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Impacto potencial da pesquisa

Este estudo contribui para o entendimento dos efeitos imunomoduladores da
geopropolis em modelos celulares da imunidade inata, a partir de andlises funcionais e
protedmicas, ampliando o conhecimento sobre a agdo bioldgica e sugerindo um potencial uso
isolado ou como adjuvante terapéutico.

Potential impact of this research

This study contributes to the understanding of the immunomodulatory effects of
geopropolis in cellular models of innate immunity, based on functional and proteomic analyses,
expanding the knowledge about its biological action and suggesting its potential use alone or
included as a therapeutic adjuvant.
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RESUMO

A resposta inflamatoria pode ser desencadeada por diversos estimulos, como patégenos,
alérgenos, compostos toxicos ou lesdes teciduais, podendo ser aguda ou crénica. Diferentes
intervengdes terapéuticas tém sido avaliadas para o tratamento da inflamagdo. A geoprépolis
(GEO), produzida por abelhas sem ferrdo, apresenta propriedades bioldgicas promissoras,
embora seja menos estudada em comparagao a propolis produzida por abelhas africanizadas.
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos anti-inflamatorios da GEO, isoladamente ou
em combinac¢do com concentragdes reduzidas de dexametasona (DEXA), em macréfagos
derivados da linhagem THP-1 estimulados com lipopolissacarideo (LPS). A viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os marcadores de superficie (TLR2, TLR4, CD80
e CD62L) foram analisados por citometria de fluxo, a producao de citocinas (fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina (IL)-1pB, IL-6, IL-8, IL-18, IL-33 e IL-10) e de eicosanoides
(prostaglandina E2 e leucotrieno B4) foi quantificada por ELISA. A atividade bactericida foi
avaliada apos o tratamento dos macroéfagos, desafio com Staphylococcus aureus e contagem
de unidades formadoras de colonia. A producdo de perdxido de hidrogénio (H20:) foi
analisada por ensaio colorimétrico. Foi realizada também a andlise protedmica apds
tratamento de mondécitos humanos com a GEO. Isoladamente ou em combinacdo com
DEXA, a GEO reduziu significativamente a expressao de marcadores de superficie (TLR2
e CD62L), e a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e eicosanoides, sem afetar a
viabilidade celular. Os efeitos dos tratamentos sobre a atividade bactericida e a producao de
H:0: foram inconclusivos. A analise protedmica revelou a modulagdo de proteinas
envolvidas na ativacdo, amplificacdo e resolucdo da inflamag¢do, bem como no controle do
estresse oxidativo, refor¢ando o perfil imunomodulador da GEO. Em conjunto, esses
achados contribuem para a compreensao dos efeitos da GEO sobre células do sistema imune
inato e apontam seu potencial uso isolado ou como adjuvante terap€utico no tratamento de

doencas inflamatorias.

Palavras-chave: inflamag¢do; macréfago; imunomodulagdo; geopropolis; andlise

protedmica.



IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN MACROPHAGES DERIVED FROM THP-1
CELLS TREATED WITH GEOPROPOLIS UNDER INFLAMMATORY
CONDITIONS AND PROTEOMIC ANALYSIS IN HUMAN MONOCYTES

ABSTRACT

The inflammatory response can be triggered by several stimuli, such as pathogens, allergens,
toxic compounds, or tissue injury, and may be acute or chronic. Different therapeutic
interventions have been evaluated for the treatment of inflammation. Geopropolis (GEO),
produced by stingless bees, presents promising biological properties, although it is less studied
compared to propolis produced by Africanized bees. The aim of this study was to evaluate the
anti-inflammatory effects of GEO, alone or in combination with reduced concentrations of
dexamethasone (DEXA), in macrophages derived from the THP-1 cell line stimulated with
lipopolysaccharide (LPS). Cell viability was assessed by the MTT assay. Surface markers
(TLR2, TLR4, CD80, and CD62L) were analyzed by flow cytometry, and the production of
cytokines (TNF, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-18, IL-33, and IL-10) and eicosanoids (prostaglandin
E2 and leukotriene B4) was quantified by ELISA. Bactericidal activity was evaluated after
macrophage treatment, challenge with Staphylococcus aureus, and colony-forming unit
counting. Hydrogen peroxide (H20:) production was analyzed by a colorimetric assay.
Proteomic analysis was also performed after treating human monocytes with GEO. Alone or
in combination with DEXA, GEO significantly reduced the expression of surface markers
(TLR2 and CD62L) and the production of proinflammatory cytokines and eicosanoids,
without affecting cell viability. The effects of the treatments on bactericidal activity and H20-
production were inconclusive. Proteomic analysis revealed the modulation of proteins
involved in the activation, amplification, and resolution of inflammation, as well as in the
control of oxidative stress, reinforcing the immunomodulatory profile of GEO. Taken
together, these findings contribute to the understanding of the effects of GEO on innate
immune system cells and indicate its potential use alone or as an adjuvant therapy in the

treatment of inflammatory diseases.

Keywords: inflammation; macrophage; immunomodulation; geopropolis; proteomic

analysis.
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1. INTRODUCAO

A inflamagdo ¢ uma resposta molecular e celular que pode ser desencadeada por
estimulos como agentes patogénicos, compostos toxicos ou lesdo tecidual. Além de sua
funcdo fisioldgica na defesa contra infec¢des, estd envolvida no desenvolvimento e
progressao de diversas doencas alérgicas, autoimunes e inflamatorias cronicas, atuando
como um processo biologico essencial para a manutencao e restauracao da homeostase
(MEDZHITOV, 2008; OKIN & MEDZHITOV, 2012; ARULSELVAN et al., 2016; AZAB
et al., 2016; PANIGRAHY et al., 2021). O equilibrio entre seus efeitos benéficos e lesivos
depende do controle preciso da ativacdo inflamatodria, uma vez que, quando desregulada, a
inflamacdo pode contribuir para patologias como asma, doengas cardiovasculares e
disturbios metabolicos (FURMAN et al., 2019; PAHWA et al., 2023).

O inicio da resposta inflamatéria depende fundamentalmente do reconhecimento
inicial do estimulo agressor pelo sistema imune inato. Esse reconhecimento constitui o
evento fundador da inflamacdo, uma vez que permite que a célula distinga sinais de perigo,
sejam eles provenientes de patdogenos ou de dano tecidual, e converta essa informagdo em
respostas moleculares e celulares organizadas. Esse processo ¢ mediado principalmente por
receptores de reconhecimento padrdo (PRR), entre os quais se destacam os receptores
semelhantes a Toll (Toll-like receptors, TLR), capazes de identificar padrdes moleculares
associados a patdogenos (PAMPs) e padroes moleculares associados ao dano (DAMPs)
(JANEWAY & MEDZHITOV, 2002; MEDZHITOV, 2008; AKIRA et al., 2006; KAWAI
& AKIRA, 2010; MATZINGER, 2002).

Expressos na membrana plasmatica ou em compartimentos endossomais de diversas
células do sistema imune, incluindo monoécitos e macréfagos, esses receptores atuam como
sensores iniciais da inflamagdo. A ligacdo de um estimulo inflamatorio a esses receptores
desencadeia uma cascata de sinaliza¢do intracelular altamente regulada, envolvendo
proteinas adaptadoras como MyD88, TRIF e TRAF6. Essa sinaliza¢do converte o estimulo
extracelular em respostas intracelulares coordenadas, culminando na ativagdo de vias de
proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKs), como JNK e ERK, e de fatores de
transcri¢do centrais a inflamag@o, como o fator nuclear kB (NF-«B) e a proteina ativadora
(AP)-1 (lee et al., 2014).

Os TLRs também promovem a expressao de moléculas coestimuladoras (CD80 e
CD86), fundamentais para a ativagao de linfocitos T e a resposta imunitaria adaptativa. A

MAPK p38, sensivel a estimulos como citocinas e espécies reativas de oxigénio (EROS),
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desempenha papel importante na inflamagao cronica e ¢ considerada um alvo terapéutico
promissor em doencas como artrite reumatoide, asma e patologias neurodegenerativas (LEE
& KIM, 2017).

Como consequéncia direta dessa ativacdo molecular inicial, a inflamac¢ao aguda
manifesta-se no tecido por meio da produgdo e liberacdo coordenada de mediadores
inflamatérios, com destaque inicial para as citocinas, seguidas por aminas vasoativas e
mediadores lipidicos, como os eicosanoides (ARULSELVAN et al., 2016; SUGIMOTO et
al., 2016).

As citocinas exercem papel central na orquestracao da resposta inflamatoria, atuando
tanto na ativagao celular quanto na regulacio da intensidade e durag¢do do processo. Citocinas
pro-inflamatorias, como interleucina (IL)-1B, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF),
promovem ativagao endotelial, recrutamento de leucdcitos e indugdo de outros mediadores
inflamatorios, enquanto citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, IL-4, fator transformador
do crescimento (TGF)-f e IL-13, contribuem para o controle da resposta e para a transi¢ao
em direcdo a resolugdo inflamatoéria (COUTINHO & CHAPMAN, 2011; TURNER et al.,
2014; CHEN et al., 2017).

Em resposta a acdo dessas citocinas e a ativagdo celular, ocorre também a liberacao
de mediadores lipidicos derivados do metabolismo do acido araquidonico, conhecidos como
eicosanoides. O &cido araquidonico ¢ liberado dos fosfolipidios de membrana pela acao da
fosfolipase Az durante a ativagdo inflamatdria e convertido, pelas vias da ciclooxigenase
(COX) e da lipoxigenase (LOX), em prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Esses
mediadores participam diretamente da vasodilatagdo, do aumento da permeabilidade
vascular, da dor e do recrutamento celular, contribuindo para a amplificacdo da resposta
inflamatoria local (YAMAGUCHI et al., 2022).

Do ponto de vista intracelular, essa ativagdo inflamatdria também se reflete em
alteragoes profundas no perfil proteico das células envolvidas na resposta imune.
Abordagens protedmicas tém demonstrado a superexpressdo de enzimas inflamatorias,
proteinas de adesdo e biomarcadores associados a ativagdo celular, como S100A8 e S100A9,
os quais estdo diretamente relacionados a amplificagdo da resposta inflamatéria e ao
recrutamento de leucocitos (MEDZHITOV, 2008; SIGDEL et al., 2024).

Além disso, durante a inflamacao, pode ocorrer a formacao do inflamassoma, um
complexo multiproteico intracelular responséavel pelo reconhecimento de sinais de perigo,
como produtos microbianos e alteracdes idnicas. A ativagdo do inflamassoma leva a ativagao

de caspases inflamatorias, especialmente a caspase-1, regulando a maturagdo de citocinas
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como IL-1f e IL-18, bem como formas especificas de morte celular inflamatdria, como a
piroptose. Esse mecanismo tem sido associado a diversas condi¢des patoldgicas, incluindo
choque séptico, gota, epilepsia e dor neuropatica, sendo considerado um alvo terapéutico
relevante no contexto inflamatério (PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012; SHARMA &
KANNEGANTI, 2021).

Localmente, a inflamagdo manifesta-se por sinais inflamatdrios cardinais, como
edema, hipertermia (calor), hiperemia (vermelhidao), dor e perda de fung¢ao, com posterior
reparo tecidual (MEDZHITOV, 2008; FRANCESCHI & CAMPISI, 2014; FOUGERE et
al., 2016).

A inflamagdo pode tornar-se cronica quando o estimulo inflamatorio persiste,
levando a sensibilizagdo de nociceptores, dor e perda funcional (FRANCESCHI &
CAMPISI, 2014). Fatores como infec¢des persistentes, corpos estranhos ou exposi¢do
quimica continua favorecem sua cronificagdo ¢ a manutenc¢ao da produc¢do de mediadores
inflamatorios (ARULSELVAN et al., 2016).

Ha varios mecanismos que operam para encerrar o processo inflamatorio e iniciar a
remodelacdo do tecido, coletivamente denominados de resolu¢do inflamatoria. Esse
processo € ativo e altamente regulado, envolvendo a producao de mediadores especializados
pro-resolucao (SPMs, specialized pro-resolving mediators), que atuam para restaurar a
homeostase tecidual. Entre esses mediadores, destacam-se o0s eicosanoides anti-
inflamatorios, como as lipoxinas (Lxs), derivadas do 4cido araquiddnico (0mega-6), e as
resolvinas (RVs), maresinas (MaRs), e protectinas (Pds), derivadas de acidos graxos 6mega-
3 (DHA e EPA) (BASIL & LEVY, 2016). As LXs promovem a fagocitose de neutrofilos
apoptdticos por macrofagos, inibem a migra¢do adicional de leucdcitos para o tecido e
reduzem a produc¢do de citocinas pré-inflamatorias, como TNF e IL-1p. J4 as MaRs e RVs
desempenham papéis cruciais na reparacao tecidual, estimulando a regeneragdo celular e a
formacao de novos vasos sanguineos (angiogénese) (BASIL & LEVY, 2016). Além disso, a
resolucao da inflamacao envolve a mudanga no perfil de macrofagos, de um fenotipo pro-
inflamatorio (M1) para um fenotipo anti-inflamatério e pro-resolucdo (M2), secretando
citocinas como IL-10 e TGF-f, essenciais para a cicatrizagdo e remodelagdo do tecido
(LOCATTI et al., 2013). Glicocorticoides endégenos como o cortisol também contribuem
para a regulacdo negativa dessa resposta.

Os macrofagos sao células centrais no processo inflamatorio, desempenhando papéis
essenciais tanto na ativagdo quanto na resolucdo da inflamagdo. Como células residentes,

mantém a homeostase tecidual por meio da fagocitose de detritos celulares, secrecao de
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mediadores ¢ remodelagdo da matriz extracelular (MOSSER et al., 2008). Sao células de
alerta que, ao reconhecerem PAMPs ou DAMPs por meio de PRR, liberam citocinas,
quimiocinas e outras moléculas que induzem a inflamagao (ROH et al., 2018), promovendo
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, recrutamento de neutrofilos e
mondcitos para o tecido inflamado e sensibilizagdo de nociceptores (PINHO-
RIBEIRO et al., 2017). Ja os mondcitos circulantes migram para os tecidos em resposta a
sinais liberados por células sentinelas, como os macréfagos residentes, diferenciando-se em
subtipos funcionais, como macréfagos M1 e M2 (LOCATI et al., 2013). Os macrofagos M1
sdo ativados por estimulos como lipopolissacarideo (LPS) e interferon (IFN)-y, produzindo
citocinas pro-inflamatorias (ex.: TNF, IL-1p, IL-6) ¢ EROS, como perdxido de hidrogénio
(H202), que ajudam a eliminar patégenos. Por outro lado, os macréfagos M2 promovem a
reparagao tecidual e a resolucdo da inflamagdo através da secre¢ao de citocinas anti-
inflamatorias, como IL-10 e TGF-f (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Para
estudar esses processos, a linhagem celular humana THP-1, derivada de leucemia
monocitica, ¢ amplamente empregada em modelo in vitro. Apos tratamento com forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA), essas células tornam-se aderentes e funcionalmente
semelhantes a macrdéfagos, sendo tteis para investigar mecanismos inflamatdrios e respostas

imunologicas (CHANPUT et al., 2014; CHEN et al., 2023).

A producdo de H>O: desempenha um papel crucial no processo inflamatdrio,
especialmente na atividade fagocitica dos macréfagos. Durante a inflamagao, os macrofagos
ativados geram H:0: como parte da "explosdo respiratéria”, um mecanismo de defesa
mediado pela enzima NADPH oxidase. Essa enzima converte oxigénio molecular (O2) em
anion superoxido (O:27), que ¢ subsequentemente transformado em H:0: pela agdo da
superoxido dismutase (SOD) (BEDARD & KRAUSE, 2007). O H20: atua como um agente
microbicida, danificando membranas celulares e componentes intracelulares de patdégenos,
além de modular vias de sinalizacdo inflamatdria, como a ativacdo de NF-«kB e a produgao

de citocinas pré-inflamatorias (WINTERBOURN, 2013).

Diversas abordagens tém sido exploradas para elucidar os mecanismos envolvidos
nas doengas inflamatodrias, incluindo a andlise protedmica. O proteoma corresponde ao
conjunto de proteinas expressas em uma célula, tecido ou organismo em determinado
momento, sob condi¢des especificas. A analise protedmica possibilita a identificacdo de
variacoes proteicas decorrentes de eventos poOs-transcricionais e pos- traducionais, como

splicing alternativo, fosforilacdo, glicosilagdo, ubiquitinagao e acetilagdo, além da formagao
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de complexos e interagdes moleculares (TYANOVA & COX, 2018; SIGDEL et al., 2024).
Essa técnica ¢ particularmente 1til no contexto inflamatorio, permitindo detectar alteracdes
no perfil proteico em diferentes fases da inflamagao, identificar biomarcadores e elucidar
vias de sinalizacdo relevantes. Sua aplicagdo tem se mostrado essencial para a pesquisa

translacional e o desenvolvimento de terapias personalizadas (WANG et al., 2024).

