVID-19”. Os artigos pesquisados
foram publicados entre dezembro 2009 e maio 2021, em inglés. Como critérios de inclusdo dos
artigos em analise consideraram-se os artigos acerca dos polifendis publicados depois de 2009
inclusive e acerca da COVID-19 desde marco de 2020 a maio 2021. Os critérios de exclusdo
dos artigos da COVID-19 foram todas as terapéuticas que ja ndo se encontram aprovadas pelas

Entidades Reguladoras.

CAPITULO IV - POLIFENOIS

Os polifendis sdo metabolitos secundarios derivados de plantas, que se encontram sob a
forma de glicosideo, na sua maioria, e/ou em associagdo com diversos 4cidos organicos ou

ainda com moleculas polimerizadas de elevado peso molecular, tal como os taninos (7).

Os polifendis constituem um vasto e rico grupo de compostos bioativos fitoquimicos, 0s
quais possuem um papel fundamental na profilaxia de determinadas patologias, tais como
doengas cardiovasculares, cancro, osteoporose, diabetes mellitus (DM), e doengas
neurodegenerativas. O seu papel protetor ndo so recai sobre a sua atividade antioxidante como

também sobre a capacidade que este possui, no que se refere & inibicdo de diversas enzimas,
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como a telomerase, cicloxigenase e lipoxigenase, e ainda devido a interagdo que este exibe nas

vias de transducéo (7).

Os polifendis possuem propriedades antioxidantes, uma vez que 0s conjugados, a sua
estrutura complexa e os grupos hidroxilo participam na neutralizacdo das espécies reativas de
oxigénio, ROS, assim como dos radicais livres (8).

Os polifendis podem subdividir-se em trés grandes grupos: flavonoides, acidos fenolicos e ndo
flavonoides, sendo que estes Ultimos se destacam em estilbenos, lignanos e acidos elagicos (8)
(Figura 1).

Os flavonoides por sua vez podem subdividir em diversos grupos tais como flavan-3-

ois, flavonais, flavonas, isoflavonas, flavanonas e antocianinas (1) (Figura 1).

Os acidos fendlicos, por sua vez, podem subdividir-se em derivados do &cido benzoico
tal como o acido gélico e &cido protocatecuico (PCA) e derivados do &cido cinamico. Este
ultimo consiste principalmente em acido cumarico, cafeico e ferulico e ainda em estilbenos
secundarios, cujos compostos que melhor representam este subgrupo séo os lignanos terciarios

e o resveratrol. Este ultimo apresenta-se tanto nas formas isoméricas cis como trans (7).

Polifendis
l l Nao Flavonoides

Flavonoides Acido Fendlico Lignanos Estilbenos Acido Elagico

Secoisokariciresinol Resveratrol Acidos
w L N elagitaninos

Acido Benzdico Acido Cindmico i W . T { o o~
{Acido zalico) {Acido cafeico) } N ! F ol
OCH \ W Wy

3 I ) ; : b

Flavondis Flavonas Flavanais Flavanonas lsoflavanonas Antocianidinas
Quercetina Luteclina 3-Galato- Hesperetina Daidzeina Malvidina
Apigenina Epigalocatequina

Figura 1-Classificacdo dos Polifenadis.



Cada grupo diferencia-se com base no estado de oxidacéo do anel pirano central. Foram

identificados aproximadamente 4.000 flavonoides em vegetais, frutas e em bebidas a base de

plantas, como cha e vinho (7) (Tabela 1).

Tabela 1- Classes, estrutura molecular, exemplos e atividade antimicrobiana de alguns

polifenois.
Polifenois Estrutura Molecular Alimentos Atividade
Antibacteriana
Avelas, cacau,

Flavan-3-6is I o ‘
OH

uvas, cha e legumes

Antiviral

Magas, cebola,
& alcaparras,
Flavondis O‘ brdcolos, toranja e
OH

Antifangica

ameixas
0
Antibacteriana
Taninos Framboesas,
condensados mirtilos, uva

Antiviral

Acéo sobre
V.cholerae; S.mutans;
C.jejuni  C.perfringes;
E.coli; B.Cereus;
H.pylori; S.aureus;
L.acidophilus;
A.naeslundii;
P.oralis;P.gingivalis
P.melaninogenica;
F.nucleatum;

C.pneumonia

Adenovirus;
Enterovirus;

Flu virus

Candida albicans;
Microsporum

gypseum ;Trichophyton
mentagrophytes;
Trichophyton rubrum;

S.mutans;
E.coli;

S.aureus;

Influenza A virus type -
1;



Taninos
hidrolisaveis

Acido
fendlico

Neolignanos

HO  OH

% ﬁﬁz

HO  OH

Antibacteriana

Folhas, galhos,
cascas e madeiras
de varias arvores

como por exemplo:

Terminalia, Antiviral
Phyllantus e
Caesalpina

Antifangica
Fruta, café,

vinagre, azeite, Antibacteriana

cacau

Antibacteriana
Linhaca

Herpes simplex virus
(HSV);

Different strains of:
Salmonella;
Staphylococcus;
Helicobacter;
E.coli;
Bacillus Clostridium;
Campylobacter;
Lysteria;
Epstein-Barr virus
(EBV);

Herpes virus

HSV -1 e HSV -2;

Candida parapsilosis;

S.aureus;
L.monocytogenes;
E.coli; P.aeruginosa;

Different strains of:
Mycobacterium

tuberculosis



4.1. Biossintese

Os flavonoides sdo produzidos em locais especificos, conforme a sua fungdo. Assim
podem ser produzidos nos cloroplastos, quando a funcéo é a defesa contra danos oxidativos
durante a fotossintese; outros podem ser produzidos nos 6rgaos sexuais como defesa contra a
radiacdo UV; na raiz para que ocorra simbiose fungica e bacteriana, ou, por fim, como

mecanismo de defesa contra virus, bactérias, fungos ou herbivoros (9).

Todos os flavonoides sdo sintetizados pela via fenilpropanoide. O primeiro passo desta
via € a conversdo de L-fenilalanina em &cido cindmico, através da enzima fenilalanina
amonioliase (PAL). De seguida, através da enzima 4-cumarato-CoA ligase (4CL), forma-se p-
cumaroil-CoA. Tanto o acido cumérico como o p-cumaroil-CoA séo os precursores dos acidos
hidroxicinamicos e flavonoides, respetivamente (9) (Figura 2).

Acido cafeico 3-O-metiltransferase R AN

OH OH OH
HOO( . Z ~SocH,
N —_—) |
| oM OCH, Qa
; OH

HOOC™ Acido cafeico HOOC™ Acido ferrdlico e Acido 3-O-feruloilquinico

’{ 3-Hidroxilase

PAL C4H on 4CL OH
HOM NH HOOK HOO( CoAs.

L- Fenilanina Acido cindmico  p-acido cumérico " p-cumaroil-CoA

’ OH
,\ | cHs

SCoA X HO\ OH
HOOK /ﬁr —_— O

(4]

OH Q

Malonil-CoA Naringenina chalcénica

Figura 2- Passos iniciais comuns durante a biossintese dos acidos hidroxicinamicos e dos flavonoides (9).



No que concerne a biossintese de flavonoides, a chalcona sintase (CHS) a partir de uma
molécula de p-cumaroil-CoA e trés moléculas de malonil-CoA, formauma chalcona biciclica
como a naringenina chalcona. As chalconas s&o substratos da enzima chalcona isomerase
(CHI), a qual é responsavel por fechar o anel B destes compostos, e por conseguinte, forma-se

as flavanonas, como as naringeninas originarias dos citrinos (Figura 3) (9).

CHI J y -

OH O

Genisteina Naringenina Apigenina

F3H

J OH OH
OH : OH
, ©/ DFR HO. 0 /@ ANR HO. o
HO o s 1 ” ANS F3'H

Qe 3 OH B “NoH

OH OH
OH OH
OH (8]

Q.
OH 0

Kaempferol Aromadendrin Pelargonidina Epicatequina

Figura 3-Passos da biossintese das subfamilias dos flavonoides (9).

Todas as subfamilias de flavonoides derivam do esqueleto das flavononas, composto por
15 carbonos. A enzima presente na reacdao enzimatica determina o composto a formar, e como
tal, as flavonas sintases (FNS) da origem a flavonas como o aipo; as isoflavonas sintases (IFS)
a isoflavonas como a soja; flavanonas-3-hidroxilases (F3H) que produzem dihidroflavondis
como as aromadendrinas dos pinheiros; flavonois sintases (FLS) ddo origem a flavondis como
a quercetina na cebola ou kaempferol nas alcaparras; dihidroflavonois redutases (DFR) e
antocianinas sintases (ANS) originam antocianidinas como pelargonidinas nas flores vermelhas
e por fim as antocianidinas redutases (ANR) levam a formacdo de flavan-3-0is como as

epicatequinas do c6co (Figura 3) (9).



4.2. Metabolismo dos Polifendis

As biotransformacdes que ocorrem nos polifendis, ao longo do trato gastrointestinal, sdo
determinadas por dois fatores principais. Um é a estrutura especifica da subfamilia dos
polifendis, sendo que esta é responsavel pela ocorréncia de apenas algumas transformacoes
através de enzimas intestinais e pelas espécies da microbiota intestinal. Consequentemente, esta
estrutura quimica vai restringir a variedade de possiveis compostos bioativos de serem
absorvidos. O segundo fator € a riqueza da microbiota intestinal, uma vez que algumas
biotransformacfes de polifendis surgem, devido a uma vasta variedade de espécies
microbianas. Porém, outras reacdes quimicas mais especificas requerem a presenca de espécies
particulares ou de cadeias com determinada codificacdo de genes para enzimas precisas, como

as responsaveis pela formacéo de urolitinas e equol (9).

As porcdes dos agucares sdo clivadas do esqueleto dos compostos fenoélicos no intestino
delgado e absorvidas neste mesmo sitio. As enzimas lactase florizina hidrolase (LPH), presente
na membrana dos enterdcitos e a glucosidase (CBG), presente no citosol, hidrolisam os
flavonoides glicosilados, e posteriormente, as agliconas entram nas células epiteliais por
difusdo passiva (Figura 4) (9).

Dieta de Polifendis
\ v,
\ \ s

-
™ Reagdes de conjugagdo :
" 3

Hidrélise da maioria dos glicosideos -

(LPH, CBG) — Metilagdo
Bilis Glucuronidagéo -
Reacgides de conjugacdo : - Sulfatacao .
Metilacdo d
Glucuronidagdo - \ ]
Sulfatagdo oy \
Urina Tecidos
J N&o absorvido (
Agllco"as ey
Agdo das

Fezes Ve - enzimas bacterlanasf—"‘) Reacdes de fasell f""""'"
(a-ramnosidases) .

Figura 4- Absorcéo e metabolismo dos polifendis provenientes da dieta em humanos.



Contudo, os flavonoides quando se encontram ligados a porcfes de ramnose sao
encaminhados para o colon com o proposito de serem hidrolisados pelas a-ramnosidases, de
modo a serem absorvidos (9).

Os flavan-3-6is nunca sao glicosilados, uma vez que sofrem acetilacdo pelo acido
gélico. Estes sdo absorvidos ao nivel dos enterdcitos sem sofrerem desconjugagdo nem
hidrolise. Os seus ésteres de galato séo catabolizados pela microbiota do colon. Uma vez que
0s ésteres de galato iniciais foram metabolizados, as agliconas sofrem uma abertura do anel C,
dando origem a difenilpropan-2-diol, que € posteriormente convertido em 5 - (3", 4'-
dihidroxifenil) -y-valerolactona. Este anel de lactona abre e d& origem ao &cido 5 - (3,4-
dihidroxifenil) valérico. (Figura 5). As bactérias responsaveis por essas reacdes metabolicas
pertencem ao género Bifidobacterium e Clostridium. As populagbes do célon de
Bifidobacterium encontram-se aumentadas em individuos que consomem elevadas quantidades

de flavan-3-06is, 0 que aumenta ainda mais os beneficios do consumo de flavan-3-06is (9).

OH

OH
Polimeros
(Taninos)

HOO(

“oH ) Acido 3-(4-hidroxifenil)propiénico

5- (37, 4 -dihidroxifenil) - .
gama-valerolactona

ﬁ/

HOX

acido (3-hidroxifenil)

HQ, 0. /U HQ,
OH io .
! \ propionico
HOOC HOOK /©

Acido 5-(3",4"- dihidroxifenil)-valérico Acido 3-
hidroxibenzoico

Derivado de fenil
propan-2-diol

Epicatequina

Figura 5-Degradacdo de epicatequinas como exemplo de polimeros de flavan-3-0is (9).

