I CONGRESSO INTERNACIONAL

MULTIDISCIPLINAR

PROPOLIS MARROM BRASILEIRA CONTRA DOENCA DE ALZHEIMER EM MODELO
IN SILICO

Laura Bressan Callafatti
Graduacdo em Biomedicina, Universidade de Franca, Brasil

Milena Souza Tavares
Graduacao em Biomedicina, Universidade de Franca, Brasil
Universidade de Franca, Brasil

Jhonatan Felipe dos Santos
Laboratorio de Biociéncias e Saude, Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade de
Franca, Brasil

Ricardo Andrade Furtado
Laboratorio de Ciéncia Animal, Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia Animal, e Programa de Pds-
Graduacgdo em Promocdo de Saude, Universidade de Franca, Brasil

Silvio de Almeida Junior
Laboratorio de Biociéncias e Saude, Universidade do Estado de Minas Gerais, Brasil. Laboratério de
Ciéncia Animal, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade de Franca, Brasil

1 INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos, com o crescimento da qualidade de vida e inversao da piramide etaria,
um aumento da populac¢do idosa, trouxe uma problematica de satide publica, quanto a doengas ligadas
ao envelhecimento, principalmente doencas neurodegenerativas (Domingos et al., 2018). Entre as
patologias mais comuns a Doenca de A/zheimer (DA) € uma das mais preocupantes e apresenta em sua
etiopatologia a deposi¢do de proteina B-amiloide, hiperfosforilacdo da proteina TAU intraneuronal,
perda neuronal irreversivel, neurodegenerativa e progressiva, € ¢ clinicamente caracterizado pelo
comprometimento das habilidades cognitivas, funcionais juntamente com alteracdes comportamentais
(Scheltens et al., 2021).

O comprometimento de regioes do cérebro, em especial o hipocampo, leva a quadros de declinio
cognitivo progressivo, alteracdes em sintomas neurocomportamentais, falha na memoria recente e
consolidacdo da memoria (Bondi et al., 2017). Epidemiologicamente, a DA esta associada a evolucao
da idade, entretanto, outros fatores importantes como alteragdes genéticas, niveis de escolaridade e

exercicios da mente, modo de vida como etilismo e tabagismo, niveis de atividade fisica e alimentagao,




além de padrdes de ecotoxicidade e ambientais, apresentam parcela representativa no surgimento e
agravamento do quadro dessa patologia (Atri, 2019).

Na intenc¢ao de melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos com DA, sdo utilizadas
formulagdes terapéuticas nas fases leves e moderadas a partir de farmacos moduladores de
colinesterases, por meio das enzimas catalisadas de acetilcolinesterase (AChE) e buritiilcolinesterase
(BuChE) com o objetivo de aumentar a acetilcolina na fenda sinaptica (Samadi et al., 2012).

Esses inibidores estao disponiveis no mercado entretanto, sua escolha terapéutica deve ser feita
com cuidado a partir da quadro do paciente e em especial, aceitabilidade do organismo aos efeitos
adversos encontrados por essa droga, visto que alguns medicamentos como a tacrina apresenta alto
indice de hepatotoxicidade em pacientes, sendo como alternativa o uso de galantamina, donepezil e
rivastigmina, ambos, moduladores de acetilcolinesterase e com baixos indices de toxicidade e efeitos
colaterais (Joe & Ringman, 2019).

Uma outra opg¢ao terapéutica medicamentosa, em uma apresentagdo diferente de monoterapia, é
a utilizagdo de farmacos na intencdo de diminuir quadros caracteristicos da doenga, como déficit e
alteragdes cognitivas, deméncia e atrofia cerebral, por meio de modulagio de vias distintas, como o caso
do grupo de medicamentos, no qual sdo compostos por melatonina no qual possui atividade
neuroprotetora, antioxidante e anti-inflamatoéria (Luo et al., 2015), a minociclina atuando também como
neuroprotetora e agao sobre morte celular (Sahoo et al., 2018), a modafinil na modula¢ao de vigilia, visto
que a privacao de sono, leva a diminui¢do de neurogénese hipocampal, com aumento da geragdo de -
amiloide e disfuncdo de memoria (Wilms et al., 2019) e por tltimo a memantina que ¢ um agonista nao
competitivo, bastante utilizado no tratamento moderado e grave em DA (Daulatzai, 2016).