As principais intervengdes terapéuticas contra doengas inflamatorias incluem o uso
de inibidores da COX. Em 1971, VANE et al. descreveram o mecanismo de ag¢do dos anti-
inflamatorios nao esteroidais (AINEs), que atuam inibindo a producdo de prostaglandinas
por meio da inibicdo das isoformas COX-1 e COX-2 (VANE, BAKHLE & BOTTING,
1998). Outra forma de tratamento amplamente utilizado, sdo as terapias com o uso de
glicocorticoides, que sdo hormdnios sintetizados e secretados pelo cortex da adrenal. Esta
classe de hormonios exerce inimeras agdes fisioldgicas no organismo quando disponiveis
em concentragdes normais. Os glicocorticoides geralmente atuam no metabolismo dos
carboidratos, proteinas e gorduras e sdo secretados em maiores quantidades em situagdes
traumadticas e estressantes. No entanto, quando administrados em doses farmacoldgicas
elevadas ou por periodos prolongados, os glicocorticoides podem induzir efeitos colaterais
significativos, como distirbios metabolicos, como hiperglicemia, resisténcia a insulina e
obesidade, além de osteoporose, supressao da funcdo adrenal e aumento da suscetibilidade
a infecgdes (LONGUI, 2007, RAMAMMORTHY & CIDLOWSKI, 2016; REICHARDT et
al., 2021).

Dentre os glicocorticoides, a dexametasona (DEXA) ¢ amplamente utilizada na
pratica clinica, indicada para o tratamento de condicdes alérgicas, inflamatorias e sintomas
associados a diversas doengas, incluindo distirbios reumaticos, dermatoldgicos, oculares,
glandulares, pulmonares, hematologicos e gastrintestinais, tanto em adultos quanto em
criangas. Trata-se de um glicocorticoide que mimetiza a agdo do cortisol, tornando essa agao
mais prolongada, sendo capaz de suprimir o hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) por 36
a 72 horas (RHEN & CIDLOWSKI, 2005). A DEXA ¢ mais potente que o cortisol e
apresenta auséncia de atividade mineralocorticoide, caracteristica que contribui para um
menor perfil de efeitos colaterais (GUYTON & HALL, 2006). Um exemplo de sua aplicacao
avancada foi descrito por LORSCHERIDER et al. (2019), que desenvolveram micelas
mistas em nanoescala para encapsular o palmitato de DEXA, demonstrando eficacia no

alivio da inflamagao em modelos de artrite reumatoide.

O mecanismo de a¢do da DEXA envolve a estabilizacdo de membranas lisossomicas
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em leucocitos, reduzindo a liberagdo de enzimas inflamatorias e a resposta vascular a
estimulos lesivos. Além disso, diminui a expressdo endotelial de moléculas de adesao,
dificultando a migracao de leucdcitos, inibe a angiogénese e bloqueia a liberagcdo do acido
araquidonico ao inibir a fosfolipase A2, reduzindo, assim, a produgao de prostaglandinas e

leucotrienos (PETTET et al., 1996; MACEDO & OLIVEIRA, 1998).

O uso prolongado de DEXA, assim como outros glicocorticoides, pode acarretar
efeitos colaterais significativos, como aumento de peso, hipertensdo, osteoporose,
hiperglicemia, fraqueza muscular, Glcera gastrica e maior susceptibilidade a infec¢des. Esses
efeitos decorrem de sua acao sistémica sobre multiplos tecidos, incluindo o metabolismo da
glicose, no qual atua como hormonio diabetogénico, promovendo gliconeogénese hepatica
e reduzindo a captacdo de glicose nos tecidos periféricos (BAUERLE & HARRIS, 2016).
Além disso, induz resisténcia a insulina, agravando o controle glicémico e elevando o risco
de diabetes melitus tipo 2 (RHEN & CIDLOWSKI, 2005). Tais efeitos metabolicos,
somados a supressdo da funcdo adrenal e alteracdes cardiovasculares, reforcam a
necessidade de estratégias terapéuticas que reduzam os riscos associados ao uso continuo de
glicocorticoides (LONGUI, 2007; HODGENS & SHARMAN, 2023).

Diante do exposto, a busca por novas intervengdes terapéuticas para o tratamento de
doencas inflamatorias tem sido crescente, especialmente incluindo produtos naturais ou sua
combinag¢do com farmacos, visando reduzir os efeitos colaterais por meio do uso de menores
concentracgoes. Entre esses produtos destacam-se os de origem apicola e meliponicola, como
a propolis e a geopropolis (GEO). O uso desses produtos remonta a antiguidade, os quais,
nas ultimas décadas, tém sido amplamente estudados, sobretudo a propolis produzida por
abelhas do género Apis.

As abelhas sociais da familia Apidae dividem-se nas subfamilias Apinae, com a
espécie Apis mellifera L., e Meliponinae, conhecidas como abelhas sem ferrao (SILVEIRA
etal., 2002). Os meliponineos, distribuidos em regides tropicais e subtropicais, incluem mais
de 400 espécies nativas no Brasil, sendo criadas comercialmente devido a facilidade de
manejo e seguranga (LAVINAS et al., 2019; SOUZA JUNIOR et al., 2019).

As abelhas coletam resinas vegetais e as misturam com secre¢des mandibulares para
produzir propolis, cuja composi¢do varia conforme a flora local e a subespécie de abelha
(BANKOVA et al., 2019). A GEO, por sua vez, ¢ elaborada com adi¢do de barro ou terra,
como ocorre com a Melipona fasciculata Smith, popularmente conhecida como “tiuba do

Maranhao” (SOUZA JUNIOR et al., 2019; SILVEIRA et al., 2002). Ambas sdo utilizadas
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na colmeia como parte da estrutura interna, regulacdo térmica, barreira antimicrobiana e
antisséptica (GHISALBERTI, 1979; SALATINO et al., 2005).

A propolis de A. mellifera tem sido associada a propriedades imunomoduladora
(ORSI et al, 2000; SFORCIN, 2007), antitumoral (ORSOLIC & BASIC, 2005),
antimicrobiana (MOHAMMADZADEH et al., 2007), antifingica (MURAD et al., 2002),
antioxidante (AHN et al., 2004), hepatoprotetora (BHADAURIA et al., 2008), cicatrizante
e anti-inflamatoria, atribuidas a compostos como acidos fenoélicos, flavonoides e terpenos
(MENEZES, 2005). Sua composicao ¢ influenciada por fatores geograficos e floristicos
(BANKOVA et al., 2000).

Estudos mostram que o extrato de propolis inibe a proliferacdo de macrofagos RAW
264.7, reduz EROs, 6xido nitrico (NO), COX-2, IL-1p e IL-6, demonstrando potencial anti-
inflamatorio (ASGHARPOUR et al., 2019). A propolis vermelha brasileira também inibiu
citocinas inflamatorias e genes relacionados a migragdo celular, sendo tdo eficaz quanto a
DEXA, embora por mecanismos distintos (SILVA et al., 2017).

A GEO ¢ um produto elaborado por abelhas sem ferrdo pertencentes a tribo
Meliponini, amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais. Diferentemente da
propolis produzida por Apis mellifera, a GEO ¢ formada a partir da mistura de resinas
vegetais coletadas pelas abelhas com secrecdes salivares, cera e particulas de solo ou barro,
o que confere caracteristicas fisico-quimicas distintas a esse produto. Essa composi¢do
complexa reflete diretamente a diversidade botanica da regido onde as abelhas coletam os
materiais € pode influenciar significativamente suas propriedades biologicas (SALATINO
et al., 2005; BANKOVA et al., 2019).

Tradicionalmente, produtos derivados de abelhas tém sido utilizados na medicina
popular para o tratamento de diferentes condi¢des patoldgicas, incluindo infecgdes,
processos inflamatdrios e doengas de pele. No caso especifico da GEO, seu uso empirico,
por comunidades indigenas e populacdes regionais, tem sido descrito no tratamento de
infecgdes, dermatoses e distirbios imunoldgicos, o que despertou interesse cientifico na
investigagdo de suas propriedades farmacologicas (FREITAS et al., 2008; SOUZA et al.,
2019). Estudos tém demonstrado que esse produto apresenta uma composi¢do quimica
complexa, que pode incluir acidos graxos, compostos fendlicos, flavonoides, triterpenos e
saponinas, moléculas frequentemente associadas a atividades biologicas relevantes (DUTRA
et al.,2008).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a GEO apresenta atividades biologicas

importantes, como propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatoérias,
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antitumorais, imunomoduladoras e gastroprotetoras (SANTOS et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2019). Essas propriedades sdo atribuidas principalmente a presenca de compostos
bioativos derivados de plantas, cuja composi¢do pode variar conforme a espécie de abelha,
a origem geografica ¢ a vegetacdo predominante na regido (BANKOVA et al., 2000;
SALATINO et al., 2005).

Pesquisadores do Maranhdo vém estudando a amostra especifica de GEO produzida
por Melipona fasciculata Smith, demonstrando diferentes atividades biologicas. GOMES
(2005) relatou suas atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva; DUAILIBE et al. (2007)
demonstraram sua a¢do antimicrobiana contra Streptococcus mutans; ASSUNCAO (2008)
descreveu seu potencial antitumoral; e ARAUJO (2009) evidenciou baixa toxicidade apés
administracao por via oral. Esses achados reforcam o potencial terapéutico dessa amostra de
GEO.

Posteriormente, em 2010, essa amostra foi trazida ao nosso laboratorio para
investigacdo mais detalhada. Analises quimicas conduzidas por nosso grupo identificaram a
presenca de compostos como lupeol, a- e P-amirinas e &cido anacardico, moléculas
conhecidas por apresentarem propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
imunomoduladoras (ARAUJO et al., 2015). Esses compostos tém sido associados a
modulagdo de vias inflamatdrias e ao controle de processos oxidativos, sugerindo que a GEO
possa atuar em diferentes niveis da resposta inflamatoria.

Diante do exposto, o presente trabalho foi delineado visando avaliar o possivel
sinergismo entre a GEO e o farmaco anti-inflamatério DEXA, em condi¢des inflamatorias.
A hipdtese deste estudo foi que a interagdo entre a GEO e menores concentragoes de DEXA
ndo seria toxica para a linhagem de células imortalizadas que mimetizam o mondcito
humano (THP-1) diferenciadas em macrofagos, e exerceria acdo anti- inflamatdria mais
eficiente do que a DEXA isoladamente, podendo culminar em achados que possam favorecer

o tratamento de doencgas inflamatorias.
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial efeito anti-inflamatorio da geopropolis, isoladamente ou em
combinagdo com baixas concentragdes de dexametasona, em macrofagos derivados da

linhagem monocitica humana THP-1 estimulados com LPS.
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2.2 Objetivos especificos

Verificar o efeito citotoxico da GEO, isolada ou em combinagdo com DEXA, sobre

cé¢lulas THP-1 diferenciadas em macrofagos;

e Avaliar a produgdo de citocinas pro-inflamatérias, anti-inflamatdrias e associadas ao
inflamassoma (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-18, IL-33 e IL-10) em macréfagos
tratados com GEO, isolada ou associada a DEXA, por ensaio imunoenzimatico

(ELISA);

e Quantificar a produgdo de metabolitos do acido araquidonico (PGE2 e LTB4) em

macrofagos tratados com GEO e/ou DEXA;

e Analisar a expressdo de marcadores de superficie celular (TLR2, TLR4, CDS80 e
CD62L) por citometria de fluxo;

e Investigar a atividade bactericida dos macrofagos tratados com GEO, isolada ou em

combinagdo com DEXA, e desafiados com Staphylococcus aureus;

e Determinar a producdo de perdxido de hidrogénio (H202) por macrofagos tratados

com GEO e/ou DEXA por ensaio colorimétrico;

e Realizar andlise protedmica abrangente de monocitos humanos com GEO, a fim de

identificar alteragdes em proteinas envolvidas na resposta inflamatoria.

3. METODOLOGIA

3.1 Obten¢iao das amostras de geopropolis

A amostra de GEO utilizada neste estudo foi obtida de colmeias de Melipona
fasciculata Smith, localizadas no municipio de Palmeirandia (2° 39’ S, 44° 55° 0),
pertencente & microrregiao da baixada ocidental maranhense. A GEO se apresenta na forma
de fragmentos rigidos e granulos de consisténcia variavel, coloragdo marrom escura, sabor
amargo e auséncia de odor marcante, conforme descrito por DUTRA et al. (2008) e CUNHA

et al. (2015). Apds a coleta, realizada com espatulas previamente esterilizadas, o material
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foi armazenado a -20 °C até o preparo do extrato. A caracterizacdo quimica dessa amostra
de GEO foi previamente realizada por Araujo et al. (2015), utilizando técnicas
cromatograficas. Este projeto foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdao do Patrimdnio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN - A605C04).

3.2 Preparacio do extrato hidroalcoodlico de geopropolis e da solucio de dexametasona

A amostra de GEO (30 g) foi triturada, macerada e extraida em 100 mL de etanol
70%, a temperatura ambiente ¢ sob moderada agitacdo. Apds 24 h, o material foi filtrado e
a concentragdo do peso seco do extrato hidroalcodlico de GEO foi calculada (11 mg/mL).
As solugdes de trabalho de GEO foram utilizadas nas concentragdes de 25 e 12,5 pg/mL e
diluido em meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab, Brasil) suplementado com soro fetal
bovino (10%, Cultilab).

A dexametasona (DEXA — 25 mg) foi obtida comercialmente da Sigma-Aldrich
(EUA) e diluida em 10 mL de etanol absoluto e 10 mL de RPMI (KIM et al., 2017). As

concentragoes utilizadas foram 10 e 5 uM.

A combinacao de GEO com DEXA foi obtida utilizando as menores concentragdes de

cada tratamento (12, 5 pg/mL e 5 pM, respectivamente).

Outras concentragdes de GEO e DEXA também foram analisadas em experimentos-
piloto e, a partir dos melhores resultados obtidos, foram adotadas as concentragdes descritas
acima. Essas concentragdes foram selecionadas com base em resultados prévios (HONORIO

et al., 2024) e na literatura cientifica.

3.3 Cultura de células THP-1

A linhagem de células monociticas humanas THP-1 (American Type Culture
Collection TIB-202) foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil) e
cultivadas em frascos de 75 cm? contendo 20 ml de meio de cultura RPMI 1640 suplementado
com 10% soro fetal bovino, 1% de penicilina-estreptomicina (Pen/strep, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) e 0,5% de anfotericina B (ANFORICIN B®, Cristalia), incubando a

37°C e 5% de COz2. As células foram cultivadas até obter 70-90% de confluéncia.

Por se tratar de uma linhagem celular humana imortalizada amplamente utilizada em
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estudos experimentais in vitro, ndo houve necessidade de submissdo ao Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos, tendo sido o presente estudo dispensado de avaliagao

pelo sistema da Plataforma Brasil (CAAE: 35248620.0.0000.5411).

3.4 Diferenciacio das células THP-1 monociticas em macrofagos

As células THP-1 foram cultivadas conforme descrito acima ¢ a concentracao celular
foi ajustada para 1x10° células/ml (300 pl/pogco) em microplacas de fundo chato de 24 pocos.
As células foram tratadas com PMA (20 ng/mL) e cultivadas a 37°C por 24 h. Apos a
diferenciagdo, as células seguiram para os demais ensaios.

Como forma complementar de validacdo da diferenciacdo dos monocitos THP-1 em
macrofagos, foi realizada a andlise fenotipica por citometria de fluxo para deteccdo dos
marcadores de superficie CD14 e CD11b, utilizando os anticorpos monoclonais anti-CD14-
PerCP Cy 5.5 (BD Bioscience™) e anti-CD11b-FITC (BD Bioscience™), respectivamente.
Também foi analisada a morfologia celular apés incubacdo com PMA, para avaliar a

compatibilidade com o feno6tipo do macrofago diferenciado.