No que se refere aos flavonois, o tipo de glicosilacdo que ocorre inicialmente afeta a sua
degradacéo destes no intestino. O metabolismo de di e trissacarideos € muito mais lento do que
0 de monossacaridos. A posicdo dos grupos hidroxilo também pode influenciar a sua

degradacéo, sendo que os flavonodides que ndo possuem grupos hidroxilo nas posi¢es C4, C5
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e C7 séo degradados mais lentamente. O tipo de ligacdo glicosidica tambem influencia a reacéo.
Por exemplo, 0 metabolismo de uma ligacdo C-glicosidica aparenta ser muito mais lento do que
a hidrolise de uma ligagcdo O-glicosidica. Tal é de extrema importancia no ponto de vista de um
nutracéutico, uma vez que os compostos de degradacéo lenta tém uma maior biodisponibilidade
do que aqueles que sdo degradados numa taxa mais rapida ao nivel do célon. Uma vez
metabolizado em agliconas, os flavonois sdo amplamente degradados por outra microbiota do
colon, dando origem a compostos fendlicos mais simples derivados do metabolismo do anel A
e B, apds o anel C do flavonoide ter sido aberto. A quebra do anel C ocorre em posicdes
diferentes (entre C1 e C2, entre C3 e C4, ou entre C4 e C10), originando desta forma um grande

numero de compostos fenolicos simples (Figura 6) (9).

OH

OH r
Acido
” protocatecuico
HOOC OH
W
ot

“ @: | @ . Acido 3- (3,4-
HO o A - _ wo 0. a N @j dihidroxifenil)
. 4 | OO~ ‘ acético
O-Guwow  Desglicosilagio oH Fissdo do
oH O oM o anel C N H  Acido 3-(3-
g hidroxifenil)
HOOC™ - S OH ioni
propiénico

Figura 6-Degradacédo de quercetina como exemplo de glicosideos de flavonois (9).

As proantocianidinas sdo polimeros de elevado peso molecular, razdo pela qual sé
podem ser absorvidas ao nivel do intestino grosso. Os &cidos hidroxicindmicos sdo usualmente
esterificados a acgucares, acidos organicos e lipidos. Uma vez que o ser humano ndo possuli
esterases para quebrar estas ligagdes, o sitio principal para o seu metabolismo € o cdlon, apesar
de um terco do metabolismo ocorrer no intestino delgado. Ao contrério de outros flavondides,
as antocianidinas agliconas ndo sofrem um extenso metabolismo e portanto, a sua

biodisponibilidade é muito baixa (9).

Por exemplo, a incubacdo de malvidina-3-glicosideo (de extrato de uva) com bactérias

fecais resulta na formacéo de acidos galico, acido seringico e p-cumarico (Figura 7) (Tabela 1).
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Algumas espécies responsaveis por esta degradacdo sdo Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis (9).

Todas as antocianinas e 0s seus metabolitos aumentam significativamente o crescimento
de Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. e Enterococcus spp. Conclui-se assim que as
antocianinas, tal como os seus metabolitos realizam uma alteracdo positiva na microbiota

bacteriana intestinal (9).

OH OCH
OCH OCH | ” M

OH £
OH OH Q h
HO. HO C m HOO( OH HOOC” """ ocu
> ~ OCH — ~ OCH, —————
H £y '3 R . ’ .
m - Acido galico Acido seringico
OH '
)

8
| H( OH
OH HO OH
Malvidina-3-glucosideo Malvidina J/@/

HOO(

Acido p-cumarico

Figura 7-Degradacéo de malvidina-3-glicosideo, como exemplo de antocianinas (9).

Os elagitaninos sdao polimeros derivados dos acidos hidroxicinamicos. As enzimas LPH
e CBG ndo conseguem degrada-los, e como tal estes ndo conseguem ser absorvidos no intestino

delgado. Posto isto, os elagitaninos sdo metabolizados no célon (Figura 5) (9).

Formam-se agliconas, as quais sdo extensivamente metabolizadas pela microbiota do
célon, levando a producéo de diversos acidos hidroxifenilacéticos. Apds a absor¢do no intestino
delgado da aglicona formada, esta sofrera metabolizacdo de fase Il ao nivel dos enterdcitos
(Figura 5) (9).

As reacdes de fase 1l que ocorrem sdo a metilagdo ao nivel do C3" e C4"pela COMT;
sulfatacdo no C3", C4", C5" ou C7 pelas sulfotransferases (SULT) e por ultimo glucuronidagao

pelas UDP-glucuronosiltransferases (Figura 5) (9).

Posteriormente, os produtos sintetizados passam para a circulagéo sistémica atraves da
veia porta, e desta forma, chegam ao figado, onde provavelmente sdo sujeitos a eventuais

reacOes de fase Il até serem secretados pela urina (Figura 5) (9).
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Alguns dos conjugados formados no figado sdo posteriormente excretados sob a forma
de componentes da bilis, voltando de novo a circulacdo enterohepética e eventualmente os
compostos desconjugados sdo regenerados pelas enzimas do microbioma intestinal antes de
serem reabsorvidos de novo. Em contrapartida, os metabolitos ndo absorvidos sdo eliminados

pelas fezes (Figura 5) (9).

Os polifentis podem alterar e influenciar a composicdo do microbioma intestinal de
cada individuo. Este varia de individuo para individuo devido a fatores genéticos e ambientais,
sendo que é possivel distinguir fendtipos com base na capacidade de metabolizacao individual

de determinados polifendis (1).

E de concluir que as bactérias do colon desempenham um papel fundamental, no que
concerne a absorcdo dos flavonoides, compostos polifendlicos e fendlicos, pois determinam a

biodisponibilidade destes na circulacéo sistémica (1).

4.3. ReacOes Enzimaticas

Existem dois tipos principais de reacdes enzimaticas dos polifendis: oxidacao e hidrolise (10).

Aguando da oxidacdo dos polifendis, através do polifenol oxidase (PPO), formam-se
quinonas. (Figura 8) O escurecimento enzimatico € uma reacdo que ocorre nas frutas e nos

vegetais, refletindo-se negativamente na cor, no sabor e no valor nutricional (10).

RI {}UH - Rl@ 0

Lacase
Polifenol Tirosinase l Quinona

_0

Reagdes de escurecimento

Figura 8-Reacédo de oxidacdo dos polifenois (10).

No que se refere a hidrolise, as hidrolases clivam as ligagdes éster e glicosidicas (10).
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Existem varias enzimas com atividade hidrolitica no vinho. Tém origem flngica e séo
derivados da microflora da uva ou de preparacdes enzimaticas. Estas enzimas libertam
essencialmente agliconas de flavonois e antocianinas, através da B-glicosidase, o que leva a
precipitacdo de agliconas de flavondis insollveis ou a reducédo da cor causada pela instabilidade

das antocianinas (10).

Os acidos cafeico e p-cumarico livres também podem ser obtidos como resultado da
atividade da esterase. A atividade do tanino acil hidrolase leva a clivagem das ligacOes éster
com a libertacdo de &cido galico do mondmero ou polimero (10).

A hidrélise pode ocorrer espontaneamente em meio &cido, embora numa taxa mais lenta (10).

4.4. Estrutura Molecular

Os polifendis sdo classificados com base no nimero de anéis fendlicos e nos elementos

estruturais que unem esses mesmos anéis entre si (5).

Os flavonoides sdo os polifendis mais abundantes na dieta humana e possuem uma
estrutura molecular basica comum, a qual consiste em dois anéis aromaticos, unidos por trés

atomos de carbono que formam um heterociclo oxigenado (Figura 9) (5).

k < 3 ' Flavonoide)

Figura 9-Estrutura molecular dos flavonoides.

Com base na variacéo do tipo de heterociclo envolvido, os flavonoides sé&o divididos em
seis subclasses principais: flavondis, flavanonas, flavonois, flavonas, antocianinas e
isoflavonas. As diferencas individuais dentro de cada grupo surgem da variagdo no numero e

no arranjo do grupo hidroxilo, assim como da sua extensdo de alquilagéo e/ou glicosilacéo (5).
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Assim, de entre os flavonoides, os flavondis possuem um grupo 3-hidroxipiran-4-ona
no anel C. Ja as flavanonas tém uma ligagdo carbono-carbono insaturada no anel C. As
flavonas ndo possuem um grupo hidroxilo na posic¢éo 3 do anel C. As antocianinas apresentam
um ido oxonio no anel C. Por fim, as isoflavonas possuem um anel B ligado ao anel C na posicao

3, em vez da posicdo 2, sendo que tal surge noutros flavonoides (Figura 10) (5).
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Figura 10-Estruturas quimicas representativas das subclasses dos flavonoides (5).
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De entre os ndo-flavonoides, os estilbenos possuem dois moieties de fenil ligados entre
si por uma ponte de metileno de dois carbonos. Os lignanos sdo compostos difenolicos que
contém uma estrutura de 2,3-dibenzilbutano, a qual é formada pela dimerizacgao de dois residuos

de &cido cinamico (Figura 11) (5).
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Figura 11-Estruturas quimicas representativas das subclasses dos nao flavonoides (5).

4.5. Propriedades bioldgicas de alguns polifendis
4.5.1. Flavan-3-0is

Os flavan-3-0is encontram-se presentes num elevado nimero de alimentos como avelas,
cacau, uvas, cha e legumes. Diversos estudos observacionais tém vindo a demonstrar a relacao
positiva existente entre os polifendis e beneficios a nivel da satde, visto que estes reduzem o

risco de diabetes e patologias cardiovasculares (1).

O consumo regular de cacau encontra-se associado a possiveis efeitos benéficos a nivel
da pressdo arterial, uma vez que os flavandis tém propriedades antioxidantes, principalmente
através do aumento da biodisponibilidade de éxido nitrico (NO). Estes possuem ainda

propriedades anti-inflamatorias, o que alterara a rigidez arterial, e contém teobromina em
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elevadas concentracdes, a qual reduz a presséo arterial ao inibir a fosfodiesterase®. Contudo, os
estudos de longo termo existentes séo dificeis de analisar, uma vez que as doencas do foro
cardiovascular se tratam de doengas cronicas (11).

4.5.2. Antocianinas

As antocianinas sdo flavonoides presentes nos frutos vermelhos, nhomeadamente nos
mirtilos, framboesas, uvas vermelhas e cerejas. Estas exercem a sua funcao anti-inflamatéria
apos serem metabolizadas pelo microbioma, o que forma metabolitos ativos, os quais tém

efeitos benéficos no que se refere a pressao arterial (1).

Estes mesmos metabolitos podem alterar as vias de sinalizacdo envolvidas na
inflamag&o vascular, inibindo a aterosclerose, melhorando o fluxo sanguineo, aumentando ou

reduzindo a sintese de NAD(P)H oxidase e inibe a funcdo plaquetaria (12).

A.Cassidy et al. observaram uma relacdo inversa entre o risco de enfarte do miocardio
e 0 consumo de alimentos ricos em antocianinas, nhomeadamente morangos e mirtilos. Neste
estudo, estudaram-se 116.430 mulheres com idades entre 25 e 42 anos, sendo que cada
participante preenchia um questionario sobre o estilo de vida e historial clinico e recebia um
questionario de acompanhamento a cada dois anos para registar doencas recém-diagnosticadas
e atualizar o estilo de vida. Todas as participantes que possuiam doencas cardiovasculares,
cancro ou uma ingestdo caldrica total fora dos parametros (<500 ou> 3500 kcal / dia) foram
excluidas, permanecendo 93.600 mulheres. A partir destas, constatou-se que consumir
alimentos ricos em antocianinas, mais de trés vezes por semana leva a uma reducédo de 34% na
probabilidade de sofrer um evento cardiovascular, quando comparado com individuos que 0s
consomem apenas uma vez por més. Concluiram ainda que estes compostos bioativos reduzem
o risco de enfarte agudo do miocardio tanto em mulheres jovens como em mulheres de meia-
idade (13).

Segundo A. Cassidy et al. (11) as evidéncias cientificas de que as flavanonas e as
antocianinas reduzem o risco cardiovascular nas mulheres s&o vastas, enquanto que nos homens

a relacdo é desconhecida. Como tal, procederam a investigacao, e constataram que em estudos

1 A auséncia de fosfodiesterase induz a lipdlise.
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de coortes prospetivos, 0 consumo de antocianinas no homem reduz o risco de enfarte do
miocéardio ndo fatal em 14 %, enquanto que o consumo de flavanonas reduz o risco de AVC
isquémico em 22%. Este estudo mostra independéncia entre os fatores de risco dietéticos e ndo
dietéticos medidos (12).

H. Huang et al. revelaram que ha uma reducéo significativa dos niveis de LDL, PAS,
glucose em jejum, HbAlc, IMC e TNF-0, aquando do aporte de frutos vermelhos. Em
contrapartida, a reducédo dos niveis de CT, TG e ApoA e ApoB, HDL, PAD, LDL oxidado, IL-
6, PCR, molécula de adesédo intercelular soltvel —1 (sSICAM-1), e molécula de adesdo de

células vasculares -1 (sVCAM - 1) ndo foi significativa (14).

4.5.3. Estilbenos

O resveratrol (RES) é um estilbeno (3,5,4 - trihidroxi-trans-estilbeno) com uma

atividade quimiopreventiva bioativa (15).

E encontrado principalmente na casca da uva e no amendoim. Este estilbeno tem como
propriedades bioldgicas a prevencao e reducdo de uma extensa variedade de doencas tais como
doengas neurodegenerativas, cancro e doencas cardiovasculares. A maioria tem fitoalexinas

antifungicas, compostos estes sintetizados face a uma infecéo ou leséo (5) (16).

