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RESUMO

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de cadeia simples que pertence
a familia Coronaviridae, agente causador da COVID-19. Foi
descrito, pela primeira vez, na cidade de Wuhan, na provincia de
Hubei, na China, em dezembro de 2019, e desde entdo se
disseminou pelo mundo, tornando-se uma pandemia global,
levando a milhdes de casos confirmados e ébitos. Até o momento
somente medidas de prevencdo que incluem lavar as maos
regularmente, usar mascaras, manter o distanciamento fisico
podem evitar a transmissdo do virus. A vacinagdo € uma
abordagem importante para ajudar a prevenir a transmissdo e
limitar os impactos da doenga. Devido a dificuldade de um
tratamento para a COVID-19 severa, a busca por potenciais
farmacos e ou suplementos alimentares que possam evitar a
infeccdo e/ou a evolugdo dos quadros leves torna-se de suma
importancia. Diante desse cenario, este estudo teve como objetivo
avaliar a possibilidade da atividade antiviral da B-glucana através
de teste in vitro contra o virus SARS-CoV-2. Foi realizado o teste
de inibigdo in vitro do SARS-CoV-2, o qual consistiu em colocar a
diluicdo da B-glucana nao toxica diretamente em contato com as
células VERO (ATCC CCL-81™) e o virus SARS-CoV-2 sendo
realizada avaliagcdo qualitativa pelo exame macroscoépico e

microscopico das células. O efeito citopatico do virus foi avaliado
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depois de 72 horas em microscépio invertido em aumento de 100X.
Os resultados demonstraram que n&o houve acgao inibitoria direta
da B-glucana, sobre o SARS-CoV-2, o que difere de achados
prévios da literatura, sugerindo que a atuagdo da [B-glucana na
infeccdo por SARS-CoV-2 pode estar relacionada a diferentes dos
aqui abordados. Novos estudos devem ser conduzidos
concentrando-se na combinac¢ao de modelo in vitro, modelo animal
e estudo clinico para alcancgar para avaliar o provavel mecanismo

antiviral das B-glucanas.

Palavras- chave: COVID-19; SARS-CoV-2; 3-glucana.
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ABSTRACT
SARS-CoV-2 is a single-stranded RNA virus that belongs to the

Coronaviridae family, the causative agent of COVID-19. It was first
described in the city of Wuhan, Hubei province, China, in December
2019, and has since spread around the world, becoming a global
pandemic, leading to millions of confirmed cases and deaths. So
far, only prevention measures that include washing hands regularly,
wearing masks, maintaining physical distancing can prevent the
transmission of the virus. Vaccination is an important approach to
help prevent transmission and limit the impacts of the disease. Due
to the difficulty of a treatment for severe COVID-19, the search for
potential drugs and/or food supplements that can prevent infection
and/or the evolution of mild conditions becomes of paramount
importance. In view of this scenario, this study aimed to evaluate
the possibility of the antiviral activity of B-glucan through in vitro
testing against the SARS-CoV-2 virus. The in vitro SARS-CoV-2
inhibition test was performed, which consisted of placing the dilution
of non-toxic B-glucan directly in contact with the VERO cells (ATCC
CCL-81™) and the SARS-CoV-2 virus, and a qualitative evaluation
was performed by macroscopic and microscopic examination of the
cells. The cytopathic effect of the virus was evaluated after 72 hours
under an inverted microscope at 100X magnification. The results

showed that there was no direct inhibitory action of B-glucan on
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SARS-CoV-2, which differs from previous findings in the literature,
suggesting that the action of B-glucan in SARS-CoV-2 infection may
use indirect mechanisms other than direct binding to the virus,
inhibiting its cytopathic effect. Further studies should be conducted
focusing on the combination of in vitro model, animal model, and
human study to achieve to evaluate the probable antiviral effect of

B-glucans.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; B-glucan.
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INTRODUGAO

O Brasil e 0 mundo, no comecgo de 2020, enfrentaram uma grande
pandemia da historia, que levou o planeta a uma crise sanitaria e
humanitaria (ZHU et al., 2020). A ultima vez em que houve uma pandemia
nas propor¢des da atual foi em 1918-1920, a Gripe Espanhola, cujo
agente etiolégico foi o virus Influenza (FLU) (TAUBENBERGER;
MORENS, 2006).

A COVID-19 se espalhou pelo mundo apds surgirem os primeiros
casos na cidade de Wuhan, capital da provincia de Hubei na China, em
dezembro de 2019 (CHAN et al.,, 2020). Até novembro 2023, foram
confirmados 771.820.937 casos e relatadas 6.978.175 mortes
(WHO,2023).

O patdégeno provoca sintomas semelhantes ao coranavirus SARS-
CoV (sindrome respiratéria aguda grave) causador da epidemia de 2002-
2003. O novo coronavirus foi, entdo, denominado SARS-CoV-2 (sindrome
respiratoria aguda grave 2), responsavel por uma variedade de sintomas
relacionados principalmente ao trato respiratério (GRALINSKI e
MENACHERY, 2020; ZHU et al., 2020; HU et al., 2021; HOJYO et al.,
2020).

Devido ao seu alto poder de contagio e transmissibilidade, a
doenca se disseminou rapidamente, tomando proporgdes globais,
passando a ser declarada situagdo de pandemia e emergéncia sanitaria

internacional em margo de 2020 pela Organizagdo Mundial da Saude
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(OMS) (RUDBERG et. al, 2020).

A COVID-19 é uma doenca letal podendo desencadear uma
resposta inflamatoria local e sistémica exacerbada com tempestade de
citocinas que lesionam os tecidos pulmonares, prejudicando a hematose,
contribuindo para caracteristicas patolégicas prejudiciais, e levando como
consequéncia ao desenvolvimento da sindrome respiratoria aguda grave
(SRAG) e a complicagdes letais (GRALINSKI & MENACHERY, 2020; ZHU
et al., 2020; HU et al., 2021; HOJYO et al., 2020).

Devido a dificuldade de um tratamento para a COVID-19 severa, a
busca por potenciais farmacos e ou suplementos alimentares que possam
evitar a infecgdo e/ou a evolucdo dos quadros leves torna-se de suma
importancia. Para tanto, o entendimento do virus, bem como de suas
propriedades bioldgicas e interagdes com o hospedeiro, vem se tornando
de grande importancia devido as consequéncias graves que a infecgao
pode trazer.

Considerando este contexto, este estudo realizou o teste in vitro da
B-glucana, em apresentacdo comercial ja liberada para comercializagéo
pelas agéncias regulatorias, para avaliar a possibilidade da atividade
inibitéria e/ou reducao da atividade citopatica do virus SARS-CoV-2 sobre

as células.
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1. Levantamento Tedrico
2.1 Coronavirus e sindromes respiratérias agudas

Diferentes tipos de virus e bactérias podem infectar o trato
respiratorio e causar desde resfriados até doengas mais complexas, como
pneumonia. Uma das familias virais responsaveis por ocasionar uma das
principais sindromes respiratérias agudas € a dos coronavirus (CoV)
(ROGIER VAN DOORN E HONGUJIE, 2020).

Existem muitos coronavirus diferentes, sendo que a maioria deles
causam doengas em animais. No entanto, sete coronavirus humanos ja
foram identificados: HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1,
SARS-COV (que causa sindrome respiratoria aguda grave), MERS-COV
(que causa sindrome respiratoria do Oriente Médio) e o, mais recente,
SARS-CoV-2. Esse novo coronavirus € responsavel por causar a doenga
COVID-19 (OMS, 2023). Os trés que podem gerar infec¢cées graves e
provocaram grandes problemas de saude publica, foram o SARS-CoV,
MERS-CoV e SARS-CoV-2, onde este ultimo foi o agente causador da
pandemia de dimensdes mundiais (TESINI, 2020).