3.5 Viabilidade celular

Apds incubagdo prévia dos macréfagos com LPS por 2 h e posteriormente com GEO,
DEXA e sua combinagdo por 18 h, a viabilidade celular foi determinada pelo método de
reducdo do MTT (3(4,5dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolio — Sigma-Aldrich, EUA). O
principio deste método consiste na absor¢cdo do MTT pelas células, o qual ¢ reduzido no
interior da mitocondria a formazan. Apos incubagdo das culturas celulares com os diferentes
tratamentos, a placa foi centrifugada por 10 min a 300 g e o sobrenadante foi removido, em
seguida foram adicionados 300 pLL. de MTT (1 mg/mL) dissolvido em meio RPMI completo,
seguido de posterior incubacdo a 37°C em 5% de COz por 3 h. Apds este periodo, a placa
foi centrifugada por 10 min a 300 g, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 200
puL de dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizacdo dos cristais de formazan. Em seguida,
foi realizada a leitura da densidade otica em leitor de ELISA com filtro de 540 nm e
calculadas as porcentagens de viabilidade celular. Os resultados foram expressos em relagao

ao controle, considerado como 100%.
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3.6 Avaliacio de marcadores de superficie celular

Apo6s incubacao de macrofagos com LPS por 2 h e os tratamentos (GEO, DEXA e a
combinagdo) por 18 h, as células foram lavadas, ressuspendidas em 1 mL de solugao
eletrolitica (ISOTON 1II) e incubadas com os anticorpos monoclonais fluoresceinados
especificos: anti-TLR2-FITC (BD Bioscience™), anti-TLR4-PE (BD Bioscience™), anti-
CD62L-PE-Cy7 (BD Bioscience™) e anti-CD80-Percp-Cy5.5 (BD Bioscience™) durante
30 minutos ao abrigo da luz a 4°C. Para cada teste, foi incluido um tubo controle contendo
as células que foram incubadas com os anticorpos de controle isotipico (PE, FITC, PE-Cy7
ou Percp-Cy5.5). Apds incubagdo por 20 minutos, as células foram lavadas, fixadas em 450
pL de ISOTON II contendo 50 pL de paraformaldeido 5% e analisadas em citdmetro modelo
FACSCanto II (BD Biosciences, EUA), avaliando a mediana de intensidade de fluorescéncia
(MIF), utilizando o software FACSDiva (BD Biosciences, EUA), e analisadas pelo software
FlowJo vX0.7, sendo adquiridos 30.000 eventos.

A pré-ativacao das células com LPS por 2 h foi adotada com o objetivo de promover
a ativagdo inicial dos macrofagos e o desencadeamento das vias de sinalizagdo associadas
aos PRRs, especialmente os receptores do tipo Toll, cuja ativagdo ocorre em escala de
minutos a poucas horas apos o estimulo inflamatorio (AKIRA et al., 2006; MEDZHITOV,
2008; KAWAI & AKIRA, 2010)

3.7 Determinacio da producao de citocinas

Apoés incubacdo de macréfagos com os tratamentos, os sobrenadantes foram
coletados e congelados a -80°C. A determinagdo da concentracao de TNF, IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-18, IL-33 e IL-10 foi realizada através de ensaio ELISA sanduiche (enzyme-linked
immunosorbent assay) utilizando o sobrenadante coletado anteriormente. Inicialmente,
foram adicionados 100 pL de solugdo salina isotonica tamponada com fosfato (PBS) pH7,2
e anticorpos monoclonais diluidos conforme instrugdes do fabricante (R & D Systems, EUA)
as placas de poliestireno (Maxisorp Nunc, EUA), e incubadas overnight a 4°C em camara
umida. Apos 3 lavagens dos pogos com PBS acrescido de Tween 20 (0,05%), ocorreu o
bloqueio dos pogos com albumina sérica bovina (10%) (Sigma- Aldrich, EUA) em PBS para
saturacdo dos sitios de ligacdo e, em seguida, a placa foi incubada a temperatura ambiente

por 1 h. A seguir, nova sequéncia de lavagens foi realizada e aliquotas de 100 pL dos



sobrenadantes das culturas de células foram adicionadas com posterior incubacdo por 2 h a
temperatura ambiente. Os pocos foram novamente lavados e, ao anticorpo de detecgao
policlonal biotinilado, foi adicionado o conjugado estreptoavidina-peroxidase, incubando-se
novamente por 20 minutos. Novas lavagens foram realizadas e, para revelacdo, foram
adicionados 100 pL da solucdo contendo o substrato perdxido de hidrogénio e
tetrametilbenzidina (TMB). Apds 20 minutos a temperatura ambiente, a reagdo enzimatica
foi interrompida pela adi¢ao de 50 uL de H.SO4 2N. As leituras foram realizadas em leitor

de ELISA com filtro de 450 nm.

O periodo de incubacdo de 18 h apos a adigdo dos tratamentos foi escolhido por ser
compativel com os processos de transcrigdo génica, tradu¢do proteica e secre¢do de
citocinas, bem como com a modulacdo de marcadores de superficie e proteinas
intracelulares. Esse intervalo temporal permite a detec¢do de alteragdes funcionais estaveis
induzidas pelos tratamentos, sem comprometer a viabilidade celular (DINARELLO, 2007;
CHANPUT et al., 2014).

3.8 Determinacio da producio de metabolitos do acido araquidonico

As concentragdes de PGE2 e LTB4 foram quantificadas utilizando o kit Hydrogen
Peroxide Assay (Cayman Chemical, EUA) e os sobrenadantes dos macrofagos, apos 2 h de
incubacdo com LPS e posteriormente 3 h de tratamento com GEO, DEXA e a combinacado. Para
1sso, foi utilizado o método de ELISA competitivo, baseado na competicao entre os analitos
presentes nas amostras e padrdes conhecidos por sitios de ligacao especificos. A intensidade da
reagdo colorimétrica gerada foi inversamente proporcional a concentracdo dos mediadores nas
amostras. As leituras foram realizadas em leitor de ELISA e comprimento de onda de 412 nm.

Para a avaliacdo da producao de PGE2 e LTB4, foram adotados tempos de incubagao
mais curtos, uma vez que esses mediadores sdo rapidamente sintetizados apds a ativagao
celular. Esse processo estd diretamente relacionado a ativacdo imediata de enzimas como a
fosfolipase A., COX e 5-LOX, n3o dependendo de eventos tardios de expressdo génica

(RICCIOTTTI et al., 2011).

3.9 Atividade bactericida contra S. aureus
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Apos estimulo com LPS por 2 h, os macrofagos foram tratados com GEO, DEXA ou
a combinagdo de ambos por 18 horas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e as células
aderentes foram incubadas por 90 minutos com uma suspensao da cepa bacteriana S. aureus
ATCC 29213 (relagdo macrofago:bactéria = 1:20), em triplicata. Apos esse periodo, os
sobrenadantes foram novamente removidos e os macrofagos foram lisados com adigdo de
agua destilada estéril gelada (500 uL). Um aliquota de 100 pL do lisado foi entdo semeada
em placas de Petri com meio BHI-agar pelo método de pour plate. As placas foram incubadas
a 37°C por 48 h, e as unidades formadoras de colonia (UFC) foram contadas para calculo da

atividade bactericida com base na formula:

FC médi imental
Atividade Bactericida (%) = ll (U = =5 )} x 100

UFC média controle
3.10 Producio de peroxido de hidrogénio (H20-)

A concentragdo de H20: no sobrenadante de cultura de macrofagos foi quantificada
por método colorimétrico, utilizando o Kit de Ensaio de Peroxido de Hidrogénio (Cayman
Chemical, EUA).

Apds 3 h de tratamento com GEO, DEXA e sua combinagdo, as células foram
centrifugadas a 300 g por 10 min, e foram adicionadas a placa de 96 pocos juntamente com
a curva padrao de H>0.. Em seguida, foi adicionada uma solu¢do enzimatica contendo
peroxidase e o substrato cromogénico 10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (ADHP), que
reage com o H20: presente nas amostras. Essa reacdo gera um composto (resorufina), cuja
intensidade de cor € proporcional a concentracdo de H.O:. A absorbancia foi lida a 570 nm.

O periodo de incubagao de 3 h adotado, foi escolhido considerando que a produgao
de EROs ocorre de forma répida apos a ativagao celular, estando diretamente associada a
ativacdo imediata de enzimas oxidativas, como as NADPH oxidases. Dessa forma, tempos
mais longos poderiam resultar na degradacdo do peroxido de hidrogénio ou na ativacao de
mecanismos compensatorios antioxidantes, dificultando a interpretagdo dos niveis reais de
EROs induzidos pelos tratamentos (BEDARD & KRAUSE, 2007, WINTERBOURN,
2013).
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3.11 Analise protedmica

3.11.1 Obtencao dos mondcitos humanos

Amostras de sangue periférico foram obtidas de dois doadores adultos saudaveis, nao
fumantes, ndo obesos e sem historico de consumo de alcool ou uso de medicamentos nos trés
dias anteriores a coleta, mediante consentimento informado. Foi coletado 80 mL de sangue, os
quais foram distribuidos em tubos de 20 mL e heparinizados com 0,2 mL de heparina sédica.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 200 g por 10 minutos.

Ap6s a centrifugacdo, o plasma sanguineo foi descartado e adicionaram-se 15 mL de
meio RPMI 1640 (Cultilab, Brasil) a cada tubo. As suspensdes celulares foram cuidadosamente
transferidas para tubos contendo 4 mL de Ficoll-Paque (GE Healthcare Biosciences, Suécia) e
submetidas a centrifugacdo de 300 g por 30 minutos, para separagdo das células por gradiente
de densidade. O halo celular formado na interface plasma—Ficoll, correspondente as células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), foi coletado e submetido a duas lavagens
sucessivas (300 g por 10 minutos), com remog¢ao do sobrenadante e ressuspensdao em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB.

A partir das PBMC obtidas, os monocitos foram isolados por sele¢do negativa utilizando
beads magnéticas, conforme as instrugdes do fabricante do kit Classical Monocyte Isolation Kit,
human (Miltenyi Biotec, Alemanha). Esse método baseia-se na marcagao e retengdo, em coluna
magnetizada, de células CD3*, CD7*, CD16*, CD19*, CD56*, CD123" e CD235a*, permitindo
a coleta das células ndo marcadas, correspondentes aos monocitos.

Ap6s o isolamento, os monodcitos foram distribuidos em placas de 24 pocos, na
densidade de 2 x 10¢ c€¢lulas/mL, em volume final de 250 puL por pogo, € incubados a 37 °C em
atmosfera contendo 5% de CO.. As células foram mantidas em cultura por 24 h na presenca de
GEO - 25 pg/mL, seguindo os protocolos experimentais descritos para a analise protedmica.

O periodo de incubagdo apods o tratamento foi escolhido considerando que alteragdes
detectaveis no proteoma celular refletem processos mais tardios e integrados da resposta
inflamatoria. Diferentemente da liberacao rapida de mediadores soluveis, a modulagao do perfil
proteico envolve eventos cumulativos de regulagdo transcricional, tradug¢do, modificagdes pds-
traducionais, turnover proteico e reorganizacao funcional das vias celulares. Assim, o tempo de
24 h foi selecionado por permitir a consolidagdo dessas alteragdes moleculares, possibilitando
a identificacdo de proteinas diferencialmente abundantes associadas a ativagdo, amplificacao,

resolucdo da inflamagdo e adaptagdo celular induzidas pela GEO. CAAE:
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3.11.2 Extracao de proteinas

Os mondcitos foram ajustados para 1x10° células/mL, tratados com GEO (25 pg/mL),
lavados com PBS e centrifugados a 14.000 g por 30 min. Em seguida, os pellets foram
solubilizados em 500 pL tampao contendo ureia 8M, NaCl 25 mM, Tris 20 mM, 1 mM MgCl;
na presenc¢a do coquetel de inibidores de proteases EASYpack Protease Inhibitor Cocktail. As
amostras foram acondicionadas em microtubo estéril de 2 mL, com fundo conico e base plana
(Loccus, Brasil), juntamente com 7 beads de zirconio de 1,4 mm (Loccus, Brasil) e submetidas
ao disruptor de células e tecidos (L-Beader 6 — Loccus, Brasil) utilizando 10 ciclos de 60
segundos, a 4350 g com pausa de 2 minutos no gelo entre os ciclos. Posteriormente as amostras
foram centrifugadas por 30 minutos, a 4°C ¢ 9757 g. Apos esta etapa, o sobrenadante foi

coletado e armazenado a -80°C.

3.11.3 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando
o kit BioRad® Protein Assay (Loccus, Brasil), juntamente com quatro dilui¢des da proteina
padrao albumina bovina (BSA). As leituras de absorbancia de cada amostra foram obtidas pelo
espectrofotometro pQuant em comprimento de onda 595 nm. Tanto as quatro dilui¢des da

proteina padrao quanto das amostras experimentais foram preparadas com 3 réplicas técnicas.

3.11.4 Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para avaliar se durante o processo de extracdo nao houve degradagdo das proteinas e
também se a quantificag@o de proteinas representa de fato a presenca das mesmas, foi realizada
eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida em condi¢des denaturantes e redutoras

(LAEMMLI, 1970).

3.11.5 Digestao de proteinas em soluciao
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A digestdo de proteinas deste trabalho foi realizada segundo OLDRICH-NETO e
colaboradores (2024). Cinquenta microgramas de cada amostra foram submetidas a etapa de
digestdo proteica. O volume correspondente a 50 pg foram separados em microtubos plasticos
de baixa retengdao do tipo Lobind (Eppendorf, Alemanha) e assim, procedeu-se a digestdao
triptica. As amostras foram complementadas com o tampao bicarbonato de amdnio 50 mM
(Merck, Alemanha) até que completassem 60 puL. de volume final. Posteriormente, adicionou-
se 25 pL da solugdo RapiGest SF 0,2% (Waters, Estados Unidos), as amostras foram agitadas
em vortex, centrifugadas e transferidas para um bloco aquecido a 37°C e incubadas por 60 min.
Posteriormente foram adicionados 2,5 pL de ditiotreitol (DTT) 100 mM (Merck, Alemanha),
as amostras foram agitadas em vortex, centrifugadas e colocadas em um bloco aquecido a 37°C,
onde foram incubadas por 40 min. Apo0s esta etapa adicionou-se 2,5 pL de iodoacetamida 300
mM (Merck, Alemanha), as amostras foram agitadas em vortex, centrifugadas e transferidas
para um local escuro e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Apos estas etapas a
tripsina (Promega, Estados Unidos) foi adicionada (1:50 [enzima:substrato]), incubando
imediatamente a 37°C. Ap6s 16 h, a reagcdo enzimatica foi interrompida com adi¢do de 10 L.
de acido trifluoroacético (TFA) 5% (v/v) (Merck, Alemanha) e agitando em vortex,
centrifugando e incubando a 37°C por 90 min. Posteriormente, o material foi centrifugado a
9757 g, por 30 minutos e a temperatura ambiente. Os sobrenadantes de cada amostra foram
transferidos para um novo microtubo plastico de baixa retengdo do tipo Lobind (Eppendorf,
Alemanha). Apds digestao triptica, as amostras foram dessalinizadas em colunas Sep-Pak Vac
lcc C18 (Waters, Estados Unidos) segundo as recomendacdes do fabricante e posteriormente
foram secas em concentrador (Concentrator Plus — Eppendorf, Alemanha) por 24 h. Foram
ressuspendidas em 40 pL de acido férmico 0,1% (Merck, Alemanha) e tiveram seus peptideos

quantificados pelo método fluorimétrico Qubit (Thermo Fisher Scientific, Alemanha).

3.11.6 Sequenciamento peptidico por espectrometria de massas

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas por meio de um equipamento
de nanocromatografia liquida Ultimate 3000 RSLnano (Thermo Fisher Scientific, Alemanha)
acoplado a um equipamento de espectrometria de massas Orbitrap Fusion Lumos (Thermo
Fisher Scientific, Alemanha). As fases moveis utilizadas foram: A) acido férmico 0,1% [v/v]
em agua LCMS e B), acido formico 0,1% [v/v] em acetonitrila 95% [v/v]. Os peptideos foram

carregados em uma pré-coluna C18, 30 um x 5 mm (ThermoFisher Scientific, Alemanha), e
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dessalinizados num gradiente isocratico de 4%B por 3 minutos a um fluxo de 250 nL/min. Em
seguida, os peptideos foram fracionados por uma coluna analitica de 15 cm com 75 um de
diametro interno, contendo particulas de C18 de 3 micrometros de didmetro, utilizando um
gradiente linear de 5 a 40% de B por 90 min a um fluxo de 250 nL/min. A ionizacao foi obtida
utilizando uma fonte EASY-IC™. O modo de operagio foi ioniza¢do positiva utilizando o
método DDA (Data-Dependent Acquisition). Os espectros MS foram adquiridos de m/z 300 a
m/z 1500, resolugdo de 120.000 e 50 ms de tempo de injecdo. A camara de fragmentagdo foi
condicionada com energia de colisdo de 30% com resolugdo de 15.000, 22 ms de tempo de
inje¢do, 1.6 m/z de janela de isolamento e exclusdo dindmica de 60s. Os dados de
espectrometria foram adquiridos por meio do software Thermo Xcalibur (versdao 4.0.27.19,

ThermoFisher Scientific Inc.).