Por meio de outra via ndo farmacologica tradicional, as plantas medicinais despertam interesses
de forma geral na populacao ao redor do mundo, com produtos que apresentem atividade empirica sobre
neuroprote¢do, prevencao e diminui¢do de quadros de doengas neurogenerativas como a DA (Gregory
et al., 2021). Esses produtos, sao utilizados devido sua vasta e diversificada composi¢do quimica, com
presenca de flavonoides, taninos, terpenoides, alcaloides e fenois, por meio de extratos brutos
padronizados, extratos aquosos, hidroalcoolico, etanolico entre outros tantos na inten¢do de possuem
elevado nivel de atividade sobre inibicdo da enzima acetilcolinesterase que aumente a capacidade
cognitiva, melhorando assim sinais de deficiéncia de aprendizagem (Manoharan et al., 2016).

Entre esses produtos € possivel citar a Ginkgo biloba L, com efeitos positivos sobre

acetilcolinesterase a outros farmacos conhecidos, além de apresentar atividades antioxidantes e anti-




inflamatorias (Mohanta et al., 2014), ou ainda, a utilizag@o da propolis (Shen et al., 2019) como potencial
de modulagdo sobre AChE e BuChE, no qual se torna o foco deste trabalho.

A propolis € um produto natural resinoso e bem abundante no Brasil, ¢ produzido a partir de uma
mistura de saliva de abelhas e sua composi¢cdo ¢ dependente da regido onde ¢ produzido, matéria
etnobotanica, periodo do ano e incidéncia de umidade do ambiente (Almeida-Junior et al., 2023), além
da sua ampla utilizagdo na medicina popular, ¢ bastante estudada com atividades antioxidantes, anti-
inflamatodrias e analgésicas (dos Santos et al., 2022), despertando interesse em pesquisas futuras para

DA.

2 OBJETIVO

Nessa intencdo, o presente trabalho avaliou a atividade sobre colinesterases das principais
moléculas presentes na Prépolis Marrom Brasileira (PMB) em modelo computacional, visto que a
predicdo de moléculas in silico para as mais diversas patologias € uma realidade em grandes laboratorios,

apresentando uma economia financeira e diminuicdo de ensaios em modelos animais (Wang et al., 2022).

3METODOLOGIA
3.1 COLETA DE DADOS DA PROPOLIS MARROM DO BRASIL (PMB)

A coleta de dados fez parte de um estudo de carater descritivo-exploratorio no qual foram
selecionados artigos primeiramente, procedendo a leitura e identificacdo se 0 mesmo apresentava perfil
fitoquimico e identificagdio como PMB, sendo critério de inclusdo deste trabalho previamente
estabelecidos para o estudo (Almeida-Junior et al., 2022).

A partir da literatura cientifica, foi identificado o perfil quimico da PMB. Para isso, foram
utilizadas as bases de dados Google Scholar (https://scholar.google.com.br/), PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) e ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/). Foram utilizados
os seguintes termos de pesquisa: propolis marrom e propolis marrom brasileira associados com perfil
fitoquimico, perfil quimico, compostos quimicos, etnofarmacologia, padroniza¢ao. Foram incluidos
artigos de 2000 a 2022, no qual apresentassem a caracteristica quimica da propolis, classificagdo como
propolis marrom brasileira, regido de coleta e se possivel, identificar etnobotanica. Foram excluidos
artigos que apresentassem apenas atividade biologica da propolis marrom brasileira, apresentasse outros
tipos de propolis (verde, vermelha, amarela), ou ainda, propolis de outros paises. A pesquisa de dados

ocorreu de margo a junho de 2022 e contou com dupla checagem de informagdes, evitando falhas.




