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RESUMO

A propolis é um produto resinoso, elaborado pelas abelhas a partir de diferentes partes
das plantas, e se destaca por suas inumeras propriedades bioldgicas, e pela possibilidade
de aplicacdo na industria farmacéutica. Recentemente, nosso grupo tem estudado sua
acdo sobre mondcitos — células do sistema fagocitico mononuclear que exercem
importante funcdo na resposta imune. Neste projeto, visamos investigar a possivel acdo
moduladora da propolis na apresentagdo de antigenos por mondcitos humanos,
utilizando um antigeno infeccioso (subunidade B da enterotoxina termolabil de
Escherichia coli - EtxB), um antigeno tumoral (MAGE-1), o acido retindico (AR) e
lipopolissacarideo (LPS), simultaneamente ou ndo a prépolis, avaliando o possivel
efeito citotoxico dos tratamentos, a expressdo de receptores celulares (TLR-2, TLR-4,
HLA-DR, CD40, CD80) e a producdo de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10 e 1L-12). A
modulacdo da autofagia foi avaliada através da expressdo de genes que codificam as
proteinas Beclin-1 e LC3-Il, utilizando a rapamicina simultaneamente ou ndo a propolis.
A propolis ndo alterou a viabilidade dos mondcitos humanos e exerceu efeito
citoprotetor nas células incubadas com os estimulos. A prdpolis manteve a expressdo
basal dos receptores de superficie celular; porém, em associacdo com MAGE-1 e LPS,
diminuiu a expressdo de CD40 estimulada pelos antigenos isoladamente. Em associacao
com AR, a propolis manteve a acdo do antigeno sobre 0s receptores. Ja a associacdo da
prépolis com a EtxB, reduziu a expressdo de TLR-4, CD40 e CD80. A propolis inibiu a
producdo de TNF-a (associada com EtxB e MAGE-1) e IL-6 (associada com AR e
MAGE-1), e aumentou a producdo de IL-10 (associada com MAGE-1). A propolis,
isoladamente, ndo estimulou a expressdo dos genes que codificam Beclin-1 e LC3-II,
mas sua associagdo com rapamicina inibiu a expressdo génica induzida pelo farmaco,
sugerindo sua capacidade inibitdria sobre a autofagia. Nossos resultados sugerem que a
propolis exerceu acdo imunomoduladora na presenca de antigenos, favorecendo
respostas anti-inflamatoérias. Ademais, seu efeito modulador na apresentacdo antigénica
é independente da autofagia. Esses resultados abrem perspectivas para o uso da prépolis

no auxilio do tratamento de condicGes inflamatorias.

Palavras-chave: propolis; mondcito; imunomodulacdo; apresentacdo antigénica.



ABSTRACT

Propolis is a resinous product made by bees from different parts of plants, showing
several biological properties and a possible application in the pharmaceutical industry.
Recently, our group has studied its action on monocytes — cells of the mononuclear
phagocytic system that exert an important function in the immune response. In this
project, we aimed to investigate the modulatory action of propolis on antigen
presentation by human monocytes, using an infectious antigen (B subunit of
Escherichia coli heat-labile enterotoxin — EtxB), a tumor antigen (MAGE-1), retinoic
acid (RA) and lipopolysaccharide (LPS), simultaneously or not with propolis,
evaluating a possible cytotoxic effect of the treatments, the expression of cellular
receptors (TLR-2, TLR-4, HLA-DR, CD40, CD80) and cytokine production (TNF-a,
IL-6, IL-10 e IL-12). Modulation of autophagy was assessed by gene expression of
Beclin-1 and LC3-I11, using rapamycin simultaneously or not to propolis. Propolis did
not affect the viability of human monocytes and exerted a cytoprotective effect on cells
incubated with the stimuli. Propolis maintained the basal expression of cell surface
receptors; however, in association with MAGE-1 and LPS, it decreased CD40
expression that was stimulated by antigens. In association with RA, propolis maintained
the antigen action on receptors. The association of propolis with EtxB reduced TLR-4,
CD40 and CD80 expression. Propolis inhibited TNF-a (associated with EtxB and
MAGE-1) and IL-6 (associated with AR and MAGE-1), and increased IL-10 (associated
with MAGE-1) production. Propolis alone did not stimulate Beclin-1 and LC3-1I
expression; however, in association with rapamycin, it inhibited gene expression that
was induced by the drug, suggesting propolis inhibitory action on autophagy. Data
suggest that propolis exerted an immunomodulatory action in the presence of antigens,
favoring anti-inflammatory responses. In addition, the modulatory effect of propolis on
antigen presentation is independent of autophagy. These results open perspectives for

the use of propolis in the treatment of inflammatory conditions.

Keywords: propolis; monocyte, immunomodulation; antigenic presentation.
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1. Prépolis

1.1. Definicdo

A propolis é um produto resinoso e balsdmico, elaborado pelas abelhas a partir de
diferentes partes das plantas como brotos, ramos, cascas de arvores, exsudados resinosos e
botbes florais, ao qual as abelhas adicionam secre¢des salivares, cera e pdlen (Bankova,
2005). Constitui um material lipofilico, apresentando-se duro e quebradico quando em
temperaturas baixas, e com aspecto pegajoso e flexivel em temperaturas mais elevadas. Seu
odor é aromatico e agradavel e sua coloracdo € variada, dependendo da origem boténica,
podendo apresentar-se nas cores marrom, verde, vermelha e preta (Silva-Carvalho, 2015).

A palavra propolis é originada do grego: “pro” = defesa, ¢ “polis” = cidade
(Ghisalberti, 1979). Dessa forma, a propolis é utilizada pelas abelhas para selar aberturas da
colmeia, com a finalidade de controlar as variacGes de temperatura no seu interior. Também é
utilizada para embalsamar insetos e outros invasores que morrem dentro da colmeia, com 0
objetivo de evitar sua decomposi¢cdo e manter o ambiente interno asséptico, protegendo-o

contra micro-organismos (Salatino et al., 2005).

1.2. Composicdo quimica e fontes botanicas

De modo geral, a prépolis € composta por cerca de 50% de resina, 30% de cera de
abelha, 10% de Oleos aromaticos e essenciais, 5% de polen e 5% de outras substancias
variadas, incluindo detritos (Burdock, 1998). Porém, sua composi¢do quimica é extremamente
complexa, variando conforme a localizagcdo geografica e a flora local. Foram identificados
mais de 300 componentes presentes na prépolis, sendo 0s principais componentes
biologicamente ativos da prépolis brasileira os acidos diterpénicos e acidos p-cumaricos
prenilados. Ha também chalconas, acido benzdico, benzoaldeido, alcoois, acetona, compostos
fenodlicos, acido cinamico, acido cafeico e derivados, di- e triterpenos (De Castro, 2001). Os
constituintes da propolis como materiais cerosos, balsamos, Oleos essenciais e derivados
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fendlicos, podem ser extraidos em solventes como etanol, éter, acetona, tolueno e
tricloroetileno (Cunha et al., 2004). A cera e as impurezas podem ser removidas durante o
processamento da amostra (Burdock, 1998).

Devido a complexa e variavel composicdo quimica da propolis, € importante que 0s
estudos de suas atividades biologicas sejam sempre associados as fontes boténicas e a
composi¢do quimica da amostra avaliada, conforme revisado por Sforcin (2016). Assim, as
principais fontes de propolis no apidrio da UNESP, Campus de Botucatu, sdo Baccharis
dracunculifolia DC (alecrim-do-campo), seguida de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze
e Eucalyptus citriodora Hook (Bankova et al., 1999). Os compostos presentes na prépolis
produzida nesse apiario foram analisados por técnicas cromatogréficas, revelando que dentre
seus principais grupos estdo os compostos fenolicos (flavonoides, acidos aromaticos,
benzopiranos), di- e triterpenos e 6leos essenciais (Bankova et al., 1998; Sforcin, 2007).
Dados de nosso grupo evidenciaram que variacGes sazonais na composicao da prépolis ndo
sdo significativas, havendo concentragcdes dos compostos biologicamente ativos em todas as

estacdes do ano (Boudourova-Krasteva et al., 1997; Sforcin, 2007).

1.3. Propriedades bioldgicas

Devido suas propriedades, a prdpolis tem sido utilizada na medicina popular desde a
antiguidade. Os egipcios conheciam bem suas propriedades antiputrefativas e utilizavam-na
para mumificacdo de cadaveres. Gregos e romanos empregavam a prépolis no tratamento de
feridas, onde exercia acdo antisséptica e cicatrizante, sendo também utilizada durante a
segunda guerra mundial para a mesma finalidade. Os persas descreviam-na como um
medicamento para tratar eczemas, mialgia e reumatismo. Ja os incas utilizavam a propolis
como agente antipirético. Assim, esse apiterapico tem sido utilizado desde a antiguidade na
medicina humana para diversas finalidades, mas foi em 1985 que a propolis comegou a ser
considerada uma substancia promissora na area da farmacologia, como revisado por Silva-
Carvalho et al. (2015). Desse modo, a propolis tem sido utilizada até os dias atuais devido as
suas inumeras propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, e tem se destacado pela
possibilidade de aplicacdo na industria farmacéutica (Sforcin, 2016).

A propolis € descrita por apresentar importantes atividades biologicas, como

antimicrobiana, antitumoral, antioxidante, anti-inflamatdria e imunomoduladora (Sforcin,
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2016). Sua atividade antimicrobiana é uma das mais bem documentadas, sendo eficaz contra
diferentes micro-organismos. O estudo da acdo antibacteriana contra vérias cepas tem
demonstrado que a propolis € mais ativa contra bactérias Gram-positivas do que Gram-
negativas (Sforcin et al., 2000). A préopolis também apresenta atividade antifangica (Sforcin et
al., 2001; Ota et al., 2001; Siqueira et al., 2009), anti- parasitaria (Freitas et al., 2006;
Salomé&o et al., 2011; Da Silva et al., 2013) e antiviral (Bufalo et al., 2009), sendo que ela
pode agir diretamente sobre 0s micro-organismos in vitro ou estimular o sistema imune para
elimina-los in vivo (Sforcin & Bankova, 2011). Dessa forma, a propolis pode induzir aumento
na atividade antimicrobiana de macrdfagos contra Paracoccidioides brasiliensis (Murad et
al., 2002), contra Samonella Typhimurium (Orsi et al., 2005), de mondcitos contra Candida
albicans (Cardoso et al., 2017), e células dendriticas (DCs) contra Streptococcus mutans
(Conti et al., 2016).