Os trés CoVs que podem gerar infecgbes graves, apresentam
semelhangas filogenéticas e compartiham a capacidade de codificar
proteinas n&o estruturais como a protease 3 do tipo quimiotripsina, a
protease do tipo papaina, a helicase e a RNA polimerase dependente de
RNA. Todas essas proteinas nao estruturais sdo enzimas imprescindiveis

para a replicacdo viral e altamente conservadas entre os CoV de
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importéancia médica. (PRAJAPAT et al., 2020; LI e DE CLERCQ, 2020;
MORSE et al., 2020)

Antes de 2002, as infeccbes causadas pelos coronavirus em
humanos eram conhecidas como infeccbes respiratdrias brandas e
quadros semelhantes ao resfriado comum, sem grande relevancia para
a saude publica. Ja no século XXI ocorreu a disseminagao principalmente
na China e Oriente Médio de dois coronavirus anteriormente nao
reconhecidos, o0 coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave
(SARS-CoV) e o coronavirus da sindrome respiratoria do Oriente Médio
(MERS-CoV), respectivamente, ambos altamente patogénicos (ROTA et
al., 2003).

O SARS-CoV, em 2002, causou um surto de sindrome respiratéria
aguda grave, associada a pneumonia, faléncia respiratéria e ébitos na
provincia de Guangdong, na China, sendo a primeira epidemia de
coronavirus de relevancia para saude publica (GUAN et al.,, 2003). No
entanto, foi rapidamente controlada e somente alguns paises como China,
Canada e EUA foram afetados pelo virus (SCHWARTZ DA, GRAHAM AL,
2020). Esse surto resultou em uma média de 8000 casos e mais de 800
mortes. A emergéncia do SARS-CoV foi associada a mutagbes
identificadas em um coronavirus de morcego, o reservatorio natural da
maioria dos coronavirus (CORMAN et al., 2018; LI et al., 2005).

Uma década depois, em junho de 2012, foi detectado pela primeira

vez na Jordania e na Arabia Saudita, outro coronavirus altamente
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patogénico, o MERS-CoV. Em 31 de julho de 2019, 2458 casos de MERS
foram confirmados laboratorialmente e relatados a OMS, destes, 848
evoluiram para Obito (34% de mortalidade) (WHO, 2019).
Aproximadamente 80% dos casos humanos foram relatados pela Arabia
Saudita, entretanto 27 paises relataram casos de MERS (WHO, 2018).

Ja o0 SARS-CoV-2 é um coronavirus novo, que foi identificado pela
primeira vez em Wuhan, China, no final 2019, como a causa da doenga
por coronavirus de 2019 (COVID-19) e se disseminou por todo o mundo.
As primeiras infec¢cées pelo SARS-CoV 2 foram relacionadas a um
mercado de animais vivos em Wuhan, China, sugerindo que o virus foi
transmitido por animais que estavam sendo vendidos como alimentos

exoticos para os seres humanos (YEE et al., 2020; LAN et al., 2020)

2.2SARS-COV-2, infecgao celular e reproducao

O SARS-CoV-2 é um virus pertencente ao género Betacoronavirus,
subfamilia Orthocoronavirinae, familia Coronaviridae, ordem Nidovirales,

reino Riboviria. (GORBALENYA et al., 2020, ICTV,2022) (figura 1).
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Figura 1 — Esquema representativo da classificagdo dos coronavirus

humanos.

Ordem

Orthocoronaviridae

Familia

Sub-familia
P

Deltacoronavirus Gammacoronavirus

I
Género Alphacoronavirus . ‘ Betacoronavirus
[ T = I

Duvinacoronavirus Setracovirus Embecovirus

Sub-género

| Merbecovirus

Fonte: ICTV- International Committee on Taxonomy of Viruses. Disponivel
em: https://ictv.global/taxonomy. Acesso em: 15 de dezembro de 2022

Os coronavirus sdo capazes de infectar humanos e uma variedade
de hospedeiros, incluindo morcegos, camundongos, caes, ratos, suinos,
felinos, cetaceos, bovinos e aves, causando doencas respiratorias,
hepaticas, entéricas e do sistema nervoso central (Quadro 1). De acordo
com as relagdes genéticas e filogenéticas entre seus membros, esta
subfamilia é dividida em quatro variantes: alfa (a), beta (8), gama (¥) e
delta (8). Os membros das variantes a e B infectam mamiferos, ao passo
gue os membros das variantes y e ® infectam principalmente passaros e,
adicionalmente, alguns mamiferos. Atualmente, os CoVs que infectam
humanos e causam infecgbes respiratorias sdo dois a-CoVs (229E e
NL63), causadores de infec¢ao respiratoria leve e dois B-CoVs (OC43 e
HKU1), responsaveis por quadros mais brandos de infecgao respiratoria

(CUI, LI & SHUI,2019).


https://ictv.global/taxonomy
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Todos os CoVs sao virus envelopados, com genoma composto por
uma molécula de RNA de fita simples, ndo segmentado, de polaridade
positiva, com as seguintes proteinas estruturais principais: proteina de
envelope (proteina E), proteina de membrana (proteina M), proteina de
nucleocapsideo (proteina N) e espicula (proteina S, do inglés spike),
responsaveis pela infectividade viral (Figura 2 A) (CHOUDHURY et al.,
2020, SAGHAZADEH et al., 2020; SHUO et al.,, 2016). A proteina S,
presente na superficie do SARS-CoV-2 um fator importante para a
infectividade viral, pois é essencial para a interacdao do virus com os
receptores humanos, principalmente a proteina ECA2 (enzima conversora
de angiotensina 2), relatada como o principal receptor para o virus nas
células hospedeiras (HOFFMANN et al., 2020).

A alta frequéncia de mutacbes somadas a elevada taxa de
recombinacao, aliada ao tamanho do genoma, promove plasticidade extra
a familia Coronaviridae, o que pode culminar na capacidade de adaptagao
em novos hospedeiros e nichos ecoldgicos (WOO et al., 2006; WOO et al

2009).
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Quadro 1: Caracteristicas gerais dos coronavirus contendo a

descricdo dos grupos de coronavirus atuais, hospedeiros, doencgas

decorrentes, receptores virais, vias de transmissdo e distribuicdo
geografica.
Género de Viade | Distr
Eiro Ti tecidual 5} associadas
m-m
Infeccio respiratdria
Alfacoronavins Humania Trata respiratdria branda [resfriads Aerosal Mlunedial
129: carmum)
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Suirics Epitélio do Trato L
Alfacoronavins  TGEV  domésticos e respiratdrio & APN '"MT:':';M"’ Fecal-Oral  Mundial
selvagens entérico
S Peri fi Peritonite infeccicsa
Alacoronavines  FIPY  domésticos e ""::::'“;ﬁ:" APN "'“:r'EI_'r: Fecal-Oral  Mundial
2 Grg i Eli
Alfacoronaving  BatCol Marcagas ? E E ¥ Munedisl
5 : Epitélio entérion & Infeccia respirataria Europa,
Fl
Alfacorondwvir PEDW Suirg resgiraticio 7 Earkisits T Asin
80 dcida
HCow- Trata respiratdria
Batacorandvirus OCa3 Humana pl"!lﬂl' sidlico |I‘Ir¢qiﬂ I'H-ﬁ'll.ﬂfia Asraaol Murndial
i acetilags
% HCoW- Trato respiratdrio - x =
Beracoronavirus HELH Humano rior e nfars [} Infeccio respiratdria Asrosol Mundial
8O- hcida
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acetilade
It ligada, : B
Betacoronminit  MHV  Camwndongas  Sistema Mervosn  CEACAM  Deciioenlfricac Lo 5y Cobsiaude
neunsldgica, hepatite laboratbio
Central
" o . Sirsdrgrme I'Hpil"!l.ﬂﬁi ~
Batacarandvirus SARS Humanao Trato I'lel"ll.lflﬂﬂ ACE2 a grave Asrpsal Mundial
Betscoronavirus  BatCeV Marcagos ? ? ? ? Mureisl
Epitélia Infectin respiratoria, i
Garmacoronavirus 1BV Gadinhas 7 Aerosal Munedisl
respiratéria, Rirm hepatite He
. Jejuno, duadena, Infeceio respiratdria
rl =
Garnacoronavirus  TCoV Perus e, ? st Fecal-Oral ELA
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Fonte: LAl et al. 2007, Modificado GOES et al., 2012

O genoma do SARS-CoV-2 possui aproximadamente 30kb, sendo
considerado o maior genoma de RNA de ocorréncia natural conhecido
atualmente. Pelo menos dois tergcos do genoma viral estdo contidos em

regides abertas de leituras (ORF), ORF1a e ORF1b, que codificam 16
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proteinas ndo estruturais que estao envolvidas na transcri¢cao e replicacao
do genoma do virus, como a RNA polimerase dependente de RNA. As
ORFs restantes codificam as proteinas estruturais spike (S), de envelope
(E), de membrana (M) e a proteina do nucleocapsideo (N), além de varias
proteinas acessoérias (Figura 2 B) (RANDO et al., 2021 e JAIN et al.,
2020).