3.2 BIOINFORMATICA

Para identificagdo de potencial sobre colinesterases em DA, foi realizado predi¢do destas
moléculas a partir de softwares comerciais. As andlises foram realizadas por equipe competente, treinada
para respectivo trabalho desenvolvido. Foram utilizadas as plataformas SwissADME
(http://www.swissadme.ch/), SwissDock (http://www.swissdock.ch/), OSIRIS Property Explorer®
(http://www.organicchemistry.org/prog/peo), UCSF Chimera 1.16.

3.3 PERFIL DE TOXICIDADE

Na inten¢do de elucidar possiveis efeitos adversos dos compostos presentes na propolis marrom
brasileira, foi realizado predicdo de efeito toxicoldgico in silico, seguindo protocolo definido por
Rodrigues & Costa (2021). Foi utilizado a plataforma OSIRIS Property Explorer®, no qual permite
presumir o potencial irritante, mutagénico, reprodutivo e cancerigeno dos compostos. A plataforma aqui

elencada ¢ devidamente validada e amplamente utilizadas em outros estudos cientificos (Thangarasu

et al., 2018).

3.4 PADRAO CINETICO DAS MOLECULAS

Para determinacdo de caracteristica de absorg¢ao, distribuicao, metabolismo e excre¢do utilizou-
se o software SwissADME. Cinco critérios foram avaliados, sendo que, para uma droga apresentar boa
disponibilidade oral, ela deve apresentar pelo menos trés dos seguintes critérios: 1) Area de superficie
polar total (ASPT) <140 A2 ; 2) Consenso de LopP < 5; 3) Peso molecular <500 daltons; 4) Numero de
aceptores de ligacdes de hidrogénio < 10; e 5) Numero de doadores de ligacdes de hidrogénio < 5
(Lipinski, 2004).

Mecanismos de absor¢do e interagdo com enzimas citocromo P450, também foram previstos
utilizado o SwissADME, as quais incluem: Absorcdo pelo trato gastrointestinal (TGI) e pele,
permeabilidade para a barreira hematoencefalica (BHE), interacdo com a glicoproteina P e com enzimas

importantes do citocromo P450 (Daina et al., 2017).

3.5 ANCORAGEM MOLECULAR

SwissDock ¢ baseado no software EADock DSS (Grosdidier et al., 2011) beneficiando-se dos
recursos mais eficientes do algoritmo EADock?2 (Grosdidier et al., 2009), que ¢ baseado em fisica porque
segue a defini¢do completa do campo de forca CHARMM (MacKerell et al., 1998). A recuperacao da

estrutura 3D da proteina de interesse ¢ realizada via PDB (https://www.rcsb.org/) e a estrutura do ligante




a partir do ZINC (http://zinc15.docking.org./). O calculo ¢é realizado em servidores internos e os
resultados sdo exibidos em 3D na péagina da web de resultados para facilitar a interpretacdo (Daina &
Zoete, 2019).

Devido a condug¢do do trabalho ser focada na identificacdo de moléculas frente a doenga de
Alzheimer, foi realizado a predi¢do baseada em proteinas ja conhecidas como inibi¢ao do glicogénio
sintase quinase 3f (GSK3p - PDB ID: 3GB2), acetilcolinesterase (AChE - PDB ID: 1QTI) e
butirilcolinesterase (BuChE - PDB ID: 1p0I). O UCSF Chimera versao 1.16 (um sistema de visualiza¢ao
para pesquisa e analise exploratoria) foi usado para visualizacao da estrutura molecular (Pettersen et al.,

2004).

