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Resumo

Nos ultimos anos os produtos naturais t€ém sido objeto de estudo da industria
farmacéutica em busca de novos farmacos. Com este novo interesse da industria acerca destes
compostos, devido a presenga de novas tecnologias que permitem estuda-los, a comunidade
cientifica também intensificou seus estudos em torno destes materiais buscando caracterizar
suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas. Dentre estes produtos esta a canferide, um
flavonol o-metilado abundantemente presente em uma série de fontes vegetais e de natureza
apicola, como por exemplo a propolis da caatinga nordestina produzida a partir da Mimosa
tenuiflora (Willd.) Poir., que vem sendo amplamente estudada como uma possivel fonte de
novos compostos bioativos de interesse para a producdo de novos farmacos. Este trabalho
busca, portanto, compreender a viabilidade de mondcitos humanos apds incubacdo com a
canferide e a producao de citocinas pro- e anti-inflamatorias ou relacionadas ao inflamassoma
(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-18, IL-33). A substancia sera avaliada posteriormente a
incubag¢do com LPS quanto a producdo de metabdlitos do acido araquidonico (PGE2 e LTB4),
bem como quanto a produgdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) e receptores de
membrana (CD62L, CD80, HLA-DR, TLR2 e TLR4). Este projeto podera culminar em novos
achados quanto a acdo anti-inflamatoria deste componente, visando nova abordagem
terap€utica, minimizando efeitos colaterais e contribuindo para melhor relagdo custo-beneficio

de produtos constituidos pela canferide.

Palavras-chave: Imunologia; Produtos naturais; Cultura celular; Inflamag¢ao; Farmacologia.



Abstract

In recent years, natural products have been the subject of study by the pharmaceutical
industry in search of new drugs. With this new interest from the industry in these compounds,
due to the presence of new technologies that allow their study, the scientific community has
also intensified its studies on these materials seeking to characterize their chemical, physical
and biological properties. Among these products is kaempferide, an o-methylated flavonol
abundantly present in a series of plant and apicultural sources, such as propolis from the
northeastern caatinga produced from Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., which has been widely
studied as a possible source of new bioactive compounds for the production of new drugs. This
work therefore seeks to understand the viability of human monocytes after incubation with
kaempferide and the production of pro- and anti-inflammatory cytokines or those related to the
inflammasome (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-18, IL-33). The substance will be evaluated after
incubation with LPS for the production of arachidonic acid metabolites (PGE2 and LTB4), as
well as for the production of reactive oxygen species (ROS) and membrane receptors (CD62L,
CD80, HLA-DR, TLR2 and TLR4). This project may culminate in new findings regarding the
anti-inflammatory action of this component, aiming at a new therapeutic approach, minimizing

side effects and contributing to a better cost-benefit ratio of products consisting of kaempferide.

Keywords: Immunology; Natural products; Cell culture; Inflammation; Pharmacology.
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Infroducao

Propolis

A prépolis, produto opoterapico popularizado nas ultimas décadas, ¢ um material
resinoso produzido por plantas e coletado por abelhas (familia Apidae), que a misturam com
excregdes salivares, enzimas e ceras, € entdo utilizam-na para selar aberturas na colmeia
(SFORCIN, 2007), funcdo esta que possivelmente lhe conferiu o nome propolis na antiguidade
(do grego, pro = em defesa de; e polis = cidade). Além da funcdo de selar rachaduras, a propolis
também ¢ utilizada pelas abelhas para fortalecer a estrutura da coldnia, especialmente nos
pontos onde a colmeia estd anexada a outro material (como um tronco de uma arvore, por
exemplo) e em sua entrada, garantindo estabilidade e prevenindo o contato direto da colonia
com 0 meio externo. Ambas as utilizagdes mencionadas acima sdo possiveis por conta rigidez

da propolis, que apresenta consisténcia semelhante a da cera de abelha.

Contudo, além de sua utilidade como um material moldavel e resistente, as suas
propriedades bioldgicas, como antibacteriana e antifiingica, sdo de extrema importancia para as
abelhas, ja que estas vivem em colmeias com alta densidade de individuos e que ameagas
sanitarias podem facilmente colocar em risco a sobrevivéncia do enxame. Para se prevenir de
tal risco, as abelhas passaram, ao longo de sua histéria evolutiva, a revestir a superficie interna
da colmeia com propolis, assim como o interior dos favos de mel, onde ocorre o
desenvolvimento das larvas, e até a cobrir invasores que foram mortos pelo enxame no interior
da colmeia e ndo puderam ser retirados, prevenindo que estes entrem em decomposi¢do e
favorecam a proliferagdo de fungos e bactérias potencialmente danosos a colonia (BANKOVA

et al., 2000; KUROPATNICKI et al., 2013).

Apesar de tais efeitos serem amplamente estudados e discutidos na atualidade, a propolis
esta longe de ser uma novidade para a humanidade. Acredita-se que os registros mais antigos
referentes a utilizagdo da prépolis sejam datados por volta de 1700 A.C, onde um material
resinoso nomeado #zori, descrito em escrituras do povo hebreu, apresenta propriedades muito
semelhantes a da propolis. O tzori aparece em escrituras seis vezes, € em uma delas, no capitulo
Genesis, da Torah judaica, € mencionado que o #zori ¢ transportado junto ao mel para o Egito,
além de ser descrito como uma substancia de origem vegetal com propriedades curativas. Além

do #zori, algo descrito pelos egipcios no Papiro Ebers, um dos mais antigos registros de praticas



médicas da humanidade (1550 A.C), como “cera preta”, também ¢ um possivel nome antigo

para a propolis (CRANE, 1997).

Os registros passam ser mais precisos durante o Império Romano, quando Dioscorides
de Pedanius, um médico grego que serviu ao exército romano, fala a respeito dos efeitos
medicinais da propolis, utilizando seu nome atual, e descrevendo sua origem animal/vegetal
(KUROPATNICKI et al., 2013; Diosc. et Lag. Andrés, De Materia Medica, 11, 178). Este
registro menciona o uso da propolis para o tratamento de infecgdes de pele e de garganta, uso
este que foi continuado por médicos de origem arabe durante a [dade Média. Na Idade Moderna
ha registros da propolis para além dos usos médicos, tornando-se utilizada como verniz e resinas
para instrumentos de corda (SILVA-CARVALHO, 2015). Durante o inicio da Idade
Contemporanea, a propolis foi considerada um farmaco oficial pela farmacopeia britanica e
durante o século XX foi extensivamente utilizada na Unido Soviética como um remédio barato
e altamente difundido nos paises antes pertencentes a ela, além de ter sido utilizado para tratar
feridas de soldados durante a Segunda Guerra Mundial (CASTALDO et CAMPASSO, 2002;
SILVA-CARVALHO, 2015).