3.11.7 Analise dos dados

Os dados brutos de espectrometria de massas no formato .RAW foram submetidos ao
software PatternLab [versdo 4.0.0.84] (CARVALHO et al., 2016) para a identificagdo das
proteinas totais. Os principais parametros utilizados nesta ferramenta foram: banco de dados
UNIPROT UP000314981 (Taxonomy Homo sapiens), enzima tripsina; permissdo de 2
clivagens perdidas; modificagdo pds-traducional carbamidometilagdo dos residuos de cisteinas;
modificacdo pos-traducional varidvel oxidacdo dos residuos de metionina; erros de tolerancia
MS e MS/MS de 0,0200 ppm. A taxa de FDR (grau de significancia estatistica) maxima foi
considerada de < 1%.

As andlises comparativas de carater qualitativo das proteinas entre as amostras foram
obtidas pela ferramenta VIB/UGent Bioinformatics & Evolutionary Genomics pela opgao

Diagrama de Veen (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

Uma  matriz  compativel com o  programa  MetaboAnalyst 4.0®

(https://www.metaboanalyst.ca/) foi construida a partir dos dados protedmicos utilizando as

contagens espectrais de cada proteina identificada, as quais foram normalizadas para cada
proteina pela média ponderada das triplicatas técnicas de cada amostra (CHONG et al, 2014).
Andlise Discriminante de Quadrados Minimos Parciais (Partial Least Squares Discriminant
Analysis [PLS-DA]), p < 0,05) foi utilizada como o principal método de anélise multivariada.
Apenas os sinais presentes em 50% das amostras foram considerados para a geragdo dos

modelos estatisticos.
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As andlises de enriquecimento ontogenético foram obtidas pela ferramenta de
bioinformatica String (String (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes, http://

http.//string-db.org/), utilizando o banco de dados Homo sapiens, como organismo de

referéncia, estratégias experiments, database e coexpression, dentro de um nivel de confianca
acima de 0.90 e p-value PPI de enriquecimento < 1.0e-16. As conexdes entre os nos proteina-
proteina representam sobreposicdo génica e proximidade funcional, destacando os principais
processos moleculares sob enriquecimento diferencial entre as amostras comparadas. Ja os
diagramas obtidos, evidenciam termos significativamente enriquecidos no conjunto proteico,
agrupados segundo similaridade funcional. O tamanho dos circulos dos diagramas ¢
proporcional ao numero de genes associados a cada termo (Gene count), enquanto a escala de
cores reflete o FDR, com valores mais baixos indicados em verde e valores mais elevados em

azul.

3.12 Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada no software GraphPad Prism 8 (GraphPad, USA),
utilizando Andlise de Varidncia (ANOVA) para medidas repetidas. As comparagdes entre
os grupos tratados (GEO, DEXA e associagdo) em relacao aos grupos controle e LPS foram

realizadas por meio do teste de comparagdes multiplas de Dunnett (p < 0,05).

4. RESULTADOS

4.1 Diferenciacao das células THP-1 monociticas em macrofagos

A avaliagdo dos marcadores CD11b e CD14 por citometria de fluxo mostrou-se
inconclusiva, uma vez que a auséncia de repetibilidade dos resultados impediu a obtencao
de conclusdes confidveis sobre a diferenciacdo celular, tanto no grupo controle quanto nas
células tratadas com PMA. Apesar disso, a observacdo morfologica por microscopio
invertido indicou diferencia¢do celular, evidenciada pela adesdao ao fundo da placa,
caracteristica ausente em células THP-1 em estado monocitico, e por alteragdes no formato
celular, aumento do tamanho e espraiamento celular, com presenca de prolongamentos

citoplasmaticos, compativeis com o fenotipo de macrofagos diferenciados (Figura 1).
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Figura 1. Morfologia celular antes (A) e apds (B) incubagao de células THP-1 com PMA
(20 ng/mL) por 24 h. Aumento: 400 x no microscopio Optico invertido.

4.2 Viabilidade Celular

A fim de verificar um possivel efeito citotoxico dos tratamentos estudados, foi
analisada a viabilidade celular pelo método da reducdo do MTT, apds incubacdo de
macrofagos previamente estimulados com LPS por 2 h e posteriormente com a GEO e

DEXA isoladamente e em associagdo, ap6s 18 h (Figura 2).

Conforme observado, nenhum dos tratamentos apresentou citotoxicidade sobre as
células, sendo a viabilidade > 90%.

29



30

120 -
100 - T _ .~
S
> 80—
S 60-
[1*]
'S
= 40-
Q
(@)
20—
0 | | | | |
C Q
8‘, <°'f?(‘,":"?) > o’ 0’9
l |
LPS (100 ng)

Figura 2. Viabilidade (%) de macrofagos incubados com LPS (100 ng/mL) por 2 h, seguido
de tratamento com meio RPMI 1640 (controle - C), geopropolis (G, 25 e 12,5 pg/mL),
dexametasona (D, 10 e 5 uM) e associagdo (G 12,5 + D 5), por 18 h. Os dados representam
a média + desvio-padrao de trés experimentos similares. P > 0,05.

4.3 Avaliacao de marcadores de superficie celular

A Figura 3 apresenta a expressdo dos marcadores de superficie celular TLR2, CD62L
e CD80 expressos em MIF, em macréfagos tratados com GEO, DEXA ou com a combinagao

de ambos, sob estimulo inflamatério com LPS.
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Figura 3. MIF de CD80 , CD62L e TRL2 em macrofagos incubados com LPS (100 ng/mL)
por 2 h, seguido de tratamento com meio RPMI 1640 (controle - C), geopropolis (G, 25 e
12,5 pg/mL), dexametasona (D, 10 e 5 uM) e associagdo (G 12,5 + D 5) por 18 h. Os dados
representam a média + desvio-padrao (n = 3). +++ (P <0,001) LPS vs todos os tratamentos.
*HEx (P <0,0001), *** (P <0,001) vs G+D.

A analise dos marcadores de superficie (TLR2, CD62L ¢ CD80) revelou padroes
distintos de modulagdo. A expressao do TLR2 (Figura 3A), foi significativamente reduzida
em todos os tratamentos quando comparados ao grupo estimulado apenas com LPS, além
disso, observou-se maior efeito inibitdrio da combinacdo GEO + DEXA em relagdo a alguns
tratamentos isolados, indicando possivel influéncia sinérgica na modulagdo de receptores
associados ao reconhecimento de patdgenos e ativagcdo da resposta imunitaria. Da mesma
forma, na expressao de CD62L (Figura 3B), observou-se reducdo significativa em todos os
grupos tratados com GEO, DEXA ou com a associacdo de ambos, alcangando niveis
proximos aos do grupo controle, ndo apreentando diferenca estatistica entre os tratamentos.
Em contrapartida, para CD80 (Figura 3C), ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos analisados.

Em relacdo ao TLR4, ndo foram observados niveis detectdveis de expressdo em
macrofagos derivados da linhagem THP-1 em nenhum dos grupos analisados,
independentemente do estimulo com LPS ou dos tratamentos com GEO, DEXA ou da
associacdo de ambos (dados ndo mostrados). Dessa forma, ndo foi possivel realizar andlise

estatistica e comparativa para esse marcador no presente modelo experimental.

4.4 Determinac¢io da producio de citocinas

Com o intuito de observar o efeito dos tratamentos nas fung¢des de macrdofagos, foi

avaliada a producao de citocinas pro- e anti-inflamatorias.

Na Figura 4 sdao apresentados os resultados da producdo de TNF por macrofagos
tratados com GEO e/ou DEXA, na presenca de LPS. Conforme observado, a GEO (25¢ 12,5
pg/mL) e a DEXA (10 e 5 uM) isoladamente, bem como a combinagdo (G 12,5 + D 5),
inibiram a produg¢do desta citocina em relacdo ao LPS e ao controle. A analise comparativa
entre a combinacdo e os compostos isolados evidencia que a combinacdo GEO+DEXA
reduziu significativamente o nivel de TNF em comparacgdo as duas concentracdoes de GEO

25 isoladas, indicando maior eficacia anti-inflamatoria. Em relacdo a DEXA, ndo houve
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diferenca estatistica entre a combinagdo e as concentragdes de 10 uM e 5 uM, sugerindo que

a associacdo pode alcancar efeito semelhante ao da GEO e de maiores doses de DEXA.
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Figura 4. Producdo de TNF (pg/mL) por macréfagos incubados com LPS (100 ng/mL) por 2
h, seguido de tratamento com meio RPMI 1640 (controle - C), geopropolis (G, 25 € 12,5 ug/mL),
dexametasona (D, 10 e 5 uM) e associacdo (G 12,5 + D 5), por 18 h. Os dados representam a
média + desvio-padrdo (n = 3). +++ (P <0,001) LPS vs todos os tratamentos. *** (P <0,001)

vs. G+D.

Na Figura 5 estdo apresentados os resultados da produgdo de IL-18 por macrofagos
tratados com GEO e/ou DEXA, na presenga de LPS. Conforme observado, todos os
tratamentos (GEO 25 e 12,5 pg/mL; DEXA 10 e 5 uM) isoladamente e a combinagdo (G
12,5 + D 5) inibiram significativamente a produgdo desta citocina em relagdo ao LPS e ao

controle. Nao houve diferenca estatistica entre a combinagao e os tratamentos isolados.
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Figura 5. Producao de IL-1p (pg/mL) por macréfagos incubados com LPS (100 ng/mL) por 2
h, seguida de tratamento com meio RPMI 1640 (Controle - C), geopropolis (G, 25 e 12,5
pg/mL), dexametasona (D, 10 e 5 uM) e associacdo (G 12,5 + D 5) por 18 h. Os dados
representam a média + desvio-padrdo (n = 3). +++ (P <0,001) LPS vs todos os tratamentos.
Os resultados referentes a producao de IL-6 por macrofagos tratados com GEO e/ou
DEXA, na presenca de LPS, estdo apresentados na Figura 6. Todos os tratamentos (GEO 25
e 12,5 pg/mL; DEXA 10 e 5 uM) isoladamente e a combinagdo (G 12,5 + D 5) reduziram
significativamente a producdo de IL-6 em relacdo ao LPS. A analise comparativa da
combinagdo com os tratamentos isolados evidencia que a combinacdo apresentou efeito

muito semelhante aos isolados, com diferenca estatistica discreta indicando leve vantagem

da combinagdo sobre a DEXA 10 e 5 uM.
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Figura 6. Producdo de IL-6 (pg/mL) por macréfagos incubados com LPS (100 ng/mL) por 2 h,
seguida de tratamento com meio RPMI 1640 (controle - C), geopropolis (G, 25 e 12,5 ng/mL),
dexametasona (D, 10 e 5 uM) e associagdo (G 12,5 + D 5) por 18 h. Os dados representam a
média + desvio-padrdo (n = 3). +++ (P <0,001) LPS vs todos os tratamentos. *** (P <0,001)
vs. G+D.
A produgdo de IL-10 por macrdofagos tratados com GEO e/ou DEXA, na presenca de
LPS, esta presente na Figura 7. Todos os tratamentos (GEO 25 e 12,5 pg/mL; DEXA 10e 5
uM) isoladamente e a combinagdo (G 12,5 + D 5) reduziram significativamente a producao
desta citocina em comparacao ao LPS e ao controle. A anélise comparativa entre tratamentos
mostrou que GEO 25 pg/mL e GEO 12,5 pg/mL apresentaram niveis de IL-10

significativamente maiores que a combinacdo, ndo havendo diferengas relevantes entre a

combinagdo e as duas concentragdoes de DEXA.
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Figura 7. Producdo de IL-10 (pg/mL) por macréfagos incubados com LPS (100 ng/mL) por 2
h, seguida de tratamento com meio RPMI 1640 (controle - C), geoprdpolis (G, 25 e 12,5
pg/mL), dexametasona (D, 10 e 5 uM) e associacdo (G 12,5 + D 5) por 18 h. Os dados
representam a média + desvio-padrdo (n = 3). +++ (P <0,001) LPS vs todos os tratamentos.

% (P <0,001) vs. GtD.

De forma geral, a analise comparativa entre os tratamentos isolados e a combinagao
GEO+DEXA demonstrou que, para a maioria das citocinas avaliadas (TNF, IL-1f, IL-6 e
IL- 10), a associagdo apresentou efeito semelhante ou, em alguns casos, superior ao dos
compostos administrados individualmente. Embora para determinadas citocinas, como IL-
1B, ndo tenham sido detectadas diferencas estatisticas relevantes entre os grupos, em outros
casos, como TNF e IL-6, a combina¢do manteve niveis de inibicdo comparéaveis aos obtidos
com concentragdes mais altas de DEXA, sugerindo que € possivel alcangar efeito anti-
inflamatorio robusto com menores doses do corticosteroide. Esses achados indicam o
potencial sinérgico da GEO com a DEXA no controle da resposta inflamatoria.

Neste trabalho, foi realizada também a dosagem de IL-8, IL-18 e IL-33 pela técnica
de ELISA, porém ndo foi possivel detectar a producdo das mesmas, provavelmente por

problemas técnicos.
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4.5 Determinacao da producio de metabélitos do acido araquidonico

Para avaliar o efeito dos tratamentos quanto a produgdo de eicosanoides, foi avaliada

a producdo de prostaglandina E2 e leucotrieno B4.

A producdo de LTB4 por macrofagos tratados com GEO e/ou DEXA, na presenga
de LPS, esta apresentada na Figura 8. Houve diminuicao significativa na produgdo de LTB4
quando as cé¢lulas foram incubadas com os tratamentos em comparagao ao LPS. Nao houve

diferenca estatistica entre os tratamentos isolados € a combinagao.

Leukotriene B4 (ng/mL)
o - N w
| | |
—
—
—
.|
—

LPS (100 ng)

Figura 8. Produgao de LTB4 (ng/mL) por macréfagos incubados com LPS (100 ng/mL) por 2
h, seguida de tratamento com meio RPMI 1640 (controle - C), geoprédpolis (G, 25 e 12,5
png/mL), dexametasona (D, 10 e 5 pM) e associacdo (G 12,5 + D 5) por 3 h. Os dados
representam a média + desvio-padrdo (n = 3). +++ (P <0,001) LPS vs todos os tratamentos.
A Figura 9 apresenta os niveis de PGE2 produzidos por macréfagos apos tratamento
com GEO, DEXA ou sua associacdo, sob estimulo inflamatério com LPS. Todos os
tratamentos reduziram significativamente a produ¢dao de PGE2 em relagdo tanto ao grupo
controle quanto ao grupo estimulado apenas com LPS. Na comparagdo entre tratamentos
isolados e a combinagao, observou-se diferenga estatistica apenas para GEO 25 ug/mL, que
apresento apresentou menor inibi¢do deste mediador em relacdo a combinagdo. Os demais

tratamentos exibiram resultados semelhantes entre si.
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Figura 9. Producao de PGE2 (ng/mL) por macrofagos incubados com LPS (100 ng/mL) por 2

h, seguida de tratamento com meio RPMI 1640 (controle - C), geopropolis (G, 25 e 12,5
ng/mL), dexametasona (D, 10 e 5 uM) e associagdo (G 12,5 + D 5) por 3 h. Os dados
representam a média + desvio-padrdo (n = 3). +++ (P <0,001) LPS vs todos os tratamentos.
*#% (P <0,001) vs. G+D.

Na avaliagdo dos eicosanoides (LTB4 e PGE?2), observou-se que todos os
tratamentos promoveram inibi¢do significativa em relagdo ao grupo estimulado apenas com
LPS. Em especial para a PGE2, a combinagdo GEO+DEXA apresentou reducdo mais
pronunciada que a observada com GEO 25 pg/mL, enquanto para o LTB4 os efeitos foram
semelhantes entre os diferentes grupos. Esses resultados sugerem que a associagdo pode
potencializar a modulacao de determinados mediadores lipidicos, o que pode contribuir para

a reducao do recrutamento e ativacdo de células inflamatorias.

4.6 Atividade bactericida e geracio de H:O:

O ensaio de atividade bactericida foi realizado com o objetivo de avaliar se os
tratamentos com GEO, DEXA ou sua combinagao seriam capazes de afetar a acao fagocitica
dos macrofagos. O ensaio de dosagem de H:0: foi conduzido para verificar o possivel
envolvimento deste metabolito na atividade bactericida dos macréfagos. No entanto, ambos
os testes apresentaram ampla variabilidade entre as repeti¢des, auséncia de padrao
reprodutivel entre os grupos experimentais e inconsisténcia nos dados. Essas limitagdes
inviabilizaram a andlise estatistica e a interpretacdo conclusiva dos resultados, motivo pelo

qual esses dados nao foram incluidos na tese.
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4.7 Analise protedmica de mondcitos humanos tratados com geopropolis

Embora os ensaios funcionais deste trabalho tenham sido realizados em macréfagos
derivados da linhagem THP-1, a anélise protedmica foi conduzida em mondécitos humanos
com o intuito de explorar, em um modelo primadrio, alteragdes moleculares associadas a agao
anti-inflamatdria da GEO. Essa abordagem permite avaliar proteinas e vias envolvidas nas
etapas iniciais da resposta inflamatoria, complementando os achados obtidos em macrofagos
diferenciados e fornecendo uma visdo integrada dos efeitos da GEO em diferentes niveis da
imunidade inata.

