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RESUMO

A propolis vermelha (PV) é uma resina natural, produzida pelas abelhas Apis mellifera a
partir do exsudato vegetal (Dalbergia ecastophyllum), que possui diversas propriedades
bioldgicas, incluindo-se a atividade anti-inflamatoria. A inflamac&o é um mecanismo de
resposta do organismo contra varias lesdes; entretanto, esse processo exacerbado pode
desencadear uma doenca inflamatdria e dano tecidual. Assim, a busca por novos agentes
imunomoduladores naturais é necessaria para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas que modulem o processo inflamatorio. Dentro desse contexto, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial imunomodulador da propolis vermelha de Alagoas
(PVA) e dos seus constituintes isoliquirritigenina (ISL) e formononetina (FMT) em
macrofagos murinos estimulados com lipopolissacarideo (LPS) in vitro. Para isso,
inicialmente, foi determinada a concentracdo méaxima ndo toxica (CMNT) do extrato
hidroalcoolico (EH) da PVA, da ISL e da FMT em macrdéfagos murinos da linhagem
J774A.1, a partir da anélise de viabilidade celular pelo ensaio de MTT. Em seguida, as
atividades imunomoduladoras do EH da PVA, ISL ou FMT foram avaliadas mediante o
tratamento dos macrdfagos estimulados com LPS sob diferentes condi¢6es experimentais.
A expressdo dos marcadores F4/80 e CD86 foi avaliada por citometria de fluxo
multiparamétrica e a quantificacéo de citocinas pro e anti-inflamatdrias foi avaliada pela
metodologia de Cytometric Bead Array (CBA) no sobrenadante de cultivo celular. A
ativacdo de MAPKSs (do inglés “mitogen-activated protein kinases”) foi avaliada pela
analise da fosforilacdo das proteinas ERK1/2 e p38 por citometria de fluxo intracelular.
A expressao dos genes NOS2, Argl, SOCS3, TGF-4, Lamp2, MIP-1a, Ccnel e HO-1 foi
avaliada por RT-gPCR. Foi observado que o tratamento com o EH da PVA reduziu a
percentagem de células duplo positivas (F4/80+ CD86+), diminuiu a expressao da
molécula de ativagdo CD86 e os niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF. Além
disso, um aumento na fosforilacdo de ERK1/2, p38 e diminuicdo da expressao de NOS2
e SOCS3 foram detectados 48h ap6s o tratamento. O tratamento com ISL reduziu
significativamente a frequéncia de células F4/80+ CD86+, diminuiu a expressdo de CD86
e a fosforilacdo das proteinas ERK1/2 e p38. Os niveis de IL-6 e TNF também foram
reduzidos ap0s o tratamento com ISL. Ainda, verificou-se uma diminuicao significativa
da expressdo dos genes NOS2 e SOCS3. Por outro lado, o tratamento com a FMT néo
reduziu a porcentagem de células duplo-positivas (F4/80+ CD86+) e ndo alterou a
fosforilacdo das vias ERK1/2 e p38 em macr6fagos murinos estimulados com LPS. No
entanto, foi observado a reducdo nos niveis de IL-6 e TNF no sobrenadante dos
macrdfagos tratados com a FMT. Em conclusdo, neste estudo, verificou-se uma
promissora atividade imunomoduladora da PVA e do composto ISL em macréfagos
murinos in vitro. Esses resultados podem contribuir para um maior entendimento da
atividade imunomoduladora do PVA e de seus constituintes, favorecendo o
desenvolvimento de novas terapias e interven¢des imunoldgicas para o tratamento de
doencas inflamatorias.

Palavras-chave: Propolis vermelha, macréfago, imunomodulacéo, isoliquirritigenina,
formononetina.



ABSTRACT

Red propolis (RP) is a natural resin, produced by Apis mellifera bees from plant exudate
(Dalbergia ecastophyllum), which has several biological properties, including anti-
inflammatory activity. Inflammation is the body's response mechanism against various
injuries; however, this exacerbated process can trigger an inflammatory disease. Thus,
the search for new natural immunomodulatory agents is necessary for the development
of new therapeutic approaches that modulate the inflammatory process. In this context,
the objective of this work was to evaluate the immunomodulatory potential of Alagoas
red propolis (ARP) and its constituents isoliquiritigenin (ISL) and formononetin (FMT)
in murine macrophages stimulated with lipopolysaccharide (LPS) in vitro. Initially, the
maximum non-toxic concentration (CMNT) of the hydroalcoholic extract (HE) of PVA,
ISL, and FMT in murine macrophages of the J774A.1 cell line was determined, based on
the analysis of cell viability by the MTT assay. Then, the EH immunomodulatory
activities of ARP, ISL, or FMT were evaluated by treating LPS-stimulated macrophages
under different experimental conditions. The expression of markers F4/80 and CD86 was
evaluated by multiparametric flow cytometry and the quantification of pro and anti-
inflammatory cytokines was evaluated by the Cytometric Bead Array (CBA)
methodology in the cell culture supernatant. Activation of MAPKs (mitogen-activated
protein Kinases) was evaluated by analyzing the phosphorylation of ERK1/2 and p38
proteins by intracellular flow cytometry. The expression of NOS2, Argl, SOCS3, TGF-,
Lamp2, MIP-1a, Ccnel, and HO-1 genes was evaluated by RT-qPCR. It was observed
that treatment with EH of PVA reduced the percentage of double-positive cells (F4/80+
CD86+), decreased the expression of the activating molecule CD86 and the levels of pro-
inflammatory cytokines IL-6 and TNF. Furthermore, an increase in ERK1/2 and p38
phosphorylation and a decrease of NOS2 and SOCS3 expression were detected 48h after
treatment. Treatment with ISL significantly reduced the frequency of F4/80+ CD86+
cells, decreased CD86 expression and phosphorylation of ERK1/2 and p38 proteins. IL-
6 and TNF levels were also reduced after ISL treatment. Furthermore, there was a
significant decrease in the expression of NOS2 and SOCS3 genes. On the other hand,
FMT treatment did not reduce the percentage of double-positive cells (F4/80+ CD86+)
and did not alter the phosphorylation of the ERK1/2 and p38 pathways in LPS-stimulated
murine macrophages. However, a reduction in IL-6 and TNF levels was observed in the
supernatant of macrophages treated with FMT. In conclusion, in this study, it was detected
a promising immunomodulatory activity of ARP and the ISL compound on murine
macrophages in vitro. These results contribute to a better understanding of the
immunomodulatory activity of ARP and its constituents, favoring the development of
new therapies and immunological interventions for the treatment of inflammatory
diseases.

Keywords: Red propolis, macrophage, immunomodulation, isoliquiritigenin,
formononetin.
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1. INTRODUCAO

Os macréfagos sdo células da imunidade inata e possuem um papel muito
importante na inflamacdo e na resposta imune contra patogenos, além disso,
desempenham um papel crucial no desenvolvimento e manutencdo da homeostase
(HIRAYAMA,; 1IDA; NAKASE, 2017), e podem ser encontrados em varios tecidos
desempenhando funges especificas (KOHYAMA et al., 2009; KREUTZBERG, 1996;
TAN; KRASNOW, 2016; WEISBERG et al., 2003). Na embriogénese, estas células sdo
originadas a partir do saco vitelino e do figado fetal e se mantém por autorrenovacao
(TAKAHASHI; YAMAMURA; NAITO, 1989). Na fase adulta, os mondcitos derivados
da medula 6ssea ddo origem aos macrofagos (VAN FURTH; COHN, 1968), durante o
processo inflamatorio, mondcitos circulantes sdo recrutados da corrente sanguinea para o
sitio de inflamag&o, onde séo diferenciados em macrdfagos (YANG et al., 2014).

Estas células possuem diferentes perfis de ativacdo, destacando-se a ativacéo
classica (macrofagos M1) e a alternativa (macrofagos M2). Os macréfagos M1 possuem
um perfil pro-inflamatério induzido por estimulos microbianos (lipopolissacarideo
(LPS)), e por citocinas e fatores de crescimento (IFN-y, GM-CSF), € caracterizado pela
producdo de citocinas pré-inflamatorias, Oxido nitrico e intermediarios reativos de
oxigénio estando envolvidos nas respostas antitumorais e antimicrobianas. Osmacréfagos
M2 possuem um perfil imunossupressor induzido por citocinas e fatores de crescimento
(IL-4, 1L-13, M-CSF), é caracterizado pela producdo citocinas anti- inflamatérias (IL-10
e TGF-P p. ex.) e atuam no processo de reparo e cicatrizacdo tecidual (SICA et al., 2008).

Os macrofagos atuam tanto no processo inflamatério, que € um mecanismo de
defesa do organismo iniciado por vérios fatores (fisicos, quimicos ou bioldgicos), que ird
resultar numa resposta imune a fim de retornar a homeostase (MALYSHEV; et al., 2014).
Neste cenario, 0s macrofagos tornam-se uma das principais células atuando nos processos
infecciosos e homeostaticos eliminando os patdgenos pela fagocitose, secretando
citocinas pro- e anti-inflamatorias, atuando na angiogénese e remodelagédo tecidual
(BISWAS; SICA; LEWIS, 2008).

Embora, no processo infeccioso, a inflamag&o seja um mecanismo de defesa do
organismo em determinadas patologias a sua exacerbagdo pode causar les6es teciduais
crénicas, como ocorre na artrite reumatoide, onde o processo inflamatorio leva a
destruicdo da cartilagem. Além disso, destacam-se outras doencas inflamatorias como

doencas inflamatdrias intestinais, cardiovasculares e metabodlicas (BISWAS et al., 2012).
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Assim, os macrofagos tém se tornado alvos no desenvolvimento de terapias anti-
inflamatorias em diversas doencas, levando a uma busca pela descoberta de novos agentes
imunomoduladores que possam atuar nestas células.

Nesse contexto, os produtos naturais tém sido utilizados como fontes alternativas
de pesquisa e descoberta de novos agentes moduladores do processo inflamatorio
(ALMEIDA; MENEZES, 2002; BISWAS et al., 2012; LIU et al., 2014; RUSCITTI et al.,
2017). Dentre os diversos produtos naturais existentes, destaca-se a propolis vermelha
(PV), um material resinoso, de cor vermelho intensa, originado a partir da coleta do
exsudato de plantas Dalbergia ecastophyllum por abelhas Apis mellifera (SILVA et al.,
2008), que possui diversas propriedades farmacoldgicas (RUFATTO et al., 2017).

A PV difere quimicamente das demais propolis devido ao alto teor de
isoflavonoides encontrados em sua composi¢do (SILVA et al., 2008). Por meio de
analises fitoquimicas, utilizando métodos de cromatografia e espectrometria de massa,
foi possivel identificar na PV importantes moléculas bioativas, incluindo-se as
isoflavonas homopterocarpina, medicarpina e 4',7-dimetoxi-2'-isoflavonol (ALENCAR
etal., 2007). Diversas atividades biologicas foram descritas para isoflavonas, destacando-
se antimicrobiana (INUI et al., 2014), antifingica (BLOUNT; DIXON; PAIVA, 1992),
anticancerigena (MILITAO et al., 2006) e antioxidante (REIS et al., 2019). As atividades
anti-inflamatoria e imunomoduladora da PV também j& foram mostradas em células do
sistema imune como neutréfilos e macréfagos (BUENO-SILVA et al., 2016, 2017b). No
entanto, os mecanismos de acdo da PV envolvidos ainda sdo pouco elucidados. Assim,
estudos para melhor esclarecer a atividade imunomoduladora e anti-inflamatéria da PV
tornam-se necessarios, contribuindo para a descoberta e desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para o tratamento de doencas inflamatdrias agudas e cronicas.
Diante deste contexto, a hipdtese deste trabalho é que a PV de Alagoas exerca uma
atividade imunomoduladora e anti-inflamatéria em macrofagos estimulados por

lipopolissacarideo (LPS).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Inflamacéo

A inflamacéo é um mecanismo de defesa do organismo contra uma lesdo tecidual
causada por fatores infecciosos (bactérias, virus e outros microrganismos), nao
infecciosos (fisicos, quimicos e bioldgicos) e por respostas autoimunes. Durante o
processo inflamatorio agudo, células do sistema imune sdo ativadas e recrutadas para o
sitio da lesdo ou da infeccdo, contribuindo para restauracdo da homeostase do tecido
(Zanini, et. al.1994).