Apos esta longa histdria, foi s6 no fim do século XX, época marcada pelo avanco
técnico-cientifico e hegemonia do método cientifico, que a propolis passou a ser estudada com
mais profundidade, sendo publicados centenas de artigos explorando suas propriedades
antibacteriana, antifungica, antitumoral, anti-inflamatérias, antiparasitdria e antioxidante
(SFORCIN, 2007). Estes estudos partem da ideia de que a prépolis tem potencial como uma
grande fonte de constituintes bioativos para o desenvolvimento de farmacos com custos
menores e risco de efeitos colaterais reduzido (SFORCIN, 2007), em comparagao aos fairmacos

convencionais.

A partir destes estudos acerca da propolis conduzidos pela comunidade cientifica
internacional, notou-se que, por se tratar de um complexo altamente variavel de acordo com a
localizagdo geografica, ndo faria sentido referir-se a ela genericamente como “propolis” € sim
descrever a amostra quimicamente ao realizar os experimentos e publicar trabalhos

(BANKOVA, 2005).

Inicialmente, as amostras de propolis passaram a ser definidas pela cor que
apresentavam ou seus respectivos paises de origem, como “propolis verde” ou “propolis
brasileira”, nomes estes que, a partir de uma analise quimica, deixaram de ser definitivos para

possiveis efeitos e constitui¢do. Isto porque uma amostra coletada da mesma colmeia pode



variar de coloragdo a depender da estagdo na qual foi coletada, mesmo que possivelmente nao
haja diferencga significativa entre os seus compostos ativos (normalmente nao ha diferenca em
paises tropicais como o Brasil, onde a atividade das abelhas ndo varia sazonalmente. Estudos
realizados em zonas temperadas mostram alta influéncia da variacdo sazonal na constitui¢ao
quimica da propolis (VALENCIA et al., 2012)). O mesmo pode acontecer para amostras que
foram coletadas no mesmo pais e, portanto, receberam o mesmo nome, mas que, apesar de fazer
parte das mesmas fronteiras geopoliticas, podem ser altamente variadas a depender de qual
parte do pais foram coletadas (SALATINO et al., 2005). Assim, a maneira mais eficiente de
estudar a propolis passou a ser através da definicdo das amostras pela sua origem botanica e
perfil quimico, o que permitiu com que fossem comparadas de maneira mais criteriosa e

adequada (BANKOVA, 2005).

De acordo com Park et al. (2002) e Alencar et al. (2007), existem ao menos 13 tipos de
propolis no territdrio brasileiro, definidos através da comparacdo entre as constitui¢des
quimicas das amostras e a observagdo de quais espécies vegetais as abelhas visitavam para
produzir determinada amostra. Além disso foram pareadas as substancias da amostra de

propolis e da planta que ¢ supostamente visitada, como forma de confirmagao.

Em Salatino ef al. (2021) encontra-se apresentada uma tabela com os principais tipos de
propolis brasileira, com seus respectivos constituintes principais e suas fontes botanicas

(Tabela 1).

Tabela 1: Tipos mais comuns de propolis no Brasil (adaptado de SALATINO et al., 2021).

Type Biome Chemical profile Plant origin
Amazonian black Amazonian forest Polyisoprenylated Clusia sp.
benzophenones
Brown Araucaria forest Varied Araucaria, Populus,
other native and culti-
vated plant species
Dark Atlantic Forest Xanthones, steroids Symphonia globulifera
Dark “Campos rupestres” Prenylated flavonols Velloziaceae (?)
Green Cerrado Prenylated phenylpro-  Baccharis dracun-
panoids, triterpenoids  culifolia, Vernonia
rubriramea
Green Caatinga Chalcones, flavonols Mimosa tenuiflora
Red Mangrove Chalcones, isoflavo- Dalbergia ecastaphyl-
noids, prenylated lum, Symphonia
benzophenones globuliera
Yellow Pantanal Steroids, triterpenoids Undetermined




Cada componente presente no perfil quimico das amostras pode influenciar o efeito
biologico da amostra (SFORCIN, 2016), tornando-a mais eficiente para determinadas agdes
(ex.: propolis ricas em flavonois, flavonas e polifendis parecem atuar como inibidoras da
formagao de biofilme por Streptococcus mutans de maneira correlacionada a concentragao

destas substancias (VELOZ et al., 2015)).

Ja foram identificados mais de 500 componentes nos diversos tipos de propolis, podendo
variar de acordo com a fonte botanica disponivel, localizacdo geografica, estacao, genética das
abelhas que a produziram e outros fatores ambientais. Contudo, além das variagdes naturais a
que a propolis esta sujeita, os métodos de coleta e extragdo também podem altera-la. A escolha
de determinado método, solvente e sua concentracdo, podem alterar significativamente o perfil
quimico da amostra estudada. Entre os solventes mais utilizados estdo o etanol, em variaveis

concentragdes, a 4gua e o metanol (Suran et al., 2021).

Os efeitos observados no estudo dos variados tipos de préopolis se ddo como um
resultado da acdo isolada e da interagdo dos diversos componentes que a constituem, o que torna
interessante a investigacdo dos efeitos de tais componentes isolados como possiveis alvos

farmacologicos.

O presente trabalho parte da analise de um dos constituintes de uma amostra de propolis
verde produzida na caatinga brasileira, a canferide. A caatinga brasileira ¢ um bioma com clima
semiarido, contando com chuvas pontuais e volumosas, o que faz com que ele possua uma
vegetacao Unica adaptada a longos periodos de seca. Este bioma, além de suportar grande
diversidade, estende-se por grande parte do pais, ocupando por volta de 844,453 km? regido
nordeste do Brasil (Fig. 1) (ALVARES et al., 2013; SILVA et SOUZA, 2018). Essas condigdes
fazem com que a propolis produzida na regido seja distinta quimicamente das demais amostras
coletadas em outras regides do mundo e, portanto, torna-a capaz de apresentar um conjunto de

efeitos farmacoldgicos tnicos.



Figura 1: Extensdo da caatinga (DA SILVA et LACHER, 2019)

A propolis encontrada na caatinga brasileira tem como fonte botanica a espécie Mimosa
tenuiflora [Willd.] Poir., conhecida popularmente na regido como “Jurema-Preta” e utilizada
em uma preparagao alucindgena pelos povos originarios habitantes da regido para a pratica de
rituais religiosos (SON et al., 2022; DE SOUZA et al., 2008). As abelhas cortam as gemas de
plantas jovens e misturam-na com os demais constituintes da propolis, como cera, resinas, 6leos

e polen, conferindo-a uma coloracao esverdeada.

