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RESUMO

A resposta inflamatoria pode ser desencadeada por inumeros estimulos e condi¢fes nocivas,
podendo ser aguda ou cronica. Diferentes intervencdes terapéuticas tém sido avaliadas para
tratamento do processo inflamatorio, devido a sua complexidade e diversidade de células e
mediadores fisiologicos envolvidos. Neste contexto, o uso de produtos naturais tem
propiciado o surgimento de terapias alternativas ou descoberta de novos medicamentos com
acdo anti-inflamatdria. A geoprépolis (GEO) é um produto elaborado por abelhas sem ferrdo
(meliponineos) e apresenta diversas propriedades biologicas. O presente trabalho foi
delineado visando avaliar o possivel sinergismo entre a geopropolis e o farmaco anti-
inflamatorio dexametasona (DEX) em células mononucleares do sangue periférico humano
(PBMC) estimuladas com lipopolissacarideo (LPS). A viabilidade de PBMCs foi avaliada
pelo método do MTT, apoptose/necrose por citometria de fluxo, a producdo de citocinas e
eicosanoides por ELISA e a expressao de vias intracelulares por RT-gPCR. Os tratamentos
isolados e sua combinacdo ndo afetaram a viabilidade celular e apresentaram efeito inibitorio
na producdo de citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-10). Os tratamentos ndo induziram alteragdes
biologicamente relevantes na producédo de leucotrieno B4 e na expressao das vias do NF-xB
e p38 MAPK. Pode-se concluir que a combinacdo GEO + DEX, apesar de nem sempre se
apresentar mais eficiente do que os tratamentos isolados, parece promissora e sua utilizacao
permitiria uso da DEX em menores concentracdes, diminuindo os efeitos adversos causados
pelo tratamento continuo com este anti-inflamatorio, principalmente em células envolvidas

na resposta imune.

Palavras-chave: inflamagdo; PBMC; imunomodulagéo; geopropolis.



IMMUNOMODULATORY EFFECT OF GEOPROPOLIS ASSOCIATED WITH
DEXAMETASONE ON MONONUCLEAR CELLS OF HUMAN PERIPHERAL
BLOOD

ABSTRACT

The inflammatory response can be triggered by numerous stimuli and harmful conditions
and can be acute or chronic. Different therapeutic interventions have been evaluated for the
treatment of the inflammatory process, due to its complexity and diversity of cells and
physiological mediators involved. In this context, the use of natural products has led to the
emergence of alternative therapies or the discovery of new drugs with anti-inflammatory
action. Geopropolis (GEO) is a product made by stingless bees (meliponineos) and has
several biological properties. The present work was designed to evaluate a possible
synergism between GEO and the anti-inflammatory drug dexamethasone (DEX) in human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) stimulated by lipopolysaccharide (LPS).
PBMC:s viability was evaluatedby the MTT method, apoptosis/necrosis by flow cytometry,
cytocines and eicosanoids production by ELISA and intracellular pathways by RT-qPCR.
The isolated treatments and their combination did not affect cell viability and inhibited
cytokines production (TNF-a, IL-1p and IL-10). The treatments did not induce biologically
relevant alterations in leukotriene B4 production and in NF-kB and p38 MAPK pathways.
One may concluded that the combination GEO + DEX, despite not always being more
efficient than the isolated treatments, seems promising and would allow the use of DEX in
lower concentrations, reducing adverse effects caused by the continuous treatment with

this drug, mainly in cells involved in the immune response.

Keywords: inflammation; PBMC; immunomodulation; geopropolis.
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1.  INTRODUCAO

A inflamacéo ou resposta inflamatéria pode ser desencadeada por inimeros estimulos
e condicdes nocivas, tais como agentes patogénicos ou alergénicos, compostos toxicos ou
por lesdo tecidual, entre outros. A logica fisiologica da inflamacdo induzida por uma
infeccdo é clara, porém, outros tipos de resposta inflamatéria sdo conhecidos apenas em
contextos patoldgicos, como, por exemplo, em doengas autoimunes. Independentemente da
causa, a inflamacéo evoluiu como uma resposta bioldgica visando restaurar a homeostase e a
protecdo do individuo (MEDZHITOV, 2008; ARULSELVAN et al., 2016; AZAB et al.,
2016).