O RES, presente no vinho tinto, deu origem ao chamado Paradoxo Francés ha cerca de
20 anos. A populacdo francesa possuia um risco de desenvolver doengas cardiovasculares
consideravelmente inferior ao dos restantes paises ocidentais, apesar de partilharem todos os
mesmos fatores de risco. A razdo para tal reside no consumo regular de vinho tinto por parte da
populacdo francesa, sendo que o RES se encontra associado a uma reducdo do stress oxidativo
e melhoria da funcdo endotelial tanto em individuos saudaveis como em individuos com

sindrome coronaria aguda (16).

O RES é uma fitoalexina, uma substancia lipofilica, que provém do metabolismo
secundario das plantas, quando estas entram em stress e frequentemente atinge concentracoes

suficientes para inibir o desenvolvimento de fungos e bactérias (16).

Assim, os niveis de fitoalexinas sdo, geralmente, muito baixos e encontram-se

dependentes das variagcdes ambientais. Como tal, um exemplo ilustrativo € o caso das uvas, as
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quais apenas tém niveis de fitoalexinas elevados se ultrapassarem alteracGes climaticas

adversas. Posto isto, os niveis de fitoalexinas sdo bastante variaveis e imprevisiveis (16).

A maioria dos estudos in vitro levam a concluir que o resveratrol possui uma atividade
apoptdtica e bloqueadora do ciclo celular, nomeadamente na fase Go e G1. O RES demonstrou
um aumento da concentracdo das ciclinas A e E nas linhagens de células cancerigenas com a
consequente paragem do ciclo celular nas fases S, G2, e M. O RES tem ainda a capacidade de
ativar a via dependente do P53, assim como a capacidade de inibir a proteina do retinoblastoma
(pRb), sendo esta ultima proteina supressora de tumores, que atuara na fase de transicdo entre

a fase G1 e a fase de duplicacéo (16).

O RES possui a capacidade de eliminar grupos hidroxilo e superdxido, e ainda radicais
induzidos por metal. Tem também a capacidade de inibir a formacdo de espécies reativas de
oxigenio (ROS), o que consequentemente levard a inibi¢do de radicais livres. A razdo pela qual
ocorre inibicdo de ROS reside na presenca de NADPH oxidases (NOX) e enzimas antioxidantes
no meio e o0s seus substratos como superoxido dismutase (SOD), tioredoxina, heme oxigenase-
1 (HO-1), glutationa peroxidase-1, (GPx1) e catalase (16).

O RES tem ainda a capacidade de melhorar a funcdo endotelial através da estimulacéo
da producdo de NO, aumentando a sintese de 6xido nitrico sintase, pela via proteina quinase
ativada pela via 5 ' adenosina monofosfato (AMPK), ou pela quinase extracelular regulada por
sinal (ERK-1 e 2), mediada pela fosforilagdo em ser1177 (16).

E estimado que o RES possa ativar a enzima sirtuin 1 2 (SIRT1), indiretamente pela via
AMPK, e o fator nuclear eritréide 2 (NF-E2) e o fator nuclear relacionado 2 (Nrf2), o que é
crucial para que o resveratrol possua efeitos citoprotetores a nivel do sistema cardiovascular
(16).

O RES consegue reverter H,0,, TNF-o e ROS induzidas por extrato de fumo de cigarro,
ativar o NF-kB e controlar a sintese de marcadores inflamatérios como IL-6, TNF-o, MCP-1 e
INOS. RES reduz também a sintese de moléculas de adesdo como VCAM-1 e ICAM-1, através
da inibicdo de p38 pela via de sinalizacdo MAPK. O RES suprime a expresséo e atividade de
COX-2 e a reducdo da sinalizacdo de prostaglandinas. Tem ainda a caracteristica de aumentar

a sintese de proteoglicanos nos condrocitos, e encontra-se associado a modulagéo lipidica. O

2 A enzima sirtuin é uma proteina deacetilase, que regula o metabolismo, as respostas ao stress e a processos de
envelhecimento.
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RES em concentracGes da ordem dos micromolares tem a particularidade de aumentar a lipolise

e reduzir a lipogénese em adipdcitos maduros 3T3-L1 (16).

O RES possui ainda a capacidade de inibir a agregacdo plaquetaria inclusive com
concentracOes na ordem dos micro e nanomolares. Tal deve-se a inibigéo da via p38 MAPK e
da consequente ativacdo de NO e monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), o que levara a
inibicdo da fosfolipase C e/ou a ativacdo da proteina quinase C (PKC). Posteriormente, as
concentracdes intracelulares de calcio e de radicais livres sdo reduzidas, e assim ocorre a

inibicdo a agregacao plaquetaria (16).

4.5.4. Flavonois

A quercetina € um flavonol, presente maioritariamente na casca da maca, cujas
propriedades benéficas a nivel cardiovascular foram testadas clinicamente. Foram dadas a
ingerir macas a um dado grupo por um periodo agudo de quatro semanas com casca, ou seja,

macas com elevado teor em flavonoides, e dadas a um outro grupo apenas maca sem casca (1).

Como resultado final, concluiu-se que a ingestdo de macas com casca demonstrou um
aumento significativo na dilatacdo mediada por fluxo (FMD), da artéria braquial, em
comparagio com 0 grupo que ingeriu macd sem casca. E de salientar que a reducio de risco

cardiovascular é ainda mais acentuada quando o consumo de macgd com casca € cronico (1).

4.6. Papel na Saude

Os polifendis possuem propriedades muito benéficas na salde de cada individuo, contudo

estas encontram-se dependentes da biodisponibilidade destes compostos (17).

Além do papel que desenrolam ao nivel do sistema cardiovascular, os polifendis
demonstraram beneficios na fungéo cognitiva, nomeadamente no que se refere a linguagem e a
memoria. Tais evidéncias basearam-se num estudo prospetivo que perdurou 13 anos, no qual
foram tidos em conta fatores de confundimento como parametros vasculares, consumo de alcool

e padrdes dietéticos (18).
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Os terpenoides sao considerados a componente ativa de variadissimos extratos de ervas com
efeito ao nivel do SNC, nomeadamente a raiz de valeriana, a qual contém iriddides e
sesquiterpendides, ginseng panax, o qual € rico em triterpendides e horteld e salvia, nas quais
sdo predominantes monoterpenoides volateis. Todos estes grupos estruturais de terpenos
exercem efeitos mecanisticos marcadamente diferentes, relevantes para a fungdo cerebral,

nomeadamente a fungdo cognitiva e ansiedade aguda (1).

Em estudos observacionais, o consumo de cha demonstrou apresentar uma relacdo de
linearidade inversa com a incidéncia de patologias de foro cognitivo. Noutros estudos
observacionais, também se concluiu que o consumo de chd verde e preto se encontra
relacionado com a redugéo de risco de vir a desenvolver algum comprometimento cognitivo. E
ainda de salientar que o consumo frequente de cha reduz o risco de sofrer depressao. Posto isto,
¢ de concluir que os produtos ricos em polifenois consistentemente aumentam o fluxo
sanguineo cerebral, sendo que modulam a atividade cerebral apds doses singulares e apds um
longo periodo de suplementagdo. Determinados polifendis encontrados no cha verde e preto
possuem também propriedades antibacterianas contra determinadas bactérias como
Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Listeria monocytogenes, e Pseudomonas aeruginosa, e possuem ainda atividade antiviral contra
0 virus da Hepatite C e HIV (1).

Em contrapartida, também existem polifendis que estimulam o crescimento bacteriano de
bactérias benéficas no microbioma intestinal tais como Bifidobacterium spp., Lactobacillus
spp., Akkermansia muciniphila, e Faecalibacterium prausnitzii. Um exemplo ilustrativo é o p
de mirtilos bebivel, o qual é rico em antocianidinas, e que ao ser consumido durante seis
semanas demonstra um aumento significativo de Lactobacillus Acidophilus e Bifidobacterium

spp em comparagdo com o placebo (1).

Em estudos intervencionais de longo termo, também se constatou que os flavan-3-6is
apresentam beneficios a nivel cognitivo, nomeadamente em dois estudos com metodologias
idénticas conduzidas em idosos saudaveis e idosos com algum comprometimento cognitivo.
Foram dadas a consumir bebidas com baixa concentracdo de flavan-3-dis, o controlo, com
concentracdo média, 520 mg e com elevada concentragdo, 990 mg, durante oito semanas.
Posteriormente, concluiu-se que quando consumindo elevadas concentragdes, houve uma
reducdo da resisténcia de insulina, pressdo arterial, peroxidagédo lipidica, melhoramento na
atencdo e execucao de tarefas. Resultados idénticos foram obtidos na populacao cujo consumo
de flavan-3-0is era médio, contudo ndo foram detetadas melhorias no que concerne a atengéo.
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Estes mesmos beneficios dos flavan-3-6is foram suportados por um outro estudo composto por
40 participantes idosos, os quais foram suplementados com 494 mg de flavan-3-6is durante 12
semanas, mostrando melhorias significativas a nivel cognitivo. E de referir que os niveis de
BDNF® se encontravam aumentados. Os flavandis, presentes no cacau, apresentam efeitos
positivos a nivel vascular, nomeadamente no que se refere a FMD, sendo que 0s niveis

plasméticos de metabolitos de epicatequinas encontram-se aumentados (1).

Dados cientificos evidenciam que a biodisponibilidade epigalocatequina- da 3-galato
(ECGC) esta aumentada aquando do consumo de cafeina (1). Tal deve-se ao facto de a cafeina
suprimir a conjugacdo da ECGC, aumentando, por conseguinte, as suas concentragdes
plasmaéticas. Foi ainda sugerido que os efeitos termogénicos da ECGC presente nos extratos de
cha verde se devem aos flavandis, a cafeina e aos efeitos combinados de ambos sobre a
norepinefrina. O aumento de termogénese ocorre devido ao efeito combinado no qual os
flavandis inibem a COMT, prolongando a duracdo de retencdo de norepinefrina na fenda
sinaptica, e a cafeina inibe a acdo de fosfodiesterase no AMPc nas células de tecido adiposo,

levando ao prolongamento do efeito de norepinefrina na termogénese (1).

Os flavondides como quercetina, epicatequina e galato de epigalocatequina protegem o a-
tocoferol da oxidacdo durante a digestdo, o que au as concentracGes plasmaticas e hepaticas de
a-tocoferol. A titulo ilustrativo, determinados flavonoides possuem um papel na
glucorregulacdo; na reducdo da apoptose; na promocéo da proliferacdo de células p e na redugéo
da resisténcia a insulina; na inflamacéo e no stress oxidativo no musculo e noutras células. E
de referir que o consumo de sumo de roma é capaz de modular a resposta glicémica pos-
prandial, contudo os polifendis presentes na roma sob a forma de suplemento alimentar ndo
influenciam a resposta glicémica pos-prandial. A razdo para tal deve-se ao possivel facto de
haver uma mistura pobre do polifenol punicalagina na forma de extrato no estbmago e no
intestino (1). No que se refere aos efeitos dos polifendis a nivel da salde cardiometabdlica,
estes vieram a revelar beneficios tanto nas doencas cardiovasculares como na DM tipo 11, sendo
gue foram constatados possiveis mecanismos relacionados com os polifendis, através de

estudos observacionais, no que se refere a pressao sanguinea, funcdo endotelial e glucose (1).

A disbiose intestinal foi associada ao desenvolvimento de uma série de DNTs, como

doengas cardiovasculares, obesidade e doencas neurodegenerativas. Contudo, o consumo de

3 BDNF é uma proteina responsavel pela sobrevivéncia, crescimento e diferenciagéo de novos neurdnios e
sinapses.
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compostos polifendlicos tem um papel fundamental no tratamento desta mesma condicdo

patoldgica (1).

A conversédo de daidzeina em equol, ap0s ingestdo de isoflavonas, através da microbiota
intestinal apresenta beneficios na saude humana. Constatou-se que existem metabotipos
produtores de equol assim como metabostipose ndo produtores de equol. Estes metabotipos
apresentam diferentes distribuicGes entre individuos, sendo que apenas o produtor de equol tera

beneficios no que se refere a riscos cardiometabolicos (1).

Florizina é um composto de dihidrocalcona presente nas magdas, que é metabolizado no
intestino delgado e posteriormente transportado pelos transportadores de sodio-glucose
(SGLTs). Como tal, florizina é um potente inibidor de SLGT a nivel intestinal (SGLT-1) e a
nivel renal (SGLT-2), o que é benéfico na DM (1).

Existem alguns farmacos cuja composicdo qualitativa inclui polifendis, tais como Daflon,
a base de bioflavondides, nomeadamente composto por uma fracdo flavondica purificada
micronizada, contendo 90% de diosmina e 10% de flavonoides sob a forma de hesperidina. Este
terd como indicacGes terapéuticas o tratamento dos sintomas e sinais relacionados com a
insuficiéncia venosa (pernas pesadas, dor, cansaco, edema), e ainda o tratamento sintomatico

da crise hemorroidaria (19).