A estrutura proteica S €& composta por duas subunidades
funcionais: S1 e S2. A ligagdo ao receptor da célula hospedeira é feita
pela subunidade S1, enquanto a subunidade S2 é responsavel pela fusdo
das membranas virais e celulares. A enzima conversora de angiotensina 2
foi identificada como um receptor funcional para SARS-CoV-2 (CHEN et
al., 2020; WALLS et al., 2020).

As pandemias originarias de zoonoses nada mais sdo que um
reflexo das intervengées do homem no meio ambiente. No anseio para se
expandir, a humanidade invade o habitat natural dos animais, abrindo
caminho para essas doencgas. A ligacdo do virus com os receptores de
células hospedeiras € um determinante significativo para a patogénese da
infeccdo. O SARS-CoV provavelmente se originou em morcegos (GE et al.
2013) e se adaptou através das mutagdes para sobreviver no meio
ambiente, a medida que cruzava espécie infectante animal, passando
infectar a espécie humana (Chinese SARS Molecular Epidemiology

Consortium, 2004).
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Figura 2: (A) Representacao esquematica do SARS-CoV-2, evidenciando
suas proteinas e (B), esquema representativo do genoma viral com as

principais ORFs.
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Fonte: (A) Adaptado de ELTAYEB L. B. (2020); (B) Adaptado de LI et al.
(2020)

Uma caracteristica excepcional do SARS-CoV-2 é a presenca de
um sitio de clivagem por proteases tipo-furina na sua proteina S,
diferenciando-o do SARS-CoV (COUTARD et al.,, 2020). O tropismo
celular amplo do SARS-CoV-2 observado em 6rgéaos vitais, como pulmao,
coragao, rins, intestino delgado, pancreas, vasos sanguineos e bexiga, &
devido a expressdo aumentada da ECAZ2, visto que essas proteinas
apresentam expressao celular e tecidual generalizada e/ou decorrente da
alta taxa de recombinagdo consequente do mecanismo Unico de sua

replicagéo (LIU et al, 2021, WOO et al., 2012, ZOU et al., 2020). Devido a
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esse sitio de ligacdo, muitos érgaos se tornem susceptivel a infiltragdo do

virus em suas estruturas celulares (Figura 3).

Figura 3: Infiltracdo do SARS-CoV-2 na célula do hospedeiro, mediada

pela proteina S.

EXTRACELULAR SARS-CoV-2

Proteina de membrana (M)

Envelopamento (E)

Nucleocapsideo (N)

TMPRSS?2 Recaptor da célula G
Ativagio da proteina spike por quebra proteclitica
INTRACELULAR
Fonte: Adaptado de INOUE & YAMAMOTO, 2020.
O ciclo viral ocorre apés entrada celular bem-sucedida, seguida da

replicagcdo do genoma viral e a expressao de sequéncias especificas que

resultam na produgao de proteinas acessorias, promovendo a adaptagao

do virus a estrutura celular do ser humano (SHEERVALILOU et al., 2020).

As fases do ciclo de vida do virus no organismo humano sao: adsorgao,

penetracdo, biossintese, maturagao e liberagdo. A adsorgdo € quando o

virus se liga aos receptores do hospedeiro e posteriormente ocorre a

penetracdo nas células através de endocitose ou fusdo da

membrana.
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Ap0Os a liberagcado do conteudo viral dentro das células hospedeiras, 0 RNA
viral infiltra o nucleo para replicagdo. Através do RNAm viral ocorre a
producao de proteinas virais pelo processo de biossintese. Entdo, novas
particulas virais sdo produzidas e liberadas no organismo humano (YUKI

et al., 2020).

2.3Transmissao e manifestagao clinica

O SARS-CoV-2 se dissemina principalmente por goticulas,
secregbes respiratérias e contato direto com a pessoa infectada,
principalmente entre membros familiares, entre os quais existe maior
contato proximo e por tempo prolongado (FAN et al, 2020). Embora a
transmissao direta seja reconhecida como um dos principais mecanismos
de disseminagdo, a transmissao indireta pode acontecer por meio de
superficies contaminadas, quando um individuo entra em contato com
uma superficie infectada e, em seguida, toca os préprios olhos, nariz ou
boca, contribuindo para a perpetuacdo do virus (VAN DOREMALEN et
al., 2020).

Apos a entrada do virus na célula, inicia-se o processo de
replicagéo viral, que culmina com a formagao de novas particulas e o
periodo de incubacdo € em meédia de 7 dias, com relatos em alguns
estudos de até 21 dias. Apdés este periodo, os individuos podem
permanecer assintomaticos ou apresentar um quadro clinico

majoritariamente leve. Contudo, nos casos mais graves, a demora para o
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desfecho da doenga pode implicar em uma internagcdo prolongada em
média de 14 a 21 dias (JIN et al., 2020; FUNG et al., 2020).

Os sinais e sintomas da COVID-19 s&o bastante variaveis, incluindo
febre, tosse, dor de garganta, falta de ar, fadiga e mal-estar, como
mencionado por SINGHAL, em 2020, embora manifestagdes
gastrintestinais, perda do paladar e do olfato tém sido descritas e
relacionadas a COVID-19, conforme registrado por GU e por GAUTIER e
seus colaboradores, em 2020. Existem ainda os individuos
assintomaticos, caracterizando a diversidade de quadro clinico que tem
sido observada na pandemia da COVID-19. Essa auséncia de sintomas
pode ser considerada um grande problema em nivel epidemioldgico,
constituindo fontes de transmissao viral em potencial, pois, por néo
apresentarem sintomas os individuos assintomaticos ndo sao isolados dos
demais, intensificando a disseminagéo viral (BAI et al., 2020; ROTHE et

al.,2020).

2.4Diagnéstico da COVID-19

Por ser um problema de saude publica e de extrema relevancia para a
sociedade, com a emergéncia do novo SARS-CoV-2, os laboratérios
necessitaram se adequar na mesma velocidade da pandemia para
atender com seguranga a crescente demanda por testes diagndsticos,
tornando-se pega-chave no diagnéstico da doenca.

Da mesma forma, a medicina laboratorial contribui efetivamente na
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vigilancia epidemioldgica da COVID-19, seja através do rastreamento de
casos assintomaticos, definigho do prognéstico da doenga, no
acompanhamento da evolugdo dos pacientes, no monitoramento
terapéutico, no diagndstico clinico, bem como em situagdes de prevengao
e contencdo da pandemia (GOUDOURIS, 2021; LAI&LAM, 2021).