O processo inflamatério é caracterizado pela dor, calor, vermelhidao e inchacgo, que
sdo resultantes da resposta imunoldgica das células no tecido, seja por agentes infecciosos
ou ndo infecciosos. Durante o processo inflamatdrio, ocorrem alteracbes da
permeabilidade vascular, recrutamento e acimulo de células do sistema imune
(neutrofilos, linfocitos, mondcitos/macrofagos e células dendriticas) e liberacdo de
mediadores inflamatdrios (citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos, p. ex.)
(CHERTOV et al., 2000; JABBOUR et al., 2009). Esse processo é fundamental para a
resposta imune. No entanto, em situacdes anormais, a inflamacao pode resultar em dano
tecidual levando a uma disfuncéo organica.

O processo inflamatério pode ser dividido em inflamacédo aguda e crénica (Figura
1). A inflamacdo aguda é geralmente de curta duracdo podendo levar poucas horas ou
alguns dias para cessar e as suas principais caracteristicas sdo a formacdo do edema,
através da exsudacdo de fluidos e proteinas plasmaticas, e a migracdo de leucécitos,
principalmente neutréfilos. A inflamacdo crénica possui duracdo mais longa que a
inflamacdo aguda, podendo perdurar por meses ou anos, e as principais caracteristicas sao
a presenca de infiltrado predominante de linfécitos e macréfagos, angiogénese, fibrose e
necrose tecidual (FUJIIWARA; KOBAYASHI, 2005).

Por fim, em determinadas situacdes a inflamacao aguda e cronica precisa ser inibida
através da imunossupressao de células efetoras e reducdo de mediadores inflamatorios,
permitindo a reparacdo do dano e a cicatrizacao tecidual. A inibi¢do da inflamacdo pode
incluir a apoptose de células inflamatérias, citocinas anti-inflamatorias e antioxidantes, e
também a producéo de inibidores que agem diretamente nas proteases. Neste processo, é

importante ressaltar que os macréfagos tem um papel fundamental na regulacédo negativa
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do processo inflamatério contribuindo ainda para a regeneracao tecidual (GU; YANG;
SHI, 2017; OISHI; MANABE, 2018).

Figura 1. Inflamacédo aguda e inflamacao cronica.
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Esquema do processo inflamatério. (A) Inicio da inflamacéo aguda e resolucéo. (B) Inflamacéo cronica.
Fonte: Traduzido de (MORO-GARCIA et al., 2018)

2.2. Macrofagos

Os macrofagos foram descobertos no final do século XIX, pelo pesquisador
Metchnikoff, apds observar que células méveis englobavam particulas estranhas, sendo
essas células nomeadas de acordo com seu tamanho, dando os nomes de “micréfagos” e
“macrofagos” as células menores e maiores respectivamente, e 0 processo de
englobamento das particulas foi denominado fagocitose (METCHNIKOFF, 1989). Estas
células foram entdo consideradas essenciais na resposta imune inata pois desempenham
um papel importante na inflamacao e defesa do organismo, ap0s observarem que essas
células ingeriam e digeriam corpos estranhos, células mortas e debris, e produziam
mediadores quimicos que recrutavam outros tipos celulares para o sitio da infecgdo
(MURRAY; WYNN, 2011; TAUBER, 2003). Além do seu papel na imunidade, 0s

macrofagos também estdo envolvidos em importantes mecanismos tréficos durante o
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desenvolvimento (POLLARD, 2009), manutencdo da homeostase celular,
desenvolvimento de tecidos, morfogénese e angiogénese (NEWMAN; HUGHES, 2012),
e remodelacdo 6ssea (MARKS JR. et al., 1992).

Os macrofagos sdo encontrados como células residentes em tecidos e possuem uma
grande heterogeneidade funcional e morfoldgica, dependendo dos tecidos nos quais estdo
inseridos. Em geral os macréfagos sdo células grandes, com contornos irregulares e
possuem um aumento no seu conteudo citoplasmatico devido a vacuolizagdo, resultante
da formacdo de vesiculas de pinocitose ou fagocitose. Essas células podem apresentar
prolongamentos citoplasmaticos, denominados pseudopodes, conferindo-lhes maior
motilidade e eficiéncia na captura de particulas estranhas (Figura 2A) (JESSEN; MOE,
1972). Além disso, a presenca de lisossomos no interior dessas células (Figura 2B), que
acumulam enzimas hidroliticas (lipases, nucleases e glicosilases), estdo envolvidos no
processo de digestdo de particulas decorrente do processo de fagocitose (COHN;
HIRSCH, 1960).

Figura 2. Microscopia eletronica de macrofagos alveolares de camundongo.

)
s ) [T

(A) Morfologia de macrofago alveolar imaturo em camundongo op/op, 8,000x. (B) Morfologia de
macrofago alveolar maduro de um camundongo normal, mostrando organelas intracitoplasmaticas bem
desenvolvidas, 6,000x. Fonte: (NAITO, 1993)
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A priori, os macrofagos foram classificados como integrantes do sistema de
fagdcitos mononucleares (SFM) o qual refere-se a um grupo de células provenientes da
linhagem hematopoiética derivadas da medula 6ssea e com alta capacidade fagocitica,
incluindo assim os mondcitos e os macrofagos (HUME, 2006; STRAUSS, 1979; VAN
FURTH et al., 1972). No entanto, varios estudos demonstraram que essas células podem
ser dividas em subpopulagdes de acordo com seu status fisiologico, incluindo os
macrdfagos de perfil M1 pré- inflamatdrio e os de perfil M2 anti-inflamatorio (MILLS et
al., 2000). Ainda dentro dessa classificacdo, os macrofagos M2 podem ser subdivididos
em M2a, M2b, M2c e M2d induzidos por estimulos a diferentes citocinas,
imunocomplexos e glicocorticoides (MARTINEZ et al., 2006). Assim, o perfil de
ativagdo/polarizacdo dos macrofagos vai depender do microambiente e do tecido no qual
estdo inseridos (PIXLEY; STANLEY, 2004; SOLINAS et al., 2009). O desequilibrio na
populacdo e na ativacdo dos macrofagos M1 e M2 pode ter efeitos prejudiciais em
diversas patologias incluindo o céncer, tuberculose, doenga obstrutiva cronica, artrite
reumatoide, doengas cardiovasculares, entre outras (BISWAS et al., 2012; OSTUNI et
al., 2015).

2.2.1. Origem, caracteristicas e funcéo

Os macrofagos embrionarios se originam a partir da expansao do ectoderma do saco
vitelinico, processo denominado hematopoiese primitiva e, é possivel observar a presenca
dessas células a partir do dia embrionéario 6,5 em camundongos (SAMOKHVALOV,
2014). Entre os dias embrionarios 8,5 e 10,5, células-tronco hematopoiéticas que surgem
da regido aorta-gonadal-mesonéfrica dao origem a todas as linhagens de células
imunolégicas. No dia embrionario 10,5 inicia-se a migracdo das células-tronco
hematopoiéticas para o figado do feto, que a partir de entdo se torna o principal 6rgao
gerador de células hematopoiéticas durante o restante do desenvolvimento embrionario
que termina no dia embrionario 16,5. E finalmente, a partir do periodo perinatal (P1) as
ceélulas-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea tornam-se a fonte principal da
hematopoiese das células imunolégicas até a fase adulta do organismo (Figura 3)
(ORKIN; ZON, 2008; WYNN; CHAWLA,; POLLARD, 2013).
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Figura 3. Origem das linhagens de macrofagos embrionarios e adultos.
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A primeira fonte de macréfagos no embrido é o saco vitelinico. A medida que o embrio se desenvolve
outros 6rgdos como o figado se tornam a principal fonte dessas células no periodo embrionario E10 até o
nascimento, a partir de entdo, a medula éssea se torna a principal fonte de macréfagos. E6.5, E8.5, E10.5,
E16,5 (Estagios embrionarios, dias); P1 (periodo perinatal 1). Fonte: Traduzido de (EPELMAN; LAVINE;
RANDOLPH, 2014).

Durante o desenvolvimento do embrido, é possivel identificar e diferir os
macrofagos que foram derivados do saco vitelinico dos que foram derivados das células-
tronco hematopoiéticas da medula 0ssea, através do fator de transcricdo c-Myb e da
expressdo de marcadores de superficie (CX3CR1, F4/80 e CD11b) (HOEFFEL et al.,
2015). Os macrdfagos derivados de células-tronco hematopoiéticas possuem o seu
desenvolvimento totalmente dependente do fator de transcricdo c-Myb, enquanto 0s
derivados do saco vitelinico sdo independentes de c-Myb .Por outro lado, os macrofagos
gerados a partir do saco vitelinico possuem uma expressdo de marcadores fenotipicos,
caracteristica considerada necessdria para a sua identificacgdo como células
CX3CR1"F4/80"CD11b" (SCHULZ et al., 2012). Interessantemente, macrdofagos
gerados durante o desenvolvimento embrionario quando em tecido adulto podem perder
ou alterar sua expressdo dos marcadores de superficie a medida que o animal vai
amadurecendo, dificultando assim o rastreamento das popula¢des de macrofagos (YONA
etal., 2013).

Os macrofagos da fase adulta derivam-se dos mondcitos, células originadas a partir
de uma ceélula-tronco hematopoiética da medula 6ssea que circulam no sangue € no
sistema linfatico sendo recrutadas para o sitio de inflamacdo e/ou dano tecidual
(GEISSMANN et al., 2010; VAN FURTH; COHN, 1968). A migracdo dos mondcitos

para o tecido pode culminar na sua diferenciacdo em macrofagos, sendo que o
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microambiente inflamatdrio e os estimulos presentes sdo fatores determinantes esta
diferenciacdo (SERBINA et al., 2008).

Existem dois subtipos principais de mondcitos, os mondcitos classicos (Ly6CM9"
CD43") e os mondcitos ndo classicos (Ly6C'®" CD43*). Conforme mostrado na figura 4,
nos capilares, os monacitos classicos dao origem aos mondcitos ndo classicos (1), que
atuam fazendo um patrulhamento na superficie das células endoteliais para a remocdao de
celulas mortas. No estado estavel, os mondcitos classicos, podem migrar da corrente
sanguinea tendo a capacidade de realizar o patrulhamento em outros tecidos, e uma parte
dessas células podem ainda se diferenciar em mondcitos ndo classicos (2). Na inflamacéo,
0s mondcitos classicos migram para o microambiente inflamatério dando origem aos
macrdofagos. No entanto, os macréfagos derivados de mondcitos possuem diferencas entre
os que ali residem, visto que a grande maioria dos macrofagos residentes sao derivados
da embriogénese e possuem a capacidade de auto regeneracdo tecidual (3) (EPELMAN;
LAVINE; RANDOLPH, 2014; HETTINGER et al., 2013).

Figura 4. Subtipos de mondcitos no estado estavel e na inflamacao.
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Esquema do ciclo dos mondcitos nos tecidos em repouso e inflamado. Nos tecidos em repouso, (1)
mondcitos n&o classicos (Ly6C'°CD43*) sdo originados a partir dos mondcitos classicos (Ly6C"CD43"), e
atuam patrulhando a superficie intravascular das células endoteliais. (2) Os mondcitos classicos podem
migrar da corrente e fazer o patrulhamento nos tecidos extravasculares. (3) Na inflamacéo, os mondcitos
classicos migram da corrente sanguinea até o tecido inflamado, e se diferenciam em macrdfagos. Fonte:
Traduzido de (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014).

No microambiente inflamatdrio, os macréfagos derivados de mondcitos podem
responder a diversos estimulos podendo originar macréfagos pré-inflamatérios (perfil
M1) ou macrofagos anti-inflamatorios (perfil M2). Esses dois tipos celulares, embora seja
gerado a partir de um progenitor em comum, possuem caracteristicas distintas e

especificas que difere cada tipo celular (Tabela 1).
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Tabela 1. Marcadores caracteristicos dos macréfagos classicamente ativados
(M1) e alternativamente ativados (M2).

Macrofagos pré-inflamatorios (M1)

Marcador Funcao

CD80/CD86 Fornece sinais coestimulatérios para a ativacdo e
sobrevivéncia de células T.

TLR-4 Receptor de ativacao

INOS Produz NO e citrulina a partir de arginina para eliminar
patdgenos

MHC-I11 Apresentacdo de antigenos

TNF-a Apoptose celular, inducéo da inflamacéo

IL-1a/IL-1pB Medeia a resposta inflamatoria, danos teciduais

IL-6 Diferenciacédo de células B

CCL3 (MIP-1a)

Recrutamento e ativacdo de leucocitos

NF-kB/STAT1/
STATS/IRF3/

Controle da expressao de diversos genes ligados a resposta

inflamatoéria

Macrdéfagos anti-inflamatérios (M2)

Marcador Funcéo

CD163 Receptor para o complexo de hemoglobina-haptoglobina

CD206 Medeia a fagocitose e endocitose

Argl Producéo de prolina e poliaminas essenciais na proliferacéo
e sintese de colageno

TGF-g Proliferacéo e diferenciacédo celular

IL-10 Citocina anti-inflamatdria

Ym1/2 Promove a expressao de citocinas Th2

RELMa Pode promover a deposi¢éo de matriz extracelular

VEGF Promove a angiogénese, recrutamento e polarizacdo de

macrofagos M2

STAT3/STAT6/IRF4

Controla processos celulares: proliferacéo e sobrevivéncia

PPARS/PPARy

Inibe fatores inflamatérios
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cMaf Essencial para a expresséo de IL-10

cMyc Regula positivamente as ciclinas
Fonte: Autor, 2022.