4 RESULTADOS

A literatura apresenta quatro geotipos de PMB, entretanto ¢ identificado uma divergéncia quanto
ao padrao fitoquimico deste produto. Ribeiro et al., (2020) traz informagdes da propolis marrom coletada
em Minas Gerais, com presenga de 1,8-cineol, terpinen-4-ol, a-copaeno, B-cariofileno, y-muurolene,
nerolidol, espatulenol e apresentando como fonte etnobotanica mista através do Eucalipto (Eucalyptus
sp) e Araucaria (Araucaria sp). A propolis marrom coletada na Bahia, apresenta um perfil fitoquimico
diferente, com presenca de catequina, luteolina e acido ferulico (Devequi-Nunes et al., 2018), ndo sendo
investigado a origem etnobotanica. J& Propolis Marrom de Rio Grande do Sul apresenta acido p-
cumarico, rutina, acido clorogénico, acido cafeico, kaempferol, miricetina, quercetina (Waller et al.,
2017). No Parana ¢ possivel encontrar um novo tipo de propolis marrom, com apresentagao de perfil
quimico divergente com as demais, sendo &cido cupressico, acido isocupressico, epi-13-torulosol, dcido
transcomunico, acido abiético (Araucaria sp) (Santos et al., 2021).

A partir do levantamento, foi realizado a identificagdo de molécula a partir da PubChem e
identificado CAS de identificag@o e Smile para determinacdo de andlises in silico (dados ndo mostrados).
Quanto ao potencial toxicoldgico em metodologia de predicdo in silico a tabela traz informagdes acerca
dos principais compostos presentes na propolis marrom brasileira. Dos 22 compostos apresentados neste
estudo, 18,2% apresentaram potencial mutagénico e 9,1% apresentaram potencial carcinogénico ou
tumorigénico a partir de predigdes in silico. Potencial irritante sobre mucosa ou pele € representado por
18,2% das moléculas estudadas, enquanto 9,1% apresentaram possibilidade sobre alteracdes
teratogénicas ou reprodutivas. Nenhuma molécula do estudo apresentou atividade sobre as quatro

categorias avaliadas.




As caracteristicas quanto ao perfil de aspectos de solubilidade sejam em agua (ESOL), ou em
gordura (iILOGP) ¢ identificado na tabela 1 e ¢ de suma importancia para determinagdo de via de
utilizacdo em estudos futuros. Entre as moléculas, 5 compostos apresentaram destaque quanto a sua
lipofilicidade, sendo o epi-13-torulosol com maior afinidade lipofilica (iILOGP 3,85), seguido do acido
abiético (1ILOGP 3,19), acido 13-epi-cupressivo (iLOGP 3,18), acido transmuconico (iLOGP 3,14) e
isocupressico (iLOGP 3,06). Entre as moléculas, o 4cido p-cumadrico apresentou menor indice de
interacdes em lipofilidade (iILOGP 0,95). Ja referente a solubilidade, ¢ possivel identificar o epi-13-
torulosol (ESOL 5,14) como maior solubilidade em agua, seguido de acido transmuconico (ESOL —
5,05), acido abiético (ESOL — 4,59), isocupressico (ESOL — 4,39) e acido 13-epi-cupressivo (ESOL —
4,17). Entre as demais moléculas, o 4cido clorogénico apresentou menor indice de solubilidade em agua
(ESOL - 1,62).

Como método de triagem, foi utilizado identificagdo de absor¢do em trato gastrointestinal e
transposi¢cdo de barreira hematoencefalica, com dados descritos na tabela 1. Com o primeiro aspecto,
foram desconsiderados os compostos acido clorogénico, miricetina, rutina, a-copaeno, B-cariofileno e
y-muurolene. Quanto a transporte em barreira hematoencefalica, foram desconsiderados por ndo

apresentar afinidade o acido caféico, acido p-cumarico, catequina, kaempferol, luteolina e quercetina.