Ja o Valdispert é um medicamento a base de extrato seco de Valeriana officinals L. s.1., raiz,

indicado para o alivio da tensdo nervosa ligeira e da dificuldade em adormecer (20).
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CAPITULO V - COVID-19
5.1. Epidemiologia
O coronavirus levou a pandemia COVID-19, porém esta ndo é a primeira vez que 0

coronavirus causa uma doenca infecciosa a nivel global. Em particular, a familia Coronaviridae
levou @ SARS-CoV em 2003, e a MERS-CoV em 2012 (Figura 12) (3) (6).
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Figura 12-Cadeia de transmissdo do coronavirus (3).

O primeiro diagnostico tomou parte quando foi isolado fluido broncoalveolar (BALF)
de 3 doentes COVID-19 no Hospital Wuhan Jinvintan a 30 de dezembro de 2019 (3).

No dia 11 de fevereiro 2020, a OMS nomeou 0 novo coronavirus de COVID-19. No
inicio de agosto de 2020, haviam mais de 20 milhGes de casos confirmados mundialmente e

mais de 728.000 mortes com essa causa (6).

Até 19 de abril de 2021, a NIH (National Institute of Health) reportou globalmente mais
de 141 milhdes de casos COVID-19 causados pela infecdo SARS-CoV-2, e mais de 3 milhdes
de mortes (21).

Todos os individuos de todas as faixas etarias encontram-se em risco de infecdo e
severidade. Porém, a maior probabilidade de severidade da doenca ocorre nos individuos com

mais de 60 anos, individuos que vivem em lares e aqueles que possuem doencas cronicas (21).
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A percentagem de doentes que faleceram foi 12 vezes superior (19.5% VS 1.6%) e a
percentagem de doentes hospitalizados foi 6 vezes superior (45.4% VS 7.6%) em doentes com
condicBes patoldgicas do que a daqueles sem essas condigcfes. A taxa de mortalidade é mais
alta em individuos com mais de 70 anos, independentemente da presenca de doengas cronicas.
De entre os individuos com condicGes de saude, 32% possuiam doencgas CV, 30 % DM e 18%

doencas pulmonares cronicas (21).

Todavia, existem outras condi¢des que levam a um risco acrescido, de cancro, doengas
renais, obesidade, anemia falciforme e outras condi¢bes imunossupressoras. Doentes

transplantados e gravidas também se encontram em risco (21).

Dados emergentes provenientes dos EUA sugerem que as minorias raciais e étnicas
experienciam uma taxa de incidéncia COVID-19 superior, e subsequente hospitalizacdo e
morte. Por conseguinte, diversos fatores que poderdo contribuir para o aumento da severidade
da COVID-19 nestas populacdes podem incluir desigualdade econdmica, zona de residéncia e

falta de acesso aos cuidados de saude primarios e secundarios (21).

Em suma, poder-se-a concluir que desigualdades estruturais na sociedade contribuem para
disparidades, no que concerne a saude publica para minorias raciais, étnicas e com

comorbilidades, em que o risco de desenvolver COVID-19 com severidade € ainda maior (21).

5.2. Estrutura Viral

A SARS-CoV-2 faz parte do género B-coronavirus. Possui uma cadeia simples de sentido
positivo de RNA. Este virus pode causar patologias do foro respiratorio, entérico, hepético e
neuroldgico. Encontra-se genotipicamente e serologicamente dividido em quatro subfamilias:
a, B, v e d. A infe¢cdo no Homem é causada pela a. e . A SARS-CoV e MERS-CoV sédo ambas
do género B (2).

A analise filogenética de todo o espetro gendmico evidencia que a SARS-CoV-2 partilha
79,5% e 50% de identidade sequencial com SARS-CoV e MERS-CoV, respetivamente.
Contudo, apresenta 94.6% de identidade sequencial entre os sete dominios de replicacdo
conservados no open reading frame (ORF1ab) da SARS-CoV-2 e SARS-CoV, e menos de 90%
de identidade sequencial entre 0s ORFlab de SARS-CoV-2 e outros B-CoVs, 0 que levara a
crer que a SARS-CoV-2 pertence a linhagem B (Sarbecovirus) dos B-CoVs (2).
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O virido da SARS-CoV-2 possui um genoma com uma dimensdo de 29.9 kb, um
nucleocapsideo composto por RNA gendmico e uma proteina fosforilada de nucleocapsideo
(N) (Figura 13). O nucleocapsideo encontra-se no interior da camada fosfolipidica e coberto
por dois tipos diferentes de proteinas spike: glicoproteina spike (S), a qual existe em todos os

CoVs, e a hemaglutinina esterase (HE), a qual apenas existe em alguns CoVs (3).

A proteina da membrana (M) e a proteina do envelope (E) estdo localizadas entre as

proteinas S no envelope viral (3).

A proteina S é uma glicoproteina de membrana de grandes dimens@es que pertence a classe
de glicoproteinas de fusdo viral classe I. A subunidade S1 periférica (S1) pode ligar-se
independentemente a recetores celulares, enquanto que o terminal carboxi (S2) esta contido no
envelope viral, e € necessario para mediar a fusdo das membranas virais e celulares. No
coronavirus, a proteina S é a Unica proteina membranar viral responsavel pela penetracdo
celular. Esta define o tropismo viral, através dos respetivos recetores especificos e da atividade

da membrana de fusdo (22).

O genoma do SARS-CoV-2 tem um terminal de sequéncias 5°e 3" (265 nt no terminal 5’e
229 nt no terminal 3"), o que ¢ tipico de B-CoVs (Figura 14) (3).

Os genes expectaveis S, ORF3a, E, M e N do SARS-CoV-2 tém 3822, 828, 228, 669, e
1260 nt de comprimento, respetivamente. A semelhanca do SARS-CoV, o SARS-CoV-2
transporta 0 gene ORF8 (366 nt) localizado entre os genes M e N de ORF (3).

O diédmetro da particula viral é de 60 a 100 nm e apresenta uma forma redonda a oval (3).
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------- Nucleocapsideo (N)
""" Hemaglutinina esterase (HE)

4= = = = ~Membrana (M)

Figura 13-Particula -coronavirus. (3)
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Figura 14-Genoma do virus SARS-CoV-2. (3)
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Na regido terminal 5" do genoma SARS-CoV-2, ORFla e ORF1b codificam para
poliproteinas que sdo consequentemente processadas por clivagem proteolitica em proteinas
n&o estruturais como RARp, PLpro e 3CLpro. Estas proteases estdo envolvidas na replicacéo e
transcricdo da SARS-CoV-2 (3).

ORF localizado na regido terminal 3" do genoma viral codifica para proteinas estruturais
como a S, E, M e N. As proteinas virais superficiais, S, E e M encontram-se embebidas na
bicamada fosfolipidica, enquanto a proteina do nucleocapsideo reveste o0 RNA viral de cadeia
simples de sentido positivo. O SARS-CoV-2 utiliza a proteina S glicosilada extensivamente, de
modo a projetar da superficie viral para se ligar 8 ACE2, e desta forma, mediar a entrada na

celula hospede (3).

Apos a ligacao no recetor da célula hospede, as proteases do hdspede como a protease de
serina TMPRSS2 cliva a proteina viral S com o intuito de libertar o péptido de fuséo spike (22).

5.3. Propriedades Fisico-quimicas

A maioria do conhecimento atual sobre as propriedades fisico-quimicas de CoVs provém
do conhecimento prévio do SARS-CoV e do MERS-CoV (2).

SARS-CoV-2 podera ser inativado por radiagdo UV ou calor a 56 °C durante 30 minutos e
também apresenta sensibilidade a maioria dos desinfetantes como éter dietilico, 75% etanol,

cloro, acido peracético e cloroférmio (2).

Foi reportado que o SARS-CoV-2 apresenta maior estabilidade em plastico e acido
inoxidavel em comparacdo com cobre e papel. Foi detetado virus viavel por mais de 72 horas
apos a sua aplicacdo direta nestas mesmas superficies. Em papel, o tempo de semi-vida do
SARS-CoV-2 foi mais longo do que SARS-CoV e a viabilidade maxima em ambos 0s virus

ocorre no ago inoxidavel e no plastico (3).

ACE2 é um recetor funcional sequestrado pela SARS-CoV-2 para entrar na célula, similar
a SARS-CoV. ACE2 ¢é uma proteina de membrana tipo I, expressa nos pulmdes, coragdo, rins

e intestino maioritariamente associado a patologias cardiovasculares (2).

A nivel estrutural, ACE2 é composta por um dominio N-terminal (PD) e por um dominio
collectrina-like (CLD), que possui no terminal uma hélice singular transmembranar e um

segmento intracelular de 40 residuos. Em adigéo a clivagem de angiotensina | para produzir
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angiotensina, ACE2 fornece um sitio de ligagéo direto a proteina S de CoVs. A proteina S existe
na conformacdo de pré-fusdo metastavel, que sofrerd um rearranjo estrutural para fundir a
membrana viral com a membrana da célula hospede. Este processo é provocado pela
subunidade S1 e pelo recetor de ligacdo da célula hospede, o qual destabiliza a
proteina S trimérica, resultando na eliminagdo da subunidade S1 e na transi¢do da subunidade

S2 para uma conformacao pos-fusdo altamente estavel (2).

Evidéncias biofisicas e estruturais sugerem que a proteina S do SARS-CoV-2 se liga a
ACE2 com um fold 10-20 superior ao do SARS-CoV. Outra evidéncia estrutural sugere que o

complexo ACE2-BOAT1 consegue ligar-se a 2 proteinas S simultaneamente (3).

5.4. Fisiopatologia e Manifestac6es Clinicas

O COVID-19 encontra-se classificado consoante a sua origem, sendo que é classificado
como tipo A quando proveniente dos EUA e Austrélia; tipo B quando proveniente da China,
Asia Este; e tipo C quando proveniente da Europa. Conforme a classificacdo, os sintomas

clinicos diferem (3).

O periodo médio de incubag&o e nimero de reproducéo basico (R0) # (Equacéo 1) foram

estimados como 5.2 dias e 2.2 dias, respetivamente (3).

Ro = Br

Equacdo 1- Periodo médio de incubacdo e numero de reproducéo basico (RO).

1)

As anormalidades observadas nas radiografias do térax variam entre si, porém a
opacidade multifocal bilateral € a mais comum. Na tomografia computacional do peito ha

vérias nuances, todavia a mais comum é opacidade em vidro fosco periférica bilateral. E de

4 O Numero Basico de Reproducio ou RO é definido como o niimero médio de infecGes secundarias que podem
ser causadas por um doente, numa populagdo completamente suscetivel, durante um periodo infeccioso. RO é
um ntmero adimensional e um indicador da contagiosidade de um agente patogénico.
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notar que a imagiologia deve encontrar-se normal no inicio da infecdo e também podera

apresentar anormalidades na auséncia de sintomas (21).

E de referir que foi aferido que os sintomas ENT (ear nose throat) s&o

predominantemente observados entre os 18 e 30 anos e no sexo feminino (3).

Os sintomas ENT da COVID com maior frequéncia séo tosse (43,8%) e garganta dorida
e anosmia (35.4%). Os sintomas iniciais mais comuns séo febre (98%), tosse (76%), mialgia e
fadiga (44%). Os sintomas menos comuns sdo producdo de expectoracao (28%), cefaleias (8%),
hemoptise (5%) e diarreia (3%). Mais de 50% dos doentes apresentam dispneia (3).

Analises hematologicas indicam uma contagem de globulos brancos normal ou reduzida
(25%) e linfopenia (65%). Aproximadamente 98% dos doentes apresentam complicagdes

bilaterais no térax através da TC (3).

Na China, de entre 72.314 individuos com COVID-19, 81% dos casos foram reportados
como leves (sem pneumonia ou com leve pneumonia), 14% como severos (dispneia, frequéncia
respiratoria >30 respiragdes/min, saturagdo de O2 < 93%, uma taxa de pressdo parcial de
oxigénio arterial por fracdo de oxigénio inspirado [PaO2/FiO2] < 300 mm Hg, infiltrados
pulmonares > 50% dentro de 24 a 48 horas) e 5% como criticos (falha respiratéria, choque

sético e/ou disfungdo multiorganica) (21).

Apesar da COVID-19 ser primariamente uma doenca pulmonar, informacao emergente
sugere que esta leva a complicacdes cardiacas, dermatologicas, hematologicas, hepaticas,
neuroldgicas, renais, entre outras. Eventos tromboembolicos também ocorrem em doentes
COVID-19 com elevado risco. As sequelas, a longo termo, de doentes COVID-19 sdo

atualmente desconhecidas (21).
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5.5. Fatores de Risco

Muitos fatores de risco foram identificados na progressdo da COVID-19, como idade

avancada, género masculino, comorbilidades e imunodeficiéncias (Figura 15) (2).