Os macrofagos pro-inflamatorios (M1), atuam promovendo a inflamacéo por meio
da secrec¢do de citocinas, possuem alta atividade microbicida, produzem espécies reativas
de oxigénio. Os macrdfagos anti-inflamatdrios (M2), secretam citocinas supressoras da
inflamacdo, regulando a resposta imune e atuando no controle de parasitoses, na
remodelacdo e cicatrizacdo de tecidos danificados, estando ainda envolvidos no
desenvolvimento de tumores(MURRAY; WYNN, 2011).

2.2.2. Ativacgdo

Os macrofagos derivados de mondcitos, no microambiente inflamatorio, podem
receber diferentes estimulos culminando em sua ativacdo/polarizacdo. A ativacdo dos
macrofagos é classificada em ativacdo classica ou alternativa a depender dos estimulos
presentes. A ativacdo classica ocorre em resposta ao interferon-y (IFN-y), a estimulos
microbianos como o lipopolissacarideo (LPS), a citocinas como o fator de necrose
tumoral (TNF) e a fatores de crescimento de col6nias de granuldcitos e macréfagos (GM-
CSF). Esses estimulos resultam na diferenciacdo dos macréfagos M1 ativados
classicamente, uma populacdo de células que possui uma alta capacidade microbicida e
tumoricida (O’SHEA; MURRAY, 2008).

O IFN-y pode ser produzido por células da resposta imune inata ou adaptativa,
sendo secretado principalmente por linfécitos T CD4+ de perfil Thi, linfcitos T CD8+
células natural killer (NKs) (WANG et al., 2012) e células linfoides inatas (ILCs)
(PANDA; COLONNA, 2019). O IFN-y estimula os macréfagos a secretarem citocinas
pré-inflamatorias (IL-18, IL-6, IL-23 e TNF-a), produzir espécies reativas de oxigénio e
oxido nitrico, aumentando assim a sua capacidade de eliminar os patdégenos (DALE;
BOXER; LILES, 2008).

O LPS e um constituinte da membrana externa das bactérias Gram-negativas, que
é um padréo molecular associado a patégeno (PAMP) reconhecido pelo complexo CD14
e receptor do tipo Toll- (TLR-4), levando a ativagdo dos macrdfagos para um perfil M1
(microbicida, inflamatério) (GUHA; MACKMAN, 2001).
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Assim como 0s macrofagos M1, existem varios fatores que estimulam a ativacao
dos macréfagos M2, incluindo citocinas como IL-4, 1L-13, IL-10, glicocorticoides,
complexos de imunoglobulinas ou ligantes de receptores do tipo Toll (TLRs). Os
macrofagos estimulados in vitro com IL-4 ou IL-13 geralmente ndo apresentam antigenos
ao linfocitos T, e o nivel de producdo de citocinas pro-inflamatdrias sdo minimos
(EDWARDS et al., 2006). Estas células secretam citocinas anti-inflamatorias (IL-10,
TGF-p) e fatores de crescimento como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e metaloproteases (MMPs). Estas células fazem parte da resposta imune de perfil Th2
(MURRAY, 2017) (VINOGRADOV; WARREN; WEI, 2014). De acordo com o perfil
genético os macréfagos M2 podem ainda ser divididos em subgrupos: M2a, M2b, M2c e
M2d (MARTINEZ; GORDON, 2014).

O subtipo mais comum de macrofago ativado alternativamente é 0 M2a que €
ativado pelas interleucinas 4 e 13 (IL-4 e IL-13), que é produzido e secretado
principalmente pelos mastacitos, basofilos e células da resposta Th2. Essas citocinas
regulam negativamente moléculas MHC-I1 e citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IFN-y,
IL-6, IL-1B) (GRATCHEV etal., 2001; HART et al., 1989). O subtipo M2b ¢ estimulado
por complexos imunes combinado com LPS que é caracterizado pela alta producéo de IL-
10. O terceiro subtipo M2c é gerado por estimulos de glicocorticoides. Esses macrofagos
secretam IL-10, TGF-B, CCL16 e CCL18 e possuem papéis cruciais no processo de
fagocitose de células apoptoticas (Z1ZZO et al., 2012) . E, por fim, os macro6fagos M2d
sdo caracterizados pela alta producédo de IL-10. Evidéncias mostram que esse subtipo de
macréfago M2 estd associado a tumor (TAM) e desempenha um papel importante na
angiogénese e progressao tumoral (ANDERSON; MOSSER, 2002; GUO et al., 2013;
WANG et al., 2010) (Figura 5).
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Figura 5. Ativacéo e polarizacado dos macréfagos M1 e M2.
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Fonte: Adaptada de (ARORA et al., 2018) (YAO; XU; JIN, 2019).

A polarizacdo dos macrofagos culmina numa cascata de sinalizacdo e ativacao de
moléculas intracelulares, fatores de transcricao e reguladores pos-transcricionais que sdo
determinantes para a diferenciacdo no fenétipo M1 ou M2. Os principais fatores de
transcricdo envolvidos na ativacdo/polarizacdo dos macréfagos sdao as STATS (transdutor
de sinal e ativador de transcri¢do), IRFs (fator regulador de interferon) e NF-kB (fator
nuclear kappa B) (KRAUSGRUBER et al., 2011; OHMORI; HAMILTON, 1997; ROY;
SARKAR; BASAK, 2018).

Na ativacéo classica, o estimulo com interferons (IFN-a e IFN-y) ativam vias IRF
e STAT (LEHTONEN; MATIKAINEN; JULKUNEN, 1997). O IRF5 é regulado
positivamente e induz a producéo de citocinas envolvidas nas respostas Thl e Th17 (IL-
12, IL-23 e TNF) (KRAUSGRUBER et al., 2011; SICA; BRONTE, 2007). Na ativacao
alternativa, o estimulo com IL-4 e IL-13 ativa a via STAT-6, que consequentemente ativa
PPARy e PPARS, importantes para transcricdo de genes caracteristicos de M2
(ODEGAARD et al., 2007, 2008). A STAT6 também coordena a ativacao do fator KLF4,
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que contribui para a inducdo dos genes Argl, Mrcl, Fizzl, caracteristicos de M2 e inibe
genes de M1 como o TNFa, Cox-2, CCL5 e iNOS (SAHA et al., 2015).

O supressor de sinalizacdo de citocinas (SOCS) é quem regula a ativagdo mediada
pela via STAT, em ambos os fendtipos. Em M1, o INF-y regula positivamente SOCS3,
que inibe, consequentemente, a ativacdo de STAT1. Em M2, IL-4 regula positivamente
SOCS], inibindo a ativagdo de STAT3 (LIU et al., 2008; WHYTE et al., 2011).

O fator de transcricdo NF-kB é ativado a partir da estimulacdo dos TLRs, mediando
a producdo de genes inflamatorios que estdo associados ao perfil M1 de macréfagos
(POMERANTZ; BALTIMORE, 2002). A inibicdo de NF-kB é dada por meio de dois
fatores (KLF2 e KLF4), que estdo envolvidos na polarizacdo para um fenétipo M2, que
sequestram um complexo coativador de NF-kB (MAHABELESHWAR et al., 2011)

Os mecanismos de polarizagdo de macrofagos estdo ilustrados na Figura 6.

Figura 6. Mecanismos e principais vias de polarizacdo dos macrofagos M1 e
M2.

A ativacdo de STATL, STAT3 e STATS6 regula a polarizacdo e a atividade dos macrofagos. A ativagdo de
NF-xB e STATI1 promove a polarizagdo de macrofagos M1. Por outro lado, a ativagdo de STAT3 e STAT6
resulta na polariza¢do de macréfagos M2, associada a supressdo imunoldgica e progresséo tumoral. PPARy
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e PPARGS controlam aspectos da ativagdo de macréfagos M2 e do metabolismo oxidativo. KLF4 e KLF2
atuam promovendo as fungdes de macréfagos M2 cooperando com STAT6 e suprimindo a transcrigdo de
NF-xB / HIF-1a. A atividade de c-Myc induzida por IL-4 controla um subconjunto de genes associados a
M2. IL-4 também induz o eixo Jmjd3-IRF4 de polarizacdo M2 para inibir a polarizagdo M1 mediada por
IRF5. IL-10 promove a polarizagdo M2 por meio da indugéo de atividades de p50 NF-«B, c-Maf e STAT3.
Fonte: (SICA; MANTOVANI, 2012).

E importante ressaltar que o macr6fago possui uma alta plasticidade fenotipica
podendo assim ser ativado classicamente (M1) e posteriormente reprogramar toda a sua
maquinaria celular para um perfil M2, dependendo dos estimulos que a célula recebe
(GUIDUCCI et al., 2005). Toda essa cascata de sinalizagdo ira culminar na polarizacao
de um macréfago M1 ou M2 e na reprogramacéo de um perfil pré-inflamatério para um

anti-inflamatorio ou vice-versa.

2.2.3. O papel dos macréfagos na inflamacao

. A resposta imunoldgica dos macrdfagos € iniciada através do recrutamento ativo
dos mondcitos inflamatérios (Ly6C"9" CD43") para o sitio de infecgdo, onde recebem
estimulos para se diferenciar em macrofagos. Apés a diferenciacdo, os macrofagos sdo
capazes de fazer o reconhecimento, fagocitose e processamento de antigenos. Além disso,
os macrdfagos produzem moléculas biologicamente ativas (citocinas) que irdo atuar nas
respostas imunes inatas e adaptativas (LEE; CHOI, 2018). Na inflamag&o, os macréfagos
desempenham pelo menos trés funcgdes principais: fagocitose, apresentacdo de antigenos
e imunomodulacdo (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).

2.2.3.1. Fagocitose

Os macrdéfagos sao considerados fagdcitos profissionais, pois desempenham essa
funcdo com alta eficiéncia (VAN FURTH et al., 1972). Os macrofagos podem fagocitar

corpos apoptoticos, células mortas e patdgenos, como bactérias, virus e fungos. Estas

células possuem vesiculas intracelulares denominadas lisossomos e fagolisossomos, que
apresentam mecanismos microbicidas que sdo necessarios para a morte microbiana. Para
que a fagocitose aconteca, é necessario o reconhecimento do microrganismo atraves dos
receptores na superficie celular, incluindo os receptores de manose, receptores para
opsoninas e 0s TLRs (UNDERHILL; OZINSKY, 2002). Os TLRs fazem o

reconhecimento de diversos PAMPs incluindo o LPS, peptideoglicano, acido lipoteicoico
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e flagelina, mediando a fagocitose e a ativagdo dos macréfagos (ROT; VON ANDRIAN,
2004). Além disso, a fagocitose de patdgenos revestidos por anticorpos, proteinas do
complemento e lectinas é mediada pelos receptores para opsoninas. Os receptores para
regido Fc de imunoglobulinas contribuem para a fagocitose de patdgenos opsonizados

por anticorpos.

2.2.3.2. Apresentacdo de antigenos

Uma célula apresentadora de antigenos (APC) é uma célula que detecta uma
particula estranha, por meios de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que ao
serem estimulados ativam a célula levando a producdo de citocinas, substancias
microbicidas (NO-Oxido Nitrico e ROS-Espécies Reativas de Oxigénio) e quimiocinas
que promovem a migracdo leucocitaria para o sitio de inflamacdo (UNDERHILL;
OZINSKY, 2002). Os macréfagos sdo APCs profissionais, que desempenham um papel
importante na detecgdo e eliminacdo de corpos estranhos. Apds o reconhecimento, 0s
macrdfagos ingerem o patdgeno (via fagocitose p. ex.) digerindo-o em vérios fragmentos
peptidicos. Esses peptideos sdo entdo associados as moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe 11 (MHC-II) e transportados para a superficie celular sendo
apresentados, aos linfécitos T auxiliares (T CD4+), sendo este o primeiro sinal para a
ativacdo dessas celulas. As células T CD4+ reconhecem o antigeno por meio do receptor
de célula T (TCR) e recebem os sinais co-estimuladores por meio do receptor CD28,

ambos expressos em sua superficie celular.