A infecgdo por SARS-CoV-2, de acordo com a evolugao dos sintomas,
pode ser apresentada em trés estagios, favorecendo a utilizagdo de
diferentes métodos de diagndstico, como mostra a Figura 4. No primeiro
estagio, ocorre a fase assintomatica com ou sem virus detectavel. Ja no
segundo estagio, observa-se um periodo sintomatico ndo grave e com a
presenga de virus, enquanto no ultimo estagio, a carga viral é elevada e o
paciente apresenta sintomas respiratérios graves. (LIPPI et al., 2020)

O teste padrao-ouro para o diagnéstico da COVID-19 é a reagdo em
cadeia da polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR). Além
desse, para auxiliar no diagndstico, a partir da segunda semana, pode-se
solicitar testes sorologicos. Ja os exames laboratoriais como hemograma
completo, proteina C reativa, dimero-D, teste de coagulacgdo, lactato
desidrogenase, ferritina e procalcitonina s&do exames que auxiliam a
clinica bem como o progndstico do paciente. Esses testes devem ser
precisos e robustos para garantir eficacia no controle e tratamento da

infeccdo (GOUDOURIS, 2021).
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Figura 4: Resultado dos métodos diagndsticos nos estagios da

infeccao por SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado LIPPI et al., 2020.

2.5 Resposta Imune

As células do sistema imune fazem parte da defesa do organismo
humano contra patégenos. A imunidade inata € a primeira linha de defesa
do hospedeiro, seus componentes funcionam como sentinelas e que
reconhecem estruturas quimicas dos microrganismos, ativando células
capazes de bloquear a infeccdo usando diferentes receptores de
reconhecimento para detectar padroes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) e padrées moleculares associados a danos (DAMPs),
0s quais sao reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrées
(PRRs), e se comunicam por meio de citocinas e contato direto com

outras células (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; ZINDEL et al., 2020, TAY et
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al., 2020).

O sistema imune inato gera uma resposta rapida, inespecifica e é a
primeira linha de defesa que pode contribuir diretamente PARA A resposta
inflamatoria via fagocitose e secrecéo de moléculas biologicamente ativas.
E um sistema que reconhece microrganismos, distingue tecidos préprios
de patdgenos e, posteriormente, elimina os invasores. (TAY et al., 2020;
LI et al., 2020)

O sistema imune adaptativo, por sua vez, €& composto
principalmente por linfocitos T e B e seus mediadores, como citocinas e
anticorpos e € conhecido por sua especificidade a antigenos de resposta
lenta, maior memaria imunolégica e baixa proporgao de células circulantes
responsivas. A resposta imune adaptativa aumenta em magnitude e
capacidade defensiva a cada exposigdo sucessiva a um antigeno
especifico (NETEA et al., 2020).

A resposta imune do hospedeiro € essencial para o controle da
infecgao viral nos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, mas também
pode ocorrer a resposta imune exacerbada, que pode contribuir para a
fisiopatologia da doencga. Portanto, a resposta imunolégica eficaz contra o
SARS-CoV-2 envolve as células dendriticas ou de Langerhans, células
Natural Killer (NK) da imunidade inata e, no que se refere a imunidade
adquirida, linfécitos B e T. Porém, ao contrario do que se observa na
maioria das respostas antivirais, os pacientes com COVID-19,

principalmente o0s casos com quadros mais graves, apresentam
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alteragdes na resposta imunolégica, como altas concentragdes séricas de
citocinas pré-inflamatérias, linfopenia e neutrofilia, o que leva a uma alta
relagdo neutrofilos/linfécitos, considerado um marcador de prognostico da
doenga (LIU et al., 2020; SCHULTE-SCHREPPING et al., 2020, DIAO et
al., 2020).

No inicio da infeccdo por SAR-CoV-2, ocorre um aumento na
expressao de citocinas pro-inflamatorias, como interleucinas (IL)-1pB, IL-2,
IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interferons (IFN) a e B.
Essa superproducao e expressio de citocinas causam danos sistémicos,
sendo correlacionadas com a gravidade da infecgdo. Por outro lado, o
aumento de citocinas pode atuar como sinalizagcdo adaptativa na resposta
contra o SARS-CoV-2 (HU et al.,, 2021; PONTELLI 2020; ZHENG et
al., 2020; MAJANO et al 2004; PROMPETCHARA et al., 2020).

Na COVID-19, evidéncias e hipdteses tém sido levantadas de que
seriam justamente o padréao e a intensidade da resposta imune inata dos
pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 um dos principais determinantes
do desfecho e prognostico da doenga (MATRICARDI et al., 2020).
Portanto, a intensa resposta imune a nivel sistémico leva ao dano
endotelial, hipercoagulabilidade, com a formagdo de microtrombos,
resultando em complicagbes como embolia pulmonar e infarto do
miocardio, além do desenvolvimento da sepse viral, que contribui para a
faléncia de multiplos érgéos, ocasionando ébito do paciente (GUPTA et

al., 2020; KLOK et al., 2020; TANG et al., 2020).
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2.6 Medicamentos, tratamentos e vacinas para a COVID-19

A pandemia imp0s grandes desafios a todas as nagdes e povos do
mundo, a comunidade cientifica correu contra o tempo e respondeu de
forma rapida e eficiente em varias esferas prioritarias, como no
desenvolvimento de tratamentos, vacinas, diagndsticos, entre outros,
apoiada em conhecimento e inovagdo (FERREIRA e ANDRICOPULO,
2020).

Atualmente, varios estudos estdo sendo feitos a fim de desenvolver
e encontrar tratamento com produtos naturais, drogas e medicamentos ja
desenvolvidos e comercializados no mercado (PANG et al., 2020).

Apesar dos esforcos dos pesquisadores cientificos em todo o
mundo, o desenvolvimento de novos medicamentos € um processo
complexo e os resultados levam tempo para aparecer. Um longo caminho
foi percorrido na busca do reposicionamento de farmacos para a Covid-
19, e alguns medicamentos foram eficazes contra o SARS-CoV-2. Na
tabela 1, €& possivel observar os antivirais e anticorpo monoclonal
investigados para o tratamento de COVID-19, bem como sua agéo e via
de administragao.

Com a divulgagdo da sequéncia genética do virus e sua alta
transmissibilidade, foi desencadeada uma intensa pesquisa para o rapido
desenvolvimento das vacinas, 0 que representou um importante avanco

na ciéncia e na saude publica (SANTOS et al., 2021)
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Tabela 1: Antivirais e anticorpo monoclonal investigados para o tratamento

de COVID-19 em ensaios clinicos ou estudos in vitro.

Droga Acao Via de

administracao

Remdesivir Inibidor da RNA polimerase viral/ Intravenosa
sintese de RNA (HOFFMANN,
C.,2020)

Favipiravir Inibidor da RNA polimerase viral/ Oral
sintese de RNA (HOFFMANN,
C.,2020)

Paxlovid Inibidor da replicagdo viral Oral
(HAMMOND, J; etal. 2022)

Tocilizumabe Inibidor da proteina interleucina Intravenosa e
IL-6, ag¢do imunossupressora subcutanea
sobre o sistema imunoldgico
(PELAIA, C; et al., 2021

Lopinavir/ritonavir Inibidor de protease Oral
(HOFFMANN, C.,2020)

Modificado de “Hoffmann C. Treatment. In: Kamps BS, Hoffmann C, eds.

Referéncia Covid, Edigcao 2020-2. Disponivel em:

www.covidreference.com

As vacinas desenvolvidas contra COVID-19 podem ser
classificadas como: de 12 geragdo, com virus inativado ou atenuado, como
a CoronaVac/SinoVac, Bharat Biotech e Sinopharm; de 22 geragéo, com o
uso de vetor viral com tecnologia recombinante, como a
AstraZeneca/Oxford, Janssen/Johnson&Johnson e Sputnik V; e as de 32
geragdo, que sao vacinas com acidos nucléicos DNA e RNA, como

Pfizer/BioNTech e Moderna (ALMEIDA et al., 2021).
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No Brasil, as vacinas contra a doenca que receberam autorizagao
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para uso foram:
Vacina adsorvida Covid-19 (inativada) CoronaVac (Butantan), a Vacina
Covid-19-RNAm  Comirnaty  (Pfizer/Wyeth), a Vacina Covid-19-
recombinante Oxford/Covishield (Fiocruz e Astrazeneca) e a Vacina
Covid-19-recombinante Janssen Vaccine (Janssen-Cilag), Sputinik V,
Bivalente (Moderna), Spikevax bivalente (Moderna) (ANVISA, 2021,

ANVISA, 2023).