Com o objetivo de investigar os possiveis mecanismos moleculares envolvidos na
acdo anti-inflamatdria da GEO, foi realizada anélise protedmica exploratdria em monocitos
humanos tratados com a GEO (G) 25 pg/mL e comparados ao grupo controle (C). A andlise
quantitativa baseou-se nas contagens espectrais das proteinas identificadas por
espectrometria de massas, considerando apenas aquelas presentes em pelo menos 50% das

amostras (controle e GEO).

A Figura 10 apresenta a curva de calibragdo utilizando a proteina padrao albumina
como referéncia, em diferentes diluigdes, na etapa de quantificagdo de proteinas das amostras
bioldgicas. Utilizando o coeficiente de conversdo (equacdo da reta sob R? = 0,9942), a
concentracdo de proteinas em cada amostra foi obtida de forma satisfatoria. A Tabela 1

evidencia a concentragdo proteica de cada amostra preparada.

07
y =0,0979x + 0,0446

06 R2 = 0,9942
05
04

—o—Sériel
03

—Linear (Série1)
02
0,1

0
0 1 2 3 4 5 [¢] 7

Figura 10. Diferentes diluigdes da proteina padrao albumina bovina para obtenc¢ao da curva
padrao e o coeficiente de conversao por meio da equagao da reta para quantificagdao de proteinas

presentes nas amostras desconhecidas. Eixo y = Absorbancia. Eixo x = Massa em pug.
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Tabela 1. Quantificacio de proteinas em extratos celulares preparados para andlises

protedmicas.
Amostra Concentragdo (ug/pL)
Controle 2,894450119
Geopropolis 2,397344279

Uma vez quantificado o conteudo proteico de cada amostra, 20 pug de proteinas foram
submetidos a um gel de eletroforese SDS-PAGE unidimensional (Figura 11). A partir dos perfis
proteicos de cada amostra, foi possivel visualizar bandas definidas, auséncia de arrastos
verticais, sem sinais de degradacdo proteica, indicando a boa condi¢do das amostras para
prosseguir o processamento das mesmas. Nota-se que as amostras sao misturas complexas,
apresentando proteinas mais abundantes entre aquelas com massa molecular em torno de 45 a

96 kDa.

96
66 & Jd & 4

45

30

Massa molecular (kDa)

20,1

14.4

Figura 11. Perfil protéico de células controle (C) e de células tratadas com geopropolis (G).

Ap0s digestao proteica das amostras, os fragmentos peptidicos foram submetidos as
analises de espectrometria de massas. Por meio das andlises de bioinformatica pela ferramenta
PatternLab, hits proteicos totais foram identificados nas amostras para avaliar os principais
parametros protedmicos de cada proteina identificada, segundo o Locus (Cddigo de Acesso no
banco de dados Uniprot), massa molecular, peptideos Unicos, contagem espectral, indice de

abundancia (NSAF), cobertura, score de identificacdo da proteina (pontuacdo na analise) e
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descri¢dao (nome da proteina no banco de dados) em cada amostra.
Comparando a amostra C com a amostra G, 1351 proteinas comuns foram encontradas
entre as amostras C e G, sendo 298 proteinas exclusivas da amostra C e 333 proteinas exclusivas

da amostra G (Figura 12).

G

Figura 12. Diagrama de Venn representando as proteinas identificadas nas amostras de
monocitos controle (C) e tratados com geoprépolis (G).

A matriz obtida a partir dos pardmetros protedmicos quantitativos foi submetida a
andlise estatistica multivariada no software MetaboAnalyst®, utilizando a Andlise
Discriminante de Quadrados Minimos Parciais (PLS-DA), a qual evidenciou uma separacao
clara entre os grupos C e G, indicando modificac¢des significativas no perfil protedmico dos
monocitos expostos a GEO (Figura 13). A analise tipo volcano plot (Figura 14) confirmou a
presenca de proteinas diferencialmente abundantes entre os grupos, com variagdes

significativas (p < 0,05; FC > 2).
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Figura 13. Anélise Discriminante de Quadrados Minimos Parciais (Partial Least Squares
Discriminant Analysis [PLS-DA]) do proteoma presente no extrato celular da amostra C e da
amostra G (p < 0,05).
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Figura 14. Analise Volcano Plot das proteinas diferencialmente abundantes nos extratos
celulares quando comparamos a amostra C com a amostra G. Dire¢do da comparagao: G/C.
Pontos azuis: proteinas down-regulated na amostra G em relagdo a amostra C. Pontos
vermelhos: proteinas up-regulated na amostra G em rela¢do a amostra C.

As andlises comparativas mostraram que 127 proteinas se apresentam diferencial e
quantitativamente abundantes por cumprirem necessariamente o critério estatistico p < 0,05 e

o critério matematico fold change > 2.0 (Tabela 2).

Tabela 2. Proteinas diferencialmente abundantes nos extratos celulares da amostra G quando
na comparada com a amostra C (p < 0,05 e fold change > 2.0). Proteinas nas linhas azuis:
proteinas down-regulated na amostra G em relagdo a amostra C. Proteinas nas linhas verdes:
proteinas up-regulated na amostra G em relagdo a amostra C.

FC log2(FC) | raw.pval | -logl0(p) Proteina
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FC log2(FC) | raw.pval | -logl10(p) Proteina
Serine/arginine-rich
Q13242 0.024791 -5.334 9,00E-02 50.458 splicing factor 9
Aly/REF export
E9PB61 0.10202 -3.293 0.069707 11.567 factor
Ras-related protein
P61019 0.12959 -2.948 0.086204 10.645 Rab-2A
Scaffold attachment
Q15424 0.29402 -1.766 0.098255 10.076 factor B1
High mobility
group protein
P17096 20.236 1.017 0.088542 10.529 HMG-I/HMG-Y
P50570 52.162 2.383 0.0073362 | 21.345 Dynamin-2
Eukaryotic peptide
chain release factor
GTP-binding
P15170 20.281 10.202 0.05561 12.548 subunit ERF3A
Cullin-associated
NEDDS8-dissociated
Q86VP6 20.326 10.234 0.058451 12.332 protein 1
ADP/ATP
P05141 32.481 16.996 0.083282 10.794 translocase 2
RuvB-like 1
Q9Y265 32.813 17.143 0.081872 10.869
Major
histocompatibility
complex, class II,
AO0A0G2JH46 33.125 17.279 0.084081 10.753 DR alpha
P02649 33.702 17.528 0.07753 11.105 | Apolipoprotein E
P25774 33.702 17.528 0.07753 11.105 Cathepsin S
Apoptosis-inducing
factor 1,
095831 33.702 17.528 0.078866 11.031 mitochondrial
Dynein light chain
P63167 33.765 17.555 0.078089 11.074 1, cytoplasmic
Ras-related protein
K7ERIS 33.892 17.609 0.086755 10.617 Rab-5C
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FC log2(FC) | raw.pval | -logl10(p) Proteina
Translation
machinery-
QI9Y2S6 34.954 18.055 0.08861 10.525 |associated protein 7
Translationally-
controlled tumor
AO0A0B4J2C3 35.049 18.094 0.073954 1.131 protein
Cytoplasmic
polyadenylation
element-binding
H3BNC9 35.049 18.094 0.073954 1.131 protein 1
P17931 35.049 18.094 0.073954 1.131 Galectin-3
P50452 35.339 18.212 0.087629 10.574 Serpin B8
Peroxisomal
multifunctional
P51659 42.728 20.952 0.05271 12.781 enzyme type 2
P29466 42.848 20.992 0.052221 12.822 Caspase-1
Acyl-protein
095372 42.943 21.024 0.052731 12.779 thioesterase 2
Splicing factor 3B
075533 44101 21.408 0.051811 12.856 subunit 1
P07602 44 .838 21.647 0.048992 13.099 Prosaposin
C9JH19 51.284 23.585 0.041739 13.795 Cathepsin D
Insulin-like growth
P01344 5.45 24.462 0.036188 14.414 factor 2
ADP-ribosylation
factor-like protein
QINVI2 83.447 30.609 0.079507 10.996 8B
Eukaryotic
translation initiation
AOA7I2V3S3 98.418 32.989 0.070931 11.492 | factor 3 subunit E
AOAOAG6YYL2 17.821 41.555 | 0.0012767 | 28.939 Sulfotransferase
cAMP-dependent
protein kinase type
IT-alpha regulatory
AOA9ILIPXM7 17.821 41.555 | 0.0012767 | 28.939 subunit




FC

log2(FC)

raw.pval

-log10(p)

Proteina

A2RTXS

17.821

41.555

0.0012767

28.939

Threonine--tRNA
ligase 2,
cytoplasmic

E9PGAG6

17.821

41.555

0.0012767

28.939

Complement Clq
tumor necrosis
factor-related
protein 3

P01011

17.821

41.555

0.0012767

28.939

Alpha-1-
antichymotrypsin

P54709

17.821

41.555

0.0012767

28.939

Sodium/potassium-
transporting
ATPase subunit
beta-3

P56385

17.821

41.555

0.0012767

28.939

ATP synthase F(0)
complex subunit e,
mitochondrial

P62899

17.821

41.555

0.0012767

28.939

Large ribosomal
subunit protein
elL31

Q08495

17.821

41.555

0.0012767

28.939

Dematin

QO8AF3

17.821

41.555

0.0012767

28.939

Schlafen family
member 5

Q8WUW1

17.821

41.555

0.0012767

28.939

Protein BRICK 1

Q96IXS

17.821

41.555

0.0012767

28.939

ATP synthase F(0)
complex subunit k,
mitochondrial

AOA8VS8TNU3

26.55

47.307

0.0010292

29.875

Cytoplasmic
FMR1-interacting
protein

HOYHGO

26.55

47.307

0.0010292

29.875

Dnal homolog
subfamily C
member 14

QI9Y6B6

26.55

47.307

0.0010292

29.875

Small COPII coat
GTPase SAR1B

P14222

26.732

47.405

0.00094322

30.254

Perforin-1

P36543

26.732

47.405

0.00094322

30.254

V-type proton
ATPase subunit E 1
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FC

log2(FC)

raw.pval

-log10(p)

Proteina

P48147

26.732

47.405

0.00094322

30.254

Prolyl
endopeptidase

Q92973

26.732

47.405

0.00094322

30.254

Transportin-1

P12544

26914

47.503

0.0010825

29.656

Granzyme A

P19961

35.461

51.482

0.00080256

30.955

Alpha-amylase 2B

B0QY90

35.643

51.555

0.00077034

31.133

Eukaryotic
translation initiation
factor 3 subunit L

Q16401

35.643

51.555

0.00077034

31.133

26S proteasome
non-ATPase
regulatory subunit 5

AO0AO0C4DFN3

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

Monoglyceride
lipase

AO0A6QS8PF87

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

Apoptosis inducing
factor mitochondria
associated 1

AOA7I2V3V0

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

Signal transducer
and activator of
transcription

000233

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

26S proteasome
non-ATPase
regulatory subunit 9

P15144

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

Aminopeptidase N

P46926

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

Glucosamine-6-
phosphate
deaminase 1

P51812

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

Ribosomal protein
S6 kinase alpha-3

P61081

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

NEDDS-
conjugating enzyme
Ubcl2

Q15027

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

Arf-GAP with
coiled-coil, ANK
repeat and PH
domain-containing
protein 1

Q9H223

37.186

52.167

7,51E-02

51.246

EH domain-
containing protein 4




FC log2(FC) | raw.pval | -logl10(p) Proteina
Thioredoxin
domain-containing
QY9BRA2 37.368 52.237 9,97E-02 50.011 protein 17
40S ribosomal
S4R417 37.368 52.237 9,97E-02 50.011 protein S15
Cation-independent
mannose-6-
P11717 44.553 54.775 10.00066264 | 31.787 | phosphate receptor
Eukaryotic
translation initiation
P56537 52.097 57.031 4,01E-02 53.964 factor 6
Threonine--tRNA
ligase 1,
P26639 52.278 57.081 5,15E-02 52.882 cytoplasmic
Sulfotransferase
P50225 52.278 57.081 5,15E-02 52.882 1A1
Phosphatidylinosito
13,4,5-
trisphosphate 5-
Q92835 52.278 57.081 5,15E-02 52.882 phosphatase 1
AO0A0J9YXBS 67.007 60.662 2,86E-02 55.432 Prosaposin
000560 67.007 60.662 2,86E-02 55.432 Syntenin-1
E9PHZ5 82.1 63.593 2,78E-02 55.563 Cathepsin B
Plasminogen
P05120 106.93 67.405 | 0.0003849 | 34.147 |activator inhibitor 2

Para fornecer um suporte maior aos dados obtidos das proteinas diferencialmente
abundantes pela ferramenta Volcano Plot, foram realizadas andalises de Vip Score, as quais
indicam quais proteinas com VIP Score > 1.0 apresentam padrdes de variagdes/padroes de
mudanga de expressdo similar as proteinas validadas pela andlise de Volcano Plot (Figura 15;
Tabela 3). Esta andlise estatistica ¢ muito utilizada pela comunidade protedmica para auxiliar

na melhor compreensdo da problematica bioldgica do estudo, por se tratar de proteinas que

atuam de forma sinérgica no tratamento proposto.
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Figura 15. Grafico de proje¢do de importancia varidvel [PLSDA] evidenciando as primeiras
25 proteinas com VIP Score > 1.0 identificadas na andlise por apresentarem padroes de
variagOes similares entre si. As caixas coloridas a direita indicam a abundancia relativa das
proteinas correspondentes para as proteinas nos extratos celulares das amostras G e C.

Tabela 3. Proteinas identificadas como diferencialmente expressas com VIP Score > 1.0 pela
analise de proje¢do de importancia variavel [PLSDA] entre a amostra G e a amostra C.

Access | Vip Score Proteina
Code

P05120 3.6008 Plasminogen activator inhibitor 2
E9PHZS | 3.5925 Cathepsin B
F8W1S1 | 3.5251 Keratin 74

AOA0J9 | 3.4838 Prosaposin

YXBS8

000560 3.4838 Syntenin-1
Q8WUD | 3.3885 Ras-related protein Rab-2B

1

P09601 3.3558 Heme oxygenase 1
P26639 3.3472 Threonine--tRNA ligase 1, cytoplasmic
P50225 3.3472 Sulfotransferase 1A1
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Q92835 3.3472 Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase

1
P56537 3.3472 Eukaryotic translation initiation factor 6
AO0A2RS8 | 3.2039 Ankyrin repeat domain 44

Y7Y4

AO0A499F | 3.2039 | Squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells
131 3

000743 3.2039 | Serine/threonine-protein phosphatase 6 catalytic subunit

P55263 3.2039 Adenosine kinase

Q93084 3.2039 | Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3

Q9UHL4 | 3.2039 Dipeptidyl peptidase 2
Q9Y3D6 | 3.2039 Mitochondrial fission 1 protein
014618 | 3.2039 Copper chaperone for superoxide dismutase
P15924 3.2039 Desmoplakin
Q13242 3.2039 Serine/arginine-rich splicing factor 9
Q9BRA2 | 3.1626 Thioredoxin domain-containing protein 17
S4R417 | 3.1626 408 ribosomal protein S15
AQA0C4 | 3.1626 Monoglyceride lipase
DFN3
AQA6Q8 | 3.1626 Apoptosis inducing factor mitochondria associated 1
PF87

Uma vez indicadas as proteinas diferencialmente abundantes entre a amostra G e a
amostra C (Tabela 3), levando em consideragdo o impacto causado pelo tratamento em G, foi
possivel evidenciar as principais interagdes proteinas-proteinas existentes que possibilitam
melhor compreender as fungdes biologicas, processos biologicos, localizagdo celular e as vias
de sinalizag¢do que sdo afetadas/alteradas pelo tratamento da amostra G (Figuras 16 a 20). Por
meio da ferramenta de bioinformatica String (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes), foi possivel avaliar as anotagdes funcionais das proteinas diferencialmente abundantes
entre a amostra G e a amostra C. Os diagramas de enriquecimento funcional gerados pela
ferramenta STRING trazem as seguintes caracteristicas: o tamanho dos circulos representa o
numero de genes associados a cada termo enriquecido. A posi¢ao horizontal dos circulos indica

a razao de enriquecimento (proporcao de genes observados em relacao ao esperado). A cor de
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fundo (gradiente verde—azul) corresponde ao valor de significancia estatistica corrigida (FDR),

em que verde indica maior significancia.