2.2.3.3. Imunomodulacgéo

Os macréfagos sdo uma das principais células que atuam no controle das respostas
imunoldgicas, estimulando a resposta imune ou promovendo a cicatrizacdo e reparo
tecidual. Quando ativados, os macrofagos secretam citocinas pré-inflamatorias, tais como
IL-6, TNF-a e IL-1B, que atuam promovendo a inflamacdo por meio da ativacdo de
neutrofilos, proliferacdo de linfécitos B, producdo de anticorpos e recrutamento de
mondcitos e neutréfilos para o local da infecgdo. Alem disso, os macrofagos também
produzem citocinas anti-inflamatérias como 1L-10 e TGF-p que atuam suprimindo a
producdo de citocinas inflamatdrias, no controle da proliferacdo de celulas B
(ANDERSON; MOSSER, 2002). Neste contexto, os macrofagos M1 e M2 tendem a
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manter o equilibrio do processo inflamatdrio, desde o inicio, progressédo e resolugdo onde
ndo havendo esse equilibrio a inflamag&o pode ser prejudicial ao organismo (ARDURA
etal., 2019) (Figura 7).

Figura 7. O papel de macrofagos M1 e M2 na inflamacé&o e reparo tecidual.

Pré-inflamatério
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* Angiogénese

* Reparacdotecitual

iNOS, IL-6, Arginase, IL-10,
TNF-a, ROS TGF-B, VEGF,
MMP

A reprogramagdo de macrofagos M1 para M2 mantém o equilibrio das respostas inflamatérias. O
desequilibrio das populagdes M1 ou M2 de macrdfagos, podem estar envolvidos em diversas doengas.
Fonte: Traduzida de (KIM et al., 2019a).

Assim, visto que os macréfagos estdo envolvidos em diversas doencas
inflamatdrias, essas células tornam-se um alvo para a descoberta de novos compostos
imunomoduladores e terapias imunoldgicas que possam suprimir ou estimular estas

celulas, incluindo-se os compostos de origem natural.

2.3. Produtos naturais

Os produtos naturais tem desempenhado um papel fundamental na descoberta de
novos farmacos e terapias imunolégicas (NEWTON et al., 2002). A propagacdo da

resisténcia microbiana e efeitos colaterais tem chamado a atencdo para as terapias com
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produtos naturais para o tratamento de diversas doencas inflamatdrias crénicas (ARA et
al., 2018; GINWALA et al., 2019; KIM; KISMALI; GUPTA, 2018)

A imunomodulagcdo possui um papel muito importante na homeostase do
organismo. Dessa forma, faz-se necessario o estudo por imunomoduladores naturais a fim
de anemizar os efeitos colaterais e os danos aos tecidos em doencas inflamatorias de
reverter o quadro patolégico (ARRUDA et al., 2017). A prépolis é um produto natural
que vem sendo utilizado pela humanidade devido aos seus beneficios a saide humana
(ZULHENDRI et al., 2021).

2.4. Propolis vermelha

A prépolis é uma substancia natural complexa, produzida a partir da coleta do
exsudato de plantas por abelhas, que podem sofrer alteracdes por acdes de enzimas
salivares (WAGH, 2013). A propolis é um produto utilizado pelas abelhas para a
construcdo, reparacdo das colmeias, protecdo da agdo de microrganismos e invasores
externos, além de um isolamento térmico (BURDOCK, 1998). A cor, sabor e 0 aroma da
prépolis podem variar de acordo com a origem botanica (BANKOVA; DE CASTRO;
MARCUCCI, 2000). No Brasil, foram registradas 13 tipos de prépolis até 0 momento,
que foram classificadas de acordo com a sua coloragdo (MARASCHIN et al., 2016).

Dentre as propolis brasileiras, podemos destacar a prépolis vermelha (PV), sua
ocorréncia foi registrada pela primeira vez em meados de 2007 em uma area de mangue
no estado de Alagoas, na regido nordeste do Brasil e classificada como um novo tipo de
prépolis brasileira, alocada na classificacdo 13 (ALENCAR et al., 2007). A PV é obtida
por abelhas Apis mellifera através da coleta de resinas de plantas da espécie Dalbergia
ecastophyllum (Figura 8), a qual é responsavel pela coloragdo vermelha da prépolis
(DAUGSCH et al., 2008a). Estudos fitoquimicos identificaram compostos fenolicos
presentes na PV e que estdo presentes no exsudato da Dalbergia ecastophyllum,
comprovando sua origem botanica (PICCINELLI et al., 2011; SILVA et al., 2008). D.
ecastophyllum é uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae e possui longas raizes
e, ramos e caules que facilitam a fixacdo nas regiGes arenosas, sendo encontrada

principalmente nos leitos de rios de manguezais (DAUGSCH et al., 2008a).
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Figura 8. Origem botanica da prépolis vermelha.

(A) Abelhas da espécie Apis mllifera coletando o exsudato de coloracdo vermelha na superficie dos
caules da leguminosa Dalbergia ecastophillum para a producdo da propolis. (B) Inflorescéncia de
Dalbergia ecastophillum, origem botanica da prépolis vermelha. Fonte: Adaptado de (SUGAWARA,;
NIKAIDO, 2014).

Além da coloragéo e da origem botéanica, a PV se diferencia das demais propolis
devido ao alto teor de flavonoides presente em sua composi¢do (FREIRES; DE
ALENCAR; ROSALEN, 2016) que ja foram relatados na literatura exercendo diversas
atividades bioldgicas (DE FREITAS et al., 2018). Particularmente, as plantas
leguminosas sdo ricas em flavonoides (HEGNAUER; J. GPAYER-BARKMEIJER,
1993), sendo assim, a maioria dos flavonoides encontrados na PV estéo relacionados com
a sua origem boténica (MOISE; BOBIS, 2020).

2.4.1. Composic¢do quimica

Geralmente a composi¢do quimica da propolis pode variar de acordo com alguns
fatores que incluem a sazonalidade, luz, altitude e posicéo fitogeografica (MACHADO
et al., 2016). A PV possui um alto teor de flavonoides quando comparado com outros
tipos de prépolis encontradas no Brasil (FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016).

Dentre os principais constituintes quimicos ja relatados em diversas amostras de
PV estdo incluidos acidos fendlicos, flavonoides, ésteres, diterpenos, sesquiterpenos,
lignanas, aldeidos aromaticos, alcoois, aminoacidos, acidos graxos, vitaminas e minerais
(LUSTOSA et al., 2008). Dentre essas classes de compostos quimicos, destacam-se 0s
flavonoides e os acidos fendlicos, aos quais séo atribuidos diversas atividades biologicas
constatadas na propolis (FUNARI; FERRO, 2006). Os flavonoides sdo a classe de

compostos mais abundantes que desempenham importante papel na atividade
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antioxidante de extratos de propolis brasileira, embora outros fatores possam estar
envolvidos (AHN et al., 2007; DAUGSCH et al., 2008b).

Em uma amostra do extrato de PV coletada no Estado de Alagoas foram
identificados isoflavonas (Formononetina, Biocanina A e Daidzeina), chalconas
(Isoliquiritigenina) e flavonas (Liquiritigenina e Pinobanksina) por meio da
cromatografia (DO NASCIMENTO et al., 2018) (Figura 9).

Figura 9. Compostos quimicos encontrados na propolis vermelha de Alagoas.
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Alguns compostos detectados na PV coletada no Estado de Alagoas. Liquiritigenina, Daidzeina,
Biocanina A, Pinobanksina, Isoliquiritigenina e Formononetina. Fonte: PubChem.

Em um estudo prévio de nosso grupo de pesquisa foram detectadas a chalcona
isoliquiritigenina e a isoflavona formononetina no extrato hidroalcodlico da PV de
Alagoas (dados ainda ndo publicados). Vale ressaltar que este mesmo extrato foi utilizado

no presente estudo.

2.4.2. Atividades biologicas da prépolis vermelha

Varios componentes quimicos identificados na PV séo responsaveis por diversas

propriedades bioldgicas, conforme mostrado na Tabela 2, incluindo-se as atividades
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antibacteriana, antifungica, antioxidade, anti-inflamatoria e imunomoduladora, entre

outras.

Tabela 2. Componentes quimicos identificados na propolis vermelha
brasileira e suas respectivas atividades bioldgicas.

Fonte: Autor, 2022

Componente Propriedade biologica Referéncia
Medicarpina Antibacteriana e antifungica (Alencar et al. 2007)
Quercetina Anti-inflamatéria (Alencar et al. 2007)

Acido ferulico

Antioxidante

(Alencar et al. 2007)

Daidzeina

Antioxidante

(Alencar et al. 2007)

Gutiferona E

Antibacteriana, antifungica e

antioxidante

(Piccinelli et al. 2011)

Xantocimol

Antibacteriana, antioxidante e

antiproliferativa

(Piccinelli et al. 2011)

Isoliquiritigenina

Antibacteriana e anti-inflamatéria

(Piccinelli et al. 2011)

Formononetina

Antiproliferativo

(Piccinelli et al. 2011)

Biochanina A

Antiproliferativo

(Piccinelli et al. 2011)

Vestitol Antibacteriano, anticérie, anti- (Piccinelli et al. 2011)
inflamatério e antioxidante (Bueno-Silva et al.
2013)
Neovestitol Antibacteriano, anticarie, anti- (Piccinelli et al. 2011)
inflamatorio e antioxidante (Bueno-Silva et al.
2013)
3,8-di-hidroxi-9- Antiproliferativo (Piccinelli et al. 2011)

metoxipterocarpan

Mucronulatol

Antiproliferativo

(Piccinelli et al. 2011)

Naringenina

Antiviral e antioxidante

Pinocembrina

Antimicrobiana e antiviral

(Simoni et al. 2018)

Lupeol

Antiviral

(Gomez-Calderon et
al. 2017)

Liquiritigenina

Antitumoral e anti-inflamatéria

(Hu et al. 2010)

Fonte: Autor, 2022.

2.4.2.1. Atividade antimicrobiana e antifungica
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A PV possui um amplo espectro antimicrobiano em bactérias gram-positivas e
gram-negativas (SIQUEIRA et al., 2014) e atividade antiflngica a diversas leveduras e
dermatofitos (PIPPI et al., 2015). O extrato etandlico da PV é considerado um agente
antibacteriano muito potente (FREIRES et al., 2015). A fragdo cloroférmio é constituida
de compostos de baixa polaridade, como vestitol e neovestitol (BUENO-SILVA et al.,
2013) e isoliquiritigenina (OLDONI et al., 2011) que sdo considerados potentes
antimicrobianos por causarem danos na membrana citoplasmatica, inibindo a sintese de

acidos nucléicos e inibindo também a formacéo de biofilmes (XIE et al., 2014).

A PV também possui compostos ativos contra leveduras (Candida spp. e S.
cerevisiae) (PIPPI et al., 2015) e dermatdfitos (Trichophyton spp.) (SIQUEIRA et al.,
2009) . A medicarpina, por exemplo, se mostrou eficaz contra o crescimento de col6nias
de C. albicans (TRUSHEVA et al., 2006). Também, foram feitos estudos para avaliar o
efeito antifungico da PV associada a outros compostos como a benzofenona e fluconazol
afim de potencializar a atividade fungicida em espécies resistentes (PIPPI et al., 2015).

2.4.2.2. Atividade antitumoral

A acdo citotdxica da PV tem sido bastante estudada em diversas células de
linhagens tumorais, tais como adenocarcinoma cervical humano (HelLa), carcinoma
epidermoide laringeo humano (Hep-2) (DA SILVA FROZZA et al., 2014), leucemia
mieloide cronica e aguda (K562) (NOVAK et al., 2014), leucemia precursoras de células
B humana (Nalm6) (FRANCHI et al., 2012) e adenocarcinoma de pulm&o humano
(A549) (LI et al., 2008). Varios compostos como xantoquimol, formononetina,
biochanina A, 3,8-di-hidroxi-9-metoxipterocarpan, mucrunolatol e liquiritigenina, estdo
envolvidos nessa atividade citotoxica (Tabela 2). Um crescente nimero de estudos
publicados, tém demonstrado que o extrato e moléculas da PV possuem propriedades
antiproliferativas, sinalizando assim o seu potencial no desenvolvimento de novos

farmacos e terapias anticancer.

2.4.2.3. Atividade antioxidante

A propolis vermelha pode desempenhar um papel importante nas vias metabdlicas
protegendo as células do estresse oxidativo (DALEPRANE; ABDALLA, 2013), o qual
estd atrelado a varias doencas cronicas (DAENEN et al., 2019). Geralmente os
flavonoides possuem acdo sequestradora de radicais livres (HOFER; JORGENSEN;
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OLSEN, 2014). Assim, a acdo antioxidante foi mostrada para os extratos etanolico,
metandlico, as fracBes cloroférmio e hexano e compostos isolados (guttiferona E,
xantoquimol, vestitol e neovestitol) da PV (OLDONI et al., 2011; RIGHI et al., 2011;
TRUSHEVA et al., 2006).