2.7 Uso de produtos naturais para prevenir ou tratar doengas

Ao longo da histéria humana, os produtos naturais tém sido muito
demandados para a prevencéao e tratamento de doencgas. Nesse sentido,
as B-glucanas oriundas de fungos, leveduras e algas sao modificadores
de resposta biolégica bem conhecidos que atuam como
imunoestimulantes contra doencas infecciosas e por aumentar a
resisténcia do hospedeiro a doengas virais (BORCHERS et al., 1999;
BORCHERS et al., 2004; WILLIAMS e DI LUZIO, 1980; MORADALI et
al., 2007).

As B-glucanas purificadas mantém sua bioatividade, o que torna
possivel caracterizar seu funcionamento a nivel celular e molecular. Esse
composto tem acdo na melhora e ativagdo do sistema imunoldgico,
estimulando linfocitos, células NK e macrofagos, melhorando a produgéo

de citocinas e estimulando a apoptose (ZHENG et al., 2018; GAO E
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ZHOU, 2002).

2.8 B- Glucana

B-glucanas sdo um grupo heterogéneo de polissacarideos
constituintes estruturais e funcionais da parede celular de leveduras,
fungos, algas, bactérias e alguns gréos. Apresentam diferentes esqueletos
que se diferenciam pelo tipo de ligagdo entre as unidades de glicose da
cadeia principal e pelas ramificacdes que se conectam a essa cadeia
(WOOD et al., 1994, BROWN; GORDON, 2003).

B-glucanas que consistem em uma espinha dorsal de D-glicose
com ligagbes beta (1,3) e cadeia ramificadas através de ligacbes beta
(1,6) sdo classificados como modificadores de resposta biolégica e sdo
conhecidos por terem propriedades imunogénicas. A maioria dessas [3-
glucanas imunogénicas sao purificadas de fungos e leveduras
(KATAOKA et al., 2002).

Uma importante fonte de B-glucana é a parede celular de S.
cerevisiae, também conhecida como levedura de fermentacdo, que é
vastamente empregada nas industrias de panificagdo, cervejaria e
sucroalcoleira. Pode ser wusado como suplemento alimentar,
imunoestimulante e como agente espessante, devido ao seu alto teor de
fibras e caracteristicas funcionais (DIJKGRAAF et al., 2002).

Em S. cerevisiae, a B-glucana € constituida por um esqueleto linear

central de unidades de glicose ligadas na posi¢ao (1-3), com cadeias
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laterais unidas em (1-6), que ocorrem em diferentes intervalos e tém
tamanhos variados (AIMANIANDA, 2009).

Ensaios clinicos tém demonstrado que B-glucana com ligagdes
glicosidicas nas posi¢cdes 1,3 e 1,6 originadas de leveduras sdo mais
eficazes na ativagdo do sistema imunolégico e que os macréfagos
apresentam receptores especificos para a molécula de B-glucana. Estes
receptores foram também encontrados em outras células do sistema
imune, como os neutrofilos e as células NK (VETVICKA et al, 1997,
COUSO et al 2001).

O mecanismo de agao das B-glucanas parece estar relacionado ao
peso molecular, tipo de ligagbes glicosidicas, residuos presentes,
solubilidade em &gua, conformacdo espacial e grau de polimerizagéo
(WILLIAMSON et al., 1992).

O maior obstaculo para a utilizagdo de B-glucana é a sua
insolubilidade em meio aquoso. A extragdo quimica de glucanas pode ser
realizada por tratamento com base, com acido e a quente. Ainda nao
existem estudos que correlacionem o uso da -glucana nas infec¢des por
SARS-CoV-2. Ha uma caréncia de estudos preliminares que evidenciem

seu beneficio como adjuvante no tratamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar se B-glucana com ligagdes beta (1,3) de glicose e cadeia
ramificadas através de liga¢des beta (1,6) comercial é capaz de minimizar

e/ou inibir a interagdo com SARS-CoV-2 in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Substancia teste

Foi utilizada B-glucana comercial insoluvel (Produto Industrial sob
sigilo), em parceria com uma empresa (sob sigilo). Essa B-glucana é
obtida a partir da parede celular de leveduras S. cerevisiae. Trata-se de
um po fino, sem aglomeragbes, de boa fluidez, de coloragdo bege a
marrom clara e odor caracteristico (Figura 5).

Figura 5: Apresentacao da B-glucana comercial insoluvel.

Fonte: L&P Foods. Produtos. Disponivel em: https://pt.Ipfoodswy.com/oat-
beta-glucan-70-from-oat-bran_p20.html. Acesso em: 10 de janeiro de
2023

4.2 Solubilizagao da fragao glucana (insoluvel)

A solubilizagao foi feita de acordo com o protocolo cedido pela


https://pt.lpfoodswy.com/oat-beta-glucan-70-from-oat-bran_p20.html
https://pt.lpfoodswy.com/oat-beta-glucan-70-from-oat-bran_p20.html
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empresa parceira que ja utiliza esse processo: 29g de [(B-glucana foram
adicionados em 500 mL de agua deionizada sob agitagdo magnética
seguida de adigdo 20mL de HCI (2M), permanecendo em agitacdo por
20horas. Em seguida, adicionou-se 11,5g de NaCl com agitagdo até a
dissolucdo do sal. A solugao foi pasteurizada

a 80°C por 30 min. Para os experimentos foi utilizado o sobrenadante des-

sa solugao.

4.3 Cultivo de célula VERO (ATCC® CCL-81™)

As células da linhagem normais epiteliais obtidas de rim de
macacos verdes africanos, células VERO (ATCC® CCL-81TM) utilizadas
no isolamento viral foram cultivadas como monocamadas com confluéncia
de 90% ou mais, em frascos, colocadas a 37 °C e 5% atm de dioxido de
carbono (CO.) com solugdo DMEM (meio de Eagle modificado por
Dulbecco) - Sigma®, suplementado com 10% de soro fetal bovino- (SFB —
Nova Biotecnologia®) e com adi¢cao de 1% de antimicético e antibidtico —
(solucdo de Penicilina Estreptomicina - anfotericiha B - Nova

Biotecnologia®) .

4.4 Cepa Virus SARS-CoV-2 Standard
A cepa utilizada foi a SARS-CoV-2 standard B.1.1.28 que faz parte
do repositério do Laboratério de Biotecnologia Aplicada do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Foi realizado teste de
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quantificacao viral por ensaio de placa e para verificacdo da viabilidade

viral.

4.5 Teste de citotoxicidade

Neste estudo, foi utilizada a linhagem celular VERO (ATCC CCL-
81™), células da linhagem normais epiteliais obtidas de rim de macacos
verdes africanos. Esta linhagem foi cultivada em solugdo DMEM (meio de
Eagle modificado por Dulbecco) - Sigma® suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB — Nova Biotecnologia®) e mantidas a 37 °C. A
dispersdo da monocamada celular foi efetuada utilizando-se 5ml de
tripsina a 0,25% (Sigma®), com incubagéo a 37°C por 4 min. Em seguida,
foi adicionado novo meio e suspenséo celular foi semeada em placa de 96
pOCOS.

Este teste de citotoxicidade consistiu em colocar o material teste
diretamente em contato com a cultura de células e realizada a avaliagao
qualitativa pelo exame microscépico das células, verificando-se as
alteragdes celulares como mudangas na morfologia geral, vacuolizagao,
destacamento, lise celular ou de membrana.