Em Son et al. (2022) foi apresentada a anélise dos constituintes da amostra de propolis
da caatinga por cromatografia liquida de alta performance (CLAP), que apresentou alta
quantidade de compostos fenolicos, distribuidos em flavondis e flavononas, sendo uma delas
prenilada (com um grupo hidrofobico prenilo). Através da CLAP realizada no artigo € possivel
verificar que a canferide (7) aparece em alta quantidade, tanto no extrato da amostra de propolis
quanto no extrato de M. tenuiflora (Fig. 2). Tal registro ¢ novidade entre as amostras de propolis
no Brasil, nas quais acreditava-se possuirem como principais compostos somente derivados do

terpeno e do acido p-cumarico.
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Figura 2: Analise dos extratos hidroalcdolicos (90%) de propolis (A) e M. tenuiflora (B). A = 286 nm
(SON et al., 2022).

A canferide ¢ pertencente a classe quimica flavonol e definida pelo radical hidroxila
(OH) ligada a um grupo fenol, parte da estrutura basica dos flavonoides. Apesar de ter sido
recentemente encontrada em M. tenuiflora e na amostra de propolis derivada desta fonte
botanica, esta presente em uma série de plantas, principalmente aquelas pertencentes a familia
Zingiberaceae (SONG et al., 2024). Sua estrutura quimica (Fig. 3) ¢ muito semelhante a de
outros membros de sua mesma classe quimica, como o canferol ou galangina, porém apresenta
efeitos farmacologicos bem diferentes destes dois componentes, indicando que pequenas

diferengas na estrutura dos flavonéis podem modificar profundamente seus efeitos (LEE et al.,
2008).

Figura 3: Estrutura quimica da canferide.



Existem muitos estudos acerca dos efeitos dos flavonoides e suas atividades na saude
humana, porém, estudos a respeito da canferide ainda sdo muito recentes € pouco numerosos,

tendo sido realizados, em sua maioria, sobre linhagens de células tumorais (SONG et al., 2024).

O estudo de Sartori et al. (2024) avaliou a ag¢ao da propolis de M. tenuiflora e trés de
seus componentes (santina, canferide e sakuranetina) sobre células mononucleares do sangue
periférico (PBMC, em inglés) e concluiu que a canferide ¢ um dos compostos responsaveis pela

atividade anti-inflamatéria observada no tratamento das células pela propolis.

O presente trabalho buscou aprofundar-se sobre os efeitos da canferide sobre os

monocitos humanos, células do sistema imune que compdem em torno de 10% das PBMC.

Monocitos

Os mondcitos sdo células da linhagem mieloide com um unico niicleo em forma de rim.
Junto deles, outros dois tipos celulares, o0 macréfago e as células dendriticas, formam o sistema
mononuclear fagocitario. Apds sua diferenciacdo a partir de células precursoras na medula
Ossea, 0s monocitos migram para a circulacdo sistémica (através principalmente do receptor
quimiotatico CCR2) e podem cumprir diversas fungdes baseado em seus respectivos tipos

(JAKUBZICK et al., 2017).

Existem trés diferentes subtipos de mondcitos circulantes no corpo humano, o mondcito
classico, definido pelos marcadores CD14+ e CD16-, 0 mondcito ndo classico, CD14-e CD16+,
e os monocitos intermediarios, CD14+ e CD16+. Apesar de divididos em subtipos, os
mondcitos sdo células com alta plasticidade e podem mudar de perfil ao longo de sua vida,
alterando seu metabolismo, tamanho, granulosidade e perfil de producao de citocinas (PATEL
et al., 2017). Outros estudos abordam a existéncia de mais subtipos, identificaveis pelo padrao

transcricional distinto entre eles (KAPELLOS et al., 2019).

Nesta monografia, a populagdo abordada pertence ao subtipo classico, especializada na
infiltracdo tanto de tecidos linfoides quanto ndo-linfoides, onde podem exercer diversas fungdes
a depender das interacdes realizadas nos respectivos tecidos. Quando os tecidos estdo em
homeostase (Fig. 4a), os monocitos infiltram-nos com menor frequéncia, e dentro deles podem

sofrer diversas modificagdes, como passar a expressar o MHCII (moléculas de



histocompatibilidade molecular de classe 2) e até a transformar-se em macrofagos residentes,
mesmo que a maioria destes tenha origem embriondria e sua permanéncia no tecido seja feita
majoritariamente pela proliferacdo local da populacdo residente (JAKUBZIC et al., 2017;
HASHIMOTO et al., 2013). Quando os tecidos estdo em processo de inflamacao (Fig. 4b), o
influxo de mondcitos ¢ maior devido a expressdo de moléculas de adesdo nas paredes do
endotélio sob influéncia de fatores quimiotaticos produzidos no sitio de infeccdo (IMHOF et
AURRAND-LIONS, 2004; BOSCH et al., 2023). Apos a infiltracdo, a presenca de fatores
estimulantes (lipopolissacarideos, fragmentos de células, citocinas pro-inflamatdrias) induzem
a transforma¢do dos monocitos, fazendo com que se diferenciem em células dendriticas
(MHCII+ monocyte-derived DC, Tip-DC) ou macréfagos do tipo M1 e M2. Caso o nicho de
macrofagos residentes esteja aberto, os monocitos também podem diferenciar-se em

macrofagos MERTK+ (JACUBZICK et al. 2017).
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Figura 4: Processo de maturacdo dos mondcitos em situacdo de homeostase (a) e inflamagao (b), por
Jakubzic et al. (2017).



A escolha deste tipo celular e subgrupo para a realizacdo do trabalho se da devido as
fungdes que os monocitos realizam sistémicamente, contribuindo significativamente para a
homeostase, resposta imune inata e adaptativa, formagao do processo inflamatorio e reparo
tecidual (GINHOUX et JUNG, 2014). Apos o tratamento dos monocitos com canferide, tais

funcdes foram avaliadas a partir de marcadores moleculares.

Marcadores da Resposta Imune

A resposta imune pode ser definida como o conjunto de mecanismos, substancias
quimicas ou estruturas capazes de identificar e responder a estimulos reconhecidos como non-
self pelo organismo. As a¢des podem ser de natureza anatomica, como uma barreira protetora
para o meio exterior (pele), quimica, como a presenca de HCl no estdbmago que elimina
patdgenos ingeridos na alimentagcdo, ou bioldgica, na formag¢do de complexos proteicos
especializados para a deteccao e eliminagdo de estruturas patogénicas (PAMPs e DAMPs). A
resposta biologica conta com inumeros efetores, as células, que unem o fisico € o quimico
através da produgdo de sinais quimicos € mecanismos estruturais que sao responsaveis pela
comunicac¢do dentro do sistema imunoldgico, a qual ¢ esséncial para seu funcionamento correto,

e pela eliminagdo de ameagas para o organismo.

Essas sinalizacdes e mecanismos possuem padrdes estruturais especificos que, por sua
vez, conferem fungdes bioldgicas especificas. Ao longo da historia evolutiva da vida na terra,
tais padroes tornaram-se cada vez mais refinados através de uma grande gama de efetores e
tipos de resposta. Entre um dos mais refinados estd o sistema imune humano que, devido a
grande historia de migracdes de nossa espécie e nossos antepassados, entrou em contato com
grande diversidade de patdogenos que exerceram pressao seletiva sobre o sistema imune destas
populagdes, selecionando um sistema extremamente sofisticado que foi herdado pela nossa

espécie (DOMINGUEZ-ANDRES et NETEA, 2019).