Além disso, a propolis apresenta outras atividades sobre o sistema imunoldgico, sendo
capaz de modular os eventos iniciais da resposta imune, induzindo a expressdo de moléculas
importantes no desenvolvimento da resposta imunologica, como o0s receptores semelhante a
Toll (TLR)-2 e TLR-4 (Orsatti et al., 2010), a molécula co-estimulatéria CD80 e citocinas pré
e anti-inflamatérias (Bufalo et al.,, 2014), modulando vias do sistema complemento
(lvanovska et al., 1995), ativando o fator de transcricdo NF-xB (Conti et al., 2016), bem como
aumentando a producao de anticorpos (Sforcin et al., 2005).

Nosso grupo tem investigado a acdo da prépolis sobre mondcitos humanos, os quais

foram estudados também neste trabalho de mestrado.
2. Monacitos
2.1. Definicdo

Monacitos sdo celulas do sistema fagocitico mononuclear — uma familia de fagocitos
profissionais derivados de progenitores hematopoiéticos de origem mieléide (Hume, 2015).
Desenvolvem-se na medula dssea, a partir da divisdo dos monoblastos, e depois sdo liberados

na corrente sanguinea (Geissmann et al., 2003). Essas células representam cerca de 5 a 10%

dos leucocitos circulantes no sangue periférico humano e possuem morfologia heterogénea,
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podendo variar quanto ao tamanho, granulosidade e morfologia do nucleo (Gordon &Taylor,
2005).

Os mondcitos podem ser divididos em subtipos distinguidos de acordo com alguns
parametros, como a expressao de receptores, presenca de moléculas de superficie especifica e
a habilidade de diferenciacéo apds o estimulo com citocinas ou moléculas microbianas (Shi &
Pamer, 2011). Mondcitos humanos caracterizados por alta expressdo de CD14 e que nédo
expressam CD16 sdo chamados de monacitos classicos, e sdao conhecidos por participarem de
respostas inflamatorias induzidas por agentes patogénicos ou por dano tecidual. (Lee et al.,
2013). Esses representam 80% a 90% dos mondcitos presentes no sangue (Auffray et al.,
2009). Por outro lado, aqueles que expressam CD16 e apresentam baixa expressdo de CD14
sdo chamados mondcitos nao-classicos, 0os quais sdo descritos por atenuarem propriedades
inflamatdrias em resposta a danos vasculares, facilitando a cicatrizacdo do tecido e a
revascularizacdo. Ainda, mais recentemente foi descrito um subtipo intermediario entre o0s
mondcitos classicos e ndo-classicos, que sdo encontrados em baixa quantidade na corrente
sanguinea e se expandem em respostas a citocinas e inflamacao, como revisado por Lee et al.
(2013). Assim, analises fenotipicas e funcionais demonstram que 0s mondcitos exercem
papeis importantes e, algumas vezes, divergentes em varias condigdes patoldgicas (Xiong &
Pamer, 2015).

2.2. Acles dos mondcitos na resposta imunolégica

Os mondcitos possuem importante funcdo na homeostasia, removendo células
apoptéticas e componentes toxicos do organismo, bem como na resposta imune, atuando
como células apresentadoras de antigenos (APCs) (Auffray et al., 2009). Sdo também
importantes em muitas doengas com componentes inflamatdrios, como as infeccbes, doencas
cardiovasculares, diabetes tipo | e cancer (Hettinger et al., 2013). A fungcdo dos monadcitos
recrutados é altamente dependente do contexto da inflamacgéo, do sitio e do microambiente
nesse local, onde podem também produzir uma gama complexa de citocinas e fatores de
crescimento (Xiong & Pamer, 2015).

Em determinadas condigdes, a saida dos mondcitos da medula 0ssea em direcdo a
corrente sanguinea € aumentada, sendo mediada pela interacdo CCR2—-CCL2 ou induzida por

citocinas, entre outros sinais (Xiong & Pamer, 2015). Uma vez na circulagdo, essas células
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possuem a habilidade de se mover para os sitios onde sdo necessérias, diferenciando-se em
macrofagos nos tecidos (Shi & Pamer, 2011). Dessa forma, 0os mondcitos sdo rapidamente
recrutados para locais de lesdo ou infeccdo, podendo também migrar diretamente do sangue
para os linfonodos (Geissmann et al., 2008).

Os mondcitos sdo fundamentais no desenvolvimento da resposta imune, mediando a
defesa inicial do hospedeiro contra micro-organismos (Shi & Pamer, 2011), sendo
conhecidos, juntamente com outras APCS, como “orquestradores” da resposta imune, pois o
processo de captacdo e apresentacdo do antigeno é essencial para definir o tipo de resposta a
ser montada, bem como sua intensidade, extensdo e duragdo (De Lastic et al., 2016). Os
mondcitos podem originar também outras APCS, como macrdfagos e células dendriticas.

Mondcitos possuem receptores semelhantes a Toll (TLRsS) que reconhecem micro-
organismos através da deteccdo de produtos ou estruturas microbianas conservadas,
denominados de padrdes moleculares associados aos patégenos (PAMPs). Os PAMPs estdo
ausentes em células eucaridticas, mas podem estar presentes tanto em micro-organismos
patogénicos ou ndo, fazendo com que os TLRs sejam capazes de distinguir o préprio do nédo-
préprio (Medzhitov, 2001). TLRs reconhecem um diverso, porém limitado, nimero de
PAMPs. Como exemplo, TLR-2 reconhece uma grande quantidade de produtos microbianos,
como peptidioglicanos, lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram-negativas, lipoproteinas,
componentes de parede celular de micobactérias. Tal variedade de ligantes pode ser
explicada, em parte, pela cooperacdo existente entre TLR-2 e TLR-1 ou TLR-2 e TLR-6,
ocorrendo formacdo de heterodimeros. Ja TLR-4 tem como agonistas LPS de bactérias Gram-
negativas, acido lipoteicdico e a proteina de fusdo F do virus respiratdrio sincicial (RSV).
Acidos nucléicos virais ou bacterianos sdo reconhecidos por TLR-3/7/8 e 9 enquanto o TLR-5
tem como ligante a flagelina bacteriana (Takeda & Akira, 2005).

Ap0s o reconhecimento de micro-organismos, ha ativacdo de vias de transdugédo de
sinal e ativacdo de vérios fatores de transcricdo, como, por exemplo, NF-kB e STAT-3,
relacionados a expressdo de genes envolvidos na resposta imune do organismo, como
citocinas, quimiocinas, moléculas de histocompatibilidade (MHC) e moléculas
coestimulatorias importantes para ativacdo das células T, como CD80 (B7-1) que se liga ao
CD28, e CDA40, a qual atua como uma molécula transmembranica sinalizadora, regulando um
amplo espectro de processos moleculares e celulares, incluindo o inicio e progressdo das

respostas adaptativas celular e humoral (Medzhitov, 2001; Han et al., 2003). Dessa forma, 0s
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mondcitos apresentam antigenos aos linfdécitos T via MHC (I ou Il), fornecendo o primeiro
sinal para ativacdo dos linfocitos T, e expressam também moléculas coestimulatérias (B7-1,
B7-2), propiciando o segundo sinal para ativacdo destas células, aléem de secretarem citocinas
que determinam o perfil de linfocito efetor gerado apds a ativacao.

Assim, além de seu papel no reconhecimento de antigenos, os mondcitos tém
participacdo fundamental na ativacdo, polarizacdo e expansdo dos linfdcitos, podendo
contribuir para a ativacdo primaria de células T e para o desenvolvimento de células T de
memoria. Dessa forma, células Th naive podem ser diferenciadas em subtipos efetores como,
por exemplo, Thl, Th2, Thl17 e T reguladora (Treg), as quais apresentam funcdes divergentes,
podendo levar a inflamagdo ou tolerancia, desencadeando respostas imunes protetoras ou
patogénicas (Geissmann et al., 2008).

As células do tipo Thl estdo envolvidas na resposta celular e nas reacdes de
hipersensibilidade tardia, sendo particularmente importantes na resposta contra micro-
organismos intracelulares. A polarizacdo e expanséao de células Thl é facilitada pela presenca
da citocina IL-12 e sdo caracterizadas pela secrecdo de citocinas com acdo pré-inflamatoria,
como IFN-y e TNF-o. As células Th2, inicialmente descritas como desencadeadoras de
resposta anti-inflamatoria devido sua habilidade de suprimir a resposta Thl, estdo envolvidas
na resposta imune humoral, agindo especialmente contra parasitas e alérgenos. Esse subtipo
celular pode ser induzido pela secrecdo de IL-4, bem como pode secretar essa citocina, além
de outras como IL-5, IL-13, IL-10. Os linfécitos Th17 desencadeiam respostas inflamatorias e
estdo envolvidos nas doencas autoimunes, na defesa contra bactérias extracelulares, fungos, e
outros patdgenos. A IL-6 é uma das citocinas envolvidas na diferenciacdo de células T naive
em Thl7, as quais podem secretar IL-17, IL-21, entre outras citocinas. Ja as células Treg, que
podem ser induzidas pela secrecdo de TGF-B, desenvolvem uma fungdo supressora e
reguladora da resposta imune, sendo importantes no controle de condi¢des inflamatorias e
doencas autoimunes. Ceélulas Treg, assim como as Th2, sdo secretoras de IL-10, citocina com
acao anti-inflamatoria e desativadora da resposta imunoldgica, sendo também capaz de ativar
células B e aumentar a producdo de anticorpos, conforme revisado por Raphael et al. (2015).
Além disso, a IL-10 também pode regular a funcdo das células Treg (Kubo & Motomura,
2012) e estimular a expanséo de células Th2 (Martinez et al., 2008).

Portanto, os monocitos s&o células essenciais no desenvolvimento da resposta imune,

pois além de constituirem a primeira linha de defesa do hospedeiro, promovendo a resposta
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inespecifica, eles direcionam para respostas imunes adquiridas apropriadas (Hume, 2015).
Neste trabalho, mondcitos foram adotados em nosso modelo experimental por serem células

circulantes, e pelo fato de a propolis ser distribuida sistemicamente apds sua ingestao.