Foram utilizados como controle positivo -glucana pura mais célu-
las celular VERO (ATCC CCL-81™) e como controle negativo apenas as
células celular VERO (ATCC CCL-81™), respeitando a capacidade de vo-

lume do poco da placa. As amostras foram avaliadas em duplicata.
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Foram testadas diluicbes 1:2 até 1:256 do composto [B-glucana

para verificar a citotoxicidade.

Os 96 pocos da placa foram analisados macroscopicamente quanto
a presenga de halo e microscopicamente quanto a integridade celular. A
caracteristica de citotoxicidade foi constatada pela presenca de um halo
na monocamada e/ou pela mudanga na caracteristica morfoldgica das cé-

lulas e/ou presencga de vacuolizacio e lise celular.

4.6 Teste de inibicao in vitro do SARS-CoV-2

Apo6s definir a diluigdo da B-glucana no teste de citotoxicidade, foi
realizado o teste de inibi¢cao in vitro do SARS-CoV-2.

Neste teste, foi utilizada a linhagem celular VERO (ATCC CCL-
81™), células da linhagem normais epiteliais obtidas de rim de macacos
verdes africanos. Esta linhagem foi cultivada em solugdo DMEM (meio de
Eagle modificado por Dulbecco) -Sigma® suplementado com 10% de soro
fetal bovino - (SFB — Nova Biotecnologia®) a 37 °C. A dispersao da
monocamada celular foi efetuada utilizando 5ml de tripsina a 0,25%
(Sigma®) com incubagao a 37°C por 4 minutos. Foi adicionado mais meio
e a suspensio celular foi semeada em quantidades adequadas em placa
de 96 pogos.

Este teste de inibigao in vitro do SARS-CoV-2 consistiu em colocar

a diluicado da B-glucana n&o toxica diretamente em contato com a cultura
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de células VERO (ATCC CCL-81™) com o virus SARS-CoV-2 e realizado
a avaliacdo qualitativa pelo exame macroscopico e microscopico das
células verificando a presenca de halos, alteracbes celulares, tanto
morfolégicas como lise. O efeito citopatico do virus foi avaliado depois de

72 horas.
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5. RESULTADOS

5.1 Teste de citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade consistem em colocar o material direta
ou indiretamente em contato com uma cultura de células, verificando as
alteragdes celulares e morfolégicas. Foram testadas diluicdes da [3-
glucana de 1:2 a 1:256.

A citotoxicidade foi determinada pela avaliacdo qualitativa através
do exame microscopico das células, para verificar as mudancgas na
morfologia, presenga de vacuolizagdo, destacamento, lise celular ou de
membrana. Como controle negativo, foi usado apenas a célula VERO
(ATCC CCL-81™), como referéncia para andlise da sua morfologia e
confluéncia no pogo (células atdxicas). Na analise qualitativa, as diluigbes
1:2 até 1:16 (Figura 6-A até D) apresentaram alteragcbes celulares
morfolégicas, destacamento, presenca de vacuolos e lise celular,
apresentando nocividade celular (toxicidade). Ja na diluicdo 1:32 (Figura
6-E), a morfologia celular e confluéncia foram preservadas, usando como
referéncia o teste negativo (Figura 6-F). Portanto, a diluicdo 1:32 foi
considera atdxica e foi utilizada para a realizagao do teste de inibigdo in
vitro do SARS-CoV-2. Todas as outras diluicdes apresentaram o mesmo

resultado da diluicdo de 1:32.
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Figura 6- A: Monocamada da linhagem celular VERO (ATCC CCL-81™),
apresentando alteragdes morfoldgicas devido ao efeito toxico na diluicdo
1:2 de B-glucana (100 X).

Figura 6-B: Monocamada da linhagem celular VERO (ATCC CCL-81™)
apresentando alteragdes morfologicas devido ao efeito toxico na diluicao
1:4 de B-glucana (100 X).
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Figura 6-C: Monocamada da linhagem celular VERO (ATCC CCL-81™)
apresentando alteragdes morfoldgicas devido ao efeito toxico na diluicdo
1:8 (100 X).

Figura 6-D: Monocamada da linhagem celular VERO (ATCC CCL-81™)
apresentando alteragdes morfoldgicas devido ao efeito toxico na diluicdo
1:16 de B-glucana (100 X).




50

Figura 6-E: Monocamada da linhagem celular VERO (ATCC CCL-81™)
apresentando células normais na diluicdo 1:32 de B-glucana (100 X). A -

glucana nao mostrou efeito citotéxico.

Figura 6-F: Monocamada da linhagem celular VERO (ATCC CCL-81™)

apresentando células normais do controle negativo (100 X).
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5.2 Teste de inibigao in vitro do SARS-CoV-2

O controle negativo foi utilizado como referéncia para avaliar o
crescimento e morfologia das células VERO (ATCC CCL-81™). O controle
positivo, com carga viral 10°, foi utilizado para verificar o efeito citopatico
sobre a célula VERO (ATCC CCL-81™). Ja o controle positivo com a B-
glucana 1:32, foi utilizado para ser comparado com o teste de inibigdo das
concentragdes virais de 10* a 10" testadas (Figura 7).

Foi realizado uma padronizagao antes das diluicbes para serem
utilizadas no teste de inibicdo in vitro, onde a melhor concentragao viral

inicial para observar o efeito citopatico foi de 10™.

Figura 7: Esquema representativo da placa com as amostras e controles

para o teste de inibicao in vitro do SARS-CoV-2

Efeito Citopdtico

Controle

Diluicdo
uigd Amostra positivo
virus 1:32 Diluicdo do virus

10+

10
104

107

10
10

10-'.0
v

s Controle positivo
Controle negativo g

1:10
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Todos os pogos foram observados em microscopio invertido
(Eclipse Ti-S- Nikon®) em aumento de 100X e nas concentragdes virais
de 10* a 10® foram observados efeitos citopaticos comparando com o
controle positivo, tornando o pogo positivo, logo ndo houve a inibigao do

virus, culminando na infecgéo celular (Figura 8).

Figura 8: A - controle negativo — célula VERO (ATCC CCL-81™) + B-
glucana; B — Controle positivo — célula VERO (ATCC CCL-81™) + 1:10
virus SARS-CoV-2; C — Célula VERO (ATCC CCL-81™) + 10° de virus
SARS-CoV-2 + 1:32 B-glucana, D — Controle positivo: — Célula VERO
(ATCC CCL-81™) + 10°de virus SARS-CoV-2.
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Ja nas concentragbes de 107 a 107"° ndo foi observado efeito
citopatico, provavelmente pela baixa concentragcdo viral, ndo tendo

particulas virais infectantes, comparando com o controle positivo.
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6 DISCUSSAO

A COVID-19 apresentou ao mundo moderno um desafio que as
infraestruturas globais de saude n&o enfrentaram em mais de um século
desde a pandemia de gripe espanhola (GELLER E YAN, 2020). Frente a
essa realidade, muitos estudos foram desenvolvidos para combater esse
novo coronavirus e os cientistas se mobilizaram na busca por novos
tratamentos baseados no reposicionamento de farmacos e/ou utilizagao
de produtos naturais.. Dentre os produtos naturais, estudos envolvendo [3-
glucana, descobriram que um dos efeitos biolégicos desse polissacarideo
s&o as propriedades antivirais. (GELLER E YAN, 2020).

A atividade das B-glucanas in vitro tem sido descrita como ativadoras
diretas de leucdcitos, estimulando fagocitose, citotoxicidade e atividades
antimicrobiologicas. Poucos estudos tém demonstrado eficacia das [3-
glucanas contra virus que infectam o trato respiratério superior e inferior.
A possivel agdo antiviral dos polissacarideos derivados de fungos, foi
estudada contra o virus da gripe suina por JUNG et al., 2004; virus da
dengue por ELLAN et al., 2019 e Citomegalovirus por ROY et al., 2020
(Tabela 2).