Devido a sua complexidade, este sistema passou a ser estudado através de marcadores
especificos (CD, do inglés cluster of diferentiation) e tipo de comunicacao estabelecidas entre

eles (citocinas).

Durante uma inflamagao, por exemplo, grupos de célulasespecificas, reconhecidas pelas
proteinas em suas membranas, ou CDs, reagem, através de seus receptores (PRRs) a presenca
de um antigeno e tem suas vias pro-inflamatorias ativadas, induzindo a produgao citocinas pro-

inflamatorias para se comunicar com células proximas e alterando seus metabolismos, fazendo
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com que, a depender do tipo celular que elas pertencem, produzam lisozimas, espécies reativas
do oxigénio e do nitrogénio para o combate do patégeno. Na auséncia de patogenos, as células
anteriormente ativadas passam a assumir um perfil resolutivo, interrompendo o processo
inflamatoério e reconstruindo o tecido (CHEN et al, 2018). Caso nao ocorra essa mudanca de

perfil, a inflamacao pode tornar-se cronica e se tornar a causa da doenca (LIBBY, 2007).

As mudancas de perfil, tanto para um perfil pré-inflamatério quanto anti-inflamatoério,
sao comunicadas através das citocinas, proteinas produzidas pelas células do sistema imune que
podem ser detectadas pelos receptores de outras células através da ligagao a receptores. Através
da identificacdo destas citocinas e do estudo da reagdo das células de defesa a presencga delas, ¢
possivel compreender quais suas fungdes e utilizd-las como biomarcadores (CHEN et al.,
2018). Centenas de citocinas ja foram identificadas desde que passaram a ser estudadas. Em
Chen et al. (2018), foi apresentada uma tabela com algumas das principais citocinas presentes
no processo inflamatdrio, as principais células que as produzem e suas respectivas fungoes

(Tabela 2).

Tabela 2: Principais citocinas envolvidas no processo inflamatério (CHEN et al., 2018).

Cytokine Family Main sources Function
L-1B IL-1 Macrophages, monocytes P_ro‘-mﬂa_mrlnatlon. proliferation, apoptosis,
= differentiation
Lt 1L Thecells :\nn-lnﬂa[nnlaung I-cell and B-cell proliferation,
B-cell differentiation
IL-6 IL-6 Macrophages, T-cells, adipocyte Pro-inflammation, differentiation, cytokine production
IL-8 CXC Macroph_agcs, epithelial cells, Pro-inflammation, chemotaxis, angiogenesis
endothelial cells =
1L-10 1L-10 Monocytes, T-cells, B-cells :\ml-l_nﬂammaunn_ inhibition of the pro-inflammatory
’ cytokines
IL-12 IL-12 Dcndrm? cells, macrophages, Pro-inflammation, cell differentiation, activates NK cell
neutrophils
1L-11 L6 Fibroblasts, neurons, epithelial cells Anti-inflammation, differentiation, induces acute phase
protein
R - Macrophages, NK cells, CD4" Pro-inflammation, cytokine production, cell
I'NF-a I'NF = . - - -
lymphocytes, adipocyte proliferation, apoptosis, anti-infection
IFN-y INF T-cells, NK cells, NKT cells Pro-inflammation, innate, adaptive immunity anti-viral

GM-CSF 1.4

TGF-p I'GF

T-cells, macrophages, fibroblasts

Macrophages, T cells

Pro-inflammation, macrophage activation, increase
neutrophil and monocyte function

Anti-inflammation, inhibition of pro-inflammatory
cytokine production
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As citocinas, além de mediarem a resposta da imunidade inata, que oferece rapida reago
aos antigenos através do processo inflamatdrio, também sdo responsaveis pela ativacdo da
imunidade adaptativa, que gera memoria e induz a producao de anti-corpos especificos para os
patogenos detectados. Para que seja ativada adequadamente, ¢ necessdria uma série de
interagdes entre multiplos agentes do sistema imunolédgico, as células apresentadoras de

antigenos (APCs), células T e as células B(MARSHALL et al., 2018).

Neste trabalho andlisamos os efeitos imunomodulatérios da canferide na resposta
produzida por uma populacdo purificada de monécitos humanos in vitro, em condi¢des basais
e através da simulagdo de inflamagdes induzida por LPS seguida da incuba¢do com canferide
e, por fim, da andlise e comparacdo de parametros relacionados com a formagdo do
inflamassoma e sua resolucdo nos diferentes grupos observados. Assim, foi avaliada
inicialmente a viabilidade de mondcitos incubados com canferide, a producao de citocinas
(TNF-o, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 e IL-33) e de eicosanoides (PGE2 e LTB4), a expressao
de marcadores de superficie celular (TLR-2, TLR-4, HLA-DR CD62L e CD80), a atividade
bactericida de monocitos contra Staphylococcus aureus meticilina-sensivel (cepa ATCC29213)

e a produgdo de espécies reativas do oxigénio.

Metodologia

Obtencdo de mondcitos e delineamento experimental

Cinco pacientes saudaveis, adultos, nao-fumantes, nao-obesos e sem histérico de uso de
alcool ou medicamentos nos trés dias anteriores a coleta, doaram voluntariamente amostras de
sangue que variavam entre 9mL a 80mL. As amostras foram entdo divididas em tubos de 20mL,
heparinizadas com 0.2mL de heparina sodica e centrifugadas (200g, 10 minutos). Apds a
centrifugacao, foi descartado o plasma sanguineo e adicionado 15mL de meio RPMI 1640
(Cultilab, Brasil) para cada tubo. Em seguida, as amostras foram cuidadosamente divididas em
3 diferentes tubos, cada um deles contendo 4mL de Ficoll-Paque (GE Healthcare Biosciences,
Suécia) e centrifugados (300g, 30 minutos). Com as células separadas por um gradiente de
densidade, o halo celular formado acima da camada de Ficoll-Paque foi coletado e purificado
através de 2 lavagens (300g por 10 minutos, remocao do sobrenadante e ressuspensao utilizando

meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino (SFB)). Com o halo celular coletado, no qual



12

contém as PBMC, foi feito o isolamento dos mondcitos utilizando beads magnéticas através de

selecdo negativa.

Os monocitos foram isolados seguindo o data sheet do kit Classical Monocyte Isolation
Kit, human (Miltenyi Biotec, Alemanha) que, através de beads magnéticas, prende as células
CD3+, CD7+, CD16+, CD19+, CD56+, CD123+ ¢ CD235a+ a uma coluna magnetizada,
adquirida junto com o kit, permitindo que somente células que ndo contém estas estruturas

(CDs) passem pela coluna e sejam coletadas.