3. Autofagia

A palavra autofagia é derivada do grego: auto significa préprio e phagia comer, ou
seja, “comer a si mesmo”, referindo-se ao processo de degradacdo de estruturas
citoplasmaticas da propria célula. Dessa forma, a autofagia consiste em uma via catabolica em
que estruturas citoplasmaticas sdo degradadas dentro do lisossomo. Os processos autofagicos
podem ser classificados em: autofagia mediada por chaperonas, microautofagia e
macroautofagia (Ravikumar et al., 2010). Na autofagia mediada por chaperonas, proteinas
citosodlicas sdo translocadas para dentro do lisossomo através de um processo que envolve o
reconhecimento por chaperonas e a entrega de proteinas ao receptor LAMP-2A, presente na
membrana lisossomal. Na microautofagia, contetdos citosolicos séo incorporados diretamente
no limen lisossomal por meio de invaginacfes da membrana do lisossomo (Valdor & Macian,
2012). Ja a macroautofagia, comumente denominada apenas pelo termo autofagia (Ravikumar
et al., 2010), inicia-se com a formacdo de uma membrana, denominada de fagoforo, que
internaliza proteinas, organelas ou patdgenos a serem degradados (Van Limbergen et al.,
2009). Essa membrana pode ser originada de outras membranas intracelulares, como, por
exemplo, a do reticulo endoplasmatico e da mitocondria. Posteriormente, o fagéforo se elonga
e suas extremidades se fundem, originando uma estrutura fechada de dupla membrana,
denominada autofagossomo (Ravikumar et al., 2010). O autofagossomo entédo se funde com o
lisossomo, formando o autofagolisossomo, culminando com a degradagdo do seu conteldo
pelas enzimas lisossomais (Van Limbergen et al., 2009)

A autofagia € mediada por um conjunto de proteinas que controlam 0s processos
envolvidos desde a formacdo do fagoforo até a fusdo com o lisossomo. Dentre elas, temos a
beclin-1, cujo gene foi o primeiro relacionado a autofagia identificado em mamiferos (Van
Limbergen et al., 2009). A beclin-1 faz parte de um complexo que, quando ativado, resulta na
formacgéo do autafogossomo (Ravikumar et al., 2010), sendo considerada um fator chave na
inducdo da autofagia (Deretic, 2011). Outra proteina considerada essencial para a autofagia é
a LC3, a qual, sob inducéo, €é clivada gerando LC3-1 (Glick et al., 2010). A forma LC3-I,
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presente no citosol, é posteriormente processada e convertida em LC3-1l, e é a forma
encontrada na membrana do autofagossomo. A LC3-1l permanece no autofogossomo maduro
até sua fusdo com o lisossomo, quando é entdo desligada ou degradada. Devido a
especificidade da associacdo dessa proteina com o autofogossomo, a quantificacdo de LC3-II
é considerada um excelente marcador para avalia¢do da autofagia (Ravikumar et al., 2010).

A autofagia exerce importante papel na manutengdo da homeostasia celular,
eliminando estruturas danificadas, reciclando componentes celulares, além de ser um
mecanismo alternativo para obtencdo de energia na auséncia prolongada de nutrientes (\VValdor
& Macian, 2012). Participa também da resposta imunoldgica, regulando tanto a imunidade
inata, quanto adaptativa (Deretic, 2011). E modulada por diferentes citocinas, bem como pode
ser ativada apds a deteccdo de PAMPs (Deretic & Levine, 2009), sendo que a ativacdo de
receptores TLR é um dos mecanismos capaz de induzir a autofagia (Xu et al., 2007; Delgado
& Deretic, 2009). Também é especialmente importante para captura de estruturas localizadas
no citosol da célula, auxiliando na eliminacdo de micro-organismos intracelulares (Deretic &
Levine, 2009). Mantegazza et al. (2013) descreveram a autofagia como uma “segunda
oportunidade” para geracdo de peptideos para 0 MHC-II, uma vez que muitas bactérias
fagocitadas ejetam fatores de viruléncia para fora do fagossomo, e algumas delas possuem a
habilidade de escapar do fagossomo no intuito de evitar sua degradacéo, ficando expostas no
citosol da célula. Assim, os antigenos presentes no citosol dependem do trafego da autofagia
para acessarem o compartimento do MHC-II, evidenciando a contribui¢cdo da autofagia para a
apresentacdo antigénica (Mintern & Villadangos, 2012). Portanto, a autofagia é um processo
crucial para manutencdo da sobrevivéncia celular em diversas condi¢des bioldgicas, como

também nos processos infecciosos (Ravikumar et al., 2010).

4. Antigenos utilizados neste projeto

4.1. Acido retindico

O écido retindico (AR), produto da metabolizagdo da vitamina A, é conhecido por
exercer papel marcante na proliferacdo e diferenciacdo celular, atuando na modulacdo do
sistema imunoldgico (Pino-Lagos et al., 2010). Essa acdo imunomoduladora € comprovada

por estudos que relatam que a deficiéncia de vitamina A esta correlacionada a defeitos na
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atividade de células T helper (Mora et al., 2008). Sugere-se que 0 AR estabeleca um ambiente
ndo-inflamatorio, principalmente pela inducdo de células T reguladoras (Pino-Lagos et al.,
2010). Sob condic¢bes inflamatorias 0 AR é capaz de sustentar a expressdo de Foxp3, fator
importante na regulacdo das Tregs, impedindo sua conversdo em células Thl e Thl7,
responsaveis pelo desenvolvimento de respostas inflamatorias (Lu et al., 2014). Pesquisas
conduzidas em modelo animal tém relatado a eficidcia do AR no tratamento de doengas

autoimunes, como esclerose mdaltipla, lapus sistémico e artrite (Yang et al., 2015).

4.2. Subunidade B da Enterotoxina Termolabel de Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) é uma bactéria Gram-negativa que faz parte da microbiota
intestinal, sendo normalmente inofensiva ao homem. No entanto, pode também apresentar
cardter patogénico, causando uma variedade de complicagdes, como infeccGes
gastrointestinais, do trato urinario, do sistema nervoso central e até septicemia. Podem ser
classificadas em E. coli extra-intestinal (EXPEC), enteropatogénica (EPEC),
enterohemorragica  (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EAEC),
enterotoxigénica (ETEC) e difusamente aderente (DAEC), as quais compartilham muitos
fatores de viruléncia. A ETEC compreende a causa mais comum da infec¢do conhecida como
“diarreia do viajante”, que pode ser fatal quando acomete criangas menores de 5 anos, e é
mediada pela secrecdo de enterotoxinas estaveis ao calor e termolabeis. A enterotoxina
termolabel apresenta em sua estrutura uma subunidade A e cinco subunidades B. A
subunidade B da enterotoxina termolabel (EtxB) é a responsavel por se ligar ao receptor
GM1, presente na célula de mamiferos, levando a internalizagdo da toxina para o citosol da
célula, conforme revisado pelos autores Croxen & Finlay (2010). A EtxB é documentada por
seu papel na ativacdo da resposta imune, sendo descrita por apresentar potente atividade
adjuvante, com capacidade de suprimir respostas Thl e induzir ativacdo de células B
(Turcanu et al., 2002).

4.3. Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS), também chamado de endotoxina, € o principal

componente presente na superficie de bactérias gram-negativas, recobrindo mais de 90% da
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célula bacteriana. O LPS constitui uma barreira fisica para protecdo das bactérias a agentes
antimicrobianos, ao mesmo tempo que representa um ativador da resposta imune, sendo
reconhecido pelos receptores (TLRs) presentes em células da imunidade inata, e levando ao
desenvolvimento de respostas pré-inflamatorias (Rosenfeld & Shai, 2006). Os mondcitos
circulantes reconhecem o LPS, podendo levar a producéo de grandes quantidades de IL-153 e
IL-6, auxiliando a diferenciacdo de células Th17, ao passo que as produtoras de I1L-12 falham
em desenvolver essa resposta (Gélvez, 2014). Caucheteux et al. (2016) observaram que a
imunizacdo intranasal com LPS é capaz de estimular a producdo de IL-1p e IL-6 por
macrofagos e 1L-23 por DCs alveolares, favorecendo respostas Th17. Também Arnold et al.
(2015) demonstraram que macréfagos estimulados com LPS séo eficientes em estimular

respostas Thl7.

4.4. Melanoma-associated antigen 1 (MAGE-1)

O Melanoma-associated antigen 1 (MAGE-1) é um antigeno expresso em muitos
melanomas humanos e também em outros tipos de tumor, mas que ndo ¢é expresso em tecidos
normais (Bleler & Mulligan, 1996). Dessa forma, 0 MAGE faz parte de um grupo chamado
de antigenos associados a tumores, que apresentam expressdo aberrante em Vvarios tipos de
cancer (Kulkarni et al., 2012). Devido a alta especificidade tumoral desse antigeno, ele
tornou-se alvo para a imunoterapia contra o cancer e diversas pesquisas tém sido
desenvolvidas nesse sentido (Bieler & Mulligan, 1996). Resultados obtidos na década de 90
ja demonstravam a eficacia do MAGE-1 nessa terapia. No estudo de Mukherji et al. (1995),
pacientes com melanoma metastatico avancado receberam a vacina de APCs aut6logas
pulsadas com peptideos sintéticos de MAGE-1 e desenvolveram linfocitos T citotoxicos
especificos ao MAGE-1. Mais tarde, Chaux et al. (2001) demonstraram que peptideos de
MAGE-1 sdo também reconhecidos por células TCD4", demonstrando a importancia das
APCs no sitio tumoral, as quais sdo capazes de reconhecer, processar e apresentar o antigeno
aos linfocitos, além de sustentar a ativacéo e proliferacdo de células T citotoxicas especificas
ao tumor. Dessa forma, os peptideos do MAGE-1 podem ser apresentados em moléculas de
HLA classe | ou Il, podendo ativar tanto células TCD8" quanto TCD4". De Lastic et al.

(2016), em ensaios conduzidos in vitro, simularam a apresentacdo de antigeno do peptideo
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MAGE-3 e observaram uma forte polarizacio das células TCD4" para o perfil Thl — tipo de

resposta importante no combate a antigenos tumorais.

5. Justificativa do trabalho

Diante destas observacOes, o presente projeto foi delineado visando avaliar a agéo
moduladora da propolis nos mecanismos envolvidos na apresentacdo antigénica. Para tal,
utilizamos um antigeno de origem infecciosa (subunidade B da enterotoxina termolabil de E.
coli - EtxB) (Norton et al., 2012), um antigeno tumoral (human MAGE-1) identificado em
melanoma e outros tipos de tumores e alvo para imunoterapia de cancer (Bieler & Mulligan,
1996); o acido retindico, metabdlito da vitamina A gue impede a conversdo das células Tregs
em Thl ou Th17 (Lu et al., 2014), e lipopolissacarideo (LPS) (Galvez, 2014), no intuito de
investigar se a propolis poderia favorecer um perfil preferencial de resposta. Ademais,
visamos avaliar se a prépolis poderia modular o processo de autofagia, como uma forma
alternativa de apresentacdo antigénica, utilizando para isso a rapamicina — um estimulo
indutor de autofagia.