.......

pet

Figura 16. Interagdo proteina-proteina das proteinas diferencialmente abundantes na amostra
G em relacdo a amostra C. As linhas entre as proteinas correspondem as ligacdes diretas
existentes entre as proteinas, sendo que a espessura da linha entre as proteinas, indica o nivel
de confianga entre as proteinas de determinada interagdo. Quanto mais espessa a linha, maior ¢
a confianca.
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Figura 17. Andlise de enriquecimento funcional em relagdo a fun¢ao molecular das proteinas
diferencialmente abundantes entre as amostras G e C obtida pela plataforma STRING DB.
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Biological Process (Gene Ontology) enrichment
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Figura 18. Anélise de enriquecimento funcional em relacdo aos processos biologicos das

proteinas diferencialmente abundantes entre as amostras G e C obtida pela plataforma STRING
DB.

Cellular Component (Gene Ontology) enrichment
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Figura 19. Andlise de enriquecimento funcional em relagdo aos componentes
celulares/localizagdo celular das proteinas diferencialmente abundantes entre as amostras G e
C obtida pela plataforma STRING DB.
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Com o intuito de identificar proteinas moduladas pela GEO com relevancia funcional

suas principais funcdes descritas na literatura, estdo apresentadas na Tabela 4.

no contexto inflamatorio, foi elaborada uma lista das biomoléculas diferencialmente abundantes
entre o grupo tratado com G e o grupo C, selecionando aquelas diretamente associadas aos

processos de iniciagdao, amplificagdo ou resolucao da inflamacdo. Essas proteinas, bem como

Tabela 4. Lista das proteinas moduladas pela geopropolis em mondcitos humanos com
relevancia comprovada nos processos de iniciagdo, amplificagdo ou resolucao da inflamagdo,
indicando as fun¢des centrais de cada biomolécula no contexto inflamatorio.

Codigo Nome da Proteina Funcio relacionada ao processo
inflamatorio
P29466 Caspase-1 Processamento de IL-1f3 e IL-18 via
inflamassoma; induz inflamacao
P17931 Galectin-3 Ativacao celular, quimiotaxia,
remodelamento de matriz e fibrose
C9JH19 Cathepsin D Protease lisossomal; degrada matriz e
participa na remodelacdo tecidual
P25774 Cathepsin S Protease ativadora de moléculas
inflamatoérias e antigeno;
remodelamento de matriz




E9PHZ5 Cathepsin B Associada a inflamag¢do, morte celular
¢ ativagao do inflamassoma
P12544 Granzyme A Induz inflamagao e citotoxicidade
independente de apoptose classica
P05120 Plasminogen activator inhibitor-2 | Inibe fibrinolise; ligacao inflamacao
(PAI-2/SERPINB2) < fibrose; regula reparo
P07602 Prosaposin Envolvido em reparo tecidual e
resolucao da inflamagao
E9PGA6 Complement C1q TNF-related Imunomodulador com agao anti-
protein 3 inflamatoria
Q92835 Phosphatidylinositol 3,4,5- Reduz PI3K; modula negativamente
trisphosphate 5-phosphatase 1 inflamacgao
(SHIP1)
000560 Syntenin-1 Formagao de vesiculas extracelulares;
comunicacao inflamatoria
Q92973 Transportin-1 Transporte nuclear de proteinas
regulatorias
Q8WUWI1 Protein BRICK1 Reorganizacdo do citoesqueleto;
migracao celular
Q9Y6B6 Rab-2B Trafego vesicular; recrutamento e
secrecao
K7ERIS Rab-5C Endocitose e fagocitose - interface
inflamatoéria
RAGNE4 Glutathione peroxidase Reduz espécies reativas de oxigénio;
protecdo celular
Q13162 Peroxiredoxin-4 Antioxidante; controle de estresse
oxidativo
095372 Acyl-protein thioesterase 2 Despalmitoilag@o; remodela
sinalizag¢do associada & membrana
AO0A6QS8PF87 Apoptosis inducing factor Morte celular controlada; resolucao
(mitochondria-associated) pos-inflamagdo
AOA7I2V3V0 | Signal Transducer and Activator

of Transcription (STAT)

Reprogramacao fenotipica; transi¢ao
para resolucao

A investiga¢do protedmica revelou mudancas significativas no perfil de expressao

proteica induzidas pelo tratamento com GEO. No total, 127 proteinas apresentaram varia¢ao

diferencial de abundancia em comparagdo ao controle (p < 0,05; FC > 2,0), das quais 20 foram

diretamente relacionadas ao processo inflamatdrio. Essas proteinas englobam marcadores
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envolvidos desde a deteccdo e ativagdo inicial da resposta imune, passando pela modulagdo e
amplificagdo do processo inflamatorio, até mecanismos associados a citotoxicidade,
comunicacdo intercelular, resolu¢do da inflamacao, reparo tecidual e homeostase oxidativa,
conforme sintetizado na Tabela 4.

De forma integrada, esses achados sugerem que a GEO exerce modulagio distribuida
por multiplos estdgios da resposta inflamatdria, o que converge com os resultados observados
anteriormente para citocinas ¢ marcadores de superficie, reforcando o potencial
imunomodulador desse produto apicola.

Além da andlise protedmica realizada em mondcitos humanos, também foi conduzida a
preparacdo de amostras provenientes de macrofagos derivados da linhagem THP-1 tratados
com GEO, com o objetivo de permitir uma comparacao direta entre modelos celulares ao nivel

proteico, o que esta sendo realizado e sera incluido na publicagdo dos resultados.

5. DISCUSSAO

A inflamacao, apesar de ser um mecanismo essencial de defesa e, quando exacerbada
ou mal regulada, contribui para o desenvolvimento e agravamento de diversas doengas
cronicas (MEDZHITOV, 2008; FURMAN et al., 2019). Entre os principais mediadores
envolvidos nesse processo, destacam-se as citocinas pro-inflamatodrias, os eicosanoides e as
EROS, que conjuntamente promovem e perpetuam a resposta inflamatéria (CHEN et al.,
2017).

O interesse por investigar os efeitos anti-inflamatorios da GEO surgiu inicialmente a
partir dos resultados promissores obtidos em nosso grupo de pesquisa com células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) durante meu trabalho de mestrado. Nesses
experimentos prévios, observamos que concentracdes especificas da GEO (25 pg/mL)
isoladamente ou em combinacdo com a DEXA exibiam atividades imunomoduladoras
significativas, a0 mesmo tempo que mantinham baixa citotoxicidade, sugerindo seu potencial
terapéutico em condi¢des inflamatorias (HONORIO et al., 2024). Diante desses resultados,
buscamos aprofundar nosso entendimento sobre os mecanismos envolvidos nesses efeitos,
expandindo os estudos para um modelo celular mais especifico e representativo do
microambiente inflamatério: o macrdéfago, por desempenhar papel central no controle e
resolucao da resposta inflamatoria, sendo capaz de produzir diversos mediadores inflamatorios
(YANG et al., 2023; GUAN et al., 2025). Hé consideravel divergéncia na literatura quanto aos

protocolos para inducdo de diferenciagdo celular com PMA, havendo diferentes concentragdes
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que variam de 5 a 200 ng/mL, e tempos de exposi¢do entre 24 ¢ 72 h (PARK et al., 2007).
Assim, nosso primeiro passo experimental foi verificar se o PMA, na concentracdo escolhida
(20 ng/mL), induzia, de fato, a diferenciacao celular. Conforme observado em nossos resultados,
as analises de CD11b e CD14 nao revelaram diferengas antes e ap6ds o tratamento. Contudo,
tivemos o interesse em realizar analise microscopica das células, verificando que, apos
tratamento com PMA por 24 h, houve maior aderéncia das mesmas a microplaca de cultura,
alteragdes no formato celular, aumento do tamanho e espraiamento celular, com presenga de
prolongamentos citoplasmaticos, compativeis com o fenétipo de macrofagos diferenciados.
Esses achados estdo de acordo com os autores que consideram tais alteragdes morfologicas
como indicadores confiaveis de diferenciacdo (CHANPUT et al., 2014; LIU et al., 2023). Em
seguida, analisamos se as concentragdes escolhidas de GEO e DEXA eram seguras para essas
células, ja que o sucesso das etapas posteriores dependeria da preservacao da viabilidade celular.
Para mimetizar uma condigdo inflamatéria mais proxima do contexto
fisiopatologico, as células diferenciadas com PMA foram estimuladas com LPS (100 ng/mL)
por 2 h antes da adi¢@o dos tratamentos com GEO e DEXA. Essa abordagem visou garantir
que as células se encontrassem em um estado ativado, semelhante ao observado em
processos inflamatorios in vivo, possibilitando uma avaliacdo mais realista da capacidade
moduladora dos compostos testados. Apos o periodo inicial de ativagdo, os tratamentos
foram adicionados e as células permaneceram incubadas por mais 18 h com GEO e DEXA,
isoladamente ou em associa¢do. Em seguida, a viabilidade celular foi avaliada por meio do
método colorimétrico de redugao do MTT.
Os resultados demonstraram que as concentragdes escolhidas da GEO (25 pg/mL e
12,5 pg/mL) ndo afetaram a viabilidade celular, o que confirmou a seguranga dessas
concentragdes para prosseguir com os experimentos posteriores. Esses resultados estdo
alinhados com estudos anteriores realizados pelo nosso grupo, que também demonstraram a
auséncia de citotoxicidade da GEO em células THP-1 (OLIVEIRA ef al., 2016), em
monocitos humanos ¢ em PBMC (ARAUJO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2019;
HONORIO et al., 2024). Além disso, esses estudos demonstraram que o solvente utilizado
na preparagao do extrato da GEO e na diluicao da DEXA (etanol 70%) ndo exerceu efeito
citotoxico significativo sobre as células, reforgando assim a seguranga do método.
As concentracdes de DEXA (10 e 5 uM) também nao induziram agao citotdéxica em
macrofagos. Esses resultados estdo de acordo com achados presentes na literatura, nos quais
a DEXA também ndo apresentou citotoxicidade em diversas outras linhagens celulares,

como células progranulociticas humanas HL60, células-tronco mesenquimais, hepatdcitos,
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osteoblastos, células CAD (linhagem neuronal) e células A549 (linhagem imortalizada
pulmonar), mesmo quando testadas em concentragdes mais elevadas (at¢ 100 pM)
(CRABTREE et al., 1979; ZHANG, LIU & LIANG, 2018; HAN et al. 2022; NUZZI et al.,
2022; SHIMASAKI et al. 2024).

Confirmada a auséncia de citotoxicidade das concentracdes utilizadas de GEO e
DEXA, foi possivel prosseguir para a avaliagdo dos marcadores de superficie. A inflamacgao
pode se refletir em alteracdes fenotipicas das células do sistema imunoldgico,
particularmente dos macrofagos, cuja ativacdo ¢ marcada pela expressdo diferenciada de
receptores e moléculas de superficie. Essas alteragdes indicam mudangas no perfil funcional
dos macrofagos, frequentemente associadas a polarizagdo para fendtipos pro-inflamatdrios
(M1) ou reguladores (M2) (MURRAY & WYNN, 2011; MANTOVANI et al., 2013;
ITALIANI & BORASCHI, 2014). Com base nesse contexto, realizamos a analise de
marcadores de superficie (TLR2, TLR4, CD80 e CD62L) em células THP-1 diferenciadas
em macrofagos e tratadas com GEO e DEXA, visando compreender se os efeitos observados
nos parametros funcionais estavam acompanhados por mudangas na ativagdo fenotipica

dessas células.

Os resultados mostraram que TLR2 e CD62L exibiram alteragcdes significativas,
enquanto CD80 ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos (GEO, DEXA ou combina¢do) em relagdo ao grupo controle estimulado com
LPS, e TLR4 nao apresentou expressao detectavel durante os experimentos. Esses achados
sugerem que parte dos efeitos imunomoduladores detectados posteriormente nos niveis de
citocinas e eicosanoides pode estar associada a modulacdo de TLR2 e CD62L, enquanto

CD80 nao parece desempenhar papel relevante nesse contexto.

A expressao de TLR2 nos tratamentos com GEO (25 pg/mL e 12,5 pg/mL)
apresentaram valores significativamente maiores do que a combinag¢do, enquanto DEXA 10
UM mostrou valor menor; DEXA 5 uM nao diferiu. Isso indica que GEO isolada induz
expressdo de TLR2, mas a associagdo GEO + DEXA e a DEXA isolada reduzem essa
expressdo. Essa reducdo condiz com a literatura que demonstra que os glicocorticoides
diminuem a expressao de TLR2. RICCI et al. (2021) demonstraram que o tratamento de
neutrofilos de camundongos e humanos com DEXA reduziu a expressdo de TLR2, tanto em
nivel basal quanto apds estimulacdo com GM-CSF, e esse efeito foi acompanhado de
reduc¢do da atividade fungicida e da fagocitose. Estudos com propolis demonstraram que, em

modelo de periodontite apical, o extrato de propolis de Java oriental reduz significativamente
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a expressdao de TLR2 e NF-kB nos tecidos radiculares (YUANITA et al., 2018). Por outro
lado, a propolis vermelha brasileira aumentou a expressdo das moléculas coestimuladoras
CD80/CD86 (fendtipo M1), mas reduziu a expressao de TIRAP, um adaptador da via
TLR2/TLR4 (BUENO-SILVA et al., 2015). Embora a dexametasona tenha apresentado
reducdo mais pronunciada da expressdo de TLR2, a GEO isolada também foi capaz de
reduzir sua expressdo em relacdo ao LPS, indicando que ambos os tratamentos contribuem

para a modulagdo desse receptor, ainda que com magnitudes distintas.

Em relacdo ao TLR4, ¢ importante destacar que a ativacdo de TLRs, especialmente
TLR4, ¢ um evento precoce ¢ altamente sensivel ao estimulo com LPS, ocorrendo em um
curto intervalo de tempo. Assim, a auséncia de variacdo na expressao proteica desses
receptores na superficie celular apos 18 h de incubagao pode refletir um retorno a homeostase
de expressdo, ou ainda, um mecanismo de modulagdo pos-transcricional que ndo se reflete
em alteracdes detectaveis na membrana celular (LU, YEH & OHASHI, 2008; KAWASAKI
& KAWAL 2014). Além disso, a GEO pode estar atuando em alvos intracelulares ou vias
de sinalizacdao downstream dos TLRs, como as cascatas de NF-kB e MAPKs, influenciando
diretamente a produc¢do de mediadores inflamatérios sem alterar a expressao de receptores
de superficie. Essa hipdtese esta alinhada com estudos anteriores que demonstraram que a
atividade de compostos naturais polifendlicos ocorre frequentemente por regulacdo
epigenética e inibicdo de vias inflamatdrias intracelulares, sem interferéncia direta na
expressao de TLRs ou moléculas coestimuladoras (LOCATTI et al., 2013; DUTRA et al.,
2019).

A expressao de CD62L sob estimulo de LPS aumentou significativamente, enquanto
os tratamentos com GEO, DEXA ou a combinacdo GEO + DEXA reduziram essa expressao
para niveis préximos ao controle. Embora CD62L seja tipicamente expresso por monocitos
e linfécitos, foi mencionado que sua expressao tende a diminuir durante a diferenciacdo em
macréfagos (PEDRON et al., 2001; LU et al., 2008). Entretanto, ITO et al. (2021) relataram
que coldnias derivadas de progenitores mieloides com alta expressao de CD62L se
diferenciam terminalmente em macrdéfagos ou neutréfilos. O aumento observado com LPS,
por sua vez, contraria o esperado e pode refletir uma resposta especifica do modelo THP-1
na ativa¢do inflamatoria. Estudos anteriores mostram que o LPS promove o “shedding” de
CD62L por ativacao de metaloproteases, mas isso pode variar de acordo com o tipo celular,
tempo de exposicdo e condi¢des experimentais (ERDOES et al., 2013). A redugdo da
expressdao de CD62L nos grupos tratados sugere que GEO e DEXA atuaram como
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moduladores negativos desse marcador, possivelmente interferindo nos mecanismos de
regulacdo inflamatdria, seja por inibi¢do transcricional ou por estabiliza¢do da proteina ou

bloqueio da indugao do LPS.

Por fim, em relacdo ao CD80, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos tratados e o grupo controle estimulado com LPS. O CD62L e
o CD80 também nao apresentaram diferenca entre os tratamentos isolados € a combinacao,
sugerindo que a acdo da GEO e da DEXA, isoladas ou em conjunto, pode ndo impactar
fortemente todos os aspectos do fenotipo de ativagdo de macrdfagos neste modelo

experimental.