Os efeitos benéficos da resposta inflamatéria e seu potencial de lesdo tecidual
precisam estar em equilibrio, caso contrario podem ser prejudiciais ao organismo. Trata-se
de um importante mecanismo de defesa; entretanto, se ndo controlado, pode prevalecer seu
lado negativo, promovendo diversas condicdes patologicas, tais como asma, doencas

cardiovasculares e neurodegenerativas, entre outras (SIMMONS, 2006).

A inflamacdo pode ser classificada em aguda ou cronica. A inflamacdo aguda
compreende a primeira resposta a lesdo celular e tecidual, e foi melhor caracterizada em
infeccbes microbianas (particularmente bacterianas), durando de poucos minutos a poucos
dias. Sua principal caracteristica é a presenca de certos mediadores no plasma e influxo de
leucdcitos no sitio inflamatério (ARULSELVAN et al., 2016). O processo inflamatorio
agudo é iniciado pela migracdo de células do sistema imunoldgico, tais como neutréfilos,
mondcitos, macrofagos, basofilos, mastdcitos, eosinofilos, células dendriticas, levando a
producdo e liberacdo de uma ampla variedade de mediadores inflamatorios, incluindo
guimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e produtos de cascatas proteoliticas,
bem como ativacdo de fatores de transcri¢do. O principal e mais imediato efeito desses
mediadores é provocar um exudato inflamatério local (MEDZHITOV, 2008; ANDRADE et
al., 2017).

Localmente, a inflamacdo caracteriza-se pelos sinais cardinais como edema, calor,
rubor, dor e perda da funcdo, ocasionando frequentemente destruicdo tecidual, porém,
transitoria, havendo posteriormente a regeneragdo ou cicatrizacdo da area afetada
(MEDZHITOV, 2008; FRANCESCHI & CAMPISI, 2014; FOUGERE et al., 2016).

A partir da fase aguda pode ocorrer a cronicidade do processo com a néo eliminagédo


https://www.infoescola.com/citologia/neutrofilos/
https://www.infoescola.com/citologia/basofilos/
https://www.infoescola.com/citologia/mastocito/
https://www.infoescola.com/citologia/eosinofilos/
https://www.infoescola.com/citologia/macrofagos/
https://www.infoescola.com/citologia/macrofagos/
https://www.infoescola.com/citologia/macrofagos/
https://www.infoescola.com/citologia/macrofagos/
https://www.infoescola.com/citologia/macrofagos/
https://www.infoescola.com/citologia/macrofagos/

10

do agente agressor e persisténcia da liberagdo de mediadores que causam sensibilizagdo de
nociceptores ou sua ativacao, estabelecendo a dor, que é a principal queixa de portadores de
doencas inflamatdrias, além de possivelmente ocorrer a perda de funcdo (FRANCESCHI &
CAMPISI, 2014).

A inflamacéo cronica pode ocorrer, por exemplo, quando ndo ha resolucdo quanto a
eliminacdo de agentes infecciosos e resisténcia dos mesmos aos mecanismos de defesa do
hospedeiro, ou em resposta a corpos estranhos ndo removidos, exposi¢do quimica continua,
entre outros fatores (ARULSELVAN et al., 2016). A inflamag&o crénica, bem como sua
gravidade e progressdo, esta relacionada a persisténcia na producdo de citocinas pro-
inflamatorias e desencadeamento de lesGes. Entre elas, a IL-18 é considerada como
importante determinante do grau de severidade das doencas, principalmente nos processos
cronicos (LI et al., 2019).

H& varios mecanismos que operam para encerrar 0 processo inflamatério e iniciar a
remodelagdo do tecido, chamados coletivamente de resolucdo inflamatéria. Tal resolugdo é
mediada por eicosanoides anti-inflamatorios, como lipoxinas e maresinas (SERHAN &
LEVY, 2018).