Assim, visamos investigar a hipdtese de que a apresentacdo antigénica poderia ser
modulada pela prépolis, culminando, por exemplo, na resposta imune celular a tumores, ou
humoral contra antigenos extracelulares, ou reguladora, em funcdo do perfil de resposta
gerada (Thl, Th2, Thl7 ou Treg), com o intuito de futuramente adotar tais protocolos em
esquemas Vvacinais, em terapias antitumorais, no tratamento de infeccdes, doencas auto-
imunes, entre outros, evidenciando assim a implicagdo pratica desta pesquisa.

Este projeto é parte de um projeto de pesquisa subvencionado pela FAPESP (Processo
2015/03493-3), que conta com 2 pds-doutorandos de nosso grupo, que estdo analisando, em
projetos paralelos, os perfis de linfocitos apds interacdo com mondcitos incubados com os
mesmos antigenos, na presenca ou nao de prépolis. Os dados obtidos em conjunto permitirdo
a analise dos efeitos da propolis na modulacdo da apresentacdo antigénica e ativacao

diferencial de linfécitos T.
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Objetivos

Objetivo geral

Avaliar a possivel acdo moduladora da prépolis nos mecanismos envolvidos na
apresentacdo de antigenos por mondcitos humanos estimulados com AR, EtxB, LPS e
MAGE-1; e na autofagia, por mondcitos humanos estimulados com rapamicina.

Objetivos especificos

Verificar em mondcitos de individuos saudaveis incubados com propolis,

simultaneamente ou ndo com os estimulos:

e O possivel efeito citotoxico dos tratamentos, pelo método do MTT;

e A expressao de marcadores de superficie celular (TLR-2, TLR-4, HLA-DR, CD40
e CD80), por citometria de fluxo;

e A produgdo de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10 e [IL-12), por ensaio
imunoenzimatico (ELISA);

e A expressao de genes que codificam proteinas relacionadas a autofagia (Beclin-1 e
LC3-11) pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo
real (RT-gPCR).
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Haternial e Wétodos

1. Obtencéo da amostra de propolis e antigenos

A prépolis foi produzida por abelhas africanizadas (Apis mellifera L.), no apiario da
Fazenda Experimental Lageado, (UNESP, Campus de Botucatu). As amostras foram obtidas
de telas propolisadoras e congeladas para facilitar a remocéo da propolis. Em seguida, a
prépolis foi triturada e extraida (30 g de prépolis para 100 mL de etanol 70%), em auséncia de
luz e sob moderada agitacdo. Apo6s 7 dias, os extratos foram filtrados e foi calculada a
concentracgéo final, para obtencdo do peso seco da solucdo (110 mg/mL) (Sforcin et al., 2005).

A prépolis foi diluida em meio RPMI completo (Cultilab, Brasil), contendo 0,1 g/L de
L-glutamina, 2,2 g/L de bicarbonato de sodio, 10 mL/L de aminoacidos ndo essenciais e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil). Apds filtracdo em membrana
de 0,22 um, foram realizadas dilui¢fes para se obter as concentra¢Bes de 5 e 25 pug/mL de
prépolis. O mesmo procedimento foi realizado com o alcool 70%, solvente da propolis, para
se obter 0,15% de alcool (volume correspondente ao teor de alcool 70% na maior
concentragdo de propolis utilizada — 25 ug/mL).

A subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli (Sigma-Aldrich, EUA)
foi diluida em &gua ultrapura, e posteriormente as concentracdes foram ajustadas para 2 e 10
pg/mL em meio RPMI completo. O antigeno tumoral MAGE-1 human recombinant (Enzo
Life Science, EUA) foi diluido em meio RPMI completo para obtencdo das concentracdes 2 e
10 pg/mL. O acido retindico (Cayman Chemical, EUA) foi diluido em DMSO, e em seguida
ajustada as concentracgdes de 10® e 107 M em meio RPMI completo. O antigeno LPS, de E.
coli - sorotipo 026:B6 (Sigma-Aldrich, EUA) foi diluido em meio RPMI completo para obter
as concentracdes de 1 e 5 pg/mL. Também foram realizadas incubag¢des com os solventes dos
antigenos (agua ultrapura e DMSO), na propor¢do em que foram utilizados nas dilui¢bes. As
concentragdes utilizadas neste trabalho foram escolhidas com base na literatura pertinente e

apos a realizagdo de experimentos pilotos.
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2. Obtengéo de monocitos humanos

As amostras de sangue foram obtidas de 5 individuos voluntarios saudaveis, que
assinaram um termo de consentimento para retirada do sangue, dando ciéncia desta pesquisa
(Anexo 1). Participaram somente individuos acima de 18 anos, ndo fumantes e que nédo
estavam doentes e nem utilizando medicacdo de espécie alguma na época da coleta. Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP (CAAE: 42600915.0.0000.5411).

Foram coletados 20 mL de sangue total e dispensados em tubos estéreis contendo 200
uL de heparina. Posteriormente, os mondcitos foram obtidos por separacdo em gradiente de
Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia) através de centrifugacéo e o anel
rico em células mononucleares foi coletado e lavado 2 vezes em meio RPMI por 10 minutos a
200 x g. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o pellet de células ressuspendido em 1
mL de RPMI completo. A identificacdo e viabilidade dos mondcitos foram realizadas por
meio da incorporacdo de vermelho neutro a 0,02% durante 8 minutos a 37°C. Apds contagem
em camara de Neubauer, a concentracdo celular foi ajustada para 1 x 10° células/mL, que
foram posteriormente incubadas a 37°C e 5% de CO, por 90 min para aderéncia dos
monaocitos. Apos este periodo, o sobrenadante foi descartado e as células aderentes foram
incubadas com prépolis, simultaneamente ou ndo com a enterotoxina de E. coli, MAGE-1,
acido retindico e LPS por 24 h. Ou incubados com prépolis, simultaneamente ou ndo com

Rapamicina por 4 h (Figura 1, 2 e 3).

Sangue total de
individuos saudaveis
1 Ficoll-Paque Plus

PBMC
1 Aderéncia

Mondcitos (1x10%/mL)

4

24 horas de
tratamento

4 horas de
tratamento

(] '4 N

CELULAS (CELULAS SOBRENADANTE
*MTT: Viabilidade celular

sRT-qPCR: Express3o génica ) o *ELISA: citocinas
(GAPDH, Beclin-1 e LC3-1) scitometria:  marcadores  (TNFq, IL-6, 1L-10 ¢ IL-12)
de superficie (TLR-2, TLR-4,

HLA-DR, CD40 e CD80)

Figura 1. Fluxograma dos experimentos.
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C | Controle (meio de cultura)

P5 | Propolis 5 pug/mL

P25 | Propolis 25 pg/mL

Al Acido retindico 108M E2 EtxB 2 pg/mL
A1P5 | Acido retindico 108 M + Prépolis 5 pg/mL E2P5 | EtxB 2 pg/ml + Prépolis 5 pg/mL
A1P25 | Acido retindico 10 M + Prépolis 25 ug/mL E2P25 | EtxB 2 pg/ml + Prépolis 25 pg/mlL
A2 Acido retinoico 107 M E10 EtxB 10 pug/mL
A2P5 | Acido retindico 107 M + Prépolis 5 pg/mL E10P5 | EtxB 10 pg/mL+ Propolis 5 pg/mL
A2P25 | Acido retindico 107 M + Prépolis 25 ug/mL E10P25 | EtxB 10 pg/mL + Prépolis 25 pg/mL
L1 LPS 1 pg/mL M2 MAGE 2 pg/mL
L1P5 | LPS1 pg/mL + Prépolis 5 pg/mL M2P5 | MAGE 2 pg/mlL + Prépolis 5 pg/mL
L1P25 | LPS1 pg/mlL + Prépolis 25 ug/mL M2P25 | MAGE 2 pg/mlL + Prépolis 25 ug/mlL
L5 | LPS5 pg/mL M10 | MAGE 10 pg/mL
L5P5 | LPS5 pg/mL+ Prépolis 5 pg/mL M10P5 | MAGE 10 pg/mL + Propolis 5 pg/mL
L5P25 | LPS5 pg/mlL + Prépolis 25 ug/mlL M10P25 | MAGE 10 pg/mL + Prépolis 25 pg/mL

Figura 2. Tratamento dos mondcitos para os testes de viabilidade celular (MTT), expressdo
de marcadores de superficie (citometria de fluxo) e producdo de citocinas (ELISA).

C Controle

P Prépolis (25 pg/mL)

P+R | Propolis (25 pg/mL) + Rapamicina (800 nM)

R Rapamicina (800 nM)

Figura 3. Tratamento dos mondcitos para o teste de autofagia (RT-gPCR).

3. Viabilidade de mondcitos humanos apds incubacao com propolis e antigenos

Cem microlitros contendo 1 x 10° células foram adicionados em cada poco da placa de

96 pocos, incubando-se a 37°C sob presséo constante de 5% de CO, por 24 h, na presenca da
propolis, simultaneamente ou ndo com os antigenos. Células controle foram incubadas
somente com meio de cultura. A viabilidade celular foi analisada através metodo de reducgéo
pelo MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]} (Sigma-Aldrich,
EUA). Apoés o periodo de incubacéo, foi retirado o sobrenadante da cultura e adicionou-se
100 pL do MTT na concentragdo de 1 mg/mL em meio RPMI completo, incubando
novamente as células por mais 3 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado
cuidadosamente e adicionado aos pocos 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, a
23



absorbéncia correspondente a cada amostra foi obtida em leitor de ELISA, utilizando-se o
filtro de 540 nm. A absorbéancia obtida das células controle (ndo tratadas) foi considerada

como 100% de viabilidade celular.

4. Cultura de mondcitos para avaliacdo de marcadores de superficie celular e dosagem
das citocinas

As culturas de mondcitos, contendo 1 x 10° células/mL, foram incubadas com a
propolis e com os antigenos por 24 horas. Apds esse periodo, os sobrenadantes foram
coletados e armazenados a —80°C para posterior dosagem de citocinas, e as células foram

utilizadas para avaliacdo dos marcadores de superficie.

4.1. Avaliacao de marcadores de superficie celular por citometria de fluxo

Nos ensaios de citometria de fluxo, utilizamos o citdmetro de fluxo modelo FACS
Calibur™ (Becton Dickinson, EUA).

Para avaliacdo da presenca dos seguintes marcadores celulares: TLR-2, TLR-4, HLA-
DR, CD80 e CD40, as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram
distribuidas em tubos de poliestireno para citbmetro (BD Labware, EUA) e centrifugadas por
10 minutos a 200 x g. O sobrenadante foi descartado e as culturas foram incubadas por 24 h a
37°C com a propolis simultaneamente ou ndo com os antigenos. Apos esse periodo, as células
foram lavadas, ressuspendidas em 1 mL de solucdo eletrolitica (ISOTON II) e incubadas com
os anticorpos monoclonais fluoresceinados especificos.