Considerando que a ativag¢do celular mediada por PRRs culmina na produgdo e
liberagdo de mediadores soltiveis, tornou-se fundamental avaliar se as alteragdes observadas
no fenoétipo celular se refletiam em modificagdes na produgdo de mediadores inflamatorios,
como citocinas e eicosanoides.

As citocinas sdo glicoproteinas secretadas por diferentes tipos celulares e exercem
fungdes amplas, desde a regulagdo da proliferagdo e diferenciacao celular até a modulacao
da resposta imunologica e inflamatoria. No contexto inflamatorio, sua produgdo esta
intimamente associada a geragdo de EROS, promovendo um ciclo de retroalimentagdo que
intensifica o estresse oxidativo e contribui para a manutencdo do processo inflamatorio
(SCHELLER et al., 2011; BHOL et al. 2024).

Diante disso, avaliamos o perfil de produ¢do de diversas citocinas (TNF, IL-1p, IL-
6, IL-10, IL-8, IL-18 e IL-33) apds o tratamento de macrofagos com GEO e DEXA,
isoladamente ou em combinagdo. A andlise foi realizada apds o estimulo prévio com LPS,
seguido do tratamento por 18 h, permitindo investigar o potencial modulador dessas

substancias sob condic¢ao inflamatoria.

O TNF ¢ uma das principais citocinas pro-inflamatorias liberadas precocemente por
macrofagos ativados, monocitos e linfocitos. Sua agao esta diretamente associada a ativagao
de vias de sinalizagdo intracelular, como NF-kB e MAPK, que induzem a expressao de genes
inflamatorios, estimulam a produ¢do de outras citocinas, como IL-1 e IL-6, e aumentam a
geragdo de EROS, além de promover a expressdo de moléculas de adesdao em células
endoteliais, facilitando o recrutamento de leucdcitos para o sitio de inflamacao (CHEN et
al., 2017; FURMAN et al., 2019). Devido ao seu papel na amplificagdo da resposta
inflamatéria, o TNF esta diretamente associado a doengas autoimunes e inflamatorias

cronicas. A producdo excessiva dessa citocina contribui para a inflamagao persistente e dano
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tecidual, justificando o uso de terapias anti-TNF (como inibidores biologicos) no tratamento
dessas condi¢des (ZHANG et al., 2020; GARCIA- DOMINGUEZ, 2025). Assim, a
avaliacdo dos efeitos da GEO e da DEXA sobre a producdo de TNF neste estudo foi
fundamental para entender o potencial imunomodulador desses compostos.

No presente estudo, a produgdo de TNF foi significativamente reduzida em
macrofagos tratados com GEO, tanto isoladamente quanto em associagdo com a DEXA,
quando comparadas ao grupo controle tratado apenas com LPS. A DEXA isolada também
foi capaz de reduzir a producdo de TNF, conforme esperado, ja que este farmaco atua
diretamente na inibi¢ao da transcri¢ao de genes pro-inflamatoérios, incluindo o TNF.

Comparando cada tratamento com a combinagao, observamos que a GEO 25 ng/mL
e GEO 12,5 pg/mL apresenatram niveis de TNF significativamente maiores que a
associagdo, enquanto DEX 10 e 5 uM nao apresentaram diferenga. Isso sugere que a
associagdo pode representar uma alternativa para reduzir a dose de DEXA, mantendo um

efeito anti-inflamatorio relevante.

Esses resultados corroboram nossos achados anteriores obtidos com PBMC, nos quais
a GEO isoladamente ou em combinag¢do com a DEXA também reduziu significativamente
os niveis de TNF (HONORIO et al., 2024). No entanto, estudos anteriores demonstraram
que esse efeito pode variar de acordo com o estado de ativagdo celular. Como exemplo,
ARAUJO et al. (2015) e OLIVEIRA et al. (2016) observaram aumento da produgo de TNF
em células ndo estimuladas, indicando que, sob condi¢des basais, a GEO pode atuar como
imunomodulador, promovendo ativagao fisiologica. J& OLIVEIRA et al. (2019) relataram
aumento de TNF quando GEO foi associada a doxorrubicina, sugerindo que o contexto
experimental e o ambiente inflamatdério prévio influenciam substancialmente a resposta
celular. Esses resultados também estdo de acordo com outros trabalhos com prépolis e seus
compostos isolados. GHOLAMI, DINARVAND & HARIRI (2024), por meio de metandlise
de ensaios clinicos randomizados, demonstraram que a suplementacdo com propolis em
humanos ¢ eficaz na reducdo de TNF e outros marcadores inflamatorios, como IL-6 ¢
proteina C reativa.

Considerando a estreita relagdo entre o TNF e outras citocinas da fase inicial da
inflamacao, como a IL-1pB, prosseguimos com a analise dessa interleucina, que também
exerce papel central na amplificagdao da resposta inflamatoria.

A IL-1p ¢ uma citocina pro-inflamatoria essencial na defesa do hospedeiro,

produzida por mondcitos, macréfagos, neutrofilos, células epiteliais e endoteliais ativadas.

61



Sua sintese e liberagdo dependem da ativagao do inflamassoma, que converte a forma inativa
da molécula em sua forma biologicamente ativa. Atuando de maneira sinérgica com o TNF,
a IL-1P induz a expressao de multiplas citocinas € mediadores inflamatorios, favorecendo a
perpetuagdo do processo inflamatorio e contribuindo para o agravamento de doencas
inflamatoérias cronicas e degenerativas (ZHANG et al., 2007; GUO, GALLAWAY & TING,
2015; SHARMA & KANNEGANTI, 2021).

No presente estudo, observamos que tanto a GEO quanto a DEXA, isoladamente ou
em combinagdo, reduziram significativamente a produ¢do de IL-1p por macrofagos sob
estimulo inflamatério com LPS. Esses achados sugerem que a GEO exerce um efeito
imunomodulador relevante sobre a via do inflamassoma, possivelmente inibindo sua
ativagdo e, consequentemente, interferindo na maturacao e secreg¢ao de IL-1p.

A associacado da GEO com DEXA, mesmo em concentragdes reduzidas, foi
suficiente para promover uma diminui¢do comparavel a obtida com a DEXA isoladamente
em concentra¢des mais elevadas.

J& ¢ elucidado que a DEXA exerce forte acdo anti-inflamatoria sobre macrofagos.
JEON et al. (2000) demonstraram que DEXA inibe a expressdo do gene de IL-1f em células
RAW 264.7 estimuladas com LPS, bloqueando a ativagdo dos fatores de transcricao NF-
kB/Rel e AP-1. Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a reducao de IL-
1B observada com DEXA isolada pode ser alcangada com doses menores quando associada
a GEO, refor¢ando a ideia de que a GEO contribui para manter o efeito inibitdrio de IL-18
e permitindo pensar em estratégias terapéuticas com menor exposi¢ao ao glicocorticoide.

Esses resultados estdo em de acordo com achados em estudos anteriores conduzidos
por nosso grupo, nos quais a GEO também foi capaz de inibir a produ¢do de IL-1 em
PBMC, associada ou nao com DEXA, ¢ em cé¢lulas THP-1, associada ou ndo a um

quimioterapico, a doxorrubicina (OLIVEIRA et al., 2016; HONORIO et al., 2024).

HORI e colaboradores (2013) demonstraram que o extrato padronizado de prépolis
brasileira (EPP-AF) inibe a ativacdo do inflamassoma NLRP3 em macréfagos murinos,
reduzindo drasticamente a secrecdo de IL-1B apods estimulagdo por LPS e nigericina,
provavelmente por interferir na ativagdo da caspase-1. Esse resultado estd de acordo com
achados em células dendriticas humanas, nas quais a combinacdo de um antigeno tumoral
com propolis manteve os niveis de IL-1p semelhantes aos de células controle, ao passo que

o0 antigeno isolado aumentava a citocina (SANTIAGO et al., 2023).

A IL-6 ¢ comumente induzida por TNF e IL-1pB, e considerando que ambas foram
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significativamente moduladas pelos tratamentos com GEO e DEXA neste estudo, foi
considerado relevante investigar se a IL- 6, que atua como mediadora chave na sustentacao
da resposta inflamatoria, também seria afetada por esses compostos.

A IL-6 ¢ uma citocina com potente acdo pro-inflamatoria, secretada por diversos
tipos celulares, como macréfagos, monocitos, eosinodfilos, linfécitos, hepatdcitos e células
da glia. Sua produgao ¢ estimulada por mediadores como TNF e IL-18, estando envolvida
na indugdo de proteinas de fase aguda, na diferenciacdo de linfocitos B e na polarizagdo de
linfocitos T para o perfil Thl7. Embora apresente efeitos contextualmente anti-
inflamatorios, sua superexpressdo estd fortemente associada a cronicidade de doengas
inflamatorias (SCHELLER et al., 2011; KUROWSKA et al., 2020).

Neste estudo, observamos que a producao de IL-6 foi significativamente reduzida
nas c¢lulas THP-1 diferenciadas em macréofagos tratadas com GEO e DEXA, isoladamente
ou em combinacdo, quando comparadas ao grupo tratado apenas com LPS. Essa reducao
indica que tanto a GEO quanto a DEXA foram capazes de modular negativamente a
liberagao de IL-6 em um contexto inflamatdério. Analisando a comparagao entre os
tratamentos isolados € a combinacao, revelou diferenca significativa apenas entre a DEXA
10 uM e a combinacao, sendo que esta ultima apresentou niveis menores de IL-6. J& GEO
(25 e 12,5 pg/mL) e DEXA 5 uM nao diferiram da associacdo. Esses achados sugerem que
a combinacdo de GEO com uma concentracao reduzida de DEXA potencializa a inibig¢do de
IL-6 em relagdo a concentragdo mais elevada de DEXA isoladamente, sem modificar de

forma relevante os efeitos observados para a GEO isolada.

Estudos anteriores do nosso grupo ja haviam demonstrado o potencial da GEO em
reduzir os niveis de IL-6 em modelos celulares inflamatérios (OLIVEIRA ef al., 2016;
HONORIO et al., 2024), o que condiz com os resultados encontrados neste trabalho. No
entanto, os achados atuais também apontam para uma complexidade na modulagao da IL-6,
que parece ser mais responsiva ao combinar a GEO com a DEXA, exigindo abordagens
adicionais para compreender plenamente os mecanismos envolvidos.

Estudos com propolis mostram efeitos consistentes sobre a IL-6. ALQARNI et al.
(2019) avaliaram extratos de propolis em células THP-1 diferenciadas e demonstraram que
todos os extratos testados reduziram significativamente a secre¢ao de IL-6 induzida por LPS.
O que corrobora com os resultados obtidos por ALANAZI e colaboradores (2020), que
relataram que propolis temperada diminuiu substancialmente a liberagdo de IL-6 e IL-1p em

macrofagos derivados de medula 6ssea estimulados com LPS.
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De forma semelhante, CHANG et al. (2021) investigaram a acdo da DEXA sobre a
transcri¢do de IL-6 em macrofagos RAW 264.7 e observaram que a LPS elevou a atividade
do promotor ¢ 0 mRNA de IL-6, enquanto a DEXA reverteu totalmente essa indugao; o
tratamento com DEXA isoladamente ndo alterou os niveis basais de IL-6. Esses autores
demonstraram que o efeito inibitorio envolve a interacao do receptor de glicocorticoide com
elementos do promotor de IL-6, em especial os sitios de NF-«B e AP-1.

Diante da inibicdo observada nas citocinas pré-inflamatorias (TNF, IL-1p e IL-6),
tornou-se relevante investigar se os tratamentos também modulavam a produgdo de citocinas
com perfil anti-inflamatério, como a IL-10. Essa analise foi essencial para compreender se
o efeito da GEO e da DEXA esta restrito a supressdo da inflamacdo ou se também envolve
a indugdo ativa de mecanismos regulatorios que contribuem para a resolugdo do processo
inflamatorio.

A IL-10 ¢ uma citocina anti-inflamatoria essencial para a regulacdo da resposta
imunolodgica e a prevencdo de danos teciduais decorrentes da inflamacio exacerbada. E
produzida principalmente por macrofagos, linfocitos T reguladores e células dendriticas,
atuando na inibi¢dao da expressdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF, IL-1B e IL-6,
além de reduzir a apresentacdo de antigenos e a ativagdo de células T. A IL-10 também ¢
considerada um marcador de resolucdo inflamatoria e sua regulagdo inadequada estd
associada tanto a persisténcia da inflamacdo quanto a susceptibilidade a infecgdes
(SARAIVA, VIEIRA & O’GARRA, 2020).

No presente estudo, a producdo de IL-10 foi significativamente reduzida nos
macrofagos tratadas com GEO, DEXA ou com a combinacao de ambos, em comparagdo ao
grupo inflamatdrio tratado apenas com LPS. Embora a IL-10 exer¢a funcdo anti-
inflamatoria, sua elevagcdo em contextos agudos pode refletir uma resposta compensatoria a
intensa liberacdo de mediadores inflamatodrios. Assim, a redug@o observada pode indicar que
os tratamentos promoveram um reequilibrio da resposta imunitaria, tornando possivelmente
desnecessaria uma expressao exacerbada de IL-10. A andlise comparativa revelou que as
concentragdes de GEO 25 pg/mL e GEO 12,5 pg/mL mantiveram niveis de IL-10 superiores
aos observados para a associacdo GEO + DEXA, ao passo que os tratamentos com DEXA
(10 e 5 uM) apresentaram valores semelhantes aos da combinagdo. Esse resultado demonstra
que a GEO, quando utilizada isoladamente, mantém uma producao mais elevada de IL-10,
sugerindo sua capacidade de sustentar mecanismos reguladores.

Esse comportamento ja foi descrito por IYER & CHENG (2012) e BARRY et al.

(2016), os quais destacaram que, diante da supressdo de citocinas pro-inflamatorias, ha

64



frequentemente uma reducgdo paralela de IL-10 como consequéncia da menor pressdao
inflamatoéria sobre o sistema imunolégico. De forma similar, BUENO-SILVA et al. (2017)
observaram que a propolis vermelha brasileira também reduziu a producao de IL-10 em
macrofagos RAW 264.7 ativados por LPS, sugerindo que a agdo imunomoduladora da
propolis pode ndo estar associada necessariamente a indu¢do de vias anti-inflamatdrias
classicas, mas sim a restauragdo da homeostase do microambiente inflamatorio.

Além disso, estudos como os de BACHIEGA et al. (2012) e BUFALO et al. (2009)
mostram que a resposta da IL-10 a préopolis varia conforme a composi¢ao quimica do extrato,
o modelo celular e o tempo de incubagdo, o que reforga a necessidade de analises contextuais

e especificas para interpretar os efeitos observados.

As citocinas IL-8, IL-18 e IL-33 foram incluidas nos ensaios de quantificacdo por
ELISA com o objetivo de ampliar a compreensdo do perfil inflamatério modulado pelos
tratamentos. No entanto, ndo foi possivel detectar a produg@o dessas citocinas nas células
THP- 1 diferenciadas em macrofagos sob estimulo com LPS, em nenhuma das condig¢des
avaliadas. A auséncia de deteccdo pode ser atribuida a diferentes fatores técnicos e
biologicos, ndo permitindo obter conclusdes consistentes quanto a sua produgdo. Do ponto
de vista técnico, a sensibilidade dos kits ELISA utilizados pode nao ter sido suficiente para
quantificar niveis muito baixos dessas citocinas. A estabilidade das proteinas alvo no
sobrenadante e a cinética de secrecdo especifica de cada citocina também podem ter
influenciado na auséncia de sinal detectavel, visto que algumas citocinas, como a IL-33,
podem ser expressas de forma transiente ou intracelularmente, sendo liberadas apenas em
situagdoes de dano celular ou necrose (CAYROL & GIRONES, 2018; SCHMITT et al.,
2024). Biologicamente, ¢ possivel que as células THP-1, mesmo diferenciadas em
macrofagos, ndo representem a principal fonte dessas citocinas nesse tipo de estimulo, ou
que o tempo de incubacao e a intensidade do estimulo com LPS ndo tenham sido suficientes
para induzir sua produ¢do em niveis detectaveis. Por exemplo, a IL-8 estd mais
frequentemente associada a ativag@o de neutréfilos e células epiteliais, enquanto a IL-18 e a
IL-33 geralmente requerem ativag¢do intensa do inflamassoma ou presenga de sinais de
alarme (alarminas) celulares (DINARELLO et al., 2013; WILLIAMS et al., 2019). Portanto,
a auséncia de deteccdo ndo descarta a relevancia dessas citocinas, mas refor¢a a importancia
de considerar o tipo celular, o tempo de exposi¢do e a natureza do estimulo ao interpretar
dados de secre¢ao em modelos in vitro.