As citocinas podem atuar perpetuando ou atenuando a resposta inflamatoria de
acordo com o microambiente no qual se encontram, atuando como pré-inflamatérias ou anti-
inflamatdrias, respectivamente. Alguns exemplos de citocinas pro-inflamatérias séo:
interleucina (IL)-1B, IL-2, IL-6, IL-7 e fator de necrose tumoral (TNF)-a, além de
mediadores como a histamina, cininas, fatores de coagulacdo, fatores de complemento, 6xido
nitrico, prostaglandinas e leucotrienos, que também sdo considerados pré-inflamatoérios. As
citocinas anti-inflamatorias incluem: IL-4, I1L-10, IL-13 e fator transformador de
crescimento (TGF)-B. Além disso, tambem s&o considerados notaveis mediadores anti-
inflamatdrios os glicocorticoides (TURNER et al., 2014; CHEN et al., 2017).

Outras citocinas também importantes no processo inflamatério sdo a IL-18 e a 1L-33,
consideradas membros da familia da IL-1. A IL-18, assim como a IL-1, é sintetizada como
precursora inativa e é ativada ap0s clivagem enzimatica pela caspase-1. A IL-33 esta
envolvida na dor durante a resposta inflamatoria. A liberacdo de sua forma bioativa funciona
como um “gatilho” inflamatério, agindo de forma autdcrina e paracrina, € sua sinalizacao

ocorre atraveés da via do receptor ST2 (ALENCAR et al., 2005).

Outros mediadores sdo essenciais na resposta inflamatdria, como o é&cido
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araquidonico, que é um &cido graxo poli-insaturado associado a fosfolipidios de membranas
celulares. Os fosfolipidios liberam o &cido araquidénico em resposta a enzima fosfolipase
A2, a qual é ativada ap0s uma série de estimulos fisioldgicos, farmacoldgicos e patologicos.
O 4cido araquidonico, por sua vez, pode originar mediadores importantes através de duas
vias enzimaticas distintas. A acdo da ciclo-oxigenase (COX) sobre o &cido araquidbnico
origina metabolitos como os eicosanoides, que sdo as prostaglandinas e tromboxanos, e 0s

leucotrienos sdo gerados a partir da lipoxigenase (ALENCAR et al., 2005).

As prostaglandinas participam de diversos processos fisiologicos e patologicos, tais
como Vvasodilatacdo ou vasoconstricdo, hiperalgesia, contracdo ou relaxamento da
musculatura lisa, hipotensdo, entre outros (ALENCAR et al., 2005). A prostaglandina E2
(PGE2) é uma das formas mais estudadas tanto em condices fisiol6gicas como patoldgicas
(AZAB et al., 2016). A PGE2 é um mediador lipidico produzido em condigdes fisioldgicas,
mas que tem sua producdo aumentada quando ocorre uma infeccdo ou inflamacéo, e seu
acumulo excessivo no organismo pode provocar imunossupressdao intensa, podendo
contribuir para a inflamag&o crénica e potencialmente progredir para diversas patologias, tais
como céancer, artrite reumatoide e aterosclerose (FAUDZI et al., 2019).

Os leucotrienos sao mediadores lipidicos envolvidos na resposta imune/inflamatéria e
em varias doengas, como asma e aterosclerose. O leucotrieno B4 (LTB4) é um dos mais
potentes fatores quimiotaticos para neutréfilos, exercendo um papel crucial na defesa do
hospedeiro contra infec¢bes e na ativacdo de células envolvidas na imunidade inata.
Neutrofilos e mondcitos produzem LTB4 e séo as principais fontes deste mediador no sangue
e no sitio inflamatoério (KONIG et al., 2019).