As células foram separadas em dois grupos (A e B). No grupo A, as células foram
incubadas com 5 pL do anticorpo anti-HLA-DR conjugado com FITC (clone L243 -
Biolegend, EUA), 1,5 uL de anti-CD80 conjugado com PE (clone D210 - Biolegend, EUA) e
1 pL de anti-CD40 conjugado com APC (clone 5C3 - Biolegend, EUA). No grupo B, os
monacitos foram incubados com 0,6 pL dos anticorpos anti-TLR-2 conjugado com FITC
(clone TL2.1 - Biolegend, EUA) e 1,25 pL de anti-TLR-4 conjugado com PE (clone HTA125
- Biolegend, EUA). Todas as células foram marcadas com 0,5 pL anti-CD14 conjugado com
PerCP/Cy5.5 (clone HCD14 - Biolegend, EUA), o que permitiu a selecdo do gate apenas dos

mondcitos CD14", e incubadas durante 30 minutos ao abrigo da luz a 4°C. Para cada teste, foi
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incluido um tubo controle onde as células foram incubadas com os anticorpos de controle
isotipico marcados com os respectivos fluorocromos dos testes.

Apos a incubacdo, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 200 x g para
lavagem, fixadas em 450 uL de ISOTON Il contendo 50 uL de paraformaldeido 5% e
analisadas por citometria de fluxo.

As analises foram realizadas utilizando o software CellQuest e foi padronizada a
aquisicdo de 15.000 eventos (no gate) por amostra, a populacdo de interesse foi estabelecida
com base em pardmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Os resultados foram

expressos em percentual de células CD14 positivas.

4.2. Quantificacdo da producao de citocinas pela técnica de ELISA

A determinacdo da concentracdo de TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12 foi realizada por meio
de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Inicialmente foram adicionados 100 pL de salina
tamponada com fosfato (PBS) e anticorpos monoclonais diluidos conforme instrugdes do
fabricante (R&D Systems, EUA) as placas de poliestireno (Nunc/Apogent, Thermo Fisher
Scientific, EUA), e incubadas overnight a 4°C em camara umida. Ap6s 3 lavagens dos pogos
com PBS acrescido de Tween 20 (0,05%), foi realizado o blogueio dos pogos com albumina
sérica bovina (Sigma-Aldrich, EUA) em PBS (10%) para saturagdo dos sitios de ligacdo e, em
seguida, a placa foi incubada a temperatura ambiente por 1 h. Posteriormente, foi realizada
nova sequéncia de lavagens, e aliquotas de 100 pL dos sobrenadantes das culturas de células
foram adicionadas, seguida de incubacédo por 2 h a temperatura ambiente. Apos esse periodo e
realizacdo de novas lavagens, foram adicionados 100 plL de anticorpo policlonal, com
incubacdo por 2 h. Em seguida, os pocos foram novamente lavados e, ao anticorpo de
deteccdo policlonal biotinilado, foi adicionado o conjugado estreptoavidina-peroxidase,
incubando-se novamente por 20 minutos ao abrigo da luz. Novas lavagens foram realizadas e,
para revelacdo, foram adicionados 100 pL da solucdo contendo o substrato perdxido de
hidrogénio e tetrametilbenzidina. Apds 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz,
a reacdo enzimaética foi interrompida pela adi¢do de 50 pL de H,SO4 2N. As leituras foram

realizadas em leitor de ELISA com filtro de 450 nm.
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5. Avaliacdo da expressao de transcritos relacionados a autofagia

Os mondcitos, obtidos de doadores saudaveis, foram incubados com prépolis (25
pg/mL) e rapamicina (InLab, Brasil) (800 nM), isoladamente ou em combinacdo. ApGs o
tratamento, as células foram incubadas a 37°C e 5% de CO; por 4 h e posteriormente
submetidos a andlise da expressdo dos genes que codificam as proteinas Beclin-1 e LC3-II,
conforme descrito na tabela 1. O RNA total dos mondcitos foi extraido utilizando o reagente
Trizol (Sigma-Aldrich, EUA), conforme protocolo do fabricante. Apos a extracdo, a fim de
garantir a completa remogéo de DNA gendmico, o RNA total foi incubado com DNase livre
de RNase (Promega, EUA). A quantificacdo de RNA das amostras obtidas foi determinada
por espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EUA).
Em seguida, foi realizada a sintese de DNA complementar (cDNA) para execucao da Reacéo
em Cadeia da Polimerase acoplada a transcricdo reversa (Reverse Transcription-coupled
Polymerase Chain Reaction — RT-PCR), utilizando o High Capacity RNA-to-cDNA Kit
(Applied Biosystems, EUA), conforme instrucGes do fabricante.

A quantificacdo da expressdo génica foi realizada pela técnica de RT-qPCR utilizando
GoTag® RT-gPCR Master Mix (Promega, USA) e o aparelho 7500 Fast Real Time PCR
Systems (Applied Biosystems, USA).

As variantes dos alvos estudados foram alinhadas no programa MEGA 5.1 e,
posteriormente, cada iniciador foi escolhido por meio do programa Primer-BLAST. As
sequéncias dos iniciadores utilizadas no presente estudo estdo detalhadas na tabela 1.

As reacdes continham 0,4 pL dos iniciadores (forward e reverse), 2 uL. de cDNA, 10
uL de GoTaq e 7,2 uL de agua livre de nuclease, totalizando 20 plL por reacéo.
Adicionalmente foi incluido um controle a fim de provar a auséncia de contaminagdo. As
condigdes para a reacdo de RT-gPCR foram: desnaturacdo inicial a 96°C-2 min e 40 ciclos a
95°C — 15 s e 60°C — 60 s, seguido de uma curva melting. A amplificacdo de cada transcrito
especifico foi confirmada pelo perfil da curva melting gerada no final de cada reagé&o.

Os valores de expressdo dos transcritos analisados foram normalizados com base na
analise concomitante da expressdao do gene codificador da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). O calculo da expressdo diferencial dos genes selecionados foi
realizado através do método de processamento de dados em relacdo a uma curva padréo

(Larionov et al., 2005). Para analise da expressdo relativa, apds a analise da expressao génica,
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escolheu-se uma amostra de RNA que recebeu o valor relativo de 100, e as demais amostras

receberam valores relativos a esta amostra de referéncia.

Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores para a analise da expressao génica

A Comprimento do | Nome do Acesso ao
Alvo Sequéncia (5°-3%) b
produto gene GenBank
Forward primer:
(101)GTAGACCGGACTTGGGTGAC(120)
Beclin-1 . 98 pb BECN1 NM_003766.3
Reverse primer:
(198)CATGGTGCTGTTGTTGGACG(179)
Forward primer:
(517)CCAGGAAACCTTCGGCTTCT(536)
LC3-11 . 116 pb MP1LC3A NM_032514.3
Reverse primer:
(632)CGGTAGAGGCAGCTCAGTTC(613)
Forward primer:
(684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703)
GAPDH 118 pb GAPDH NM_002046.4

Reverse primer:
(B01)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782)

6. Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do software Graph Pad Prism 5 (GraphPad,

USA) utilizando Andlise de Variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida do teste de

comparacGes multiplas de Dunnett (P < 0,05). Os dados estdo apresentados como média e

desvio padrao.
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Beswliados e Disewssao

1. Viabilidade celular

O ensaio de MTT consiste em um método colorimétrico utilizado para quantificacao
de células viaveis, que se baseia na reducdo do sal MTT em formazan — reacdo executada
pelas enzimas mitocondriais de células viaveis. Assim, a quantidade do sal de formazan,
medida espectrofotometricamente, é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis

(Ferrari et al., 1990). Os resultados desse ensaio estao dispostos na figura 4.
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Figura 4. Viabilidade (%) de monécitos humanos (1 x 10° células/mL) apés 24 h de
tratamento com meio de cultura (controle - C), prépolis (P — 5 e 25 ug/mL),
antigenos: a) 4cido retindico (A - 108 e 107 M), b) EtxB (E - 2 e 10 ug/mL), c) LPS (L — 1 e
5 pg/mL), d) MAGE (M - 2 ¢ 10 pg/mL) e associagdo entre os antigenos e a propolis,
conforme apresentado na figura 2. Os dados representam a media e desvio-padréo (n = 5).
Significativamente diferente do controle: *(P < 0,05), **(P < 0,001) e ***(P < 0,0001).

28



A viabilidade dos mondcitos nao foi afetada ap6s a incubacdo com a propolis, bem
como apos a incubacdo com seu solvente — etanol 70% (dado ndo mostrado). Outros autores,
utilizando a mesma amostra, também observaram auséncia de efeito citotoxico da propolis e
de seu diluente sobre mondcitos humanos. Conti et al. (2015) e Santiago et al. (2016)
observaram que diferentes concentragdes, variando de 0,2 a 20 pg/mL, ndo afetaram a
viabilidade de mondcitos humanos. O mesmo foi observado por Cardoso et al. (2017),
utilizando a concentracdo de 20 pg/mL, e por Bufalo et al. (2014) utilizando concentracdes
até 100 pg/mL, incluindo as utilizadas nesse trabalho (5 e 25 pg/mL).

Em relacdo ao AR, ambas concentracdes reduziram ligeiramente a viabilidade das
células, ao passo que a associacdo do AR 107 M a prépolis (A2P5 e A2P25) foi semelhante
ao controle, demonstrando que a propolis protegeu as células do efeito do AR. O DMSO,
utilizado para diluicdo do AR, ndo afetou a viabilidade dos mondcitos (dado ndo mostrado).

A EtxB, reduziu a viabilidade dos mondcitos somente na concentracdo de 10 pg/mL
(E10). J& sua associacdo a ambas concentracBes de propolis ndo foi citotoxica. A agua
ultrapura, solvente do antigeno, também ndo afetou a viabilidade das células (dado nao
mostrado). Turcanu et al. (2002) observaram que o tratamento com EtxB, em diferentes
concentrages (0.3, 1, 3, 10 e 33 ug/mL), ndo altera a viabilidade de mondcitos humanos.

O LPS afetou a viabilidade nas duas concentragfes utilizadas. A associagdo com a
propolis obteve porcentagem de células viaveis similares ao controle, exceto LPS 5 pg/mL
com propolis 5 pg/mL (L5P5). Em outros estudos, o LPS, mesmo em maiores concentracgoes,
ndo apresentou efeito citotdxico em mondcitos humanos (Cardoso et al., 2017) e DCs (Conti
etal., 2016).