Tabela 1. Farmacocinética das moléculas da matéria
. = Interaciio enzima P450 LogK ermeacio da

Molécula Absorcao GI | BBB | Substrato P-gp ~&yp745 T cyP2C19 | CYP2CY | CYP2D6 | CYP3Ad #TP (1l:ele) )
1,8-cinenl Alto Sim Nio Nio Nio Nio Nio Nio =530 cm's
dcido 13-epi-cupressico Alto Sim Nio Nio Sim Sim Sim Nio -3, 76 cm's
Acido ahiético Alto Sim Nio Nio Sim Sim Nio Nio -4.75 cm's
Acido cafeico Alto Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio -6.58 cm's
Acido clorogénico Baixo Nio WNio Nio Nio Nio Nio Nio -8.76 com/'s
Acido ferilico. Alto Sim Nio Nio Nio Nio Nio Nio -6.41 cm's
Acido p-comarico, Alto Sim Nio Nao Nio Nio Nio Nio -6.26 cm/'s
Acido transcomunico Alto Sim Nio Nio Sim Sim Nio Sim -4.09 cm's
Catequina Alto Nio Sim Nio Nio Nio Nio Nio -7.82 cm's
Epi-13-tomilnsol Alto Sim Nio Nio Nio Sim Nio Nio -5.24 cm's
Espatulenal Alto Sim Nio Nio Sim Nio Nio Nio =544 cm's
Isocupressico Alto Sim Nio Nao Sim Sim Nio Nio -5,00 cm/s
Eaempferol Alto Nio Nio Sim Nio Nio Sim Sim -6,70 cm/s
i Alto Nio Nio Sim Nio Nio Sim Sim -6.25 cm's
Miricetina Baixo Nio Nio Sim Nio Nio Nio Sim -7.04 em's
Nerolidal Alto Sim Nio Sim Nio Sim Nio Nio 423 cm's
Quercetina Alto Nio Nio Sim Nio Nio Sim Sim -7.05 cm/'s
Rutina Baixo Nio Sim Nio Nio Nio Nio Nio -10.26 cm/s
Terpinen-4-ol Alto Sim Nio Nio Nio Nio Nio Nio -4.93 cm's
U-COPAENO Baixo Sim Nio Sim Sim Sim Nio Nio -4 37 cm's
B-cariefileno. Baixo Nio Nio Nao Sim Sim Nio Nio 444 cm's
y-muurolene. Baixo Nio Nio Nao Sim Sim Nio Nio -4.49 cm/'s

Além disso, ¢ apresentado semelhanga das moléculas com outras drogas ja conhecidas. Na
intenc¢ao de predizer uma possivel molécula de atividade, foi levado em consideracao semelhancas com
medicamentos ja aprovados por instituigdes internacionais como EMA (European Medicines Agency) e

FDA (Food and Drug Administration). As moléculas de acido ferulico, epi-13-torulosol, espatulenol e




nerolidol foram excluidas a partir de critérios de ndo identificacdo de Muegge. Ja as moléculas 1,8-cineol
e terpinem-4-ol foram excluidas devido critérios de ndo identificagdo por GANSO e Muegge (dados
finais nao mostrados).

A partir dos resultados encontrados, foi realizado a predicao in silico para interagdes ligante-
proteina, apenas o acido cupressivo, acido abiético, acido transmuconico e acido isocupressivo, ambas
moléculas presentes na propolis marrom do Parand. Frente a AChE, ¢ encontrado uma variacao de -8,71
a-7,29 AG kcal/mol, a BuChE uma variagao de -9,11 a -6,35 AG kcal/mol, enquanto GSK3f apresentou
uma variagao de -8,27 a -7,50 AG kcal/mol. A droga comercial donepezil foi utilizada como referéncia
e padrao de atividade sobre enzimas citadas. Os dados individuais podem ser observados na tabela 2 e

as ligacdes na figura 1.