Em relacéo aos fatores de transcricdo atuantes na resposta inflamatoria, destaca-se o
fator nuclear kappa B (NF-xB), presente em todas as células de mamiferos. Atua regulando a
expressdo de genes essenciais no processo inflamatério e é ativado através de receptores
Toll-like (TLR), que sdo capazes de reconhecer padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs). Esses receptores sao expressos na superficie e no citosol de inumeras células
(REDONDO et al., 2014) e a sinalizagdo de TLRs desencadeia o recrutamento de proteinas,
que se ligam a proteinas quinases para finalmente levar a ativacdo de fatores de transcrigéo,
como o NF-kB. Estas proteinas sdo: MyD88, IRAK e TRAF-6 e podem desencadear a
ativacdo das vias JNK e ERK da cascata das MAPKSs (proteinas quinases ativadas por

mitogeno). Isso induz a ativacéo dos fatores de transcricdo AP-1 (ativador proteico-1) e NF-
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kB, resultando na expressdo de varios genes diretamente envolvidos na producdo de
citocinas inflamatérias em resposta a infeccdo. Apos ativacdo de TLRs, também ocorre
aumento na expressdo de moléculas coestimuladoras (CD80 e CD86), que sdo importantes
no inicio da resposta imune adaptativa e também na producdo de citocinas (REDONDO et
al., 2014).

A p38 MAPK é uma classe de proteinas-quinases que respondem a estimulos como
citocinas inflamatorias e espécies reativas de oxigénio (EROs). Sabe-se que a p38 MAPK
possui papel importante na inflamacéo cronica, o que desencadeou crescente interesse na
realizacéo de ensaios pré-clinicos e clinicos para a aplicacdo de inibidores da p38 MAPK em
doencas inflamatorias, como artrite reumatoide, asma e doencas neurodegenerativas, o que

tem sido considerado um potencial alvo terapéutico (KIM & LEE, 2017).

Durante o processo inflamatério, pode ocorrer a formacao do inflamassoma, o qual é
um complexo multiproteico intracelular que atua na ativacdo de enzimas da familia cisteina-
aspartato proteases (caspases), sendo uma estrutura essencial no reconhecimento de
alteracdes ndo fisioldgicas. Estas alteracdes podem ser resultado da presenca de produtos
microbianos, adjuvantes ou alteracdes no ambiente idnico intra e extracelular. A participacao
do inflamassoma é evidente em diversas doencas inflamatdrias, tais como choque séptico,
artrite reumatoide, dor neuropatica crénica, gota e epilepsia, cuja atuacdo ¢ moldada pelo
tipo de ativagdo e influenciada pelo microambiente. O inflamassoma estabelece um
envolvimento estreito com a inflamacdo patoldgica, pela ativacdo de vias intracelulares de
morte por apoptose, piroptose e necrose, sendo um alvo potencial para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas para doencas de base inflamatoria (PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012).

Diferentes intervencdes terapéuticas tém sido avaliadas para tratamento do processo
inflamatdrio, devido a sua complexidade e diversidade de mediadores fisiologicos
envolvidos. A maneira mais comum compreende o emprego de inibidores da COX (VANE
et al., 1998). Vane e colaboradores, em 1971, identificaram o mecanismo de agdo dos
medicamentos anti-inflamatdrios ndo-esteroidais classicos, os quais inibem a producdo das

prostaglandinas atraves da inibi¢cdo da COX-1 e da COX-2.

Outra terapia utilizada para o tratamento de doencgas de natureza inflamatdria ou
autoimune inclui os glicocorticoides, que sdo horménios sintetizados e secretados pelo
cortex da adrenal. Esta classe de hormdnios exerce inimeras agdes fisiologicas no organismo

quando disponiveis em concentragdes basais. Os glicocorticoides geralmente atuam no
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metabolismo dos carboidratos, proteinas e gorduras e sdo secretados em maiores quantidades
em situacdes traumaticas e estressantes. Entretanto, quando as concentra¢fes plasmaticas dos
glicocorticdides excedem os valores de normalidade, podem induzir distdrbios metabolicos
(LONGUI, 2007).