O antigeno tumoral MAGE-1 reduziu a viabilidade das células em ambas
concentragOes utilizadas, e sua associagdo com a propolis apresentou porcentagem similar ao
controle, demonstrando que a ocorréncia de morte celular é efeito somente do MAGE-1.

Embora as concentragGes dos antigenos estudados tenham acarretado diminuicdo na
viabilidade de mondcitos, a media da viabilidade foi superior a 80% em todos os tratamentos,
0 que € considerado um valor representativo para os testes bioldgicos (Kong et al., 2008).
Além disso, nossos dados sugerem que a propolis exerceu um efeito citoprotetor para todos o0s
antigenos, reduzindo a ocorréncia de morte celular causada pelos mesmos, o que nos levou a

continuar os ensaios com essas concentragoes.
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2. Expressédo de marcadores de superficie celular

Os receptores de superficie celular presentes em monaocitos sdo essenciais para o
desenvolvimento de uma resposta imune adequada. Assim, avaliamos a expressdo dos
marcadores de superficie celular TLR-2, TLR-4, CD40, CD80 e HLA-DR em mondcitos
humanos, apds incubagdo com os diferentes antigenos, associados ou ndo a propolis.

Os resultados da expressdo dos referidos marcadores em monaocitos humanos

estimulados com AR, simultaneamente ou nao a propolis, estdo dispostos na figura 5.
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Figura 5. Frequéncia (%) de mondcitos humanos (1 x 10° células/mL) que expressam TLR-2,
TLR-4, CD40, CD80 e HLA-DR incubados por 24 h com meio de cultura (controle - C),
propolis (P — 5 e 25 pg/mL), 4cido retindico (A - 10% e 107 M) e associagdo entre o 4cido
retindico e a propolis, conforme apresentado na figura 2. Os dados representam média e
desvio-padrdo (n=5). Significativamente diferente do controle (C): *(P < 0,05); **(P <
0,001); ***(P < 0,0001). Significativamente diferente do acido retindico 10 M (A1): * (P <
0,001). Significativamente diferente do 4cido retindico 107 M (A2): ** (P < 0,001); *** (P <
0,0001)

31



Em relacdo ao TLR-2, 0 AR diminuiu a expressdo do receptor que foi induzida pela
propolis. Liu et al. (2005), observaram que o tratamento de mondcitos humanos com AR
reduziu a expressdo de TLR-2, mas ndo de TLR-4. Posteriormente, eles observaram que o
pré-tratamento das células com AR, seguida da estimulacdo com um ligante de TLR-2,
reduziu os niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-o, IL-6 e IL-12, que foram induzidas
pelo ligante de TLR-2 (observadas na cultura de células ndo tratadas com AR), demonstrando
gue o AR modula a expressdo e também a ativacdo desse receptor. Assim, 0s autores
descrevem que, embora a ativacdo do TLR seja essencial para a defesa contra patdgenos, ela
pode resultar em inflamacgéo e dano tecidual, sugerindo que um dos mecanismos pelo qual o
AR possa exercer seu efeito anti-inflamatdrio seja por afetar a expressdo e funcéo de TLR-2.
De acordo com nossos resultados, a propolis associada ao AR parece manter essa fungédo
supressora sob o TLR-2, contribuindo com a resposta mediada pelo AR. J& a expressao de
TLR-4 n&o foi alterada pelo AR, prépolis e associaces.

Em relacdo as moléculas coestimulatérias, 0 AR (A2) e uma das associacdes
(A1P5) diminuiram a expressdo de CD40. O AR, isoladamente, ndo alterou a expressdo de
CD80 (Al e A2). Mohty et al. (2003), ao tratarem mondcitos humanos com AR
simultaneamente com GM-CSF, para geracdo de DCs, observaram que as novas células
apresentaram expressdo de CD40 e CD80 similar as DCs diferenciadas pelo tratamento
convencional, demonstrando o perfil ativador dessa molécula. O tratamento de células THP-1
(linhagem tumoral monocitica de leucemia humana que mimetiza mondcitos humanos) com
AR e posteriormente com flagelina induziu expressdao de moléculas coestimuladoras como
CD40, CD80 e CD86, comparado as células que ndo receberam nenhum dos tratamentos (Cho
et al., 2011). Entretanto, associa¢Ges de AR com a menor concentracdo de propolis (A1P5 e
A2P5) acarretaram diminuicdo na expressdo de CD80. Bufalo et al. (2014) demonstraram que
a propolis é capaz de super-regular a expressdo desse receptor em mondcitos humanos
somente em alta concentracdo (100 pg/mL), demonstrando que o efeito imunomodulador da
prépolis é dependente da concentragdo utilizada.

Em relacdo a EtxB, os resultados da expressdo dos marcadores de superficie em
monaocitos humanos estimulados com a toxina, simultaneamente ou ndo a prépolis, estdo

presentes na figura 6.
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Figura 6. Frequéncia (%) de mondcitos humanos (1 x 10° células/mL) que expressam TLR-2,
TLR-4, CD40, CD80 e HLA-DR incubados por 24 h com meio de cultura (controle - C),
prépolis (P — 5 e 25 pg/mL), EtxB (E - 2 e 10 pg/mL) e associacdo entre a EtxB e a prépolis,
conforme apresentado na figura 2. Os dados representam média e desvio-padrdo (n=5).
Significativamente diferente do controle (C): *(P < 0,05); **(P < 0,001); ***(P < 0,0001).
Significativamente diferente de EtxB 2 pg/mL (E2): *(P < 0,05); " (P < 0,0001).
Significativamente diferente de EtxB 10 ug/mL (E10): * (P < 0,05); ** (P < 0,001); ™ (P <
0,0001).

33



A prépolis associada a EtxB (E2P25) diminuiu a expressdo de TLR-4 em relacéo a
toxina sozinha (E2). No entanto, dados anteriormente obtidos por nosso grupo mostraram que
a prépolis, em menores concentracdes, foi capaz de super-regular a expressao de TLR-4 em
monocitos humanos (Bufalo et al., 2014; Santiago et al., 2016), indicando que essa
modulacdo provavelmente seja dependente das concentracbes de propolis e de antigeno. A
expressao de TLR-2 ndo foi alterada pela EtxB, propolis e associages.

Nesse estudo, a EtxB induziu maior expressao de CD80 (E2 e E10), comparada ao
basal e a propolis. Porém, Turcanu et al. (2002) descreveram que a habilidade da EtxB em
ativar mondcitos humanos ndo foi associada com alteragdes na expressdo de diferentes
receptores, dentre eles MHC 1l, CD40 e CD80, mas sim a sua capacidade de se ligar a outro
receptor presente na superficie celular (GM1). Ao contrario, em células B, a toxina parece
exercer um importante papel na expressao desses receptores, como demonstrado por Nashar et
al. (1997), em que a EtxB super-regulou a expressdo de MHC-I1I, CD25, CD40 e CD80, além
da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1). Os autores concluem que a EtxB
provavelmente atue ativando moléculas que sdo essenciais para diferenciagdo e manutencao
da sobrevivéncia de linfocitos B, o que pode explicar o papel dessa toxina em estimular a
producdo de anticorpos. A associacdo da prépolis a EtxB reduziu os niveis de expressao de
CD40 (E10P25) e CD80 (E2P25, E10P5 e E10P25) induzidos pela toxina. O efeito inibitério
que a propolis desencadeou na expressdao de CD80 pode ser explicado, além da concentracao
utilizada, também pela presenca do &cido cinamico em nossa amostra, o qual ja foi descrito
por reduzir 0s niveis desse receptor (Conti et al., 2013).

Os dados referentes a expressdo dos marcadores em mondcitos humanos

estimulados com LPS, associados ou ndo a propolis, estdo dispostos na figura 7.
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Figura 7. Frequéncia (%) de mondcitos humanos (1 x 10° células/mL) que expressam TLR-2,
TLR-4, CD40, CD80 e HLA-DR incubados por 24 h com meio de cultura (controle - C),
prépolis (P — 5 e 25 pg/mL), LPS (L — 1 e 5 pg/mL) e associagdo entre o LPS e a prépolis,
conforme apresentado na figura 2. Os dados representam média e desvio-padrdo (n=5).
Significativamente diferente do controle (C): *(P < 0,05). Significativamente diferente do
LPS 1 pg/mL (L1): *(P < 0,05); * (P < 0,001); ** (P < 0,0001). Significativamente diferente
do LPS 5 pg/mL (L5): ™ (P < 0,001); *** (P < 0,0001).
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Por ser um reconhecido ligante de TLR-4, esperava-se que o LPS pudesse aumentar a
expressdo do referido receptor. No entanto, a diversidade de TLRs entre os individuos € muito
grande, sendo que os polimorfismos do gene TLR-4 humano é uma das melhores ilustracdes
desse processo. Um exemplo disso € que individuos portadores de determinados alelos sdo
menos responsivos ao LPS, indicando que esse polimorfismo resulte em sinalizagdo reduzida
do TLR-4 (Miller et al., 2005). A expressao de TLR-2 também n&o foi alterada pelo LPS,
bem como pela propolis e as associagdes.

As associacdes de propolis ao LPS reduziram a expressao de CD40 (L1P5 e
L1P25), comparado ao controle e ao LPS (L1) isoladamente. Quanto ao CD80, o LPS
aumentou a expressao desse receptor, e a propolis manteve a a¢do induzida pelo LPS, embora
isoladamente a propolis tenha induzido menor expressdo de CD80. No estudo de Conti et al.
(2016), DCs tratadas com prépolis e LPS ndo mostraram alteracdo na expressdo de ambos
receptores, quando utilizada até a concentracdo de 20 pg/mL. Cardoso et al. (2017) também
observaram que a propolis ndo altera a expressao de TLR-2, TLR-4, HLA-DR e CD80 que foi
induzida pelo LPS.