Tabela 2. Predicdo das principais moléculas frente a moduladores da DA.
AChE BuChE GSK3B
Referéncia -8,71 -9,11 -7,90
Acido abiético -7,29 -6,35 -8,27
Acido cupressico -7,44 -7,97 -7,50
Acido isocupressico -8,11 -8,23 -8,13
Acido transmuconico -7,50 -7,02 -7,95

Os valores sdo expressos em AG kcal/mol

Figura 1 — Ancoragem molecular do 4cido isocupressivo em acetilcolinesterase (A), buritilcolinesterase (B) e GSK3p (C) por
meio do SwissDock modulado no Chimera 1.16.

Sobre os sitios de ligagdes € possivel observar que ocorre 42 possibilidades de ligagdes
inespecificas do 4cido isocupressico sobre AChE por meio de interagdes com aminodcidos ASN*?
(2.506 A), ASN% (1.941 A), CYS?! (2.507 A), GLU** (2.319 A), GLU** (2.139 A), HSD**® (1.983
A), PRO?? (2.780 A), SER?* (1.942 A) e TRP>** (2.045 A), enquanto o padrio comercial apresenta 48

possibilidades de ligagdes de uma forma mais especifica, por meio de interagdes com aminodcidos




GLU (2.255 A), LEU® (2.201 A) e PHE?® (2.622 A). E possivel observar que apenas o aminoacido
GLU*% apresenta semelhanca de ligagdes entre as duas moléculas.

Quanto a interagdo com BuCHE, o acido isocupressico pode ser ligar em 46 sitios diferentes de
ligagdes, de uma forma mais especifica, se ligando ao aminoacido GLN"! (2.209 A). Quanto ao padrio
de referéncia, sdo encontradas possibilidades de 53 interacdes, entretanto, ndo foi identificado a interacao
com aminoacido especifico.

Quanto a inativagao de GSK3p, o acido isocupressico apresentou 45 possiveis sitios de ligagdes,
com interacdes entre os aminoacidos ARG*?® (1.877 A), ASN® (1.876 A), ASP?® (1.946 A), GLN¥®
(2.773 A), GLU” (1.957 A), ILE®? (2.168 A), LEU?"7 (1.940 A), LEU®® (2.184 A), LYS* (2.576 A),
PHE®” (2.033 A), PRO'¢ (2.163 A), PRO*? (2.805 A), SER'™* (1.999 A), SER** (2.638 A), SER®
(2.091 A), TYR®* (2.159 A), VAL"® (1.906 A) e VAL**® (1.952 A), enquanto o padrio referéncia
apresentou 43 possiveis ligagdes de uma forma mais especifica, interagindo com aminoacidos ASN®*

(2.092 A), ASP?® (2.107 A), LEU® (2.298 A) e PHE*® (2.304 A).

5 DISCUSSAO

A constitui¢do quimica da propolis apresenta variagdes ao longo das estagdes do ano, regides que
sd0 coletas e tipos de fontes etnobotanica, o que faz com que sua atividade bioldgica seja modulada de
acordo com essa composi¢do. No estudo, a propolis que apresentou maior nimero moléculas ativas € a
encontrada no Parand, com perfil de terpenoides diferentes dos encontrados em outras literaturas, sendo
atribuido a Araucaria sp essa constitui¢cdo (Santos et al., 2021). Olegario et al., (2019) identifica em seus
estudos uma apresentacdo de 315 compostos presentes nos mais diversos tipos de propolis brasileira,
sendo as mais comuns compostos fendlicos e terpenos, sendo este ltimo os mais predominantes e que
apresenta variagao conforme fonte etnobotanica presente na regiao, corroborando assim, com os achados
no levantamento realizado pelos autores na literatura. Dessa maneira, os terpenos foram a classe
escolhida para avaliacdo de atividade, visto que € bem descrito na literatura sua utilizagdo em estudos in
silico, in vitro, in vivo e principalmente, estudos clinicos (Reveglia et al., 2018; Braz et al., 2020; Jiang
etal., 2021).