Outro grupo de mediadores inflamatdrios de grande relevancia sdo os eicosanoides,
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como a PGE2 e o LTB4, que sdo derivados do acido araquidonico e desempenham papéis
centrais na mediagdo e amplificagdo da inflamagdo. A PGE2 é amplamente reconhecida por
suas funcdes pro-inflamatorias, incluindo vasodilatagdo, aumento da permeabilidade
vascular e sensibilizacdo de nociceptores, estando frequentemente associada a dor, febre e
inflamacao cronica. Ja o LTB4 ¢ um potente quimiotatico, responsavel pelo recrutamento e
ativacdo de neutrdfilos no sitio inflamatério, além de promover a produgdo de citocinas e
EROS (ZOCCAL et al., 2016; BONYEK-SILVA et al., 2020).

Neste estudo, observamos que o tratamento com GEO e DEXA, tanto isoladamente
quanto em combinac¢io, reduziu significativa a produ¢ao de PGE2 e LTB4 pelos macrofagos
estimulados com LPS. Esses resultados indicam que ambos os compostos foram eficazes em
modular negativamente a producao de mediadores lipidicos inflamatdrios, o que reforca seu
potencial anti-inflamatorio. A combinagdo GEO + DEX reduziu PGE2 de forma
significativa em relagdo a GEO 25 pg/mL, enquanto GEO 12,5 ng/mL e as doses de DEX
isoladas ndo diferiram da associacdo. Nenhuma das comparagdes apresentou diferenca
significativa, indicando que os tratamentos isolados e a combinacdo reduzem sutilmente,

mas nao alteraram a liberacao de LTB4.

A inibicdo da PGE2 observada com a GEO pode estar relacionada a supressdo da
atividade da enzima COX-2, geralmente induzida por estimulos inflamatérios como o LPS
(JIN et al., 2023). Esse efeito ¢ apoiado por estudos como o de LEE et al. (2013), que
demonstraram que a inibi¢do da sinalizagao da PGE?2 via receptores EP2/EP4 resultou em
menor adesao celular em modelos de endometriose, e por dados mais recentes que mostram
que a redu¢do da PGE2 facilita a resolucdo da inflamagdo intestinal em modelos murinos,
com reducdo da infiltragdo  leucocitaria e  expressio de  citocinas

(PUNYAWATTHANANUKOO et al., 2024).

J& a reducdo de LTB4 pode indicar uma possivel interferéncia na via da 5-LOX
(TEDER et al., 2023), como sugerem os dados de LIU et al. (2023), que revelaram que o
eixo LTB4/LTB4R1 est4 associado a amplificacdo de respostas inflamatorias em diferentes
contextos celulares, incluindo hepatocitos, onde sua inibicao reduz a expressao de citocinas
pro-inflamatoérias e a ativacdo de vias inflamatorias associadas ao metabolismo lipidico.
Além disso, SEREZANI et al. (2012) relataram que o LTB4 pode amplificar a geracdo de
espécies reativas e ativar a NADPH oxidase em macrofagos, exacerbando o dano tecidual.
A modulacdo desses mediadores pela GEO pode, portanto, contribuir para uma resposta

inflamatoria menos intensa e potencialmente menos lesiva.
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A DEXA, por sua vez, atua inibindo a expressdo de fosfolipase A2, enzima
responsavel por liberar o 4cido araquidonico da membrana celular, o que contribui para a
redugdo geral dos eicosanoides (ZHANG et al., 2024). A combinagdo de GEO com DEXA
resultou em niveis reduzidos de PGE2 ¢ LTB4 comparaveis aos obtidos com a DEXA
isoladamente, sugerindo que a associagdo ndo comprometeu a eficacia da DEXA e pode,

inclusive, contribuir para o aumento da a¢do anti-inflamatoria de forma mais segura.

Ap6s a avaliacdo dos mediadores inflamatorios, buscou-se investigar se as alteragdes
observadas na producdo de citocinas e eicosanoides se refletiriam em fungdes efetoras
classicas dos macrofagos. Para isso, foram realizados ensaios de atividade bactericida frente
a Staphylococcus aureus e de producdo de peroxido de hidrogénio (H20:), pardmetro este
diretamente relacionado a capacidade microbicida dessas células. No entanto, em ambas as
analises foi observada elevada variabilidade entre os resultados, sem a obtencdo de um
padrdo consistente que permitisse uma interpretagao estatistica confiavel dos dados. Dessa
forma, nao foi possivel estabelecer conclusdes sobre os efeitos da GEO e da DEXA, isoladas

ou em associacao, sobre essas fungoes celulares.

Considerando essas limitagdes, optou-se por empregar uma abordagem complementar
e mais abrangente, a analise protedmica, com o objetivo de investigar alteracdes moleculares
induzidas pela GEO em mondcitos humanos. Essa estratégia permitiu uma avaliacao
integrada do perfil proteico celular, contribuindo para a compreensdo dos possiveis
mecanismos envolvidos na modulagdo da resposta inflamatoria observada nos ensaios

anteriores.

A escolha de discutir inicialmente os achados obtidos em mondcitos humanos se
justifica pelo fato de essas células representarem o estagio precursor natural dos macrofagos
e desempenharem papel central na detec¢do inicial de estimulos inflamatdrios, ativacao de
vias de sinalizagao e produ¢do de mediadores inflamatorios. Diferentemente das linhagens
celulares imortalizadas, os mondcitos primarios preservam caracteristicas genéticas,
epigenéticas e funcionais mais proximas da resposta observada in vivo, o que confere
relevancia biologica aos perfis proteicos identificados (TEDESCO et al., 2018; YASIN et
al.,2022; NASCIMENTO et al., 2022).

Além disso, a diferenciagdo in vitro de células THP-1 em macréfagos, geralmente
induzida por agentes como o PMA, pode resultar em alteragdes artificiais no estado de
ativacdo celular, afetando vias de sinalizagdo, metabolismo e expressao proteica basal.

Assim, a andlise protedmica em monocitos humanos permitiu a identificagdo de proteinas
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moduladas pela GEO em um contexto menos influenciado por estimulos de diferenciagdo
forcada, oferecendo uma base solida para a interpretagdo dos efeitos imunomoduladores
observados ao longo do trabalho. A futura incorporagdao dos dados protedomicos de
macrofagos THP-1 devera contribuir para aprofundar a compreensdao comparativa entre os
modelos e fortalecer a interpretacdo dos mecanismos de agdo da GEO.

A analise protedmica realizada em mondcitos humanos permitiu ampliar a
compreensao dos efeitos imunomoduladores da GEO em um nivel molecular mais integrado,
complementando os resultados funcionais e fenotipicos observados ao longo deste trabalho.
Diferentemente das analises pontuais de citocinas, eicosanoides ou marcadores de superficie,
a protedmica possibilitou identificar altera¢des distribuidas em multiplas etapas da resposta
inflamatoria, incluindo ativagdo inicial, amplificacdo do processo inflamatério, comunicagao
intercelular, mecanismos efetores e vias associadas a resolucao e ao reparo tecidual.

Entre as proteinas diferencialmente moduladas pela GEO, destaca-se a presenca da
caspase-1, uma enzima central na ativacdo do inflamassoma e no processamento das
citocinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-18. Esse achado se conecta diretamente com os
resultados obtidos nos ensaios de citocinas, nos quais foi observada redugao significativa da
produgdo de IL-1f em macrofagos estimulados com LPS e tratados com GEO. A modulacao
da caspase-1 sugere que a GEO pode atuar interferindo em eventos posteriores ao
reconhecimento inicial do estimulo inflamatorio, limitando a ativa¢ao do inflamassoma e,
consequentemente, atenuando a amplificacdo da resposta inflamatorias. Estudos anteriores
j& demonstraram que produtos naturais ricos em compostos fenolicos sdo capazes de
modular a ativacdo do inflamassoma NLRP3 em células da imunidade inata, refor¢ando a
plausibilidade desse mecanismo (HORI et al., 2013; SHARMA & KANNEGANTI, 2021).

Outro grupo de proteinas relevantes identificado na analise protedmica inclui as
catepsinas B, D e S, enzimas lisossomais amplamente envolvidas na degrada¢do da matriz
extracelular, no processamento antigénico e no remodelamento tecidual. Essas proteases
desempenham papel importante tanto na progressdo quanto na modulacdo da resposta
inflamatoria, uma vez que participam da ativacdo de células imunes e da reorganizagio do
microambiente inflamatério (CONUS et al., 2010; TURK et al., 2012). Além disso, estudos
demonstram que alteragdes na permeabilidade lisossomal, com liberacdo de catepsinas para
o citosol, podem atuar como sinal secundario para a ativacdo do inflamassoma,
influenciando a ativacdo de caspases inflamatorias e a maturacao de IL-13 (HORNUNG et
al., 2008; AMARAL et al., 2018). A modulagdo dessas proteinas sugere que a GEO pode

interferir em eventos celulares que sustentam a inflamagao, indo além da simples supressao
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de mediadores soluveis.

A presenca da galectina-3 entre as proteinas moduladas também merece destaque.
Essa lectina B-galactosideo-ligante esta associada a processos de ativagdo celular,
quimiotaxia, fibrose e inflamagdo crdnica, sendo frequentemente descrita como um
marcador de inflamagdo persistente e remodelamento tecidual patologico (LIU &
RABINOVICH, 2005; HENDERSON & SETHI, 2009). Por outro lado, em contextos
controlados, a galectina-3 também pode participar de processos de reparo tecidual e
resolucdo inflamatoria, dependendo do microambiente e do tipo celular envolvido
(MCLEQOD et al., 2018). Assim, a modulagdo dessa proteina pela GEO sugere um possivel
papel regulador na transi¢do entre inflamacgao ativa e resoluc¢do, o que esta em consonancia
com os resultados observados nos ensaios de citocinas, nos quais houve redugdo de
mediadores pro-inflamatérios sem indug@o exacerbada de citocinas regulatodrias.

Outro achado relevante foi a identificacdo de proteinas associadas a resolucao da
inflamacao e ao reparo tecidual, como a prosaposina e o PAI-2 (SERPINB2). A prosaposina
¢ descrita como uma proteina multifuncional envolvida em processos de sobrevivéncia
celular, regeneracdo tecidual e resposta ao estresse, além de atuar na manutengdo da
integridade celular em ambientes inflamatorios (HIRAIWA et al., 1997; SCHRODER et al.,
2019). O PAI-2, por sua vez, esta relacionado a regulagcdo da fibrindlise, organizacdo da
matriz extracelular e controle da inflamagdo cronica, sendo frequentemente associado a
modulacdo da migrag¢do celular e a preven¢do de dano tecidual excessivo (MEDCALF,
2007). A modulacao dessas proteinas sugere que a GEO pode favorecer um ambiente menos
propenso a progressao da inflamagao para estados cronicos e fibrosantes, contribuindo para
o restabelecimento da homeostase tecidual.

A andlise protedmica também revelou alteragdes em proteinas relacionadas a
comunicagao intercelular e ao trafego vesicular, como sintenina-1, transportina-1 e proteinas
da familia Rab (Rab-2B e Rab-5C). Essas proteinas desempenham papéis centrais no
transporte intracelular, na formacao de vesiculas e na liberagdo de mediadores por vias nao
convencionais, incluindo vesiculas extracelulares, que tém sido reconhecidas como
importantes moduladoras da resposta inflamatéria (HOSHINO et al., 2015; STENMARK,
2009). A modulagdo dessas proteinas sugere que a GEO pode interferir na forma como os
mondacitos se comunicam com outras células do sistema imune, influenciando a propagacao
e a amplificagdo do sinal inflamatdrio no microambiente tecidual.

Além disso, foram identificadas proteinas associadas a homeostase redox e ao

controle do estresse oxidativo, como a glutationa peroxidase e a peroxirredoxina-4. Essas

69



enzimas antioxidantes desempenham papel essencial na neutralizagdo de EROS e na
protecdo celular contra danos oxidativos induzidos pela inflamacdo (HAMPTON &
O’CONNOR, 2016). Esses achados sao particularmente relevantes quando considerados em
conjunto com os resultados funcionais relacionados a produgao de EROS, ainda que os
ensaios de H20: ndo tenham permitido conclusdes estatisticas consistentes. A modulagdo
dessas enzimas sugere que a GEO pode contribuir para limitar o dano oxidativo associado a
inflama¢ao, mesmo quando alteragdes diretas na producao de EROS nao sao facilmente
detectaveis em ensaios pontuais.

Quando comparados a estudos prévios realizados em macrofagos derivados da
linhagem THP-1, os achados da protedmica em mondcitos humanos apontam para uma
convergéncia de mecanismos, especialmente no que se refere a modulacdo de vias
inflamatérias centrais, como inflamassoma, citocinas pro-inflamatorias e mediadores
lipidicos. Estudos protedmicos conduzidos com amostras de propolis verde e vermelha em
diferentes modelos celulares também demonstraram alteragdes em proteinas relacionadas a
inflamacdo, estresse oxidativo, metabolismo energético e remodelamento tecidual,
reforgando a atuacdo ampla e integrada dos produtos apicolas e meliponicolas sobre a
resposta inflamatoria (TEDESCO et al., 2014; YASIN et al., 2022; NASCIMENTO et al.,
2022). No entanto, a analise em monocitos humanos permitiu observar esses efeitos em um
contexto menos influenciado por estimulos artificiais de diferenciagdo, como o PMA,
oferecendo uma visdo mais proxima da resposta inflamatoria inata em condigdes
fisiologicas.

De forma geral, os dados protedmicos obtidos neste trabalho reforcam os achados
funcionais e fenotipicos observados ao longo da tese, indicando que a GEO exerce um efeito
imunomodulador distribuido em multiplos niveis da resposta inflamatéria. Em monocitos
humanos, esse efeito parece envolver ndo apenas a reducao de mediadores pro-inflamatorios,
mas também a modulacdo de proteinas associadas a amplificacdo do processo inflamatorio,
a comunicacao intercelular, a resolugdo e a prote¢ao contra danos oxidativos.

Nos ensaios realizados em macréfagos, a associagdo da GEO com a DEXA manteve
a eficicia anti-inflamatoria observada com o glicocorticoide isolado para a maioria dos
parametros avaliados, € mostrou efeito superior especificamente na modulacao da IL-6.
Esses achados sugerem que a GEO atua predominantemente como um modulador direto da
inflamagdo, podendo exercer efeito adjuvante pontual sobre a a¢do da DEXA, sem
comprometer os mecanismos essenciais da imunidade inata, particularmente relacionados a

macrofagos.
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Apesar dos efeitos anti-inflamatdrios consistentes observados ao longo deste estudo,
¢ importante destacar que, devido a natureza complexa da GEO, nao ¢ possivel atribuir os
efeitos biologicos observados a um unico composto quimico especifico. Embora a
composi¢ao da GEO utilizada tenha sido previamente caracterizada, revelando a presenca
de triterpenos, acidos fenolicos, flavonoides e outros metabdlitos bioativos, a atividade
farmacoldgica da amostra provavelmente resulta do sinergismo entre esses diferentes
constituintes, e nao da agao isolada de um unico principio ativo.

Esse comportamento ¢ caracteristico de produtos naturais complexos, nos quais
interagdes quimicas entre compostos podem potencializar efeitos anti-inflamatorios,
antioxidantes e imunomoduladores, frequentemente de forma mais eficaz do que substancias
purificadas individualmente. Assim, os efeitos observados sobre citocinas, eicosanoides,
marcadores de superficie e proteinas inflamatoérias refletem a acdo integrada do fitocomplexo
presente na GEO, o que também contribui para seu perfil de baixa citotoxicidade e ampla

modulag¢do imunologica/inflamatoria.

6. CONCLUSAO

A GEO produzida por Melipona fasciculata Smith apresentou efeito anti-inflamatorio
significativo, sem induzir toxicidade em macréfagos. Tanto isolada quanto associada a DEXA,
foi capaz de reduzir a expressdo de marcadores de superficie e a produgdo de citocinas e
eicosanoides relacionados ao processo inflamatdrio. A associagdo, mesmo com doses reduzidas
de DEXA, manteve eficacia semelhante a observada com o farmaco isolado, sugerindo que a
GEO pode atuar como adjuvante terapéutico, permitindo a manutencao da eficacia da DEXA
em concentragdes reduzidas, e apresenta potencial para minimizar efeitos colaterais. Além
disso, a andlise protedmica em monocitos humanos indicou que a GEO modula proteinas
envolvidas na ativagdo, amplificacdo e resolugcdo da inflamagdo, bem como no controle do
estresse oxidativo. Em conjunto, esses achados demonstram que a GEO atua como um

modulador da resposta inflamatdria, com potencial uso isolado ou como adjuvante terapéutico.
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