Por fim, os resultados da expressdo dos receptores de superficie em mondcitos
humanos incubados com MAGE-1, simultaneamente ou ndo a prépolis, estdo presentes na
figura 8.
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Figura 8. Frequéncia (%) de mondcitos humanos (1 x 10° células/mL) que expressam TLR-2,
TLR-4, CD40, CD80 e HLA-DR incubados por 24 h com meio de cultura (controle - C),
prépolis (P — 5 e 25 pg/mL), MAGE-1 (M - 2 e 10 pg/mL) e associacdo entre 0 MAGE-1 e a
prépolis, conforme apresentado na figura 2. Os dados representam média e desvio-padrao
(n=5). Significativamente diferente do controle (C): **(P < 0,001). Significativamente
diferente do MAGE 2 pg/mL (M2): *(P < 0,05); (P < 0,001). Significativamente diferente
do MAGE 10 pg/mL (M10): * (P < 0,05); ™ (P < 0,001).
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O MAGE-1, bem como a propolis e as associacfes ndo alteraram a expressao dos
receptores TLR-2 e 4. A maior concentracdo de propolis em associacdo com MAGE-1
diminuiu os niveis de expressao de CD40 (M2P25 e M10P25). Em relacdo ao CD80, a
prépolis induziu menor expressdo desse receptor, quando comparada ao MAGE-1
isoladamente, mas as associa¢des ndo mostraram diferenca na expressédo de CD80, comparado
ao controle e ao antigeno. A prdpolis ndo é descrita por apresentar efeito redutor na expressao
de CD40, sendo que esse efeito inibitorio da propolis em conjunto com MAGE-1, e outros
antigenos, precisaria ser melhor investigado, uma vez que essa molécula é fundamental para
ativacdo da resposta imune adquirida. Apesar da indiscutivel importancia da ligagdo CD40-
CDA40L no desenvolvimento de respostas imunes apropriadas, essa interagdo também esta
associada a diversos processos patologicos, como aumento de estresse oxidativo e
contribuicdo nas doencas autoimunes e inflamatorias. Terapias com anticorpos que blogueiam
essa ligacdo estdo sendo investigadas para o tratamento da doenca inflamatdria intestinal,
caracterizada por resposta do tipo Thl (Senhaji et al., 2015). Assim, em determinadas
condicdes, o blogueio da expressdo de CD40 pode ser uma via para desativacdo celular em
processos inflamatorios intensos.

N&o foram observadas alteraces na expresséo de HLA-DR em nenhum dos
tratamentos, quando comparado ao controle (figuras 6 a 9). A molécula de HLA-DR ¢
expressa constitutivamente em mondcitos humanos de individuos saudaveis, sendo que sua
expressdo é essencial para a apresentacdo de antigenos aos linfécitos TCD4", que levam ao
desenvolvimento de uma resposta imune especifica contra o agente agressor. Baixos niveis na
expressdo do HLA-DR estéo associados a alta mortalidade, sendo utilizado como marcador de
progndstico para individuos com septicemia (Perry et al., 2003).

De acordo com os resultados obtidos, a prépolis isoladamente manteve a expressao
basal dos receptores de superficie de mondcitos humanos, os quais sdo importantes para
reconhecimento (TLR-2 e TLR-4) e apresentacdo (HLA-DR, CD40 e CD80) de antigenos aos
linfécitos T, concluindo que, na auséncia de estimulagdo antigénica, a propolis ndo afetou a
expressdo de receptores celulares. A propolis em associagdo com MAGE-1 e LPS, antigenos
gue induzem respostas inflamatorias (Thl e Th17, respectivamente), diminuiu a expressao de
CDA40 estimulada pelos antigenos isoladamente, sendo um possivel mecanismo de acdo da
propolis para desativacdo celular em processos inflamatorios. Em relagdo a associacdo da

propolis com AR, antigeno indutor de resposta anti-inflamatéria (Treg), alteracbes na
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expressdo das moléculas coestimulatérias CD40 e CD80 foram observadas somente em
comparagdo com o controle; no entanto, a associa¢do ndo alterou o que foi estimulado pelo
antigeno sozinho, demonstrando que a propolis parece manter a acdo do AR. Ja a associagdo
da propolis com a EtxB, reduziu a expressdo de TLR-4, CD40 e CD80, comparado ao
controle ou a toxina sozinha, indicando a modulacdo da propolis frente a apresentacdo deste
antigeno. Nossos resultados sugerem que esta modulacdo é dependente das concentracdes de
prépolis e de antigenos utilizadas. Dessa forma, a propolis parece diminuir a resposta frente a
antigenos inflamatdrios e manter a acdo do AR, favorecendo a resposta T reguladora, sendo
que futuros ensaios sdo necessarios para desvendar o(s) mecanismo(s) de acdo envolvido(s)

NESSeS Processos.

3. Producdo de citocinas

Citocinas sdo proteinas secretadas por diferentes tipos celulares e possuem diversas
atividades, atuando em resposta a infec¢bes, em processos inflamatorios, regenerativos, na
regulacdo do metabolismo e na resposta imune, onde podem atuar também regulando a
proliferacdo e diferenciacéo celular (Scheller et al., 2011). Assim, esse estudo visou investigar
a producdo das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12 por mondcitos humanos ap6s o
tratamento com diferentes antigenos, associados ou ndo a propolis.

A IL-12 é uma citocina pro-inflamatéria produzida por APCs, tais como mondcitos,
macrofagos e DCs, e é capaz de ativar células natural killer (NK), linfocitos TCD4" e TCD8",
mediar respostas imunes contra patdgenos intracelulares e também pode atuar na resisténcia
ao desenvolvimento e progressdo do cancer (Ma et al., 2015). A 1L-12 é descrita por induzir
expressdo de T-bet e auxiliar a diferenciacdo de células T naive em células Thl (Raphael et
al., 2015), e a auséncia de producdo de IL-12 pode favorecer a indugdo de perfil Th2 (Lutz,
2016). A 1L-12 ndo foi detectada nesse estudo, nas condi¢fes dos nossos ensaios. Bueno-Silva
et al. (2015), ao estudarem células RAW 264.7, observaram que, quando estas células foram
estimuladas somente com prépolis, os niveis de IL-12 estavam abaixo do limite de detecgéo,
similarmente ao que ocorreu com o controle (células sem tratamento). No estudo de Turcanu
et al. (2002), mondcitos humanos foram tratados concomitantemente com dois estimulos

(LPS e INF-y) no intuito de conseguir detectar maiores niveis de IL-12 (até 200 pg/mL),
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reforcando a ideia de que essa € uma citocina de dificil deteccdo, similarmente ao que ocorreu
em nosso trabalho.

A producéo de citocinas por mondcitos estimulados com AR esta representada
na figura 9. O tratamento de mondcitos humanos com AR sozinho e em combinacdo com a
propolis ndo apresentou diferenca significativa na producdo de IL-10. A propolis
isoladamente (P25) induziu maior producdo de TNF-a e sua associagdo com a menor
concentracdo de AR (A1P25) inibiu essa producdo, sendo semelhante a acdo do antigeno
sozinho (Al). Em relacdo a IL-6, 0 AR (Al) induziu maior producdo dessa citocina, ja sua
combinacdo com propolis (A1P5 e A1P25) inibiu a producdo de I1L-6 que foi estimulada pelo
acido retinoico, sendo os niveis semelhantes ao induzido pela prépolis isoladamente (P5 e

P25).
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Figura 9. Produgdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 (pg/mL) por mondcitos humanos (1 x 10°
celulas/mL) incubados por 24 h com meio de cultura (controle - C), propolis (P — 5 e 25
ng/mL), 4cido retindico (A - 10% e 107 M) e associagdo entre o 4cido retindico e a prépolis,
conforme apresentado na figura 2. Os dados representam média e desvio-padrdo (n=5).
Significativamente diferente do 4cido retindico 10° M (A1): * (P < 0,05); * (P < 0,001).
Significativamente diferente do 4cido retinéico 107 M (A2): ** (P < 0,001).
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Dawson et al. (2006), utilizando PBMC de doadores saudaveis, descreveram o efeito
inibitério do AR na produgdo de citocinas do perfil Thl, como o TNF-a. Mohty et al. (2003)
observaram que o AR, juntamente com GM-CSF, auxiliou na diferenciacdo de monadcitos
humanos em DCs e que essas células produziram niveis menores de TNF-a, em comparagdo
as DCs que ndo foram estimuladas com AR. E em nosso trabalho, a associacdo com a propolis
parece sustentar esse efeito inibitério do AR na producdo de TNF-a.

Em relacdo ao direcionamento da resposta imune, Tsai et al. (2008) observaram que o
tratamento de células THP-1 com AR levou a supressdo das quimiocinas IP-10 e MDC,
relacionadas as respostas Thl e Th2, respectivamente. O AR vem se destacando por ser uma
molécula com importante papel na inducdo de células Treg (Elias et al., 2008; Xiao et al.,
2008; Wang et al., 2009), além de estimular o ciclo celular, potencializando a proliferacdo de
linfocitos T (Ertesvag et al., 2002). Gu et al. (2015) comprovaram a capacidade do AR em
aumentar a expressdo de Foxp3 e expansdo de iTregs em células de pacientes que foram
submetidos ao transplante hepéatico, um achado importante que pode ser utilizado com o
objetivo de evitar a rejeicdo em transplantados. Também Yang et al. (2015), em um estudo
conduzido em animais, confirmaram a acdo do AR em aumentar células T CD4'Foxp3",
sugerindo seu potencial para o controle da progresséo da doenca do enxerto versus hospedeiro
e no tratamento de outras doencas inflamatérias. O AR exerce suas atividades através da
ligacdo ao receptor de AR (RAR), o qual forma heterodimeros com o receptor de retingide X
(RXR), conhecidos pela sigla RAR-RXR (Mora et al., 2008). Uma amostra de propolis
brasileira foi descrita por apresentar um composto com atividade agonista de RXR
(Nakashima et al., 2014), o que pode abrir novos caminhos na busca de terapias com AR em
associagdo a propolis.

Nossos dados demonstram que o AR induziu a producdo de IL-6, citocina envolvida
no desenvolvimento de células Th17, que geram respostas implicadas em varias condi¢des
inflamatdrias e sdo funcionalmente opostas a células Treg, aléem de estarem envolvidas na
supressdo da diferenciagdo em Thl e Th2 (Chen et al., 2011; Raphael et al., 2015). No
entanto, Lu et al. (2014) demonstraram que o pré-tratamento com AR é capaz de sustentar a
expressdo de Foxp3™ e evitar a conversdo das células em Thl e Th17 mesmo sob o estimulo
de IL-6. E também Mucida et al. (2007) verificaram que mesmo na presenca de IL-6, e outros
estimulos, o AR foi capaz de suprimir a inducéo de células Th17. Dessa forma, apesar da IL-6

ser indutora de células Th17, quando ela esta presente em um microambiente estimulado com
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AR, esse metabolito parece impedir a acdo da citocina na diferenciacdo de Th17, sendo que
um provavel mecanismo para isso € a inibicdo da expressdo do receptor de IL-6, induzida pelo
AR (Xiao et al., 2008).

Além do seu papel na transicdo da resposta imune inata para adquirida, a IL-6 também
atua em processos inflamatorios, sendo produzida no inicio da inflamacéo e auxiliando na
atracdo de neutréfilos, mondcitos e aumentando moléculas de adesdo celular (Scheller et al.,
2011). Uma vez que a associacdo com a propolis reduziu a producéo de IL-6, 0 uso desse
produto natural pode ser uma estratégia interessante para controlar determinadas condicgdes
inflamatorias.