Quanto seguranga pré-clinica e clinica, faltam estudos referente ao potencial toxicologico da
propolis marrom brasileira. Ribeiro et al., (2021) nao identificou toxicidade sobre LLC-PK1 e VERO,
duas linhagens normais de células renais, o mesmo identificado por Waller et al., (2017) que nao
observou potencial citotoxico sobre linhagem de MDBK, célula renal. Sobre potencial mutagénico,

Fernandes et al., (2015) ndo identificaram perfil sobre ensaio com Drosophila melanogaster. E possivel




identificar na literatura, o potencial citotoxico da PMB sobre células tumorais (Lima et al., 2019) além
do seu potencial antigenotoxico em modelo murino induzido por doxorrubicina (Fernandes et al., 2014).

O potencial de interagdes com meios lipofilicos e hidrofilicos devem ser levados em consideracao
referente a farmacocinética na determina¢ao de novas moléculas com atividades biologicas, sendo
estudos cinéticos amplamente solicitados em validacdes e perspectivas de desenvolvimento de novos
farmacos (Rao et al., 2019). Outro fator importante ¢ a transposi¢ao pelo trato gastrointestinal e se as
moléculas presentes em circulacdo conseguem transpor a barreira hematoencefalica, visto que a
atividade buscada tem agdo direta sobre sistema nervoso central (Wang et al., 2012).

O potencial de modulagdo das colinesterases na DA ¢ identificado a partir de modulacdes de trés
vias especificas, ou seja, acetilcolinesterase, buritilcolinestease ¢ modulagdo da vida de GSK3p, por
meio de acdo antioxidante, como ja foi identificado na propolis de Okinawa (Shahinozzaman et al.,
2018), ou ainda, por meio de atividade de neuroprotecdo como ja foi relatado anteriormente por Balaha
et al., (2021), que identificou éster fenetilico do acido cafeico (CAPE) da propolis brasileira na
modulag¢do de doencas neurodegenerativas. Esse potencial antioxidante da PMB ja é conhecido e
descrito na literatura nos ensaios de DPPH, ABTS +, FRAP, ORAC (Andrade et al., 2017; de Oliveira
Dembogurski et al., 2018; Lima et al., 2019).

Na predi¢do, o acido isocupressico apresentou melhores resultados frente as trés varidveis
avaliadas. Sobre esse composto, ha pouco registrado na literatura, porém apresenta potencial de inibigao
da esteroidogénese (Tsui et al., 2012), potencial anti-aderente de S. aureus sobre cateter (El-Guendouz
et al., 2016), modulacdo de receptor transiente anquirina-1 (TRPA1) em células pulmonares por meio de
estresse oxidativo e modulagdo de GSH (Shapiro et al., 2013) além do seu potencial apopitotico sobre
neuroblastoma (Qiao et al., 2019).

Em especial, o acido isocupressico ¢ capaz de modular a agregacdao do peptideo B-amiloide por
meio das vias via GSK3f e NF-kB (Yan et al., 2020). GSK3 possui altos niveis de expressdo no cérebro
e estd associada a alguns em muitos distirbios prevalentes, incluindo doengas psiquidtricas e
neurologicas, doencgas inflamatorias, cancer e outras, em especial, na doenca de Alzheimer no qual, sua
modulagcdo demonstrou promover todos os principais processos patoldgicos, incluindo a producao de
peptideo B amildide e fosforilagdo de TAU, que levam as duas caracteristicas, placas amiloides e
emaranhados neurofibrilares, respectivamente (Beurel et al., 2015).

Shahinozzaman et al., (2018) identificou em seus estudos, flavonoides a partir da propolis para
atividade sobre AChE em modelo computacional e transpds para modelos in vitro identificando potencial

semelhante, obtendo valores de AG kcal/mol proximos aos encontrados nesse trabalho (-7,1 a — 9,3).