Apo6s o isolamento dos mondcitos, estes foram distribuidos em placas de 24 pocos
(250uL de solugdo por pogo, 2x10° células/mL) incubados durante 18 horas, a 37°C e 5% CO;
com os devidos tratamentos (250uL por poco). As células foram colocadas em duas diferentes
condi¢des experimentais. Na primeira condi¢ao (1) os mondcitos foram avaliados em condigdes
basais e as células foram tratadas com: meio RPMI 1640 (controle), LPS (0,1pg/mL) e

canferide (200uM ou multiplas concentracdes, a depender do experimento).

A outra condigdo experimental (2) consistiu na indugao da inflamagao através da adicao
de LPS (0,1pg/mL) as células seguida da incubagdo por 2 horas antes do tratamento com a
canferide, gerando os seguintes grupos: células sem LPS e meio RPMI 1640 (controle basal),
células com LPS e meio RPMI 1640(controle positivo), células com LPS e canferide (200uM

ou multiplas concentragdes, a depender do experimento).

Preparo dos Tratamentos

A canferide utilizada para o tratamento dos mondcitos tem duas origens distintas.
Inicialmente foi utilizado o composto isolado da propolis da caatinga que havia sido utilizado
em pesquisas anteriores e estava armazenado a -20°C (SARTORI et al., 2024). Contudo, para
arealizacdo de todos os testes, foi utilizada também canferide liofilizada (Phytolab, Alemanha).
Ambas as amostras passaram pelos mesmos procedimentos quanto a diluigdo em DMSO e, em
seguida, ajustadas para as concentracdes desejadas através de diluicdes com meio RPMI 1640
(Cultilab, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apods o ajuste das concentragoes,
as amostras diluidas foram filtradas em filtros Milipore de 30mm de didmetro e poros medindo

0,22pum diametro (Kasvi, Brasil).
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Avaliacdo de viabilidade celular

A avaliagdo da viabilidade celular foi feita através do ensaio colorimétrico de brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT — Sigma-Aldrich Corporation, USA).
ApoOs a incubagdo os sobrenadantes foram removidos e foi adicionado MTT (Img/mL) e as
células foram incubadas novamente por 3 horas. Apos a incubagao, o MTT foi removido e foi
adicionado DMSO (0.2%). A leitura de absorbancia foi realizada a 540nm e os resultados foram
analisados em porcentagem. O grupo de células nao tratadas (incubadas somente com meio
RPMI 1640, 10% SFB) foi considerado como 100% de viabilidade celular (SARTORI et al.,
2024).

Quantificacdo de Citocinas

A determinacdo da concentragao de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 e IL-33 foi
realizada através da técnica de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) com os sobrenadantes das
culturas celulares, coletados apds a incubagdo das culturas celulares com os tratamentos e
congelados a -80°C. Foi mensurada a concentracdo de citocinas em ambas as condigdes
experimentais, com a canferide em multiplas concentragdes na analise basal (condigdo 1) e com
somente uma concentragao (200uM) na segunda condicao, com indugdo da inflamagdo via LPS.
Inicialmente, foi adicionado 100uL de salina tamponada com fosfato (PBS) e anticorpos de
captura monoclonais diluidos conforme instru¢des do fabricante (R&D Systems, EUA e
BioLegend, EUA) as placas de poliestireno de 96 pocos (Maxisorp Nunc, EUA) seguida de
uma incubacdo overnight a 4°C em camara Umida. Apos 3 lavagens dos pogos com PBS
acrescido de Tween 20 (0,05%), foi realizado o bloqueio dos pogos com albumina sérica bovina
(BSA, 10%) (Sigma-Aldrich, EUA) em PBS para saturacdo dos sitios de ligacdo e a placa foi
incubada a temperatura ambiente por 1 hora. Uma nova sequéncia de lavagens foi realizada e,
a seguir, aliquotas de 100uL das amostras foram adicionadas e incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente. Os pocos foram novamente lavados, e foi feita a adicdo de 100uL da
solucdo de anticorpos de detecg¢do policlonal biotinilado e do conjugado estreptavidina-
peroxidase, e foi feita outra incubagdo novamente, por 20 minutos. Novas lavagens foram
realizadas e foram adicionados 100uL da solucao contendo o substrato peroxido de hidrogénio
e tetrametilbenzidina (TMB). Ap6s 30 minutos de incubagdo em temperatura ambiente, a reagao
enzimdtica foi interrompida pela adicdo de 50uL de H>SO4 2N e as absorbancias foram

imediatamente lidas por um leitor de ELISA a 450 nm.
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Quantificacdo de derivados do Acido Araquiddnico

Os tratamentos utilizados neste experimento foram: controle basal (células + meio
RPMI 1640(10%SFB), controle positivo (células desafiadas com LPS(0.1pg/mL) e meio RPMI
1640(10% SFB) e células estimuladas por canferide (200uM) apds 3 h sobre o estimulo do LPS.
Foram avaliados dois derivados do acido araquidonico, a prostaglandina E2 (PGE2) e o
leucotrieno B4 (LTB4). As andlises foram feitas através do método de ELISA competitivo,
utilizando os kits Prostaglandin E2 Parameter Assay Kit (R&D Systems, EUA) ¢ LTB4
Parameter Assay Kit (R&D Systems, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante. As leituras

foram realizadas a 414nm utilizando um leitor de ELISA.

Expressdo de receptores de membrana

Foi avaliada a expressao dos receptores de membrana TLR-4, TLR-2, HLA-DR, CD62L
e CD8O0 por citometria de fluxo, sobre os monécitos na condi¢ao experimental 1 e sobre somente
uma concentragao de canferide (200uM). Foram adicionados 300uL de tripsina/EDTA (0.25%;
Gibco, EUA) a cada um dos pocos e realizada uma incubagdo de 4 minutos a 37°C e 5% de
COg, para auxiliar na remog¢ao das células adsorvidas a placa. Em seguida, foram adicionados
300uL de soro fetal bovino sobre a tripsina/EDTA e as células foram removidas e passadas para
tubos FACS, especificos para citometria. Entdo, as amostras foram lavadas e ressuspendidas
em 30uL PBS + 0,5% de BSA e incubadas por 30 minutos, a 4°C e ao abrigo de luz, com
anticorpos monoclonais especificos fluoresceinados anti-TLR2, anti-TLR4, anti-HLA-DR,
anti-CD62L e anti-CD80, conjugados com seus respectivos marcadores (PE, APC, FITC,
PE/Cy7 e PE). Para a analise, foi adicionado anticorpo monoclonal anti-CD14 com PE/Cy7
para verificar se a populacdo era realmente formada por mondcitos classicos (CD14+). Em
seguida, as células foram lavadas e ressuspendidas em 270 pl de PBS + 0,05% de BSA, fixadas
com 30uL de solugdo de fixagdo com 5% paraformaldeido em PBS e analisadas no citdmetro
de fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson, USA). Nos testes foram incluidos também um
grupo de controle isotipico marcados com os fluorocromos da mesma classe dos anticorpos
utilizados nos testes, porém sem a mesma especificidade, a fim de eliminar possivel

fluorescéncia inespecifica.