Ja estudos envolvendo atividade imunomoduladora das B-glucanas
para SARS-CoV-2, foram realizados por JESENAK et al., 2013,
DHARSONO et al., 2019, KESER E BILAL, 2008, GELLER E YAN, 2020 e

VETVICKA et al., 2007.
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Tabela 2: Estudos realizados para verificar a possivel agado antiviral de

polissacarideos derivados de fungos.

Autor Modelo de  Patégeno Via de admi- Resultado
estudo nistragao/tes-
te

Jung et Suinos Virus da Oral T produgdo de
al., 2004 influenza IFN- y e oxido
suina nitrico nos
pulmdes dos sui-

nos

| do grau de le-
sdées pulmonares
sem diferencgas
significativas nas
concentragcbes de
IFN- y e o&xido
nitrico nos lava-
dos broncos alve-

olares
Ellan et Mondcitos Virus da Teste in vitro Baixo efeito antivi-
al., 2019 dengue ral, demonstrou

apenas atividades
anti-inflamatérias
ao inibir citocinas
pré-inflamatérias.

ROY et Fibroblastos Citome-  Teste invitro Resposta antiviral

al., 2020 pulmonares  galovirus potente contra o
humanos humano citomegalovirus
humano

Estudo realizado por Jung et al., 2004, em suinos infectados
experimentalmente com o virus da influenza suina, demonstrou que a [3-
glucana derivada de S. cerevisiae, administrada oralmente, aumentou a
producdo de IFN- y e oxido nitrico nos pulmdes dos suinos e reduziu o
grau de lesdes pulmonares, porém nao foram detectadas diferengas

significativas nas concentracbes de IFN- y e 6xido nitrico nos lavados
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broncos alveolares entre os quatro tratamentos realizados, ndo sendo
comprovado o efeito antiviral.

Ellan et al., 2019 utilizaram extratos de Schizophyllum commune e
Ganoderma lucidium para avaliacdo do seu efeito antiviral e a diminuicao
da producdo de inflamacdo decorrente da resposta de citocinas por
monacitos infectados pelo virus da dengue, porém através de ensaio de
placa, obtiveram um baixo efeito antiviral, demonstrando apenas
atividades anti-inflamatérias ao inibir citocinas pro-inflamatérias.

Uma pesquisa in vitro da atividade antiviral contra o citomegalovirus
humano (CMV), foi realizada por ROY et al., 2020. Nesse estudo, foram
utilizados fibroblastos pulmonares humanos e quatro tipos de cogumelos
medicinais, sendo que apenas Pleurotus sp. e Lentinus sp. obtiveram
uma resposta antiviral potente com citotoxicidade minima. Seus extratos
brutos mostraram 100% de inibigdo de replicagédo do CMV a 180 ug/ml e
160 ug/ml, respectivamente. Esse estudo mostrou que os extratos desses
dois cogumelos podem ser usados como estratégia terapéutica alternativa
para o CMV.

O estudo realizador por GELLER E YAN (2020) sugeriu que a [3-
glucana seria mais bem aproveitada no cenario profilatico, pois
hipotetizaram que através de processos de indu¢do da imunidade treinada
(TRIM) ocorre estimulo das células imunes inatas e a melhor eficiéncia
das respostas imunes iniciais na populagao geral para prevenir a infecgéao

potencial por SARS-CoV-2. A B-glucana também pode contribuir para a
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diminuicdo dos sintomas em pacientes leves e moderados. Entretanto,
ndo se pode descartar que o pré-tratamento com [(-glucana possa
exacerbar ainda mais a hiperinflamacao ja grave que se desenvolve em
alguns pacientes. GELLER E YAN (2020) sugeriram ainda que ensaios
clinicos sado necessarios para determinar o perfil de segurancga e a eficacia
da B-glucana no cenario antiviral profilatico.

Segundo JESENAK et al., 2013 e DHARSONO et al., 2019 B-gluca-
nas de varias fontes demonstraram ter efeitos imunomoduladores signifi-
cativos e diminuir a gravidade das infecg¢des virais do trato respiratério su-
perior e inferior. Esses achados da literatura dos efeitos antivirais da -
glucana, difere dos nossos, pois ndo foi usado estudo in vitro colocando
diretamente o virus com a B-glucana, sugerindo que, diferente de outros
virus, para SARS-CoV-2 a atuagao da (B-glucana possa ser indireta e nao
pela ligagao direta ao virus inibindo o seu efeito citopatico. Tal inibicao
pode ocorrer através da ativagdo do sistema imunologico. Postulamos,
portanto, que esses efeitos antivirais provavelmente podem ser devidos a
TRIM, onde os efeitos imunoestimulatérios gerais das B-glucanas ou a in-
ducédo de TRIM sao diretamente responsaveis pela acéo, segundo GEL-
LER E YAN, 2020.

S. cerevisiae, € um fungo ndo patogénico que contém como princi-
pais componentes da parede celular a 3-glucana (48-60%) e manoprotei-
nas (20-23%) (DERENGOWSKI, 2011; KLIS, 1994) e segundo VOLMAN

et al., 2008 ao ingerir esta levedura, o sistema imune pode detectar estas
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estruturas e ser ativado. A ativagao através de PAMP néo relacionada ao
virus pode ativar a resposta antiviral, facilitando a eliminacao do virus, se-
gundo GOLONKA et al., 2020 e NANTZ et al., 2012.

Segundo GELLER E YAN, 2020, a indugéo da imunidade treinada é
uma estratégia de defesa promissora contra a COVID-19. Como o
sistema imune inato estd sempre presente para agir contra qualquer
invasor, ele entra em agao imediatamente apds o reconhecimento de um
sinalizador PAMP. E desta forma que a B -glucana pode ativa-lo, mesmo
que ndo sejam associadas a agentes patogénicos (GOW et al., 2007).

Segundo CHEN et al., 2007, B-glucanas podem atuar como PAMPs
e sao reconhecidos por PRRs, uma vez que as B-glucanas ndo podem
penetrar diretamente na membrana celular devido ao seu grande peso
molecular.

Segundo BROWN, 2003, entre os polissacarideos que atuam como
imunoestimulantes, as B-glucanas foram consideradas as mais eficazes
contra algumas doengas. Imunologicamente, a agdo da B-glucana em
humanos é através do aumento dos efeitos funcionais de macrofagos,
células NK e neutréfilos (KESER E BILAL, 2008). Lembrando que a
poténcia imunoldgica das B-glucanas pode variar com a massa molecular,
a conformagdo da solugdo, a estrutura da espinha dorsal, o grau de
ramificagdo, bem como o tipo de célula visada (SONCK, 2010).

Macrofagos e células dendriticas tém receptores tipicos de

superficie celular chamados PRRs que detectam moléculas inatamente
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nao-proéprias, incluindo PAMPs (BROWN GD & GORDON S, 2005). Os
principais PRRs para [3-glucanas podem ser a dectina-1 e o receptor do
tipo toll-like (TLR). Apds a ligacdo com B-glucana, a dectina-1 e o TLR
podem induzir cascata de sinalizacdo e ativar células imunes. Outros
receptores, como o receptor do complemento 3, os receptores de
eliminacdo e a lactosilceramida, podem estar envolvidos (BROWN E
GORDON, 2005). Além disso, segundo CHAN et al., 2009 a B-glucana
aumenta a secrecéo de citocinas e agentes inflamatérios mediadores no
sistema imunoldgico.