Estudos conduzidos na Coreia do Sul demonstram atividade anti-Alzheimer da prépolis por meio do
potencial de modulagdo das vidas da enzima de clivagem precursora de B-amil6ide humana, inibitoria
da acetilcolinesterase (AChE), além da sua atividade antioxidante (Wang et al., 2016).

Outra via de atuacgao proposta, € por meio da modulagao de BuChE. Essa enzima possui atividade
associada ao amildide e neuritico em placas neuritica, além de poder desempenhar um papel de
fosforilagdo da TAU, pertinentes na terapéutica da enzima para inibigao e responsavel pela maturagao
de estruturas supostamente neurotdxicas o que leva a neurodegeneragdo o que ¢ muito comum na DA,
caracterizando como alvo importante no desenvolvimento de fases mais graves da doenga (Greig et al.,
2002). Giilgin et al., (2016) identifica em seus estudos o potencial anti-Alzheimer pela modulagado de
BuChE além do potencial antioxidante glutationa S-transferase, lactoperoxidase e isoenzimas I, II, IX e
XII da anidrase carbdnica.

O uso concomitante da PMB com um farmaco conhecido pode apresentar beneficios ao paciente
com DA. Ayikobua et al., (2018) em modelo experimental, associou o uso de donepezil com extrato
etandlico de propolis no qual apresentou resultados superiores a monoterapia com donepezil,
demonstrando atividade sinérgica, potencializando a atividade do farmaco ja conhecido. O uso de
produtos naturais, sejam compostos isolados ou extratos e demais preparacdes associados a
medicamentos convencionais vem apresentando grande potencial biologico, principalmente quando
relaciona-se a baixa atividade, ou resisténcia de medicamentos, demonstrando a necessidade e
importancia de desenvolvimento dessa mais pesquisas sobre o assunto (Yuan et al., 2017).

Em suma, métodos de predi¢do por modelos computacionais sdo amplamente utilizados como
screening de produtos naturais, fazendo com que seja realizado de forma segura, de baixo custo e efetivo,
prevendo apenas moléculas de interesse, inclusive, com aplicacdes dentro da DA (El-Hawary et al.,
2021). A investigacdo por docking molecular ou ancoragem apresenta confiabilidade, desde que
empregado ferramentas corretas, como € observado por Javed et al., (2021), no qual identificou potencial
toxicologico e atividade sobre AChE, BuChE e mediadores inflamatorios por ancoragem e apresentou
confirmacao in vivo € ex vivo. O mesmo ¢ identificado por Innok et al., (2021), que observou a atividade
anti-AChE in silico e confirmou por meio de estudos de bancada. Outros estudos sdo observados com
transposi¢ao dos resultados obtidos na ancoragem virtual com aplicagdes dentro da modulacdo de vias

na DA (Cruz-Vicente et al., 2021; Li et al., 2018; Liu et al., 2019; Sarkar et al., 2021).




6 CONCLUSAO

Por meio de ferramentas computacionais, foram avaliados 22 moléculas originadas da Propolis
Marrom Brasileira e ap6ds caracterizagao fisico-quimica da moléculas, solubilidade em lipidio e agua,
determinacdo de cinética com atengdo especial a transporte no trato gastrointestinal e transposicao de
barreira hematoencefilica, e observagao ao perfil de toxicidade, apenas 4 moléculas apresentaram perfil
de interesse para o estudo sendo elas acido abiético, acido cupressico, acido isocupressico ¢ o acido
transmuconico, em que apresentam bons resultados frente a interacdo com as trés vias para doenca de
Alzheimer, sendo acetilcolineterase, buritilcolinesterase ¢ GSK3p quando comparado ao donepezil.
Dessa maneira, a Propolis Marrom Brasileira originada no Parand apresenta melhor possibilidade de

atividade frente a alteragdes encontradas na doenga de Alzheimer em especial o acido isocupressico.
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