A dexametasona € um anti-inflamatério esteroidal amplamente utilizado na pratica
clinica, indicado para o tratamento de alergias, inflamacGes e sintomas de diversos tipos de
doencas, como problemas reumaéticos e artriticos, de pele, nos olhos, glandulares,
pulmonares, sanguineos e gastrintestinais, em adultos e criangas. E um glicocorticoide de
acao prolongada, promovendo supressdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) por 36 a
72 horas (ANTI et al., 2008). A dexametasona sintética € mais potente que o cortisol e ndo
possui atividade mineralocorticoide, o que a torna um farmaco com menos efeitos colaterais
(GUYTON & HALL, 2006). Como exemplo, WANG et al. (2019) desenvolveram micelas
mistas em nanoescala utilizando lecitina de gema de ovo / glicolato de sodio para encapsular
0 palmitato de dexametasona (DMP-MMs) e realizar o tratamento da artrite reumatoide,

exibindo vantagens no alivio da inflamag&o articular.

A dexametasona possui a capacidade de estabilizar as membranas lisossomais dos
leucdcitos, diminuindo a concentragdo de enzimas liberadas e reduzindo a capacidade dos
vasos em responder aos estimulos agressivos. Reduz a expressao endotelial das moléculas de
adesdo intercelular, fato que dificulta a migracdo leucocitaria em circulagdo (PETTET et al.,
1996), e diminui a angiogénese, a sintese de prostaglandinas e leucotrienos por meio do
blogqueio da fosfolipase A2, enzima que promove a liberacdo do &cido araquiddnico na leséo
celular (MACEDO & OLIVEIRA, 1998).

Porém, os principais efeitos colaterais da utilizacdo de dexametasona incluem
aumento de peso, hipertensdo, osteoporose, aumento do apetite, dificuldade na cicatrizagédo
de feridas, aumento da suscetibilidade para contrair infecgdes, fraqueza muscular, tlcera
gastrintestinal, hiperglicemia e aumento da necessidade de medicamentos para controle da
diabetes. Nestes casos, os glicocorticoides apresentam-se como hormonios diabetogénicos,
promovendo aumento da producéo hepatica de glicose e diminuicdo da captagdo periférica
deste carboidrato nos tecidos muscular, hepético e adiposo (LONGUI, 2007).

Diante de tais consideracdes, a busca por novas intervencdes terapéuticas para
tratamento de portadores de doengas inflamatorias tem sido crescente, principalmente

incluindo o uso de produtos naturais ou combinacdo dos mesmos com farmacos, com o
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objetivo de diminuir a concentracdo causadora dos efeitos colaterais. Dentre os produtos
naturais que tém sido investigados quanto ao seu potencial efeito anti-inflamatorio,

destacam-se os produtos elaborados pelas abelhas, tais como prépolis e geopropolis (GEO).

O uso de produtos apicolas no tratamento e alivio de diversos estados patologicos é
uma pratica que acompanha a humanidade desde a antiguidade. Nas Gltimas décadas, muitos
trabalhos foram publicados para divulgar e revisar as propriedades da propolis produzida por

abelhas do género Apis.

As abelhas sociais pertencem a familia Apidae e encontram-se divididas em duas
subfamilias: Apinae, com a espécie mais estudada Apis mellifera L., e Meliponinae,
conhecidas como abelhas indigenas sem ferrdo ou meliponineos (SILVEIRA et al., 2002).

Os meliponineos estdo distribuidos nas regides tropicais e subtropicais. No Brasil, ja
foram identificadas mais de 400 espécies de abelhas nativas, responsaveis pela polinizacdo
de grande parte das plantas dos trépicos. O principal interesse na criacdo de abelhas sem
ferrdo estd no fato de que esta atividade ndo representa qualquer risco de acidentes com
enxames, o que facilita a manipulacdo bem como a extracdo de mel e prépolis direcionados
ao setor comercial (LAVINAS et al., 2019; SOUZA JUNIOR et al., 2019).

As abelhas sociais coletam resinas de diferentes partes de plantas e adicionam
secre¢cBes mandibulares produzindo a propolis, um material resinoso e balsdmico de
composicdo complexa, contendo 50% de resinas e balsamos vegetais, 30% de cera, 10% de
Oleos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de outras substancias, podendo variar de

acordo com a flora da regido e subespécie de abelha (BANKOVA et al., 2019).