O papel de 1,3 B-glucanas de leveduras, fungos, cogumelos e algas
marinhas como imunomoduladores biolégicos tém sido documentados nos
ultimos 40 anos (VETVICKA, 2009). In vitro, estudos em animais e
humanos demonstraram que 1,3 [(-glucanas podem melhorar a
capacidade de resposta e a fungdo das células imunoldgicas, estimulando
a imunidade humoral e celular (VETVICKA et al., 2007). Estudos in
vitro demonstraram que B-glucanas podem aumentar a atividade funcional
de macrofagos e ativar a atividade antimicrobiana de células
mononucleares e neutrdfilos (ZEKOVIC et al., 2005, TZIANABOS,
2000). Estudos in vivode uma variedade de [-glucanas sobre as
respostas a infecgbes por patdégenos em animais observaram aumento da
depuracdo microbiana e redugdo da mortalidade em animais letalmente
infectados quando expostos a [-glucanas (HETLAND et al., 2000,

SAEGUSA et al., 2004).
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Em contrapartida, Dritz et al. (1995) nao verificaram diferengas
significativas no numero ou na funcdo de macrofagos e de neutrofilos em
leitdes desmamados que receberam [B-glucana pela alimentagdo. Além
disto, Rylander e Holt (1998) também n&o verificaram diferengas
significativas no numero de neutréfilos, macrofagos, linfocitos e eosinofilos
de cobaias que receberam [3-glucana pela via nasal.

Poucos estudos em humanos examinaram a fungdo imunoldgica
das B-glucanas. Estudos clinicos demonstraram que o pré-tratamento de
pacientes cirurgicos de alto risco com levedura intravenosa (-1,3;1,6-D-
glucana diminuiu a incidéncia de infec¢do, encurtou a permanéncia na uni-
dade de terapia intensiva e melhorou a sobrevida em comparagédo com
uma injecado de placebo salino (BABINEAU et al.,, 1994; DELLINGER et
al., 1999).

Segundo MENG et al. 2022, que realizou um estudo de coorte de
base populacional, o uso habitual de glucosamina esta associado a redu-
cao de 30% no risco de internacao hospitalar e redugao de 28% no risco
de morte entre os pacientes com COVID-19, mas ndo o risco de infecgéo.

SOHRETOGLU e Uz, 2015, observaram que a frequéncia de pegar
resfriados diminuiu com o uso de [(B-glucana em pessoas saudaveis e
TALBOTT e TALBOTT (2019) mostraram que o uso de B-glucana em
corredores de maratona reduziu os sintomas de infeccdo do trato
respiratorio superior e melhorou os estados de humor de corredores. Além

disso, em estudos in vitro em animais e humanos realizados por EL
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KHOURY et al., 2021, foi comprovado que a B-glucana estimula a
imunidade humoral e celular, aumentando assim o efeito e a atividade
celular do sistema imunoldgico.

Naturalmente, o reconhecimento de moléculas nao-préprias pelos
TLRs expressos em macrofagos e células dendriticas, é seguido por uma
cadeia de sinalizacao que alerta células do sistema imune adaptativo, tais
como os linfécitos T. Estas células participam do combate ao virus direta-
mente, eliminando células infectadas ou liberando mediadores inflamato-
rios que auxiliam no desenvolvimento da imunidade adaptativa (KAWA-
SAKI et al., 2014; SALLUSTO et al., 2002; VOLMAN et al., 2008).

O uso de marcadores bioldgicos a partir de 3-glucanas para fins de
diagnostico, é uma alternativa, como método néo invasivo para a detec-
¢ao de infecgdes fungicas invasivas onde é usado como o antigeno galac-
tomanana e o (1-3)-B-D-glucana (MENNINK-KERSTEN, MA E VERWEIJ
PE, 2006). A utilidade clinica da B-glucana como marcador laboratorial
para o diagnéstico de Pneumonia por Pneumocystis jirovecii foi comprova-
da por DEL BONO et al., 2009; DESMET et al., 2009, SERINGA, 2012 e
TASAKA et al., 2014. Além do uso para a vigiléancia e o diagndstico de in-
fecgbes fungicas invasivas em pacientes de alto risco, esse marcador
fungico também pode ser util para o monitoramento terapéutico (PAZOS,
C et al., 2005; KAWAGISHI, N et al.,2007).

A vacinagdo é uma das estratégias mais eficientes para prevenir

doengas infecciosas através da produgdo de anticorpos imunogénicos.
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Vacinas e aditivos sao eficazes na indugao de linfocitos citotdxicos, bem
como células T, que sao necessarias para combater a infecgdo (SOARES
et al., 2019). Os efeitos imunoestimulante e anti-inflamatério de produtos
naturais podem auxiliar na prevencao e/ou controle da COVID-19 causada
pelo coronavirus SARS-CoV-2, pois podem ser administrados com vaci-
nas ou tomados por via oral. Estes sdo conhecidos como adjuvantes e po-
dem funcionar aliviando os sintomas da COVID-19, bem como aumentan-
do a agao da prépria vacina. Os adjuvantes da vacina sao substancias de
uma ampla estrutura quimica que sdo usadas para aumentar a resposta
imune contra um antigeno especifico. Nesse contexto, as glucanas podem
ser considerados adjuvantes devido a sua atividade biolégica imunomodu-
ladora (VETVICKA et al., 2019; VETVICKA & VETVICKOVA, 2014; SOA-
RES e GROOTHUISMINK et al., 2019). Portanto, os adjuvantes sao utili-
zados para diversas finalidades: como componentes essenciais ou com-
plementos das vacinas; estimuladores na producdo de anticorpos ou
como ferramentas para diminuir a resposta inflamatéria (COX et al., 1997).
Em um estudo, Soares et al., 2019 mostraram o potencial desempenho da
glucana para a preparagéo de nanossistema de entrega como plataforma
de vacinacdo de DNA (SOARES et al. 2019).

E importante ressaltar que, ao contrario de outros produtos natu-
rais, as B-glucanas preservam sua bioatividade mesmo apos a digestao
oral (DE GRAAFF et al., 2018). Embora incorporado na parede celular do

fungo (1-3)-B-D-glucana normalmente existe como uma estrutura insolu-
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vel. Na presencga de sangue ou outros fluidos corporais, (1-3)-B-D-glucana
se transforma em hélice Unica, tripla hélice ou formas aleatérias de bobina
e torna-se soluvel (MENNINK-KERSTEN,MA E VERWELJ PE, 2006., LAT-
GE, JP; 2007; BOWMAN, SM AND FREE, SJ, 2006). Segundo
TSUKADA et al., 2003, a B -glucana aumentou o numero e a fungcéo dos
linfocitos intraepiteliais no intestino quando administrado por via oral, indi-
cando que a 3 -glucana de S. cerevisiae pode ser bem absorvida no intes-
tino.

Um ponto essencial para o uso de adjuvantes € que eles ndo de-
vem produzir efeitos adversos, toxicidade ou quaisquer outros sintomas
que possam afetar a fungao do sistema imunoldgico. A este respeito, as [3-
1,3;1,6-glucanas s&o considerados seguras de acordo com a lista emitida
pela Comissédo Europeia (CAVALERI et al., 2021). A lista estabelece as
alegacgdes gerais de saude permitidas nos alimentos, incluindo aquelas re-
lacionadas a reducao do risco de doencas e ao desenvolvimento e saude
das criangas. Somente glucanas com uma ligagao B-(1,3) ligada a um [3-
(1,6) séo considerados modificadoras biologicas da resposta imune (CA-
VALERI et al., 2021).

Os nossos resultados demonstram que diferente de outros virus,
para SARS-CoV-2, a atuagdo das [-glucanas € indireta, onde a inibi¢ao
nao ocorre pela ligagéo direta ao virus, ndo ocorrendo efeito citopatico.
Postulamos que a agao antiviral possa ocorrer através da ativagcdo do

sistema imunolégico. Portanto, trabalhos de pesquisa futuros combinando
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modelo in vitro, modelo animal e estudo humano sdo necessarios para

alcancar completamente o efeito antiviral das B-glucanas.
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7 CONCLUSAO

A B-glucana n&o foi capaz de minimizar e/ou inibir in vitro o SARS-

CoV-2 por acao antiviral direta.

8 PRODUTO GERADO NESTE TRABALHO

Tentativa de uso de um produto natural com possivel agao antiviral
contra SARS-CoV-2 para desenvolvimento de um farmaco ou suplemento

alimentar.
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