Diferencas hormonais nos Mais comorbilidades
processos inflamatorios

Sistema imunitarios fragilizado e
Diferencas nos niveis de ACE2 e niveis mais elevados de citocinas
TMPRSS2 proinflamatdrias com a idade

Diferencas de estilos de vida,
como o tabagismo

Possibilidade de miveis reduzidos
de ACE2

Fatores de
Risco para a Alta carga viral de SARS-CoV-2

Covid-19

Meia-idade, mais complicacies e comorbilidades, como doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares, diabetes, desequilibrio de ACE2/ Ang
(1-7) e ACE/Ang I

Figura 15-Fatores de risco na COVID-19 severa (2).

No que se refere aos doentes hospitalizados, a percentagem de doentes severos e criticos
variou entre 0s 19.8% e 0s 49% na coorte de adultos, enquanto que na coorte pediatrica foi de
2.2%. Nos EUA, num estudo singular realizado, 83.8% dos doentes que receberam ventilacao
mecanica invasiva foram do sexo masculino e os doentes que realizaram o desmame com
sucesso deste mesmo tratamento eram maioritariamente mais novos. Através de 79.394 casos
na China, concluiu-se que os doentes com menos de 30 anos e com mais de 59 tinham
probabilidade de morrer 0.6% e 5.1% maiores que doentes com idades compreendidas entre 0s

30 e 0s 59, respetivamente (2).

Curiosamente, a avaliacdo da idade bioldgica é condicionada pela idade cronoldgica e
nove biomarcadores (albumina, fosfatase alcalina, creatinina, PCR, glucose, contagem de
linfdcitos, volume celular médio (MCV) e a distribuicdo de células sanguineas vermelhas e
brancas) (2).

A idade é um fator de risco, uma vez que se encontra associada a mais comorbilidades,
isto &, um sistema imunitario mais fragilizado e maiores concentracGes de citocinas pro-

inflamatorias (2).
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ACE2, por se encontrar reduzido, podera oferecer alguma protecdo contra lesdes
pulmonares causadas por infe¢fes virais em doentes mais velhos, porém poderd também

contribuir para uma maior severidade (2).

A discrepancia de severidade entre doentes do sexo feminino e masculino pode dever-
se as hormonas sexuais envolvidas nos processos inflamatdrios, a expressdo de ACE2 e
TMPRSS2 e ainda a diferencas de estilo de vida (2).

5.5.1. Hipertensdo Arterial

Hipertensdo arterial foi mais frequentemente observada em doentes severos em relagéo
a ndo-severos. A prevaléncia desta patologia € superior em doentes internados do que em néo
internados (58,3% VS 21,6%). Porém, é de notar que a prevaléncia de hipertensdo arterial é

elevada na populacdo mais idosa e como tal este fator de confundimento deve ser excluido (2).

Num estudo retrospetivo com 803 doentes COVID-19 hospitalizados com HTA, PS
média-alta e PD elevada foram independentemente associadas a mortalidade intra-hospitalar,
internamento nos Cuidados Intensivos e ataque agudo do miocardio, sugerindo que a pressdo

sanguinea baixa e estavel é um preditivo de um bom prognéstico para estes doentes (2).

O desequilibrio entre as duas vias principais do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, isto é, enzima conversora de angiotensina (ACE) 2 / angiotensina regulada
negativamente e ACE / Angiotensina Il regulada positivamente, pode contribuir para 0 aumento
do risco de gravidade dos doentes COVID-19 com comorbidades e idade avangada, como

ilustrado na Figura 11 (2).

Um baixo controlo da PA é um risco elevado para morte cardiovascular e torna-se um
fator de confundimento para as mortes por COVID-19. E de acrescentar que 0 uso de ARA’s e
IECA’s para o tratamento de doentes COVID-19 com HTA foi associado a uma baixa

mortalidade quando comparado com doentes sem esta respetiva terapéutica de primeira linha
().

Outro estudo revelou que doentes prescritos com ARA’s e IECA’s pelo menos 6 meses
antes da infecdo por SARS-CoV-2 ndo estavam associados a maior suscetibilidade nem
mortalidade por COVID-19. O mesmo aplicou-se a outras classes de farmacos anti-

hipertensores (2).
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5.5.2. Diabetes

Diabetes € uma comorbilidade comum nos doentes COVID-19 e € considerado um fator
de risco de severidade e fatalidade em doentes COVID-19. Uma meta-analise mostrou que

doentes diabéticos tém maior risco de doenca severa, de internamento e até mortalidade (2).

Os doentes diabéticos infetados com SARS-CoV-2 apresentam um maior risco de
mortalidade, quando ha um pobre controlo de HbAlc antes da admissdo hospitalar. Um outro
estudo demonstrou que os doentes com hiperglicemia possuem um maior risco de internamento
nos cuidados intensivos, de ventilagdo mecéanica e morte. Além disso, individuos com diabetes
com inicio recente, durante o internamento, apresentam maior risco de mortalidade em

comparacdo com aqueles com hiperglicemia ou diabetes (2).

A expressdo de ACE2 encontra-se aumentada na DM tipo Il, nos pulmdes e noutros
tecidos. Esta regulacdo positiva estd associada a inflamagdo crénica, ativacdo de células
endoteliais e resisténcia a insulina, o que agravar a resposta inflamatoria e leva a disfuncao da
barreira alveolar-capilar (Figura 16). Em suma, o curso e progndstico clinico da COVID-19 em

doentes diabéticos sdo significativamente mais severos (2).

5.5.3. Obesidade

Num estudo de coorte constituido por 433.995 doentes COVID-19, os doentes obesos
encontravam-se em maior risco de hospitalizacdo e severidade (Figura 16). Tal ndo foi
observado em doentes com idades compreendidas entre os 65 e 79 anos, mas foi notavel entre

a populacdo mais jovem, com menos de 50 anos (2).

Num outro estudo, a severidade e duracdo de internamento em doentes COVID-19
obesos encontravam-se diretamente relacionados com o IMC. Doentes com IMC > 35 kg/m?

possuem maior risco de admissdo nos cuidados intensivos em doentes com menos de 60 anos
().

Doentes obesos do sexo masculino encontram-se em maior risco de severidade. E ainda
de acrescentar que um IMC > 40 kg/m? foi considerado um fator de risco independente

associado a mortalidade mais pronunciada em doentes com menos de 50 anos (2).
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Curiosamente, doentes COVID-19 obesos com doencas metabolicas associadas a figado
gordo estdo em maior risco de severidade apds ajustamento da idade, sexo, habitos tabagicos,
diabetes, hipertenséo e dislipidemia (2).

A elastancia da parede torécica e a complacéncia ficam reduzidas em situacdo de
obesidade, levando a uma funcéo pulmonar danificada, a niveis mais elevados de estado pro-
inflamatdrio e niveis de IL-6 e um risco mais elevado de trombose. Além disso, a ativacdo das
células endoteliais e a resisténcia a insulina também podem contribuir para a disfuncdo da

barreira sanguinea de gases (2).

Efeito ventilatorio restritivo Idade avancada
prejudicial da obesidade
abdominal Mais comorbilidades e
complicacies
Condiciio protrombaética

Elevada prevaléncia de obesidade
Desregulacio imunitaria e

inflamacdo crénica Resisténcia a insulina

Q
T o
m© Fatores de o
Niveis elevados de ACE2 no 'E Risco para o Inflamacio crémica reduzida e
tecido adiposo 3 Covid-19 !-Dr resposta immune disfuncional
0 (11}
Esteatose hepatica e disfuncio o “ Estado protrombético com um
hepatica risco acrescido de eventos
tromboembolicos
Baixa concentracio de vitamina
D Elevada carga viral de SARS-
CoV-2

Possivel vazamento da barreira

intestinal Possivel vazamento da barreira

intestinal

Figura 16-Mecanismos da diabetes e obesidade na COVID-19 severa (2).

Os recetores ACE2 sdo expressos em excesso nos adipdcitos de individuos obesos. O
envolvimento de ACE2 nos lipofibroblastos pulmonares e noutras células adipécitos-like
durante a infecdo por SARS-CoV-2 permanece desconhecida. Porém, a expressao de moléculas
relacionadas com SARS-CoV-2, como o transportador de monocarboxilato 4 (MCT4),
integrina o, fator nuclear das células T ativadas 1 (NFATC1) nas amostras brénquicas
alveolares e basigina (BSG) (CD147), peptidil peptidil-prolil cis / trans isomerase a (PPIA,
ciclofilina A), galectina - 3 (LGALS3) e nucledtido - dominio de ligagcdo oligomerizacdo
(NOD), é mais prevalente em em amostras sanguineas de doentes obesos do que de ndo-obesos
(2).
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Adicionalmente, MCT4, ITGA3, LGALS3, e CD44 encontram-se correlacionados
positivamente com o IMC no BAL, no qual BSG, PPIA, S100A9, CD44, LGALS3 e SLC16A3

se correlacionam positivamente com o IMC no sangue (2).

Deste modo, os niveis de ACE2 soltvel em plasma foram associados ao IMC e a leptina,
um biomarcador para obesidade, HbA1C e ainda a avaliagdo do modelo homeostatico da
resisténcia a insulina (HOMA-IR), o biomarcador para a resisténcia a insulina e hiperglicemia,

sugerindo um possivel papel da resisténcia a insulina na severidade da COVID-19 (2).

5.5.4. Asma e Alergias

Estudos recentes acerca da associacdo entre severidade da COVID-19 e patologias
alérgicas e asma sdo controversos. Um estudo com doentes adultos e pediatricos em Wuhan e
uma vasta série de casos da China mostraram baixa prevaléncia de asma ou historial alérgico
em doentes COVID-19, mostrando que tais caracteristicas ndo séo fatores predisponentes para
tratamento de ventilagdo mecanica (2). Apenas 1.8% dos doentes COVID-19 nos cuidados

intensivos eram asmaticos, como reportado numa coorte russa (2).

Todavia, outros estudos epidemiolégicos indicam que a asma e comorbilidades alérgicas
se encontram positivamente correlacionados com severidade na COVID-19. Como caso
ilustrativo, uma coorte prospetiva baseada em 492.768 participantes nos Reino Unido indicou
que doentes com asma possuiam um risco superior de progressdo da doenca para severa em
comparagdo com individuos saudaveis. A asma ndo controlada € um fator de risco para uma
maior severidade de uma exacerbacdo induzida pelo virus, e como tal, casos de asma controlada

deverdo ter risco menos severo de COVID-19 (2).

A inconsisténcia de dados entre asma e severidade na COVID-19 pode dever-se a
diferenca de escalas usadas em casos de séries, critérios de hospitalizacdo de doentes COVID-

19, disparidades raciais, idade, gravidade da asma e a condi¢do de controlo da asma (2).

Curiosamente, os individuos sem asma alérgica tém maior risco de severidade na
COVID-19 que os individuos com asma alérgica. As células epiteliais nasais e das vias aéreas
dos doentes com alergias respiratdrias sdo caracterizadas por uma expressao reduzida de ACE2
e regulacdo positiva de TMPRSS2, duas moléculas essenciais para a entrada de SARS-CoV-2
na célula. Tal resulta num risco de infecdo inferior, porém num risco de severidade superior
(2).
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Uma visdo mais aprofundada acerca dos polifendis e endotipos de asma ajudaria a

melhorar a fisiopatologia da asma na COVID-19 (2).

5.5.5. DPOC

Um estudo recente reportou que a DPOC néo € considerada um fator de predisposicéo
paraa SARS-CoV-2, porém, uma vez que o doente tem COVID-19, este tem um risco acrescido
de hospitalizacdo, internamento nos cuidados intensivos e tratamento de ventilagdo mecénica.
Num estudo com 476 doentes COVID-19, a prevaléncia de DPOC apresenta algumas nuances
conforme a severidade, sendo mais baixa no grupo moderado (2.3%), intermédia no grupo
severo (5.6%) e mais alta no grupo de doentes criticos (15.7%). A semelhanca, numa coorte
com 289 doentes COVID-19 hospitalizados, 6.1% dos doentes ndo sobreviventes observou-se
como comorbilidade DPOC, enquanto que a prevaléncia de DPOC em doentes nao severos é
de 0.6% (2).

Porém, existem diferengas significativas na prevaléncia de DPOC conforme a
localizacdo: Wuhan (8.3%), Espanha (38%) e Seattle (33%) (2).

A fungdo pulmonar restrita é um fator importante de confundimento e diversos
mecanismos moleculares tém sido propostos (Figura 17). A expressao maior de ACE2 nas vias
aereas encontra-se correlacionado negativamente com

volume expiratdrio for¢cado em 1 segundo, FEV1 (2).

Outras moléculas relacionadas com a infe¢cdo SARS-CoV-2 foram detetadas em doentes
com DPOC, como SLC2A1 (GLUT1) em células epiteliais bronquicas humanas, SLC7A5
(CD98), ITGA3 e ITGA6 em bidpsias brénquicas (2).