2.4.2.4. Atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora

A PV é um produto natural, rico em metabolitos secundarios denominado
flavonoides/ isoflavonoides (SILVA et al., 2008) que possuem diversas atividades
bioldgicas incluindo a atividade anti-inflamatdria e imunomodulatéria (BUENO-SILVA
et al., 2016, 2017b). Os efeitos anti-inflamatdrios e imunomoduladores da PV foram
estudados em diversos modelos de inflamacéo aguda e cronica (ARAUJO et al., 2012).
Os flavonoides presentes na PV possuem atividade anti-inflamatéria (FUNAKOSHI-
TAGO et al., 2015). A migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal de
camundongos ap6s a indugdo de inflamagdo foi inibida significativamente apds o
tratamento com o extrato da propolis vermelha de Alagoas (PVA) e com 0s compostos
isolados vestitol e neovestitol (BUENO-SILVA et al., 2013).

H& uma intensa busca por produtos naturais que possam ser utilizados como fontes
alternativas de pesquisa e descoberta de novas intervencdes imunoldgicas que modulam
o0 processo inflamatorio. Desta forma este trabalho se prop6s a avaliar os efeitos do extrato
da prépolis vermelha de Alagoas em macréfagos da linhagem J774.A1 ativados por LPS
in vitro, com o objetivo de corroborar na elucidacdo dos mecanismos de acdo da prépolis

em macrofagos ativados.
3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a atividade imunomoduladora do extrato hidroalcdolico da propolis
vermelha de Alagoas (PVA) e dos compostos isoliquiritigenina (ISL) e formononetina
(FMT) em macrdfagos murinos estimulados por LPS in vitro.

3.2. Especificos

36



Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcdolico (EH) da PVA e das moléculas
isoladas isoliquirritigenina ISL e FMT) em mondcitos/macréfagos murinos da
linhagem celular J774A.1,

Analisar as alteracbes morfologicas decorrentes da ativacdo de células J774.A1
por LPS por microscopia optica;

Padronizar a ativacdo in vitro de macréfagos J774.A1 por lipopolissacarideo
(LPS);

Avaliar a ativacdo dos macrofagos J774A.1 estimulados com LPS ap6s o
tratamento com o EH da PVA, isololiquirritigenina (ISL) ou formonetina (FMT)
por meio da imunofenotipagem de superficie dos marcadores F4/80 e CD86;
Quantificar as citocinas IL-6, IL-10, TNF, IL-1, IL-8 e IL12p70 no sobrenadante
dos macréfagos estimulados por LPS ap0s o tratamento com o EH da PVA;
Avaliar a ativacdo de vias de sinalizacdo de MAPKs por meio da marcacao
intracelular de p38 e ERK1/2 fosforiladas apds o tratamento de macrofagos
J774.A1 estimulados com LPS com o EH da PVA, ISL ou FMT;

Avaliar a expressdo génica dos genes Argl, iNOS, TGF-B, Lamp2, MIP-/q,
Ccnel, HO-1 e SOCS3 apds o tratamento com o EH da PVA ou ISL.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cultivo celular

Os macrofagos murinos J774 A.1 foram gentilmente cedidos pelo Dr. Niels Olsen
Saraiva Camara do Laboratorio de Imunologia Clinica e Experimental (LICE/UNIFESP).
As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High
Glucose (DMEM-HG) (Sigma-Aldrich, Brasil) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF) (Gibco™) e 1% de solugéo antibidtica e antimicotica e, mantidas em estufa a
37°C a 5% de CO: sendo realizadas manutengdes a cada 3 dias (troca de meio ou

expansao).

4.2. Extrato da prépolis vermelha de Alagoas e compostos isolados

Os materiais testes utilizados neste estudo foram cedidos gentilmente pelo
professor Dr. Ticiano Gomes do Nascimento (ICF-UFAL). A PVA foi coletada no apiario
localizado na cidade de Marechal Deodoro, sendo posteriormente macerada e
solubilizada com 80% de etanol e 20% de agua, agitada e incubada por 48 h para a
extracdo do extrato hidroalcéolico (EH). Apds a extracdo, o EH foi secado em um
rotaevaporador para obter um extrato bruto livre de solventes. O EH e os compostos
isolados isoliquiritigenina (ISL, Sigma Aldrich®) e formononetina (FMT, Sigma
Aldrich®), foram solubilizados em DMSO para obtencdo de uma solugio estoque com as
seguintes concentracfes: 500 mg/mL para o EH, e 400 mM/mL para a ISL e FMT. A
partir da solucdo estoque cada material teste foi diluido em meio DMEM High (10% SBF)
para a obtencdo de uma solucgdo intermediaria nas concentragdes de 10.000 pug/mL para
EH e 4000 uM para ISL e FMT.

4.3. Viabilidade celular e Citotoxicidade do EH, ISL e FMT

Para determinar a concentragdo maxima néo toxica da PV, foi utilizado o ensaio de
MTT (MOSMANN, 1983). Para a realizagdo do testes, as células J774 A.1 (2 x 10*
células/mL) foram tratadas com diferentes concentracbes do EH da PVA (1,56 a 200
ug/mL) e dos compostos ISL ou FMT (1,56 a 200 uM), e, incubadas em microplacas de
96 pocos, em estufa a 37°C contendo 5% de CO>, pelo periodo de 48h. Apos a incubacao,
foi adicionado 20ul da solugdo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazolil]-2,5-

difeniltetrazolil) (5mg/mL) (Sigma Aldrich®) nos pogos seguido de incubacdo, nas
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mesmas condicdes, por 3 h. Posteriormente o sobrenadante foi removido cuidadosamente,
e os cristais de formazan formados pela reducdo do MTT pelas células vidveis foram
dissolvidos pela incubagéo com 150ul de DMSO durante 15 minutos (37°C, 5% de COy).
Células sem tratamento foram utilizadas como controle (onde foi adicionado o0 DMSO
nas mesmas concentracbes da PVA e dos compostos), correspondendo a 100% de
viabilidade. Ao final da dissolugdo dos cristais de formazan, foi realizada a leitura da
absorbancia no espectrofotémetro (Termo Plate®), utilizando o comprimento de onda de
492nm. As absorbancias (Abs) das triplicatas foram utilizadas para o célculo das

porcentagens de viabilidade celular utilizando a formula:

Viab. Cel. (%). = Abs. Da amostra -Média Abs. Controle branco

X 100
Média Abs. do controle celular — Média Abs. do controle branco

A Concentracdo maxima ndo toxica (CMNT) foi determinada a partir das concentragGes
onde a viabilidade celular ndo apresentava diferenca significativa comparada ao controle
(veiculo/DMSO).

4.4. Ativacao e tratamento dos macrofagos com a prépolis vermelha

Os macrdéfagos foram ativados com 200 ng/mL de LPS e tratados com o EH da
PVA, em diferentes condicdes experimentais, sendo adicionado simultaneamente ao LPS
ou realizado o tratamento com EH 2h antes de adicionar o LPS. Nas células tratadas com
ISL e FMT, o LPS foi adicionado simultaneamente aos compostos, na concentracao de
25 uM, méaxima ndo téxica para as células, e em seguidas incubadas em estufa de CO>
(5%) a 37°C por 48h. Nos controles, foi adicionado DMSO (nas mesmas concentracfes
da prépolis 0.01%, controle negativo) e LPS (controle de ativacdo) (Figura 10). Nos
controles, foi adicionado DMSO (nas mesmas concentragdes da prépolis 0.01%, controle
negativo) e LPS (controle de ativacdo) (Figura 10). Apds 48h, foi realizada uma anélise
morfoldgica por microscopia 6ptica com o auxilio do microscopio invertido Zeiss®. Cada
condicdo experimental foi fotografada (aumento de 20x e 40x) com auxilio de uma
camera fotografica. Posteriormente, os sobrenadantes dos macréfagos foram coletados,

centrifugados e congelados para posterior analise.

Figura 10. Esquema do desenho experimental e analise microscopica
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As células J774A.1 foram tratadas em diferentes condi¢des experimentais. No tempo -2h foi realizado o
pré-tratamento com o extrato da PVA 2 horas antes do estimulo com o LPS. No tempo Oh tanto o EH como
0s compostos isolados foram adicionados aos pogos respectivos, juntamente com o LPS, seguido de
incubagdo por 48h. Apos, foi realizada uma analise morfoldgica com o auxilio de um microscopio invertido

(Zeiss®).

4.5. Analise da expressdo de F4/80 e CD86 por citometria de fluxo

Apo6s a ativagdo e tratamento com o extrato EH da PVA, ISL ou FMT, os
macréfagos foram desagregados da placa de cultivo com auxilio do PBS (1x) gelado
acrescido de EDTA (10 uM) e transferidos para tubos de citometria, onde foram
incubadas com um reagente bloqueador de receptores para regido Fc murinos anti-
CD16/32 (Mouse Fc Block™, BD Biosciences) por 5 minutos em temperatura ambiente,
para minimizar ligacdes inespecificas de imunoglobulinas a estes receptores.
Posteriormente, as células foram incubadas com anticorpos anti-F4/80 conjugado ao
fluorocromo PE (Biolegend-123110) e anti-CD86 conjugado ao fluorocromo APC
(Biolegend-105012) por 30 minutos a 4°C, protegido da luz. Apés a incubacdo, as células
foram lavadas com o tampdo FACS (PBS 1x contendo 2% de SBF), e fixadas com
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) (caso o0 tempo para a aquisicdo das amostras
ultrapassasse 24h). As amostras foram entdo adquiridas no citdmetro FACSCanto Il e 0s

dados foram analisados no software FlowJo v.7.

4.6. Quantificacao de citocinas no sobrenadante dos macrofagos

A quantificacdo das citocinas IL-6, TNF e IL-10 nos sobrenadantes do cultivo de
macrofagos foi realizada por citometria de fluxo pela metodologia de “Cytometric Bead
Array” (CBA) utilizando-se o kit BD Mouse Th1/Th2/Thl7 Cytokine Kit (BD
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Biosciences) seguindo as orientacfes do fabricante. Posteriormente, as amostras foram
suspensas em 150 pL de Wash Buffer e adquiridas no equipamento BD FACSCanto Il ou
BD FACSVia e a analise dos resultados foi realizada no software FCAP Array v.3.0
(SoftFlow).

4.7. Andlise da ativagdo das vias ERK1/2 e p38

A fosforilagdo das proteinas ERK1/2 e p38 MAPK foi avaliada por meio da
marcacdo intracelular utilizando-se os anticorpos monoclonais PE Mouse Anti-ERK1/2
(pT202/pY204) e Alexa Fluor 647 Mouse Anti-p38 MAPK (pT180/pY182) (BD
Biosciences). A marcacdo foi realizada de acordo com os protocolos recomendados pelo
fabricante (BD Biosciences). Resumidamente, apds 48h do estimulo com LPS e
tratamento com o extrato da PVA e com o composto ISL, as células foram destacadas da
placa de cultivo com PBS/EDTA (10 uM), e em seguida, transferidas para tubos de
citometria e entdo centrifugadas (3000 rpm por 5 min). Posteriormente, as células foram
fixadas com o tampédo Cytofix/Cytoperm (200 uL por tubo) por 20 minutos a 4°C,
protegido da luz. Ao término da incubacdo, as células foram submetidas a lavagem e
centrifugacdo (3000 rpm por 5 min) com 1mL de tampédo FACS. Apds a centrifugacao,
foi adicionado 200 uL de metanol (90-100%) gelado, por tubo e incubados por 30 minutos
a 4°C. Em seguida, as células foram submetidas, novamente, a lavagem e centrifugacdo
para a remocao do metanol. Apds centrifugacdo para retirada do metanol, as células foram
incubadas com reagente FcBlock (CD16/32 — BD Biosciences) por 5 min e entdo
incubadas com os anticorpos correspondentes para detecgédo da fosforilagdo de ERK1/2
ou p38 MAPK por 1 horaa 4°C. Em seguida, as células foram lavadas com tampéao FACS,
centrifugadas e o pellet de células foi suspendido em 300ul de FACS e levadas para a

aquisicdo no equipamento BD FACSVia (BD Biosciences).