Diferentemente, para elaboracdo da geoprdpolis, algumas espécies de Meliponinae
adicionam terra ou barro a sua composicdo (LAVINAS et al., 2019 SOUZA; JUNIOR et al.,
2019). Neste grupo, encontra-se Melipona fasciculata Smith, conhecida popularmente como
“a titba do Maranhao”, ocorrendo no nordeste da regido amazodnica, nos estados do Para,

Maranhdo e Tocantins (SILVEIRA et al., 2002).

Propolis e geopropolis sdo utilizadas para proteger a entrada da colméia, revestir as
paredes internas, desinfetar os favos e embalsamar insetos mortos, para manter o ambiente
interno asséptico, 0 que esta relacionado com a sua comprovada atividade antimicrobiana
(GHISALBERTI, 1979; BURDOCK, 1998; SALATINO et al., 2005).

A partir de trabalhos publicados nas Ultimas décadas, a propolis produzida por Apis
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mellifera vem demonstrando uma gama imensa de propriedades bioldgicas, tais como
imunomoduladora (ORSI et al., 2000; SFORCIN, 2007), antitumoral (ORSOLIC & BASIC,
2005), antimicrobiana (MOHAMMADZADEH et al., 2007; LIBERIO et al., 2009),
antifingica (MURAD et al., 2002), antioxidante (AHN et al., 2004), hepatoprotetora
(BHADAURIA et al., 2008), anti-inflamatoria, anestésica, cicatrizante (DOBROWOLSKI et
al., 1991), dentre outras.

As atividades bioldgicas da prdpolis de A. mellifera séo atribuidas a diversas classes
de compostos quimicos, principalmente dos acidos fendlicos, flavonoides e terpenos
(MENEZES, 2005). Porém, essa composicao varia de acordo com condicBes geograficas e
origem boténica, havendo maior variabilidade de compostos quando a propolis pertence a

regides tropicais, onde h& maior diversidade floristica (BANKOVA et al., 2000).

ASGHARPOUR et al. (2019) investigaram o0s efeitos antioxidantes e
imunomoduladores do extrato de propolis em macrofagos murinos (RAW 264.7),
observando inibicdo da proliferacdo celular e redugdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e NO. Além disso, a expressdo de COX-2, IL-1p e IL-6 diminuiu

significativamente e tais achados sugeriram os efeitos anti-inflamatérios da propolis.

SILVA et al. (2017) demonstraram o potencial anti-inflamatorio da propolis vermelha
brasileira, verificando inibi¢do na producdo de citocinas pro-inflamatérias e diminuicéo da
expressao de genes relacionados ao sistema complemento e a migracdo de neutréfilos e
macrofagos. Este trabalho demonstrou que a propolis vermelha pode ser téo efetiva quanto a

dexametasona, mas atuando por diferentes mecanismos de agéo.

Com relacéo a geoprépolis, ha relatos de sua utilizagdo empiricamente no tratamento
de doencas respiratérias, do trato digestivo, dermatoses e na melhoria do sistema
imunoldgico (FREITAS et al., 2008; JUNIOR et al., 2019; SOUZA et al., 2018). Sua
composi¢do quimica também pode variar de acordo com a localizacdo geogréfica, flora
local, clima, espécies de abelhas, o que pode influenciar suas propriedades bioldgicas
(FERREIRA et al., 2019). Os principais compostos isolados da geopropolis foram, &cidos
graxos, acidos organicos, aguUcares, alcoois, esteroides, além de compostos polifendlicos,
triterpenos e saponina (SOUZA et al., 2017; DUTRA et al., 2019; SOUZA JUNIOR et al.,
2019). Os polifendis sao os principais compostos relacionados a a¢do anti-inflamatoria, além
de agirem também como anticarcinogénicos e prevenirem doencas degenerativas, disfun¢des
neuroldgicas, entre outras (FERREIRA et al., 2019).
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A geopropolis tem sido investigada quanto as suas propriedades antimicrobiana,
citotoxica, antitumoral, antioxidante, antinociceptiva, anti-inflamatoria, imunomoduladora e
gastroprotetora (SANTOS et al.,, 2017; DUTRA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019;
SOUZA JUNIOR et al., 2019). Contudo, ainda s&o escassos 0s estudos sobre as atividades
farmacoldgicas da geoprdpolis produzida por Melipona fasciculata, criada ha séculos no
Estado do Maranh&o pela populacéo indigena para producdo de mel. Atualmente, séo criadas
comercialmente em agrupamentos de col6nias, denominados meliponarios (OLIVEIRA et
al., 2019).