Consistentemente, a expressao de ACE2 nas vias respiratorias inferiores é superior em
doentes com DPOC e reduzida em doentes asmaticos. Além disto, comparando com 0s
asmaticos, os doentes com DPOC, foram caracterizados pela reducdo de células T CD4+ e
CD8+, células B e elevagéo de citocinas inclusive TNF-a, IL-10, IL-8 e IL-6 (2).
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Figura 17-Possiveis mecanismos que contribuem para o aumento da severidade por DPOC,
ILD e PE (2)

O risco aumentado de severidade e de um outcome adverso em doentes COVID-19 com
DPOC podera dever-se a uma reserva pulmonar reduzida, a um aumento da expressdo de ACE2
no epitélio bronquico, inflamagdo pulmonar cronica, hipoxemia cronica, destruicdo do
parénquima pulmonar, limite do fluxo expiratorio, exacerbacdo aguda por infecdo viral,

hipersecre¢do mucosa e hipertensdo pulmonar (2).

Doentes com ILD séo caracterizados por inflamagdo cronica, reserva pulmonar
diminuida, disfuncdo de ventilagdo restrita, hipoxemia crénica que pode causar hipertensao
pulmonar e insuficiéncia cardiaca direita, exacerbacdo de ILD por infecdo viral, dificuldades
no acesso a medicacao e medicacdo descontinuada e reducao da expressdao de ACE2 em doentes

com fibrose pulmonar idiopatica, IPF (ACE2 é protetora de ALI) (2).

Estes fatores podem contribuir para um risco maior de desfechos severos em doentes
COVID-19 com ILD. PE é uma complicagdo fatal em doentes hospitalizados, sendo que esta
patologia se baseia em diferentes mecanismos: lesdo microvascular difusa mediada por
citocinas, estado hipercoagulavel, trombocitose reativa, imobilizacdo relacionada com

hospitalizacdo, idade avangada e insuficiéncia cardiaca direita (2).

35



5.5.6. Doencgas Cronicas Hepaticas

Cerca de 2 a 11% dos doentes com COVID-19 ja possuiam doenca hepética cronica (CLD)

e 14 a 53% dos doentes com COVID-19 desenvolveram posteriormente disfuncédo hepatica (2).

Doentes com CLD encontram-se em maior risco de infecdo devido a alteracdo do sistema
imunitério e sdo mais suscetiveis a descompensagdo ou desenvolvimento de faléncia aguda ou
cronica hepatica devido a infegdes virais, bacterianas ou fungicas. Os doentes com patologias

hepéticas autoimunes ou pos-transplantados encontram-se em maior risco (2).

5.5.7. Doengas Cronicas Renais

Até a data, existem estudos limitados acerca da associagdo preexistente entre doenca crénica
renal (CKD) e severidade na COVID-19. Tal podera se dever a falta de dados dos doentes

acerca da funcéo renal (2).

Em contrapartida, um estudo reportou que os doentes COVID-19 que ja tinham CKD
encontram-se em maior risco de morte do que aqueles sem, e torna-se mais prominente quando
ha severidade de CKD. Em 10.482 doentes COVID-19 em estadio final da CKD apresentaram
um maior risco de mortalidade intra-hospitalar do que doentes sem COVID-19 (31,7 % VS
25,4%) (2).

Doentes com CKD possuem maior prevaléncia de comorbilidades, como HTA, DCV, DM,

0 que pode contribuir para piores outcomes (2).

5.5.8. Cancro e Quimioterapia

Doentes com cancro e alteracbes malignas hematologicas encontram-se mais vulneraveis a
SARS-CoV-2 devido ao sistema imunitario débil. Estes doentes encontram-se em maior risco

de severidade em relacéo aos que ndo possuem nenhuma comorbilidade (2).

Num estudo de coorte envolvendo 585 doentes COVID-19, 117 possuiam cancro ativo. Os
resultados correspondentes demonstram que esta patologia ndo estad associada a um risco

aumentado de internamento nos cuidados intensivos, intubagéo ou morte (2).
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Os doentes cancerigenos tém como fatores de risco de severidade para a COVID-19: idade
avancada, IL-6 elevada, procalcitonina (PCT), D-dimero, linfdcitos reduzidos, estadio do
tumor, TNF- a, peptideo natriurético N-terminal pré-tipo B, células T CD4+ e récio albumina-

globulina reduzidas (2).

Outro estudo identificou a idade superior a 65 anos e o tratamento com inibidores de
checkpoint imunoldgico (ICIs) como fatores preditivos de hospitalizacdo e severidade na

COVID-19, independentemente do tratamento de quimioterapia e grandes cirurgias (2).

Todavia, de acordo com Luo et al, a terapia de blogueio de morte programada 1 (PD-1) ndo

esta associada com a severidade de COVID-19 no cancro do pulméo (2).

Curiosamente, um diagndstico precoce de cancro, mais de 24 meses antes da infecdo foi
associado a uma severidade acrescida (2).

As conclus6es incongruentes do impacto do cancro na severidade da COVID-19 devem-se

a fatores de confundimento como comorbilidades e idade avangada (2).

Em suma, o cancro podera estar associado a um maior risco de prevaléncia e severidade da

COVID-19, sendo que fatores determinantes sdo o tipo de tumor, duragéo e terapéutica (2).

5.5.9. Gravidez

Alteracdes fisiologicas no sistema imunitario e respiratério podem tornar as mulheres
gravidas mais suscetiveis a infecdo COVID-19. Uma vez que a placenta se encontra em
desenvolvimento no primeiro trimestre, a expressao precoce de ACE2 poderéa tornar o primeiro
trimestre no mais suscetivel a infecdo por SARS-CoV-2. Gravidas com COVID-19 possuem
um maior risco de internamento nos cuidados intensivos que mulheres ndo-gravidas (1,5% VS
0,9%) (2).

O internamento nos cuidados intensivos, na Suécia, foi maior em mulheres gravidas e em
pos-parto imediato com confirmacdo laboratorial de infecdo por SARS-CoV-2, do que em

mulheres ndo-gravidas da mesma faixa etaria (2).

Em suma, dados recentes confirmam um maior risco de admissdo nos cuidados intensivos

em mulheres gravidas com COVID-19 (2).
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5.5.10. Imunodeficiéncia

Estudos acerca da SARS- CoV e MERS- CoV sugerem que doentes com HIV
frequentemente tém um risco reduzido de infecdo pelo virus e de desenvolvimento da doenca.
Tal deve-se a supressdo da replicacdo viral do coronavirus através da terapia anti-retroviral.
Porém, estes doentes tém um tempo de duracdo maior da doenca, sendo que a razao € o sistema
imunitéario deprimido. Numa coorte em Espanha com 51 pessoas com HIV e COVID-19 que
estavam a receber terapéutica anti-retroviral, 13 destas pessoas (25,5%) progrediram para casos

severos (2).

A incidéncia de COVID-19 em doentes com HIV é mais baixa do que em individuos
saudaveis, sendo que num estudo recente foi reportada uma incidéncia de 0,9% (53/5683).
Destes 53, 6 (14%) eram casos severos, 4 (8%) requeriam cuidados intensivos e 2 (4%)

faleceram (2).

A terapéutica anti-retroviral ndo foi associada a progndstico de COVID-19 nem a
severidade. Uma meta-analise que envolveu 25 estudos e 252 doentes HIV co-infetados com

SARS-CoV-2 demonstrou que apenas 21,2% dos doentes em estadios criticos e severos (2).

Em suma, HIV ndo se encontra relacionado com o aumento da suscetibilidade de SARS-

CoV-2, porém existem alguns fatores de risco quando ambas as patologias se combinam (2).

Os fatores de risco que levam a doenca severa e mortalidade numa populacao geral também
afetam doentes com erros inatos de imunidade (IEI), inclusive doentes jovens. Tal indicara que
IEI podera ser um fator de risco para a severidade. Um estudo recente demonstrou que existe
uma forte associagdo entre baixa capacidade de sintese de IFN e severidade na COVID-19 (2).

As vias de ativacdo de NFKB nas células dendriticas plasmocitoides sdo essenciais para a
producdo de quantidades avultadas de IFN tipo I. Todos os doentes com muta¢des em NFKB1
ou NFKB2 necessitaram de hospitalizagdo, sendo que se pode concluir que o IFN tipo |

desenvolve um papel protetor contra a COVID-19 (2).
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5.6. Complicacdes
5.6.1. Doenca Renal Aguda (AKI)

A doenca renal € frequentemente observada em doentes COVID-19 hospitalizados.
Estudos recentes reportaram que AKI ocorre em 0,5 a 29% dos doentes hospitalizados COVID-
19 (2).

Obtiveram-se 435 amostras de urina de entre 1835 doentes com AKI, sendo que a

maioria apresentou proteinuria (84%) e hematuria (81%) (2).

Em Nova lorque, 36,6% dos doentes desenvolveu AKI e, destes, 14,3% destes
necessitaram de terapéutica renal de substituicdo (RRT). A maioria dos doentes com ventilacéo
mecanica (86,9%) e intubados (23,2%) requerem RRT (2).

AKI é bastante comum em doentes COVID-19 criticos, sendo que cerca de 76% dos
doentes que necessitam de cuidados intensivos apresentam AKI. Posto isto, tal € um marcador
de severidade da doenca (2).

Apbs o ajuste de valores demogréaficos, laboratoriais e de comorbilidades, o risco de
mortalidade por COVID-19 é superior em doentes com AKI que se encontram nos cuidados
intensivos (2).

Similarmente, o risco de mortalidade encontra-se relacionado com o aumento da
baseline de BUN, de SCr e com o pico de creatina serica > 133 pmol/L. A progressdo de AKI
esta por sua vez relacionada com o aumento de risco de morte, sendo a razdo de risco (HR) é
igual a 3.51, 6.24, e 9.81 para o estadio AKI 1, 2 e 3, respetivamente (2).

O recetor soluvel do ativador do plasminogénio da uroguinase (SUPAR) foi identificado
como um fator de risco imunolégico para AKI. Num estudo observacional em doentes
multinacionais hospitalizados, a incidéncia de AKI aumentou com os valores de SUPAR, de 6%
em doentes com suPAR < 4.60 ng/mL para 45,8% em doentes com valores > 6.86 ng/mL.
Nenhum dos doentes com suPAR < 4.60 ng/ml necessitou de dialise. Posto isto, SUPAR podera

ser usado como um potente biomarcador para a severidade de AKI e COVID-19 (2).
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5.6.2. Distlirbios de coagulagéo

A associacdo COVID-19 e coagulopatias € caracterizada por niveis elevados de D-dimeros,
baixa contagem de plaquetas, prolongacdo do tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativado (APTT), elevados niveis de fibrinogénio, factor V11l e fator Von
Willebrand (2).

Quando os niveis de APTT sdo superiores 37 segundos, ha um risco acrescido de
complicagdes cardiovasculares, o que é considerado um indicador de severidade e mortalidade

(2).

Hemorragias associadas a terapéuticas profilaticas ou terapéuticas com anticoagulantes sdo
mais comuns em doentes criticos do que ndo criticos (7,6% VS 3,1%) e hemorragias major

virtualmente s6 surgiram em doentes criticos (2).

Posto isto, as hemorragias sdo um fator determinante para a severidade. Curiosamente,
doentes com disturbios de coagulagdo congénita possuem menor prevaléncia, sintomas mais

leves e melhor progndstico quando comparado com a populacdo geral, numa coorte iraniana

2).

5.7. Patogénese

SARS-CoV-2 é transmitido predominantemente por contacto de goticulas respiratérias e
potencialmente por via oro-fecal. E ainda transmitida por superficies, sendo que a deposicdo de
aerossois com virus podera contaminar objetos (fomites) (3) (23).

A replicacdo viral priméaria ocorre no epitélio da mucosa do trato respiratorio superior,
dando continuidade a multiplicacdo viral no trato respiratorio inferior e mucosa gastrointestinal,

levando a uma virémia (3).

O SARS-CoV-2 liga-se ao recetor ACE2, através da proteina spike. Curiosamente, SARS-
CoV-2 apresenta uma afinidade maior para ACE2 do que SARS-CoV-1 (24).

ACE2 é amplamente expresso na mucosa nasal, brénquios, pulmdes, coracgdo, eséfago, rins,

estdmago, bexiga e ileo, sendo que estes 6rgaos sdo suscetiveis a SARS-CoV-2 (3).

A patogénese encontra-se descrita na Figura 18 (3).
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Figura 18-Patogenese da SARS-CoV-2 (3).

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (ARDS) é uma patologia pulmonar
que representa risco de vida, pois inibe uma correta oxigenacao. Em estudos prévios, constatou-
se que as citocinas inflamatdrias se encontram intimamente relacionadas com a ocorréncia de
ARDS (3).

Diversos fatores levam a que ocorra uma inflamagdo agressiva causada pelo SARS-
CoV-2, tais como a replicacdo viral rapida, danos celulares, regulacdo negativa e libertacdo de
ACE2 induzida pelo virus e ainda o realce dependente de anticorpos (ADE). O inicio da
replicacdo viral rapida podera causar morte celular epitelial e endotelial massiva e ainda
derrame vascular, despoletando a producdo exuberante de citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas (3).

A inativacdo da angiotensina Il pelo ACE2 pode explicar os seus efeitos protetores. A
angiotensina Il é capaz de ativar varias células do sistema imunolégico, como macréfagos,
induzindo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, TNFa, entre outras.
Consequentemente, a angiotensina Il tem sido associada ao desenvolvimento de lesdes

pulmonares inflamatérias (24).