4.8. Extracdo e quantificacdo de RNA para avaliacdo da expressao génica

As células tratadas (1x10° células) com o extrato da PVA ou com o composto ISL
foram submetidas a extracdo de RNA total seguindo o protocolo de extragdo por TRIzol™
(Invitrogen). Resumidamente, os macrdfagos estimulados com LPS e tratados com o
extrato hidroalcoolico da PVA ou isoliquiritigenina (ISL) foram retirados da placa de
cultivo de 24 pocos, com o auxilio de PBS/EDTA e transferidos para microtubos RNAase

free, centrifugados o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, foi adicionado 1mL de
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TRIzol™em cada microtubo e incubado por 5 min. Apos a incubacdo foi adicionado 200
pL de cloroférmio e misturado vigorosamente com um auxilio de um agitador de tubos
(VORTEX®) durante 15s. Em seguida, os tubos foram incubados em temperatura
ambiente por 2-3 min e, posteriormente centrifugados. Apoés a centrifugacao, foi realizada
a transferéncia de 700ul da fase contendo o RNA para um novo tubo e adicionado 700ul
etanol (EtOH 70%) e em seguida centrifugado e prosseguido com lavagens e elui¢do do
RNA. O RNA eluido foi quantificado pelo fluorimetro Qubit 4 (Thermo Scientific)
seguindo o protocolo do Kit Qubit™ RNA XR Assay (Thermo Scientific).

4.9. qRT-PCR

O cDNA foi transcrito seguindo o protocolo do Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Thermo Scientific) seguindo as recomendaces do fabricante. A reacéo de
sintese de cDNA foi preparada a partir de 1 pug do RNA total. Ao final, o cDNA obtido
foi armazenado a -20°C até o momento do uso. Foram misturados em uma placa de 96
pogos especifica para real time 10 pL de SYBR® Green (Applied Biosystems), 3,2 uM
PRIMER3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) para regiGes especificas dos genes de interesse
(Tabela 3) e 5 uL do cDNA diluido 8x.

dos primers desenhados especificamente com o0 programa

Tabela 3. Primers utilizados na andlise da expressdo génica

Gene Foward (5°->3°) Reverse (5°->3%) Tamanho do
amplicon (pb)

NOS2 CAGCTGGGCTGTACAAACCTT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 95

ARGl AAAGCTGGTCTGCTGGAAAA ACAGACCGTGGGTTCTTCAC 122

LAMP2 ATTGGGGTATTCACCTGCAA TGGTGGGAGTTTGGTCTTCT 87

TGFp  GCTAGACCGTTTGCTTCAGG TCCTCCTTCTCTTCCCCTTC 108

CCL3  ACCATGACACTCTGCAACCA GATGAATTGGCGTGGAATCT 102

SOCS3 AGCTCCAAAAGCGAGTACCA AGCTGTCGCGGATAAGAAAG 145

CCNE1 TTCGGGTCTGAGTTCCAAGC TGCAAAAACACGGCCACATT 144

HO1 GCCGAGAATGCTGAGTTCATG TGGTACAAGGAAGCCATCACC 86
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GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG GGGGTCGTTGATGGCAACA 95

O volume final da reacdo foi de 20 pL e os experimentos foram realizados em
triplicata. A gRT-PCR foi realizada no termociclador automatico (QuantStudio3™). As
alteracdes na expressdo génica dos genes alvo foram calculadas pela normalizacdo de
acordo com os valores de expressdo do gene endogeno GAPDH, e os valores de expressdo

relativa foram obtidos utilizando o método do CT comparativo (AACT).

4.10. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism verséo 6,
utilizando o teste T de Student ndo-pareado para a analise de dois grupos ou ANOVA,
seguido de pds-teste de Dunnett ou Tukey para analise de mais de dois grupos. Foi
considerado o valor de p < 0,05 para diferengas significativas.
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5. RESULTADOS

5.1. Anédlise da citotoxicidade do EH da PVA, ISL e FMT em macrdéfagos J774A.1

Inicialmente as células J774A.1 tratadas com diferentes concentracdes do EH da
PVA ou com os compostos ISL ou FMT para determinacdo da concentragdo maxima nao
toxica (CMNT). As concentracdes de 200 e 100 pg/mL do EH da PVA foram citotdxicas
reduzindo significativamente a viabilidade celular quando comparados com o controle
celular negativo (DMSO). Assim, a CMNT obtida para o EH da PVA foi de 50 pug/mL,
conforme mostrado na Figura 11.

Figura 11. Viabilidade celular dos macrofagos J774A.1 apds tratamento com
o0 extrato hidroalcéolico (EH) da propolis vermelha de Alagoas (PVA)
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Células J774A.1 foram tratadas com diferentes concentracbes do EH da PVA por 48 h e a viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os dados foram analisados usando o teste ANOVA (¥*** p <
0,0001 e **p <0,01 comparado ao DMSO).

Em relacdo & ISL e FMT, foi possivel observar que as CMNTs obtidas foram

25uM e 50 pM, respectivamente, conforme mostrado na figura 12.
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Figura 12. Viabilidade celular dos macrofagos J774A.1 apds tratamento com
0s compostos isoliquirritigenina (ISL) ou formononetina (FMT)
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Células J774A.1 tratadas com diferentes concentracdes de ISL ou FMT por 48 h. Os dados foram
analisados usando o teste ANOVA (**** p <0,0001 comparado ao DMSO).

5.2. Ativacao e tratamento dos macréfagos com o EH, ISL ou FMT

Para avaliacdo da ativacao das células J774.A1 foi utilizado o estimulo com LPS.
Na analise microscopica foi observado que os macrofagos estimulados com LPS
apresentaram alteracGes morfoldgicas evidentes caracterizadas pelo aumento visivel do
citoplasma e presenca de prolongamentos denominados pseudopodes, quando comparado
ao controle ndo estimulado (DMSO) (Figura 13). Além disso, as células tratadas com o
EH da PVA, nas diferentes condi¢fes experimentais, apresentaram reducdo evidente no
tamanho celular e nos prolongamentos quando comparado com as células ndo tratadas
estimuladas com LPS, conforme mostrado na figura 13.

Figura 13. Alteracdes morfologicas de células J774A.1 estimuladas com
LPS e tratadas com o EH da PVA
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Micrografias das diferentes condi¢fes experimentais. As células J774A.1 foram estimuladas com LPS
e tratadas com 50ug/mL do EH (LPS + EH) ou tratadas com o EH 2h antes de serem ativadas com
LPS [(-2h) EH + LPS] e comparadas com o controle negativo (DMSO) e células estimuladas com LPS
ndo tratadas (LPS). Setas pretas, indicam a presenca de pseuddpodes, vacutiolos fagocitarios e aumento
do tamanho dos macro6fagos estimulados com LPS. Setas vermelhas, indicam a diminuicdo das
caracteristicas morfologicas de ativacdo, apos o tratamento com o EH nas condicdes testadas. Fonte:
Autor, 2022.

Na analise microscopica dos macrdfagos tratados com os compostos ISL (25 pM)
ou FMT (25 pM) foi possivel observar uma discreta diminuicdo das caracteristicas
morfoldgicas de ativacdo celular quando comparado com o controle ndo tratado
estimulado com LPS (Figura 14).

Figura 14. O efeito dos compostos ISL e FMT na morfologia celular.
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A)

Micrografias das diferentes condi¢Oes experimentais. As células J774A.1 foram estimuladas com o LPS e
tratadas com EH, ISL ou FMT e comparados com controle negativo (DMSO) e células estimuladas com
LPS néo tratadas (LPS). Setas pretas, indicam a presenca de pseudopodes, vactolos fagocitarios e aumento
do tamanho dos macrofagos estimulados com LPS. Setas vermelhas, indicam a diminuicdo das
caracteristicas morfoldgicas de ativacdo apds o tratamento com nas condicoes testadas. Fonte: Autor, 2022.

As alteracdes morfoldgicas observadas por microscopia Optica foram confirmadas
por citometria de fluxo através da analise do tamanho relativo (FSC) e complexidade
celular relativa (SSC). Conforme mostrado na Figura 15, verificou-se um aumento
significativo no tamanho relativo das células estimuladas com LPS, comparado as células
ndo-estimuladas (DMSO). Além disso, uma reducdo significativa no tamanho relativo
(FSC) foi detectada nas células estimuladas com LPS e tratadas com o EH nos tempos de
-2 e Oh (LPS + EH).

Figura 15. Andlise do tamanho e complexidade celular de macro6fagos J774A.1
estimuladas com LPS ap6s tratamento com EH da PVA
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Avaliacdo por citometria de fluxo do tamanho relativo de células J774 A.1 estimuladas com LPS e
tratadas com o EH da PVA. A) Dot plots representativos da dispersao frontal (FSC- Foward Scatter)
e dispersdo lateral (SSC-Side Scatter) compreendendo tamanho relativo e complexidade relativa,
respectivamente. B) Analise da média das MFIs do tamanho relativo (FSC) das condicdes
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experimentais testadas. Os dados foram analisados usando o teste ANOVA por multiplas comparagdes
(**** p<0.0001 comparado ao LPS).

Conforme mostrado na figura 16, o tratamento com os compostos ISL (25 puM) ou
FMT (25 uM) néo reduziu significativamente o tamanho relativo (FSC) dos macrofagos

em comparagdo com o controle estimulado com LPS ndo tratado (LPS).

Figura 16. O efeito da ISL e FMT no tamanho relativo dos macrofagos
J774.1.
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Avaliacdo por citometria de fluxo do tamanho relativo (FSC) nos macréfagos ativados por LPS e
tratados com ISL ou FMT. A) Dot plots representativos da dispersdo frontal (FSC- Forward Scatter)
e dispersdo lateral (SSC- Side Scatter) compreendendo o tamanho relativo e
complexidade/granulosidade celular, respectivamente. B) Média das MFIs de FSC das condices
experimentais testadas. Os dados foram analisados usando o teste ANOVA (**** p < 0.0001
comparado ao LPS; ns: ndo significativo).

5.3. Analise da expressdo dos marcadores F4/80 e CD86 em macrdéfagos J774A.1

Para verificar a ativagdo dos macrofagos estimulados com LPS e apds o
tratamento com a PVA, ISL ou FMT, a porcentagem de células duplo-positivas (F4/80+
e CD86+) foi avaliada citometria de fluxo. No controle celular sem estimulo com LPS
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(DMSO) 17,6% das células expressaram essas moléculas, e quando ativadas com LPS,
91,3% das células mostraram-se F4/80+ CD86+. O tratamento com o EH da PVA reduziu
a percentagem de células duplo-positivas para 78,3% (LPS+EH) e 81,7% (-2h EH+LPS)
conforme mostrado na figura 17. Além disso, a mediana de intensidade de fluorescéncia
(MFI) para a expressdo de F4/80 também diminuiu significativamente nos macréfagos
tratados com EH adicionado no tempo Oh (LPS+EH) e -2h comparado as células néo-
tratadas (LPS) (Figura 17C). No entanto, foi detectada uma reducdo da expressdo da
molécula co-estimuladora CD86, um marcador fenotipico de ativacdo de macrofagos,

somente no tratamento com o EH adicionado no tempo Oh (Figura 17D).

Figura 17. Expressao de marcadores F4/80 e CD86 em macrdéfagos J774A.1
ativados com LPS e tratados com o EH da PVA.
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Dot plots representativos (A), graficos de porcentagem (B) de células duplo positivas (F4/80+ CD86+) e
expressdo (MFI) dos marcadores F4/80 (C) e CD86 (D) avaliados na populagéo de células duplo-positivas
nas condigdes experimentais testadas. Os dados foram analisados usando o teste ANOVA (**** p <0.0001
e ***p < 0.001 comparado ao LPS; ns = néo significativo).

A porcentagem de células duplo positivas (CD86+ e F4/80+) também foi avaliada
no tratamento com os compostos ISL ou FMT isoladamente. No controle negativo
(DMSO) 8,81% das células expressaram essas moléculas e apds estimulo com LPS, 90,5

% apresentaram-se duplo-positivas, indicando assim a ativagdo celular (Figura 18A e
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18B). No tratamento com o EH da PVA ou com ISL observou-se uma reducgéo de células
F4/80+ CD86+ para 51,7% e 73,4%, respectivamente. Por outro lado, nas células tratadas
com FMT néo houve reducdo significativa na porcentagem de células duplo positivas
(Figura 18A e 18B).

Avaliando a expressdo desses marcadores separadamente nos macréfagos duplo
positivos (F4/80+ CD86+), foi possivel observar que a expressdo (MFI) de F4/80
diminuiu significativamente apds o tratamento com o EH da PVA e com a ISL, no
entanto, 0 mesmo efeito nao foi observado para FMT (Figura 18C). Entretanto, uma
reducdo significativa da expressdo (MFI) de CD86, um marcador de ativacdo de
macréfagos murinos, foi detectada ap6s o tratamento com EH, ISL ou FMT, embora uma
reducdo mais discreta tenha sido observada para a FMT (Figura 18C). Ainda, uma maior
reducdo da MFI de CD86 foi detectada para ISL quando comparada ao tratamento com o
EH da PVA (Figura 18D).