Desde 2003, pesquisadores da area de Produtos Naturais das Universidades Federal e
Estadual do Maranhdo analisaram algumas de suas atividades biologicas, bem como a sua
composi¢do quimica. GOMES (2005) estudou a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva
da geoprépolis de titba. DUAILIBE et al. (2007) observaram o efeito do bochecho com
extrato alcoolico de geoprdpolis no numero de colbnias de Streptococcus mutans na saliva
de pacientes, atuando como auxiliar no tratamento e na prevencdo da carie. ASSUNCAO
(2009) evidenciou que o extrato hidroalcodlico de geopropolis apresentou atividade
antitumoral in vitro e in vivo. ARAUJO (2009) analisou os efeitos da administracdo aguda e
subcrénica do extrato hidroalcoolico de geopropolis em camundongos, observando sua baixa
toxicidade quando utilizado oralmente, em doses Unicas e altas, e toxicidade hepéatica em

tratamentos subcronicos.

Em 2010, uma doutoranda (Maria José Abigail Mendes Araujo) trouxe amostras de
geoproépolis produzidas no Maranhdo ao nosso laboratério, iniciando assim os estudos deste
produto em nosso grupo e investigando sua acdo antimicrobiana, imunomoduladora e
citotoxica contra células HEp-2. Esta amostra foi analisada quimicamente, revelando que
seus principais compostos s&o lupeol, amirinas, 4cido anacérdico, dentre outros (ARAUJO et
al., 2015).

Diante do exposto, o presente trabalho foi delineado visando avaliar o possivel
sinergismo entre a geoprépolis e o farmaco anti-inflamatdrio dexametasona. A hipétese deste
projeto é que a interacdo entre a geopropolis e menores concentragcdes de dexametasona nao
¢ toxica para mondcitos humanos e exerce acdo anti-inflamatoria mais eficiente do que a
dexametasona isoladamente. Assim, consideramos justificAvel a proposta de avaliar os
efeitos da geoprdpolis em conjunto com a dexametasona sobre estas células, podendo

culminar em achados que possam favorecer o tratamento de doencas inflamatorias.
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Considerando o consumo de produtos apicolas e meliponicolas por via oral e a
distribuicdo sistémica de anti-inflamatorios, foram avaliadas células mononucleares do
sangue periférico (PBMC, na sigla em inglés), que sdo células circulantes e amplamente

utilizadas em ensaios de imunomodulacao e imunofarmacologia.

2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar o possivel efeito citotoxico e imunomodulador da combinagdo geoprépolis +
dexametasona sobre PBMCs humanas, através da avaliacdo de vias de sinalizacdo, producao

de citocinas e eicosandides.

Obijetivos especificos:

e Verificar o possivel efeito citotdxico da geoprdpolis associada ou ndo a dexametasona

sobre PBMCs humanas;

e Auvaliar, se houver morte, e o tipo de morte ap6s o tratamento com geoprépolis associada

ou ndo a dexametasona, por citometria de fluxo;

e Avaliar a producéo de citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias e aquelas envolvidas
no inflamassoma (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-18 e IL-33) por ensaio imunoenzimatico

(ELISA), ap6s incubacdo de PBMCs com geoprépolis associada ou ndo a dexametasona;

e Avaliar a producdo de prostaglandina E2 e leucotrieno B4, por ensaio imunoenzimatico
(ELISA);

Avaliar as vias intracelulares do NF-kB e p38 MAPK por RT-qPCR.
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