A perda funcional de ACE2 pulmonar encontra-se relacionada com a lesdo pulmonar

aguda, uma vez que a regulacdo negativa e libertagdo de ACE2 podem levar a disfuncdo do

41



sistema renina-angiotensina (RAS), e por conseguinte, aumentar a inflamacdo e causar

permeabilidade vascular (3).

Para a SARS-CoV, alguns doentes, particularmente aqueles que produzem anticorpos
neutralizantes precocemente, experienciam inflamacéo persistente, ARDS, e até morte subita,
enquanto que a maioria dos doentes sobrevive as respostas inflamatdrias e elimina o virus. Tal
também sucede na SARS-CoV-2, sendo que um mecanismo de ADE foi recentemente proposto.
ADE trata-se de um fendmeno viral bem conhecido, o qual ocorre em multiplas infec6es virais,
e podera promover o0 aumento celular viral de complexos infecciosos de virus e anticorpos,
ocorrendo posteriormente a interagao com Fc (FcR), FcyR ou outros recetores, levando assim
ao aumento da infecdo de células alvo. A interacdo de FcyR com o complexo de anticorpos
neutralizantes de virus anti-proteina S, (anti-S-1gG), facilita ndo s6 a resposta inflamatoria

como a replicacdo viral persistente nos pulmaoes (3).

As células T CD4+ e CD8+ periféricas encontram-se reduzidas em doentes severos e
em hiperativacdo. ConcentracGes elevadas de células T pro-inflamatérias CD4 e células T com
granulos citotoxicos CD8 foram também determinadas, sugerindo respostas imunitarias
antivirais e sobreexpressdo de células T. Adicionalmente, diversos estudos reportaram que a
linfopenia € uma caracteristica comum na COVID-19, sendo também um fator de severidade e
mortalidade (3).

Em individuos jovens, os niveis de ACE2 e ACE2+ encontram-se aumentados,
apresentam uma maior capacidade regenerativa e uma forte resposta imunoldgica, o que leva a
uma eficaz eliminacdo viral. Individuos com uma idade mais avancada possivelmente
apresentam niveis mais baixos de ACE2, e tém algumas comorbidades, o0 que poderéa afetar o
sistema de angiotensina, ou prejudicar a resposta imunoldgica. As células ACE2 + e as células
alveolares tipo 2 (AT2) vao além da capacidade reparadora, causando inflamacao pulmonar,

com elevado risco de ARDS devido a uma resposta inflamatoria exacerbada (Figura 19) (24).
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Figura 19-Possiveis mecanismos que ligam o défice funcional da ACE2 a diferentes
respostas a0 SARS-CoV-2 em individuos jovens VS idosos e / ou com comorbilidades (25).

5.8. Objetivo da Terapéutica

A terapéutica contraa COVID-19 pode ser categorizada em dois grupos: farmacos cujo alvo

€ 0 virus e farmacos que atuam nas células humanas ou no sistema imunitario (22).

Os alvos-chave do SARS-CoV-2 incluem 3 proteinas ndo-estruturais (3CLpro, PLpro e
RdRp) e a proteina estrutural (Proteina S), a qual € responsavel pela replicacéo, transcricédo e

reconhecimento de célula hospede (22).

Outro alvo terapéutico é o recetor ACE2 que possibilita a entrada do virus SARS-CoV-2.
Evidéncias cientificas tém vindo a demonstrar que a expressao controlada de ACE2 pode ajudar
na modulag&o dos sintomas (22).

A infecdo por SARS-CoV efetua a regulagdo negativa dos recetores ACE2. Além do mais,
ratos com ACE2 inativo ou em knocked-out desenvolvem lesGes agudas pulmonares mais

severas (22).

A semelhanca, ensaios baseados em células evidenciaram que a entrada viral de SARS-CoV
e SARS-CoV-2 pode ser bloqueada através de formas soltveis de ACE2, indicando que ACE2
recombinante atua sequestrando o recetor para a proteina S (22).
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Os inibidores das proteases tém como funcéo bloquear a disseminacao viral de patologias
como HIV-AIDS, MERS e SARS. Assim, pensa-se que também sejam bons candidatos para
inibir o SARS-CoV-2. A replicacdo do coronavirus requer um processo proteolitico correto das
poliproteinas replicase por proteases virais, levando a libertacdo de proteinas estruturais e néo
estruturais (22). As poliproteinas SARS-CoV-2 sdo processadas pela protease principal,
3CLpro (Mpro) e pela PLpro. Estas proteases estdo envolvidas na replicagéo e transcricdo de
SARS-CoV-2, especialmente, 3CLpro, a qual desenrola um papel vital no processamento de
poliproteinas e maturac&o viral. E de referir que 3CLpro é um dos melhores alvos terapéuticos
de SARS-CoV-2 e estudos demonstraram que antivirais com alvo em 3CLpro providenciam

terapéuticas de primeira linha contra infe¢@es por coronavirus (22).

5.9. Terapéutica Farmacologica

Com base em evidéncias cientificas, prevé-se que as terapias antivirais tenham maior efeito
no inicio do curso da doenga, e em contrapartida as terapias imunossupressoras / anti-

inflamatdrias provavelmente sdo mais benéficas nos estagios posteriores (25).

Até a data, nenhuma terapia provou ser benéfica em doentes ambulatoriais com COVID-19
leve a moderado sem alto risco de progressédo da doenca. Todavia, em doentes ambulatoriais
com COVID-19 leve a moderado que apresentam alto risco de progressao da doenca, as terapias
baseadas em anticorpos anti-SARS-CoV-2 podem ter maior potencial de beneficio clinico
durante os estadios iniciais da infecdo. Posto isto, é recomendada a administracdo
de bamlanivimab mais etesevimab ou casirivimab mais imdevimab, disponiveis através de
AUE (Tabela 2) (25).

Remdesivir, um agente antiviral, é atualmente o Gnico farmaco aprovado pela FDA para o
tratamento de COVID-19. E recomendado para uso em doentes hospitalizados que requerem
oxigenacdo. Porém, devido a falta de dados cientificos, ndo € recomendado rotineiramente para

doentes que necessitam de ventilagdo mecénica (25).

Verificou-se que a dexametasona prolonga a sobrevivéncia dos doentes hospitalizados que
recebem oxigénio, com melhoras mais significativas em doentes que requerem ventilagdo
mecanica. Portanto, o uso de dexametasona é fortemente recomendado na situacdo clinica

anteriormente referida (25).
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A adicdo de tocilizumab a dexametasona mostrou um aumento da sobrevivéncia dos

doentes que apresentavam uma descompensacao respiratéria rapida devido a COVID-19 (25).

A 26 de maio de 2021, a FDA emitiu uma Autorizacdo de Uso Excecional (AUE) para o
uso do anticorpo monoclonal anti-SARS-CoV-2 sotrovimab para o tratamento de doentes ndo
hospitalizados com grau leve a moderado COVID-19 com alto risco de progressdo para
COVID-19 grave (25).

Sotrovimab é um anticorpo monoclonal cujo alvo é um epitopo altamente conservado no
dominio de ligacdo ao recetor (RBD) da proteina spike SARS-CoV-2. Este epitopo ndo se
sobrepde a locais de mutacdes identificadas entre as variantes SARS-CoV-2 de preocupacéo e
interesse e, in vitro, o sotrovimab mantém a atividade neutralizante contra as variantes B.1.1.7
(Alfa), B.1.351 (Beta), P .1 (Gama), B.1.427 / 429 (Epsilon) e B.1.526 (lota) (25).

CAPITULO VI - COVID-19 PREVENCAO E TERAPEUTICA COM
POLIFENOIS

Inimeras plantas tém vindo a ser investigadas devido as substancias nutracéuticas que
contém, sendo que estas possuem atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria,

pro-apoptoética, anti-proliferativa e capacidade de controlo hormonal (22).

Os polifenois dietéticos sdo encontrados em alimentos a base de plantas, as quais possuem

a capacidade de prevenir e retardar o desenvolvimento de diversas doencas (17).

Os nutracéuticos, cujo alvo terapéutico é o recetor ACE2, possuem elevado potencial
terapéutico para diversas patologias virais, nomeadamente para a COVID-19. Assim, sabe-se
que os polifendis terdo uma atividade antiviral vasta contra diversos virus como HIN1, HBV e
HCV, HSV-1, HIV, EBV6 e SARS-CoV-2. O screening efetuado aos ligandos de ACE2 com
uma afinidade suficientemente forte para inibir a entrada do virus veio a revelar que os

polifenois sdo promissores candidatos (22).

Num estudo clinico, foram realizados 51575 célculos de molecular dockings, tendo por
base as 6 conformagfes da proteina S: entre a interface de ACE2 e 8669 ligandos. Registaram-
se 0s respetivos scores. Atraves do ranking, foram obtidos 47 ligandos com um score igual ou
superior ao threshold (-7 kcal/mol), e destes, apenas 21 encontravam-se aprovados pelas

identidades reguladoras (26).
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Constatou-se que a coclaurina, a flavanona presente na planta Yerba Santa
(Eriodictyon dictyol, californicum), o quercetol e quercitina e a luteolina-monoarabinosideo
possuem das ligacOes de afinidade mais potentes, com um score de -7; -7,1; -7,3e -7,4
kcal/mol, respetivamente, de entre outros candidatos como pemirolast, um antihistaminico,
nitrofurantoina, um antibidtico com indicacdo para infecdes do trato urinario e piruvato de

isoniazida, que € um metabolito do antibi6tico para a tuberculose (26).

Estudos recentes sugerem que o consumo de resveratrol na dieta pode modular a
severidade da SARS-CoV-2, através da regulacéo da expressdo de ACE2. Em especifico, num
ensaio clinico em que alimentaram os camundongos a base de uma dieta rica em resveratrol,
foi demonstrado um aumento da expressdo de ACE2, quando comparado com roedores sem
dieta rica em resveratrol. Diversos estudos demonstraram que a curcumina tem como alvo o
RAS, regulando assim os niveis de angiotensina Il nos camundongos. Em suma, estes estudos
demonstram que os polifendis possuem um poder modulador no que se refere aos sintomas da
COVID-19 (22).

O resveratrol apresenta biodisponibilidade limitada, dai que formulacdes em
nanoparticulas e em administracdo intranasal foram propostas para aumentar a eficacia do
tratamento da COVID-19 (22).

Os estudos que se seguem reportam evidéncias cientificas do potencial dos polifenois
como agentes anti-SARS-CoV-2, tratando-se estes de estudos in silico e in vitro. Os
mecanismos de acdo putativos inerentes aos polifendis encontram-se representados na Figura
20 (22).

Os farmacos cujo alvo é a proteina spike impedem a fusdo membranar mediada por esta
mesma proteina e previnem assim a entrada de virus nas células hospedeiras. Estes agentes
terapéuticos vacinas, anticorpos, RNA"s de interferéncia, péptidos e pequenas moléculas ndo-

peptidicas como os polifendis (22).
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Figura 20-Efeitos dos polifendis em diversos passos do ciclo de vida de SARS-CoV-2 (23).

A luteolina e quercetina inibem a entrada viral nas células Vero E6 com valores de EC50
de 10 mM e 83 mM, respetivamente. Neste mesmo estudo, descobriu-se que a luteolina se liga

com elevada afinidade a proteina S, sugerindo assim um mecanismo de a¢do antiviral (22).

Uma descoberta baseada na literatura revela que a emodina e antraquinona, presentes
nas raizes do ruibarbo (Rheum officinale) interferem na ligacdo proteina S-ACE2 com uma
IC50 de 200 mM. (22).

De acordo com a analise de evidéncias cientificas acerca da rede de interactoma do
virus-hospede, a emodina, de entre 16 medicamentos repurposable °, para a COVID-19, foi
considerada a que possuia menos efeitos adversos e maior afinidade para o alvo terapéutico
(22).

Compostos naturais de inibidores de proteases sdo diarilheptandides, terpendides,

amidas cindmicas, flavonoides e cumarinas (22).

5 Medicamentos repurposable tem por base a investigacdo de medicamentos existentes no mercado com indicag@es
aprovadas para outras patologias, na tentativa de obter terapéuticas em que rapidamente se consiga caracterizar a
sua eficacia e seguranca.
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A andlise da relacdo estrutura-atividade de sete polifendis revelou que os flavonoides e

isoflavonoides sem grupo OH na posicdo 5° no anel B tém menor atividade inibitoria (22).

Através do screening por molecular docking de 33 moléculas antivirais, antifingicas e
antiprozoarios, constatou-se que a rutina (flavonoides citricos) se pode ligar ao sitio ativo de
3CLpro SARS-CoV-2 com a afinidade mais elevada de entre as restantes moléculas
examinadas. Flavonoides dietéticos como kaempferol e isoliquiritigenina, assim como
polifendis provenientes de Broussonetia papyrifera inibem sinergicamente 3CLpro e PLpro in
vitro. Outros citrinos como a tangeretina, naringenina e polifendis de curcuma spp.
demonstraram elevada afinidade com o dominio do substrato 3CLpro da SARS-CoV-2. Ensaios
in silico, demonstraram que estes mesmos polifendis interagem com a proteina S e ACE2 mais

fortemente do que antivirais como lopinavir e nafamostat (22).