Figura 18. Andlise da expressdo de F4/80 e CD86 em macrofagos J774.A1
ativados com LPS e tratados com ISL.
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Dot plots representativos (A), graficos de porcentagem de células duplo positivas (F4/80+ CD86+) (B) e
expressdo (MFI) dos marcadores F4/80 e CD86 na populacdo de células duplo positivas, nas condi¢Ges
experimentais testadas. Os dados foram analisados usando o teste ANOVA (¥*** p < 0.0001 e ***p <
0.001 comparado ao LPS) e teste t-student (** p<0.01 comparado ao EH; ns = ndo significativo).
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5.4. Quantificacdo de citocinas no sobrenadante

A secrecdo das citocinas IL-6, TNF e IL-10 foi avaliada 24 e 48h apos o
tratamento por meio da metodologia de CBA. O estimulo com LPS induziu um aumento
significativo nos niveis de IL-6 e o tratamento com o EH da PVA reduziu

significativamente os niveis desta citocina apos 24 e 48h (Figura 19A).

Os niveis da citocina TNF também aumentaram apds 24h e 48h do estimulo com
LPS. Além disso, uma reducéo significativa dessa citocina pro-inflamatdria foi detectada

somente 24h apos o tratamento com o EH da PVA (Figura 19B).

Em relacdo a citocina IL-10 ndo foi observado alteracdes significativas apds 24h
(Figura 19C). Apos 48h, um aumento de IL-10 foi detectado apos o estimulo com LPS e
o tratamento com o EH da PVA né&o levou a alteragdes estatisticamente significativas nos
niveis desta citocina (Figura 19C).
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Figura 19. Quantificacao de citocinas no sobrenadante de macrdéfagos
J774A.1 estimulados com LPS apo6s o tratamento com EH da PVA
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Concentracao de citocinas (pg/mL) no sobrenadante de macréfagos J774A.1. As citocinas IL-6, TNF e IL-
10 foram quantificadas no sobrenadante dos macrdfagos nas condicdes experimentais testadas. Os dados
foram analisados usando o teste ANOVA (**** p < (0.0001 e **p < 0.01 comparado ao LPS; ns = ndo
significante).
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A secrecdo de citocinas também foi avaliada apos 48h de tratamento com o0s
compostos ISL ou FMT. Foi possivel detectar uma reducdo significativa nos niveis de IL-

6 (Figura 20A), TNF (Figura 20B) e 1L-10 (Figura 20C) ap06s o tratamento com a ISL ou
FMT.

Figura 20. Quantificacdo de citocinas no sobrenadante de macréfagosJ774A.1
estimulados com LPS ap6s o tratamento com EH da PVA, ISL e FMT
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Concentragdo de citocinas (pg/mL) no sobrenadante de macréfagos J774A.1. As citocinas IL-6, TNF e IL-

IL-10 foram quantificadas no sobrenadante dos macrdfagos nas condigcdes experimentais testadas. Os dados
foram analisados usando o teste ANOVA (**** p <0.0001 e **p < 0.01 comparado ao LPS.
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5.6. Andlise da ativacao das vias de MAPKSs

A andlise da ativacdo de MAPKSs foi avaliada por meio da detec¢do da fosforilacéo
de ERK1/2 e p38 por citometria de fluxo intracelular 48h ap6s o estimulo com LPS e

tratamento com o EH da PVA ou com a ISL.

Como resultado, 48h apds o estimulo com LPS, foi detectado um aumento na
fosforilacdo de ERK1/2 e p38, mostrando uma ativacdo destas MAPKs em resposta ao
estimulo (Figura 21). Além disso, nas celulas tratadas com o EH da PVA, observou-se
um aumento significativo da fosforilagdo de todas as MAPKSs avaliadas, quando
comparado com as células estimuladas com LPS. Por outro lado, o tratamento com ISL
diminuiu a fosforilacdo de ERK1/2 e p38. Ja o tratamento com a FMT n&o reduziu a
fosforilacdo de ERK1/2 e p38, quando comparado ao LPS, conforme mostrado na figura
21.
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Figura 21. Analise da fosforilacdo de ERK1/2 e p38 em macrofagos estimulados com
LPS e tratados com EH da PVA, ISL ou FMT.
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A esquerda, graficos de sobreposicao (histogramas) da analise da fosforilagio de ERK1/2 e p38 entre
os controles DMSO, LPS, EH e ISL. A direita, graficos da MFI da fosforilagio de ERK1/2 e p38 nas
diferentes condicGes experimentais. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA (ns
p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 ****p<0.0001 comparado ao LPS; ns = no significativo).

5.7. Modulagao da expressao génica em macréfagos J774A.1 ap6s tratamento com
o EH daPVAeISL

Tendo visto que a 0 EH e a ISL modularam a fosforilacdo de ERK1/2 e p38 e
reduziram a percentagem de macréfagos F4/80+ CD86+, a expressao génica dessas
células foi avaliada ap6s o tratamento. O estimulo dos macrofagos com o LPS resultou
no aumento da expressao dos genes NOS2 e SOCS3 e o tratamento com o EH da PVA
ou com a ISL diminuiu a expressao relativa desses genes (Figura 22). Os genes TGF-beta,
Argl e CCL3 foram modulados negativamente nos macrofagos tratados com o EH da
PVA, quando comparado com o controle estimulado com LPS, contudo, 0 mesmo né&o foi
observado no tratamento com ISL (Figura 22). N&o houve modulagdo na expressao dos
genes LAMP2, CCNEL1 e HO-1 quando tratados com PVA ou ISL (Figura 22).
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Figura 22. Expressao relativa dos genes envolvidos em diferentes processos
bioldgicos nos macréfagos apds o tratamento com o EH da PVA ou ISL.
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As analises estatisticas foram realizadas pelo teste one-way ANOVA, seguido do teste post hoc de
Dunnett (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e ****p<0.0001).

6. DISCUSSAO

A prépolis vermelha é uma substancia resinosa que possui diversas propriedades
bioldgicas. Neste estudo, foi avaliada a atividade imunomoduladora do EH da PVA e
compostos presentes no EH da PVA isoladamente (ISL ou FMT), em macrofagos

murinos estimulados com LPS in vitro.

Inicialmente, a concentragdo maxima nao toxica (CMNT) dos compostos testados
em macrofagos J774.Al1 foi determinada. Nesse estudo, foi possivel observar que a
CMNT do EH da PVA foi inferior (50 pg/mL) ao obtido em outros estudos, que
obtiveram CMNT de 60-70 pg/mL em macr6fagos RAW 246.7 (BUENO-SILVA et al.,
2015, 2017a). Para a ISL, a CMNT foi de 25uM para células J774A.1. Um estudo
mostrou que a concentracdo 20 UM ndo afetou a viabilidade dos macréfagos RAW 64.7
(LEE et al., 2009), em um outro estudo, com macréfagos peritoneais, a concentracao de
33,3 UM ndo se mostrou toxica para essas células (YANG et al., 2021) , corroborando
com os resultados desse estudo. Com relacdo a FMT, 25uM afetou a viabilidade das
células RAW 264.7, sendo utilizado em outros estudos a concentracdo experimental de
10uM (KIM et al., 2019b; LEE et al., 2009), enquanto no presente estudo a CMNT de
50uM foi obtida para células J774A.1. Esses resultados sugerem que a linhagem J774A.1
toleram concentracdes de FMT mais altas que as da linhagem RAW264.7. Além disso, a

linhagem celular pode ser um dos fatores que influenciou a divergéncias dos resultados.

As observacBes sobre a ativacdo do fendtipo de macrofagos pelo LPS sédo
consistentes com os relatos da literatura, que mostram que células RAW 264.7, uma outra
linhagem celular de macréfagos, quando estimuladas, contém vacuolos citoplasmaticas e
numerosas projecoes citoplasmaticas (HAAK-FRENDSCHO et al., 2008). A exposi¢do
de macrofagos a LPS e IFN-y induz a ativacdo de macrofagos, resultando em alteracdes
morfologicas nas células RAW 264.7, que incluem o aparecimento de pseudopodes
maiores e as células tornam-se mais granulares e estreladas, com nucleos proeminentes
(ZHANG et al., 2009). Neste estudo, foram observadas alteracfes semelhantes na
morfologia de macrofagos da linhagem J774A.1 estimulados com LPS. No entanto, nos
macrofagos ativados com LPS e tratados com o EH da PVA, ISL ou FMT, foi possivel

observar uma diminuicao discreta da presenca dessas caracteristicas morfologicas.
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A partir dos efeitos observados na morfologia dos macrofagos apés a ativagédo por
LPS e tratamento com o EH e os compostos (ISL ou FMT), foram avaliados os
marcadores fenotipicos F4/80 e CD86. O F4/80 é uma glicoproteina, considerada um
marcador especifico para macréfagos murinos (DOS ANJOS CASSADO, 2017) e o
CD86 é uma molécula co-estimuladora, também considerado um marcador de
macrofagos de perfil M1 (SOLDANO et al., 2018). O EH ou a ISL diminui a ativagdo
dos macréfagos J774.A1 reduzindo a percentagem de células F4/80+ CD86+ ap0s o
tratamento. Este resultado € interessante, visto que os macrofagos de perfil M1 murinos,

quando ativados passam a expressar esses marcadores (JABLONSKI et al., 2015).

Nossos resultados, indicam que a PVA possui um efeito imunossupressor, Visto
que a molécula co-estimuladora é importante na promocao da inflamacéo e é necessaria
para a ativacdo dos linfocitos T. O tratamento com a PVA indica possivelmente uma
supressao da ativacdo/polarizacdo para um perfil M1, pois macr6fagos M1 em repouso
tem uma expressao basal de CD86, mais quando ativados passam a expressar niveis mais
altos dessa molécula. Bueno-Silva (2015) mostrou o inverso do observado nesse estudo,
embora ele tenha avaliado a expressao do mRNA de CD80/CD86, o tratamento de células
RAW 264.7 com a PV aumentou a expressao do mRNA dessas proteinas, indicando a
ativacdo dessas células pela PV (BUENO-SILVA et al., 2015).

A diminuicdo da expressao de CD86 ap0s o tratamento com a ISL corroborou com
achados na literatura, onde foi avaliado também por citometria de fluxo a supressédo de
CD86 em células da linhagem THP-1 tratadas com ISL, num modelo de dermatite atopica
(YU etal., 2017). A ISL é uma chalcona e faz parte da composicdo quimica de diversas
plantas medicinais e produtos de origem natural (SHARMA; KATIYAR; AGRAWAL,
2018) que apresenta diversas atividades farmacoldgicas (PENG et al., 2015).

Em relacdo a producéo de citocinas apds o tratamento, vale ressaltar que a IL-6 e
TNF sdo citocinas inflamatérias e desempenham um papel crucial no processo
inflamatdrio e sdo secretadas por diversos tipos celulares, incluindo os macrofagos
ativados classicamente (ABBAS; et al. 2015). Elevados niveis dessas citocinas esta
associado a maior gravidade de doencas inflamatdrias (FERNANDO et al., 2014). Por
outro lado, a IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria, secretada por macréfagos ativados
alternativamente, estando associada ao controle e resolugédo da inflamacdo (ABBAS; et
al. 2015). Atua suprimindo a ativacdo do fator de transcricdo de NF-kB, que € um dos

responsaveis pela transcri¢do de citocinas e mediadores inflamatérios (BRANDTZAEG
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etal., 1996). Assim, foi avaliado o efeito do tratamento do EH, ISL ou FMT na producéo
de citocinas e foi possivel observar que tanto o tratamento com o extrato da PVA como
com 0s compostos isoladamente diminuiram os niveis de IL-6 e TNF, nas condi¢des
testadas. De forma interessante, Bueno-Silva (2015) observou que o tratamento de células
RAW 264.7 com a PVA aumentou os niveis de IL-6 e TNF, quando comparado com o
LPS, e inibiu IL-10 (BUENO-SILVA et al., 2015). Em contrapartida o tratamento destas
células com a ISL diminuiu a producédo de IL-6 (ZHAO et al., 2014) e TNF (LEE et al.,
2009), ja a FMT reduziu essas citocinas in vivo (MA et al., 2013).