Atividade bactericida

Foi realizado o cultivo da bactéria Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (cepa

ATCC 29213) no dia anterior ao experimento, em agar BHI (Kasvi, Brasil). Poucos minutos
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antes da realizacdo do experimento, as bactérias foram coletadas do agar e ajustadas na escala

McFarland 0,5.

Os monocitos foram colocados sobre a condicdo experimental 1 e a canferide foi
avaliada somente na concentracdo de 200uM. Apos 18 h de incubagdo, o sobrenadante foi
removido e as bactérias foram adicionadas sobre as células, na propor¢ao de 20 bactérias para
cada mondcito, onde permaneceram por 90 minutos a 37°C e 5% CO». Além do controle basal
(mondcitos nao-tratados + bactérias) também foi adicionado um pogo contando somente com
bactérias e meio como controle positivo. Apds incubacdo, o sobrenadante foi coletado e os
pogcos foram lavados com 1mL de agua destilada. O produto da lavagem foi adicionado ao
sobrenadante de cada pogo em tubos de ensaio, gerando 1,5mL de solu¢do. Por fim, 0,5mL

dessa solugdo foi semeada em meio BHI, e as placas foram incubadas por 48 h a 37°C.

Ao final da incubagdo, as unidades formadoras de colonia (UFC) foram contadas ¢ a
porcentagem de atividade bactericida foi calculada pela formula: % = (1 — [média de UFCs das

placas experimentais/média de UFCs das placas de controle positivo]) % 100.

Producdo de espécies reativas do oxigénio

Para a avaliar a produc¢ao de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi utilizado o método
de detecgdo por DCFH-DA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina). As células foram
submetidas a condi¢ao experimental 2 e tratadas somente com canferide (200uM). Ao final da
incubacdo com o tratamento, foi adicionado 300uL de tripsina/EDTA (0.25%; Gibco, EUA)
sobre as células e a placa foi incubada por 4 minutos a 37°C e 5% de CO». Em seguida, foram
adicionados 300uL de soro fetal bovino sobre a tripsina/EDTA e as células foram coletadas e
cada poco foi dividido para dois tubos FACS. Entdo, foi realizada a lavagem (centrifugagdo em
300g por 7 minutos e descarte do sobrenadante) dos tubos, ressuspensao das células com 500uL
da solu¢do de DCFH-DA diluido a 1uM com PBS em somente um dos dois tubos de cada pogo
e, em sequéncia, incubacao por 40 min. Os outros tubos serviriam como controles ndo-marcados
e, portanto, foram ressuspendidos somente com 200uLL de PBS. Posterior a incubagao, os tubos
foram lavados e metade deles foram ressuspendidos com ImL de 4dgua oxigenada diluida a
concentragdo de 5SmM em PBS e incubadas por 10 minutos. Os demais tubos foram
ressuspendidas com 200uL de PBS para serem utilizados como controles nao-estimulados.
Finalizada a incubacao dos tubos com H>O;, foram adicionados 3mL de PBS para diluir a agua
oxigenada e foi feita mais uma lavagem. Por fim, as células foram ressuspendidas em 150uL

de PBS e analisadas por citometria de fluxo.
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Andlise de dados

A andlise dos dados foi realizada através do software R (versdao 4.4.3). Em razio da
dependéncia dos estados e da distribui¢do nao-gaussiana dos dados e dos residuos, os testes
utilizados foram o Teste de Friedman, junto do Teste de Conover (CONOVER, 1999) com o
ajuste de Holm-Bonferroni (AICKIN et GENSLER, 1996). Para os ensaios de atividade
bactericida e de marcadores de superficie, foi utilizado o teste post-hoc de Nemenyi

(NEMENYTI, 1963). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

Resultados e discussado

Avaliacdo de viabilidade celular

A viabilidade celular da canferide foi verificada através da realizag¢ao do ensaio de MTT
com multiplas concentragdes de canferide (KF50, KF100 ¢ KF200 (valores referentes a
concentragdo em pM) e do solvente (DMSO) utilizado para dilui-las. Os resultados obtidos

estao representados abaixo (Fig. 5).

Apesar da queda na viabilidade celular observada na concentracdo de 200uM da
canferide com LPS (Fig. Sb), ela, junto das demais condigdes, permaneceram acima de 70% de
viabilidade, valor que determina nao-citotoxicidade de acordo com a ISO 10993-5

(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009).

[ L

Cell viability (%)
Cell viability (%)

Cc LPS DMSO KF50 KF100 KF200

A

LPS

Cc LPS DMSO KF50 KF100 KF200

Figura 5: Viabilidade (%) de mondcitos apods incubagdo com RPMI 1640 (controle — C),
lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL) ou com canferide (KF — 50, 100 e 200 pM) em condigao basal (a) e com LPS

(b).
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Quantificacdo de Citocinas

As citocinas analisadas como proposto foram TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-10, IL-18 e IL-33.
Apesar da citocina CXCL-8 ter sido avaliada multiplas vezes, os resultados mostraram que o
teste ndo estava funcionando (a curva-padrdo, usada como pardmetro para avaliar o
funcionamento do teste, ndo forneceu os resultados necessarios para que o teste fosse dado

como confidvel).

As andlises de citocinas foram separadas em dois diferentes grupos, aquelas avaliadas
com as células em condi¢cao metabolica basal e aquelas avaliadas apds a indugdao do quadro

inflamatorio.

Andlise de citocinas em condicdo metabdlica basal

As células estimuladas por LPS mostraram aumento na produgdo de quase todas as
citocinas, mostrando que as células de fato estavam responsivas a estimulos externos. As
citocinas IL-10 e IL-33 ndo apresentaram diferencas entre o controle positivo e negativo, assim
como entre o restante dos tratamentos (Fig. 6). Este perfil de resposta era esperado pois a IL-
10 ¢ uma citocina cujo pico de producao se da 24 h apds o estimulo inflamatorio inicial, atuando
principalmente na resolu¢do da inflamagdo (SALEZ et al., 2000; CARLINI et al., 2023), e os
sobrenadantes foram coletados ap6s 18 h de incubacdo. A IL-33, por outro lado, tem sua
producdo maximizada logo ap6s o estimulo inflamatorio (LPS) e rapidamente cai, tornando-se
quase indetectavel pouco tempo apos seu pico de produgdo (CAYROL et GIRARD, 2022).
Existem poucos estudos explorando os mecanismos por tras da bioatividade de IL-33, porém,
em Cohen et al. (2015), ¢ discutida a possibilidade da bioatividade da IL-33 ser controlada pela
rapida degradagdo que ela sofre apos ser liberada para o meio extracelular, gerando uma queda

abrupta em sua disponibilidade poucas horas apds o estimulo inflamatério.