Um potencial inibidor de SARS-CoV-2 RdRp pelos polifendis emergiu de evidéncias
cientificas de que o resveratrol inibia significativamente a replicacdo de MERS-CoV in vitro,

através da inibicdo da expressdo de RNA e do nucleocapsideo (22).

Através de métodos computacionais, flavonas naturais, baicalina proveniente de
Scutellaria baicalensis e diversas xantonas provenientes de Swerti apseudochinensis foram

identificadas como potentes inibidores de RdRp (22).

Um outro estudo recente in silico demonstrou que galato de epigalocatequina, mirectina,
quercetagetina e outros polifendis exibem elevada afinidade para RdRp tanto para a SARS-
CoV como para SARS-CoV-2 (22).

CAPITULO VII - ESTUDO CLINICO POLIFENOIS E COVID-19

O estudo clinico Encapsulated Food Products as a Strategy to Strengthen Immunity Against
COVID-19 Soubhagya de Tripathy S. et al revela como estratégia terapéutica contraa COVID-
19 o reforco do sistema imunitario, através de lipossomas, contendo nutracéuticos,

nomeadamente polifendis. Este ensaio clinico é discutido de seguida (6).

Passando o tratamento também pela prevencéo, o consumo de alimentos funcionais é uma

solugéo sustentavel, no que concerne ao combate a ataques virais (6).

48



Os compostos ativos provenientes dos alimentos, podem ser extraidos, encapsulados e
usados no tratamento da COVID-19. No que se refere & encapsulagdo de polifenois, os flavan-
3-0is sdo extraidos de bolachas enriquecidas em extrato de grainha de uva, e a curcumina
extraida do pdo. Os BACs possuem elevada estabilidade e biodisponibilidade, permitem uma
libertacdo sustentada dos compostos funcionais, inibem interacbes indesejadas e possuem

atividades antimicrobiana e antioxidante elevadas (6).

Existem diversos BACs, de entre os quais, contendo curcumina e flavan-3-4is, os que
possuem atividade imunoldgica através de diversos mecanismos. A seguinte (Figura 21)

demonstra os mecanismos de transporte de BACs nas células epiteliais do intestino (6).
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Figura 21-Mecanismos de transporte de BACs através das células de absorc¢do intestinal (6).

(A) Difuséo passiva: transporte transcelular (a) e paracelular (b).

(B) Transporte mediado por transportadores, permitindo a entrada ou saida de BACs das células
devido a pressdo osmotica. (C) Transporte mediado por recetores, no qual o BAC é diretamente ligado

e internalizado pelas células aos recetores celulares de superficie.

(D) De entre os mecanismos de bombas de efluxo, a mais importante é a bomba dependente de
ATP, glicoproteina-P nas células epiteliais do intestino. Esta via foi reportada por especificamente afetar

a biodisponibilidade dos polifendis.
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O transporte de nanoparticulas através de BACs pode ocorrer por transporte passivo
transcelular, paracelular e endocitose. Posto isto, é esperado que estes lipossomas melhorem
substancialmente os beneficios dos nutracéuticos (6).

Os compostos funcionais devem passar pelo trato Gl e ser absorvidos pelas células
entéricas epiteliais, porém a baixa solubilidade em &gua e a baixa estabilidade conduzem a uma
absorcédo condicionada e limitada. A pH 2.0, ocorre a degradacdo de compostos funcionais no
estdmago. Por conseguinte, muitos produtos alimentares possuem baixa biodisponibilidade.
Face a tal problema, os transportadores baseados em nanoparticulas sao muito promissores para
0s BACs, uma vez que, a escala nano, h4 uma absorcdo entérica epitelial bastante superior
(Figura 22) (6).

pH-7.4
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Figura 22-Efeito dos diferentes pH’s nos BACs nas diferentes areas do corpo humano (6).
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A sintese de BACs encontra-se representada seguidamente (Figura 23) (6).
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Figura 23-Diagrama esquematico de fluxo geral da sintese de BACs (6).

CAPITULO VIII — ENSAIOS CLINICOS POLIFENOIS E COVID-19

Os polifendis tém demonstrado propriedades bioldgicas no combate a patologias respiratérias,
encontrando-se relacionados com a supressdo da inflamacéo, reduzindo a estimulacdo de
citocinas pro-inflamatorias. Estes sdo também potentes antioxidantes, eliminando e reduzindo

a producdo de ROS, e possuem ainda atividade antiviral (27).

Até a presente data, diversos ensaios clinicos acerca dos polifendis no combate a COVID-19

encontram-se a decorrer (27).

No que se refere aos critérios de incluséo, os ensaios 1 e 2, A Comparative Randomized Clinical
Trial on COVID-19 Positive Hospitalized Patients Treated With NASAFYTOL® (Curcuma,
Quercetina e Vitamina D3) e Study of the P2Et Extract Obtained From Caesalpinia Spinosa in
the Symptomatic Treatment of Subjects With COVID-19, respetivamente, incluem adultos

COVID-19 positivos hospitalizados com mais de 18 anos de idade, inclusive (Tabela 2) (27).

No que se refere aos critérios de inclusdo, o ensaio 3, Randomized Proof-of-Concept Trial to

Evaluate the Safety and Explore the Effectiveness of Resveratrol, a Plant Polyphenol, for
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COVID-19, inclui adultos COVID-19 positivos hospitalizados com mais de 45 anos de idade,
inclusive. Os trés ensaios clinicos aceitam ambos os sexos (Tabela 2) (27).

ENSAIO 1 - A Comparative Randomized Clinical Trial on COVID-19 Positive Hospitalized
Patients Treated With NASAFYTOL® (Curcuma, Quercetina e Vitamina D3)

Este ensaio clinico encontra-se a decorrer na Bélgica. Neste ensaio foram dadas cépsulas
contendo curcuma, quercetina e vitamina D3 a doentes COVID-19 positivos hospitalizados
diariamente (Tabela 2) (27).

A eficécia e seguranca de NASAFYTOL® foram avaliadas usando diversos parametros. No
que concerne ao parametro acerca da condi¢éo clinica, esta foi avaliada segundo uma pontuacgéo
ordinal da OMS. Esta escala reflete uma variacao de ndo infetado a morto, onde 0 € "nenhuma
evidéncia clinica ou viroldgica de infecdo™, 1 é "sem limitacéo de atividades", 2 é "limitacdo de
atividades"”, 3 é "hospitalizado, sem oxigenoterapia”, 4 é "oxigénio por mascara", 5 é
"ventilagdo ndo invasiva ou oxigénio de alto fluxo", 6 é "intubac&o e ventilacdo mecanica", 7 é
"ventilacdo e suporte de 6rgdo adicional - pressores, TRS (terapia de substituicdo renal ),

ECMO (oxigenacao por membrana extracorporea) ", e 8 € " morte " (27).

Os critérios de excluséo incluiram:

* Contra-indicagdo a NASAFYTOL®: hipersensibilidade ou alergia a algum constituinte;

* Disfagia;

* Presenca de comorbidades que implicam um mau prognostico (segundo julgamento clinico);

* Mulheres gravidas ou a amamentar; Se a doente for uma mulher com potencial para

engravidar, devera recorrer a métodos contracecionais.

* Infegdes bacterianas graves ou ativas ou sepsis documentada por agentes patogénicos
diferentes da SARS-CoV-2;

« Doentes que se encontram a participar noutros ensaios clinicos;
* Doentes com comprometimento agudo da funcao renal ou nefrolitiase;
* ALT / AST> 5 vezes o limite normal;

* Neutropenia;
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 Trombocitopenia.

ENSAIO 2 - Study of the P2Et Extract Obtained From Caesalpinia Spinosa in the
Symptomatic Treatment of Subjects With COVID-19

Este ensaio encontra-se a decorrer na Colombia. O extrato P2Et padronizado, (extrato de
Caesalpinia spinosa) obtido de C. spinosa, é altamente antioxidante, diminuindo a peroxidacéo
lipidica e os danos tecidulares. Induz ainda a autofagia completa em células stressadas ou
tumorais. Pensa-se que a indugdo de um fluxo autofagico completo possa inibir a replicacdo de
beta-coronavirus como o SARS-CoV-2 (Tabela 2) (27).

No que se refere aos critérios de exclusdo, estes incluiram:
* Teste de diagnoéstico laboratorial negativo para COVID-19, antes da randomizagéo;
» Gravidez;

* Historia de reagdes alérgicas atribuidas a compostos polifenolicos.

ENSAIO 3 - Randomized Proof-of-Concept Trial to Evaluate the Safety and Explore the
Effectiveness of Resveratrol, a Plant Polyphenol, for COVID-19

Este estudo encontra-se a decorrer em Ohio, EUA (Tabela 2) (27).
No que concerne aos critérios de excluséo estes incluiram:

» Comprometimento cognitivo diagnosticado ou suspeito que impediria o doente de cooperar
com os procedimentos do estudo;

+ Doentes assintomaticos;

+ Doenga hepética conhecida ou suspeita ou hepatite C;

* Doenca renal conhecida;
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» Doentes a tomar varfarina, novos anticoagulantes orais (NOACS), inibidores da protease,

imunossupressores, hidroxicloroquina / cloroquina e outros medicamentos com uma janela

terapéutica estreita;

« Alergia a uva ou arroz,;

» Comorbidades com elevada probabilidade de hospitalizacdo em 30 dias (Tratamento atual do

cancro, DPOC grave ou ICC);
« Atualmente gravida.

Tabela 2-Ensaios clinicos acerca dos efeitos biologicos de alguns polifendis na COVID-19.

Ensaios Clinicos

Inicio 17 de | Randomizado | Outcome:
fevereiro (50 adultos | Melhoria da
Ensaio 1 - A Comparative Randomized Clinical | 2021 COVID-19 condigéo
Trial on COVID-19 Positive Hospitalized positivos clinica do
Patients  Treated With  NASAFYTOL® hospitalizados) | doente  com
(Curcuma, Quercetina e Vitamina D3) Placebo base na
pontuacgéo
ordinal de
resultados da
OMS
Inicio 30 de | Randomizado | Outcome:
setembro (100  adultos | Reducdo do
Ensaio 2 - Study of the P2Et Extract Obtained | 2020 COVID-19 tempo de
From Caesalpinia Spinosa in the Symptomatic positivos hospitalizacao
Treatment of Subjects With COVID-19 Fase 2 (5 de | hospitalizados)
outubro Placebo
2020)
Inicio 26 de | Randomizado | Outcome:
maio 2020 | (200 adultos | Reducdo do
Ensaio 3 - Randomized Proof-of-Concept Trial COVID-19 tempo de
to Evaluate the Safety and Explore the | Fase 2 positivos hospitalizagdo
Effectiveness of Resveratrol, a Plant Polyphenol, | (25 de maio | hospitalizados)
for COVID-19 2021) Placebo
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CAPITULO IX - CONCLUSAO

A COVID-19 é uma doenca viral com uma componente inflamatdria variavelmente extensa,
e determinados fatores de risco aumentam a suscetibilidade dos individuos a mesma. Um
sistema imunoldgico forte e saudavel deveré ser capaz de reconhecer e adaptar-se ao ambiente
envolvente. Desta forma, os polifendis podem ser incluidos como terapéutica adjuvante a
COVID-19, devido aos multiplos mecanismos inerentes aos mesmos. Conclui-se que 0s
polifendis possuem atividade anti-inflamatdria, antioxidante e antiviral. Os polifendis tém
como alvo as proteinas virais e bloqueiam os recetores celulares, prevenindo, por conseguinte,
a entrada e replicacdo viral nas células hospedeiras. Em suma, verifica-se uma relacdo positiva
e causal entre a COVID-19 e os polifendis (4) (6).

O encapsulamento de polifendis com atividade imunoldgica, e 0 consumo dos mesmos
através da dieta, podem aumentar e melhorar o funcionamento do sistema imunitario da saude
humana a doencas como a COVID-19. Porém, muito compostos ndo foram investigados no que
concerne aos seus efeitos imunoldgicos, sendo que € necessaria uma investigacdo mais
aprofundada relativamente a esta matéria para detetar mais compostos para introduzir em

lipossomas com a finalidade de tratar a pandemia COVID-19 (6).

Os ensaios clinicos que se encontram a decorrer sdo muito relevantes para o combate a
SARS-CoV-2, uma vez que os outcomes foram a reducdo do tempo de hospitalizagéo e a
melhoria da condicdo clinica de doentes COVID-19 (27).

Em suma, os polifendis tém um elevado potencial terapéutico na prevengdo de COVID-19.
As terapias farmacoldgicas atuais atuam por inibicdo de alguns recetores ou cascatas de
citocinas pro-inflamatérias. Todavia, observa-se que para alguns doentes tal ndo ¢é
suficientemente eficaz. Assim, seria interessante aumentar o aporte de informacéo sobre o tipo
e funcdes dos polifendis relativamente a sua relacdo com a COVID-19 e, deste modo, incluir

novas terapéuticas no combate contra a doenca.
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