O estimulo do LPS em macrofagos ativa diversas vias de sinalizacdo que
culminam na producdo de mediadores inflamatdrios. Neste estudo, foi avaliada a ativacédo
de diversas proteinas quinases (MAPKSs - proteina quinase ativada por mitégenos), que
desempenham funcBes importantes nos processos bioldgicos de divisdo celular,
diferenciacdo, proliferacdo e apoptose (KAMINSKA, 2005)(CARGNELLO; ROUX,
2012). Para entendermos essa possivel modulacdo do EH da PVA e do composto isolado
ISL nos macrofagos ativados por LPS, avaliamos a fosforilacdo de ERK1/2 e p38 e a
expressdo de genes relacionados as vias pré-inflamatérias (NOS2, SOCS3, CCL3), anti-
inflamatorias (4rgl, TGFp), ao estresse oxidativo (HO1), ao ciclo celular (CCNE1) e
relacionado a fagocitose (LAMP2).

Em nossos resultados, foi possivel detectar a ativagdo das vias ERK1/2 e p38 nos
macrofagos em decorréncia do estimulo com LPS, como esperado. Interessantemente, o
tratamento dos macrofagos com o EH da PVA potencializou a ativacdo das vias estudadas
e o efeito contrario pdde ser observado com o tratamento da ISL, que reduziu a
fosforilacdo de ERK1/2 e p38 em comparagao ao estimulo com LPS. Em um estudo, foi
demonstrado que o tratamento de macr6fagos RAW 264.7 com o extrato da propélis
vermelha diminuiu a ativacdo das proteinas fosforiladas NF-kB, C-FOS e MAPK p42/p44
(ERK1/2) (BUENO-SILVA et al., 2015). O extrato da PVVA é uma mistura complexa com
diversos compostos que possuem diferentes atividades bioldgicas, a depender da época
de coleta e sazonalidade, as concentracdes e presenca dos componentes podem variar
(NUNES et al., 2009; SILVA et al., 2008). Possivelmente, em nosso extrato, talvez, os
compostos que ativem as vias de sinalizacdo ERK1/2 e p38 estivessem em maiores
concentragOes, contudo, é necessario realizar um estudo fitoquimico com o extrato

utilizado. Além disso, as MAPKSs estdo envolvidas em diversos processos bioldgicos e

60



devido a diversos constituintes presentes no EH diferentes fenémenos bioldgicos podem

estar sendo possivelmente modulados.

A ativacdo das proteinas MAPK podem estar envolvidas com as respostas
antioxidantes. Um estudo mostrou que o tratamento com a procianidina B2, um
flavonoide natural, protegeu células Caco-2 (adenocarcinoma colorretal humano) contra
0 estresse oxidativo induzindo a ativacéo das proteinas ERKs e p38, ambas envolvidas na
translocacdo de Nrf2 (Fator 2 relacionado ao fator nuclear eritroide 2) para o nucleo
celular (RODRIGUES-RAMIRO et al., 2012). Os flavonoides do cacau induziram a
ativacdo das enzimas antioxidantes, Glutationa peroxidase (GPx) e Glutationa redutase
(GR) através da ativacdo de ERK1/2 em células HepG2 (MARTIN et al., 2010). Em um
outro estudo, o tratamento de células Caco-2 com o extrato polifendlico da prépolis do
alamo também induziu a ativacdo das vias ERK1/2 e p38 fortalecendo as juncgdes
oclusivas da barreira intestinal (WANG et al., 2016). Esses dados sugerem que 0s
flavonoides podem promover a modulacao de diferentes respostas através da ativacdo das
proteinas MAPK.

Nos Ultimos anos, estudos com compostos isolados da prépolis vermelha tém sido
realizados. Neste contexto, a acdo anti-inflamatéria dos isoflavondides neovestitol e
vestitol isolados da prépolis vermelha foi mostrada através de estudos in vivo onde esses
compostos inibiram a migracdo de neutréfilos em camundongos e reduziram os niveis de
IL-6 durante o desenvolvimento da inflamacdo (BUENO-SILVA et al., 2013;
FRANCHIN et al., 2016). A atividade anti-inflamatdria da ISL também foi mostrada,
onde o tratamento de macr6fagos RAW 264.7 com o composto apos o estimulo com LPS
atenuou a ativacao do fator de transcricdo NF-kB, além de suprimir a fosforilacdo das
MAPK ERKZ1/2 e p38 (KIM et al., 2008a). Nossos resultados com o tratamento da ISL
corroboram com os achados na literatura comprovando sua acdo anti-

inflamatdria/imunomoduladora em linhagens celulares distintas.

As MAPKs ERK 1/2 e p38 MAPK sdo proteinas transdutoras de sinal
responsaveis por respostas biologicas relacionadas a proliferagdo, desenvolvimento,
sobrevivéncia e diferenciacdo celular (PEARSON et al., 2001). A ativagdo de MAPKSs
estd envolvida na expressdo de iNOS e na ativacdo de NF-kB que consequentemente
culminam na produgédo de mediadores inflamatorios tais como as citocinas (TNF, IL-6,
IL-1b, IL-8) induzidas por LPS (BADGER et al., 1996; CARTER etal., 1999; NAKANO

et al., 1998). Em nossos resultados, o tratamento com o EH da PVA reduziu
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significativamente a expressao relativa de NOS2 e SOCS3 e interessantemente aumentou
a fosforilagéo das vias MAPK, indicando a ativagao das vias estudadas. O tratamento dos
macréfagos com a ISL diminuiu a expressdo de NOS2 e SOCS3 e a fosforilacdo de
ERK1/2 e p38, 0 que era esperado, visto que a ativacdo das MAPK esté envolvida na
expressao de iNOS e SOCS3.

Macrofagos ativados classicamente (M1) expressam altos niveis da enzima 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), que é considerada um marcador fidedigno para desta
populacédo de células (LISI et al., 2017; ORECCHIONI et al., 2019). Além de ser um
marcador de macrofagos M1, a iNOS atua promovendo a producéo de NO (6xido nitrico)
a partir da catalise da L-arginina. O NO possui diversas fungdes na defesa do hospedeiro
contra patogenos intracelulares, na inflamacdo promovendo a vasodilatacdo, e
ocasionando a morte de células tumorais (LORSBACH et al., 1993). O supressor de
citocinas 3 (SOCS3) possui um papel crucial na polarizacdo de macrofagos M1.
Macréfagos ativados classicamente para um perfil pré-inflamatério possuem alta
expressao de SOCS3 e essa populacdo de células também expressam iNOS, marcador de
M1 (ARNOLD et al., 2014; LIU et al., 2008).

Diferentes compostos presentes nas classes de flavonoides desempenham
atividade anti-inflamatoria ou imunomodulatéria. Em um estudo, a flavonona
liquiritigenina, inibiu a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, suprimindo a producao
de citocinas pré-inflamatérias in vitro e impedindo a formacdo de edema em patas de
camundongo (KIM et al., 2008b). Em um modelo experimental de artrite in vivo a
medicarpina, pertencente a classe dos pterocarpanos, regulou negativamente a producao
de citocinas pro-inflamatoriass (TNF-a, IL-6 e IL-17A), enquanto regulava positivamente
a producéo de IL-10, prevenindo o agravamento da doengca (MANSOORI et al., 2020).
Foi mostrado que guttiferonas K exercem um efeito anti-inflamatério em macréfagos
infectados por Micobacterium tuberculosis evidenciando a diminuicdo de mediadores
inflamatorios incluindo IL-1B, TNF, IL-6, iNOS e cicloxigenase 2 (COX2), além de
suprimir as atividades do inflamassoma NLRP3, de NF-kB e Akt (ZHANG et al., 2020).
A acdo anti-inflamatdria dos terpenos foi avaliada por meio da supressédo da producéo de
NO e da atividade de NF-kB in vitro (MARQUES et al., 2019).

Assim, neste estudo observou-se que o EH da PVA e a ISL foram capazes de
reduzir a ativagdo, nos macrofagos J774.Al, ocasionada pelo LPS. Além disso, o

tratamento com o EH da PVA levou a diminuicéo na expressdo de RNAm de genes pro-
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inflamatdrios e secrecdo de citocinas IL-6 e TNF. Assim, faz-se necessario um
aprofundamento no estudo com o extrato da PV A para que esses mecanismos moleculares
sejam elucidados contribuindo para descoberta de novos agentes terapéuticos em doengas

inflamatorias.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel concluir que o EH da PVA possui atividade
imunossupressora em macrofagos J774.A1 ativados por LPS, diminuindo a expressdo
de proteinas e mediadores inflamatorios.

O tratamento com o EH da PVA reduziu os niveis de IL-6 e TNF e levou a
diminuicdo da expressdo de NOS2 e SOCS3, indicando uma possivel modulagdo a
nivel transcricional.

A ISL se mostrou bastante eficiente reduzindo expressdao da molécula co-
estimuladora CD86. Aléem disso, o tratamento com este composto reduziu a expressao
dos genes NOS2 e SOCS3 e a fosforilagdo de ERK1/2 e p38.

Os resultados do presente estudo mostraram que a PVA é um produto natural
que possui uma atividade imunomoduladora promissora em macréfagos murinos in
vitro estimulados com LPS devido a supressdo de moléculas co-estimuladora de
ativacdo CD86, de citocinas pré-inflamatorias (IL-6, TNF) e a diminuicdo da
expressao de NOS2 e SOCS3. E que, a ISL, um constituinte da PVA possui atividade
anti-inflamatoria em funcédo da supressdo da molécula de ativacdo (CD86), a reducédo
da ativacdo de MAPKSs e a diminuicdo da expressdo de NOS2 e SOCS3.

Assim, este estudo contribui com a descoberta e elucidacdo das atividades
bioldgicas da PVA colaborando para o desenvolvimento futuro de novas estratégias
terapéuticas para doencas inflamatorias.
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Abstract

Pain and inflammatory disorders are significant health problems because of prevalence and
associated disabilities. In this context, LASSBio-596 is a hybrid compound able to modulate
TNF-a and phosphodiesterases 4 and 5, exhibiting an anti-inflammatory effect in the
pulmonary inflammatory model. Aiming at a better description of the activities of LASSBio-
596, we initially conducted nociception tests (acetic acid-induced abdominal writhing,
glutamate, and formalin-induced nociception and hot plate test) and later inflammatory tests
(acute, peritonitis; and chronie, arthritis) that directed us to this last one. In the abdominal
writhing test, there was a dose-dependent inhibition, whose response occurred at the
maximum dose (50 mg/kg, p.o.), used in the subsequent tests. LASSBio-596 also inhibited
nociception induced by chemical (glutamate by 31.9%; and formalin, in both phases, 1st phase:
25.7%; 2nd phase: 23.9%) and thermal agents (hotplate, by increased latency for pain at two
different times). These effects were independent of the motor function, legitimated in rotarod.
As there was a response in the inflammatory component of nociception, we performed the
peritonitis test, in which migration was inhibited by LASSBio-506 by 39.9%. As the
inflammatory process is present in autoimmune diseases, we also performed the arthritis test.
LASSBio-596 reduced paw edema from the 15th day to the 21st day of treatment (no liver
changes and with fewer paw injuries). In addition, LASSBio-596 decreased serum levels of
TNF-a by 67.1%. These data demonstrated the antinociceptive effect of LASSBio-596 and
reinforces its anti-inflammatory property (i.e., RA), amplifying the therapeutic potential of

this molecule.
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Abstract

Arthropod-borne viruses, also known as arboviruses, are transmitted by bites of infected
mosquito or tick vectors. In this context, the Flavivirus genus is mainly transmitted by
mosquitoes from the Aedes genus, being the Ae. africanus, Ae. aegypti, and Ae. Albopictus
species are responsible for transmitting the Zika virus (ZIKV). It is a lipid-enveloped virus
constitute of an RNA genome, which is translated into a polyprotein encoding three structural
proteins {{capsid (C), membrane (M), and envelope (E)} and seven non-structural proteins
(NS1, NSzA, NSz2B, N33, NS4A, N54B, and NSg). Several biological targets have been identified
for developing antiviral agents against ZIKV, which could prevent virus entry, assembly, or
release of new virion particles, by interactions with structural proteins. Drugs targeting non-
structural proteins could inhibit the ZIKV-replication cycle. Nature has provided excellent
compounds for designing new potent analogs. The medicinal chemistry emerges as an
impressive, rationally design and to develop new antiviral agents. Additionally, virtual and
high-throughput screenings have contributed greatly to the identification of previously
approved-drugs that could be repurposed for ZIKV, as antiviral agents. In this chapter, we offer
a literature review about the most relevant and recent advances made on the medicinal
chemistry of ZIKV research. We focus on natural, nature-based, semi-synthetic, and synthetic

antiviral compounds, as well as repurposed drugs and other inhibitors targeting ZIKV.

Keywords
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