*%

*%*

18

c

200+ * f *%
r 8000 * _ L 1
1 * % ] . — 1500 —*
=
150 _-I__ 6000 1 l_
- - | .
E E a 1000
E 2, g
100+ - =3
oy 3 4000 2
- w ] € 1
= z =
1 = ] 500
50 2000+ .
0 T T T T 0 T T T 0 T T _‘:‘_ T T
Cc LPS KF50 KF100 KF200 c LPS KF50 KF100 KF200 c LPS KF50 KF100 KF200
1000+ 1504 K*kk 14+
- L} -
800 ]
1 124
4 e _y 100+ o]
E 600- E E ]
B 2 2 10 -
o 4 © )
- 4 (‘I, 1
<, 400~ 5 4
= - = 504 -
4 8
2007 ] 1 1
0 T 0 I_-TLl T T 6 T T T
c LPS KF200

T T
C LPS KF50 KF100 KF200 LPS KF50 KF100 KF200

Figura 6: Producio de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10 (pg/mL) por monécitos humanos (1 x 10° células/mL)
incubados com RPMI 1640 (controle — C), lipopolissacarideo (LPS — 100ng/mL), ou ap6s incubagéo por 18 h com
canferide (KF —50, 100 ¢ 200uM. Os dados estdo representados em mediana e quartis (n = 5). * (P <0,05), **(P <
0,01), ***(P < 0,001).

Apesar da alta variabilidade observada, algumas diferencas significativas entre os
tratamentos ou entre os tratamentos € os controles puderam ser detectadas nas outras citocinas
analisadas. Na analise de IL-1B3, KF100 exerceu aumento significativo na produgdo da citocina,
que ¢ deflagradora de processos inflamatdrios, indicando que KF na concentragdo de 100uM
pode atuar modulando as células para este perfil. A KF200, contudo, exerceu o efeito contrario,
se distanciando do controle positivo com a mesma significancia que o controle negativo (p <
0.01). O mesmo aconteceu na analise de TNF-a e IL-6, nas quais KF200 também distanciou-se
do controle positivo de forma semelhante ao controle negativo, indicando que canferide, na

concentracdo de 200uM, nao altera de maneira significativa o metabolismo celular basal.
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Andlise de citocinas com induc¢cdo de quadro inflamatdrio
Diferencas significativas foram obtidas somente em duas das seis citocinas testadas,
TNF-a e IL-10 (Fig. 7). Apesar disso ¢ possivel ver variagcdes nas medianas dos tratamentos.

Possivelmente mais diferencas estatisticas seriam detectadas caso o n experimental fosse maior.
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Figura 7: Produgdo de TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-10 (pg/mL) por mondcitos humanos (1 x 10° células/mL)
incubados com RPMI 1640 (controle negativo — C), lipopolissacarideo (LPS — 100ng/mL), ou ap6s incubagdo com
LPS (100 ng/ml) por 2 h seguido de incubagdo por 18 h com canferide (KF —50, 100 e 200uM. Os dados estdo
representados em mediana e quartis (n = 5). * (P < 0,05), **(P < 0,01), ***(P <0,001).

Contudo, os resultados obtidos sugerem que a canferide, na concentracao de 200uM,
modula os monoécitos para que estes passem a exibir um perfil pré-inflamatério. Tal agdo da
canferide ¢ evidenciada pela queda significativa de IL-10 em relagdo ao controle negativo apds
o tratamento. A IL-10 ¢ responsavel pelo controle do processo inflamatoério, sendo uma peca-
chave para a manutencao do equilibrio entre a eliminacao do agente causador da inflamagao e
a contencao dos possiveis efeitos indesejados da resposta-imune (e.g. dano aos tecidos no sitio
de infec¢do) (ROJAS et al., 2017). Estudos sugerem que a [L-10, antes pensada somente como
uma citocina imunossupressora, pode também estimular a inflamacdo a depender das células
com as quais ela estd interagindo (OUYANG et O’GARRA, 2019; WILKE ef al., 2011). No

caso de monocitos humanos, a acao da IL-10 ¢ dada como imunossupressora, em razao do efeito
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inibitorio que exerce sobre as citocinas responsaveis pela deflagragdo e manuten¢ado do processo
inflamatério, como a IL-la e B, IL-6, IL-12, IL-18, e do TNF-a, além da grande parte das
quimiocinas (CCL2, CCL12, CCL5, CXCL8, CXCL10 e CXCL2) (ARMSTRONG et al., 1996;
OUYANG et O’GARRA, 2019).

A inibicdo da producdo de IL-10 pela canferide em 200uM, portanto, reflete-se na
producao das citocinas inflamatorias, contribuindo para que estejam aumentadas, como foi

observado na analise de TNF-o.

Quantificacdo de Derivados do Acido Araquiddnico

Nao foram observadas diferencas significativas na producdao de PGE2 e LTB4, contudo,
na figura 8a ¢ possivel ver forte reducdo na producdo de PGE2 quando estimulada por canferide,
que possivelmente ndo foi significativa em razdo do baixo n amostral utilizado (2). A PGE2 e
suas isoformas sdo tradicionalmente reconhecidas pela capacidade imunoativadora que
possuem, representada pelo poder de causar vasoconstricdo, rubor e, especialmente dor,
tornando-a um importante alvo de estudo (PARK ef al., 2006; YANG et al., 2024). Apesar disso,
estudos recentes apontam que a prostaglandina pode gerar diferentes tipos de resposta a
depender do tipo celular e receptor com qual ela estd interagindo (FOUDI et al., 2012).
Portanto, hoje a prostaglandina ¢ descrita como uma mediadora da inflamacao, atuando tanto

na ativagdo da resposta inflamatoria quanto em sua resolucao.
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Figura 8: Producdo de PGE2 e LTB4 por monocitos, em ng/mL.

Os resultados obtidos, apesar de ndo significantes, indicam uma tendéncia de reducao
da producdo de prostaglandina E2 pela canferide, porém sem alterar o perfil pro-inflamatorio
demonstrado pela produg¢do de citocinas inflamatorias, como o TNF-0, que permaneceu alto em
relagdo ao controle mesmo com a queda da prostaglandina, fenomeno observado em outros

estudos (KUNKEL et al., 1986; YANG et al., 2024).
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Nao houveram mudangas significativas na produ¢do na produgdo basal de leucotrieno
B4, indicando que a producdo de citocinas pré-inflamatorias observado no tratamento com
canferide ndo se da pela interagcdo das células com o leucotrieno. Porém o LPS, mesmo tendo
sido utilizado na mesma concentragdao de outros trabalhos (RANKIN et al., 1990), falhou em

induzir a produgdo de LTB4.

Expressdo de receptores de membrana

Receptores de membrana sao moléculas essenciais para o funcionamento do sistema
imune, ja que permitem a comunicagdo entre as células que o compde e viabilizam a intera¢do
destas com outras moléculas ou patogenos, contribuindo para a deflagragdo da resposta
imunoldgica. Entre suas principais fungdes estdo a indug¢do da sinalizagdo intracelular,
promogao da adesdo célula-célula ou célula-matriz extracelular e a internalizagao de moléculas

e até de outras células (ABBAS et al., 2023).

Os marcadores analisados neste trabalho (CD62L, CD80, HLA-DR, TLR2 e TLR4)
possuem diversas funcdes que estdo diretamente relacionadas a fun¢do dos monocitos como
células circulantes responséaveis pela fagocitose e apresentacdo de antigenos, constituindo
importantes indicadores. Nao foram observadas mudangas significativas na expressao de
nenhum dos receptores analisados apos o tratamento dos monocitos por canferide, contudo, €
possivel notar algumas tendéncias que possivelmente ndo foram estatisticamente significantes

devido ao niimero limitado de observagdes e da alta variabilidade entre os experimentos.
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Os marcadores CD80, HLA-DR, TLR2 e TLR4 dos mondcitos tratados por canferide
aparecem aumentados, mesmo que sutilmente, dos controles analisados (Fig. 9). Isto condiz
com a produgao de citocinas observada, que indicou a prevaléncia de um perfil pré-inflamatério
pelos monocitos tratados com canferide em concentragdo de 200uM. Tais marcadores sao
responsaveis, respectivamente, pela coestimulacdo da resposta imune adaptativa na interacao
de células apresentadoras de antigenos (APCs) com linfocitos T (SHARMA et al., 2009),
apresentagio de antigenos a outras células efetoras do sistema imune adaptativo (PALOJARVI
et al., 2013), amplo reconhecimento de PAMPs ¢ DAMPs (padroes moleculares associados a
patdogenos e padrdes moleculares associados a perigo) e reconhecimento de LPS
(MEDZHITOY, 2001), ou seja, estao todos associados a deflagragdo do processo inflamatério

e da resposta imune adaptativa.
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Figura 9: Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de CD62L, CD80, HLA-DR, TLR-2 e TLR-4 em
monocitos humanos. As colunas representam as medianas dos tratamentos e as barras de erro representam os
valores dentro do intervalo de confianga (95%). *P < 0,05.

A expressao diferencial dos TLR2 e TLR4 na populacao de mondcitos estudada também
foi avaliada. Os resultados, apesar da alta variagdo, indicam um aumento de células TLR2+
TLR4-, assim como de células TLR2+ TLR4+ (Fig. 10). Nao foram observadas mudangas na
producao de células TLR4+. Estudos mostram que tanto TLR2 quanto TLR4 tém produgao
controlada pela ativacdo da via de sinalizagdo NF-kB (OZATO et al., 2018; TAKEUCHI et al.,
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1999), porém outros estudos mostram que monocitos CD14+ sob estimulo inflamatoério
expressam TLR2 em maior quantidade que os demais TLRs (SABROE et al., 2002; FLO et al.,
2001).
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Figura 10: Percentual (%) de células expressando somente receptores TLR2 (a), TLR4 (b) e expressando

ambos simultaneamente (c).

Atividade bactericida

Em concordancia com a expressao aumentada de TNF-a e aumento da produgdo de
espécies reativas do oxigénio (ver proxima se¢do), os monocitos estimulados por canferide
apresentaram atividade bactericida superior ao controle negativo, embora ndo significativo
estatisticamente (Fig. 11). Entretanto, embora ndo significativo, este aumento ndo pode ser
descartado, pois biologicamente a canferide pode auxiliar os mondcitos, ativando mecanismos

relacionados a sua acao bactericida.
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Figura 11: Atividade bactericida de monocitos tratados com RPMI 1640 (controle - C), LPS (100 ng/mL)
ou canferide (200uM). *P < 0,05.

Estudos explorando a acdo da canferide na atividade fagocitica de quaisquer tipos

celulares ainda s3o escassos, tornando este um dos poucos estudos que aborda este perfil de



SSC-A

250K = 250K ~1

100K = Monocytes. | [ - 100K = 100

24

acdo. E importante que mais estudos sejam produzidos envolvendo o ensaio de atividade
bactericida, para que novas interpretacdes dos resultados aqui apresentados possam ser

realizadas.

Producdo de espécies reativas do oxigénio

As espécies reativas do oxigénio (EROs) sdo radicais, ions ou moléculas advindas da
metabolizacao parcial do oxigénio, o que as confere grande potencial oxidativo. Apesar de
produzidas naturalmente pelo sistema imunoldgico durante o processo inflamatoério como
poderosas armas para o combate de micro-organismos e regulagem do inflamassoma (ROY et
al., 2017; DRYDEN, 2018), a produgdo em excesso ou cronica de EROs pode gerar danos
teciduais, tornando-as parte da patologia de multiplas doencas (LIOU et STORZ, 2014;
MITTAL et al., 2014).

A andlise de EROs realizada neste trabalho revelou um sutil aumento na producao de
EROs pelos mondcitos apos o tratamento com canferide (Fig. 12¢), o que corrobora com a

hipotese de que a canferide induz a expressao de um perfil ativador em monocitos.
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Figura 12: Populacdo de mondcitos definida por tamanho e granulosidade (A), Determinagdo da
passagem de singlets (B) e produgdo de EROs (C). Histograma da produgdo de EROs por células controle néo-
marcadas estd em rosa salmio, células controle marcadas em azul e células tratadas por canferide em roxo.

Produtos naturais e seus derivados tém ganho cada vez mais espaco dentro da medicina
ocidental como possiveis alvos farmacologicos e estudos in vifro sdo essenciais para permitir
uma analise exploratoria de seus efeitos. Ao reduzir a complexidade do sistema estudado,
possiveis varidveis podem tornar-se negligencidveis, permitindo definir interagcdes especificas,

que caracterizem relacdes de causa e efeito entre a substidncia analisada e a variagdo dos




25

parametros observados. Este estudo pdde, a partir dos resultados obtidos, dar um passo em

direcdo a caracterizagdo da acdo imunomoduladora da canferide.

Nao existem estudos utilizando a canferide em monocitos purificados, e os estudos até
agora realizados com a canferide em outros tipos celulares descrevem-na como uma substancia

anti-inflamatoria (SARTORI et al., 2024; SONG et al., 2024).

Portanto os achados aqui apresentados sdo inéditos dentro da literatura cientifica,
destacando a necessidade de intensificar os estudos sobre estes novos, € a0 mesmo tempo
tradicionalmente utilizados, produtos com potencial terapéutico, a fim de expandir suas

aplicagdes ao compreender a fundo seus diversos efeitos.

Conclusdo

O aumento da disponibilidade de TNF-a, da expressao de receptores de membrana e da
produgdo de EROs, concomitantemente com a drastica reducdo da IL-10, indica uma agdo

ativadora da canferide sobre os mondcitos, ilustrada pela atividade bactericida observada.
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