A figura 10 apresenta a producdo de citocinas pela EtxB. Embora néo
significativamente, observa-se um aumento na producdo de TNF-a induzida pela EtxB. Em
determinadas concentracdes, a prépolis suprimiu a producdo de TNF-o que foi induzida pela
toxina (E2P25 e E10P5). A menor concentragdo da EtxB (E2) induziu maior producdo de IL-
6, comparada a maior concentracdo utilizada (E10), a qual em associacdo ou ndao com a
prépolis diminuiu a producéo dessa citocina. Em relacdo a IL-10 ndo houve diferenca entre os

tratamentos.
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Figura 10. Producéo de TNF-a, IL-6 e IL-10 (pg/mL) por mondcitos humanos (1 x 10°
celulas/mL) incubados por 24 h com meio de cultura (controle - C), prépolis (P — 5 e 25
pg/mL), EtxB (E - 2e 10 pg/mL) e associacdo entre a EtxB e a propolis, conforme
apresentado na figura 2. Os dados representam media e desvio-padrdo (n=5).
Significativamente diferente de EtxB 2 pg/mL (E2): *(P < 0,05); ™(P < 0,001).
Significativamente diferente de EtxB 10 pg/mL (E10): * (P < 0,05); ** (P < 0,001).

Domingos et al. (2009) observaram que a subunidade B da enterotoxina de E. coli
induziu a produgdo de TNF-o em células J774A.1, uma linhagem de macr6fagos murinos, e
também em mondcitos humanos, semelhante ao que foi encontrado nesse trabalho. A EtxB
também induziu a liberacdo de TNF- a, IL-1p e IL-6 por células THP-1 (Hajishengallis et al.,
2004). Turcanu et al. (2002) demonstraram que a EtxB estimulou a producéo de TNF-a, IL-6
e IL-10 por mondcitos humanos de uma maneira tempo e dose-dependente, ao passo que ndo
foi capaz de induzir a producdo de IL-8, IL-12 e TGF-B. A toxina além de ndo estimular a
producdo de IL-12, foi também capaz de diminuir a producdo dessa citocina em culturas de
monocitos estimulados com LPS e INF-y, chegando a impedir completamente a secre¢ao de
niveis detectaveis de IL-12p40. Somados a outros resultados, os autores puderam concluir que

a EtxB parece favorecer a inducdo de células Th2 e T reguladoras. Esse antigeno j& tem
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demonstrado potente agcdo imunomoduladora em estudos com modelos animais, destacando-
se por seu potencial para tratamento ou prevencéo de doengas autoimunes.

Além disso, a EtxB vem sendo estudada como adjuvante de vacinas, sendo capaz de
aumentar a producdo de anticorpos quando coadministrada com antigenos, em comparacao a
administracdo do antigeno sozinho (Norton et al., 2012). Dentre outras atividades que a IL-6
apresenta, ela estd envolvida na diferenciacéo de linfocitos T naive em T helper que ativados
sdo capazes de promover a ativacdo de células B e, consequentemente, a secrecdo de
anticorpo (Eddahri et al., 2009), podendo ser um dos mecanismos pelos quais a EtxB estimula
a resposta humoral. J& Donaldson et al. (2013) demonstraram que o tratamento com EtxB em
camundongos sensibilizados com ovalbumina culminou em melhora no quadro da doenga,
com aumento de células TCD4" Foxp3®, sendo importante na inducdo de respostas
reguladoras. A EtxB também parece ser importante na prevencdao ou tratamento da artrite
reumatoide, uma vez que sua administracdo esta associada a reducdo da reatividade celular
Thl e aumento da atividade de células Treg em camundongos com artrite induzida pré-
tratados com a toxina (Luross et al., 2002).

Assim, de acordo com estudos prévios, a EtxB parece direcionar para respostas anti-
inflamatdrias (Th2 e Treg). Nesse trabalho observamos que a combinacdo da prépolis a
toxina, em determinadas concentraces, é capaz de suprimir a producdo de TNF-a, citocina de
carater multifuncional, que é capaz de induzir a producdo de outras citocinas e quimiocinas
pelas células do sistema imune, induzindo, também, a expressdo de moléculas de adesdo e o
aumento da permeabilidade do endotélio, favorecendo maior concentracdo de células no local
inflamado. Dessa forma, o TNF-a é considerado um agente pro-inflamatério e ativador do
fator de transcricdo NF-«xB, o que resulta na ativacdo de genes envolvidos na inflamacéo,
sobrevivéncia, diferenciacdo e crescimento celular (Dobrovolskaia & Kozlov, 2005; Hehlgans
& Pfeffer, 2005). Uma vez que essa citocina participa no desenvolvimento de respostas
inflamatorias locais e sistémicas, sua diminuigdo causada pela associacdo com a propolis
demonstra que o produto apicola pode favorecer um status anti-inflamatério.

A figura 11 representa a producéo de citocinas pelo LPS. Esse antigeno estimulou a
producéo de todas as citocinas, embora de maneira ndo significativa para TNF-a.
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Figura 11. Producéo de TNF-a, IL-6 e IL-10 (pg/mL) por mondcitos humanos (1 x 10°
células/mL) incubados por 24 h com meio de cultura (controle - C), propolis (P — 5 e 25
pug/mL), LPS (L — 1 e 5 ug/mL) e associacdo entre o LPS e a prépolis, conforme apresentado
na figura 2. Os dados representam média e desvio-padrdo (n=5). Significativamente diferente
do controle (C): *(P < 0,05); **(P < 0,001). Significativamente diferente do LPS 1 pg/mL
(L1): *(P < 0,05); ™ (P < 0,001). Significativamente diferente do LPS 5 pg/mL (L5): * (P <
0,05); ** (P < 0,001).

Cardoso et al. (2017) também verificaram o efeito imunoestimulador do LPS em
mondcitos humanos, sendo que o antigeno foi capaz de estimular a liberagdo das trés citocinas
(TNF-a, IL-6 e IL-10), carater ativador que também foi demonstrado em DCs humanas (Conti
et al., 2016). No trabalho de Bueno-Silva et al. (2015), células RAW 264.7 estimuladas
simultaneamente com LPS e propolis, resultaram em aumento na producdo de TNF-a e IL-6,
comparado ao controle basal e a propolis isoladamente, enquanto a associacdo levou a
diminuicdo da IL-10 em comparacdo ao que foi produzido pelas células estimuladas somente
com LPS. Ja Wang et al. (2013) encontraram que a propolis inibe a producdo de IL-6 por
células RAW 264.7 estimuladas com LPS, de maneira dose-dependente. Os dados divergentes
da literatura podem ser explicados pelo uso de diferentes amostras de propolis, uma vez que
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amostras de regides distintas apresentam origem vegetal e, consequentemente, composi¢éo
quimica diferente, o que esta relacionado com suas atividades bioldgicas (Sforcin, 2016).

O aumento da producdo de IL-6 pelo LPS visto nesse estudo € corroborado por
trabalhos de outros autores que verificaram que varias bactérias, e seus produtos, estimulam
células imunes a secretar essa citocina (Khader et al., 2009), confirmando o potencial desse
antigeno para indugdo de células Th17. Essa resposta € especialmente proeminente na mucosa
intestinal, onde favorece a manutencdo da homeostase e confere protecdo contra micro-
organismos, sendo que o tratamento com antibidticos esta relacionado a reducdo desse subtipo
celular no intestino de camundongos (Gélvez et al., 2014). Assim, a manutencdo dos niveis
dessa citocina pela propolis quando associada ao LPS, indica que o uso desse produto natural
possa ser interessante quando utilizado com o objetivo de manter a homeostase na mucosa
intestinal, evitando a ocorréncia de processos infecciosos e desregulacdo da microbiota.

Em modelos animais, a propolis tem mostrado agdo benéfica na preservacao da
integridade da mucosa intestinal (Khayyal et al., 2015) e na reducdo da translocacédo
microbiana (Sabuncuoglu et al., 2007). Contudo, a presenca de estruturas bacterianas, como
LPS, na corrente sanguinea € extremamente prejudicial ao hospedeiro, podendo levar ao
desenvolvimento de choque séptico, e até mesmo a morte do individuo. Sendo, nesse caso,
necessario o desenvolvimento de uma resposta imune anti-inflamatoria (Li & Alam, 2012).
Nesse sentido, a prépolis, como uma substancia de carater antimicrobiano e imunomodulador,
pode fornecer uma melhora no quadro clinico, associado a outras medidas de intervencao.
Korish & Arafa (2011) observaram que um derivado da prépolis, o cafeato de feniletila
(CAPE), quando administrado a ratos tratados com LPS, levou a diminuicdo dos niveis de
citocinas pro-inflamatérias e aumento de citocinas anti-inflamatorias. Junto com outros
achados, os autores concluiram que o CAPE pode aliviar a resposta inflamatoria sistémica,
bem como danos hepéticos e neuronais, sendo considerado um agente promissor no auxilio da
profilaxia e tratamento do choque séptico. Outros autores também demonstraram o efeito anti-
inflamatdrio da propolis, e seus compostos, em resposta ao LPS (Blonska et al, 2004; Bufalo
et al., 2013; Erturkiner et al., 2016; Funakoshi-Tago et al., 2016).

A producdo de citocinas pelo MAGE-1 esta apresentada na figura 12. Esse antigeno
induziu a producdo de moléculas pré-inflamatorias, TNF-o (M2 ¢ M10) e IL-6 (M2), e,
sozinho, ndo estimulou a liberacdo de IL-10 (M2 e M10). Porém, quando combinado com a
propolis, o produto apicola inibiu a produgdo de TNF-o (M2P5) e IL-6 (M2P5 e M2P25) que
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foram induzidas pelo MAGE-1, ao mesmo tempo que aumentou a producdo da citocina anti-
inflamatoria I1L-10 quando associada a maior concentracdo do antigeno (M10P5 e M10P25).
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Figura 12. Producéo de TNF-a, IL-6 e IL-10 (pg/mL) por mondcitos humanos (1 x 10°
celulas/mL) incubados por 24 h com meio de cultura (controle - C), prépolis (P — 5 e 25
pg/mL), MAGE-1 (M - 2 e 10 pg/mL) e associagdo entre 0 MAGE-1 e a propolis, conforme
apresentado na figura 2. Os dados representam média e desvio-padrdo (n=5).
Significativamente diferente do controle (C): *(P < 0,05); **(P < 0,001); ***(P < 0,0001).
Significativamente diferente do MAGE 2 pg/mL (M2): *(P < 0,05); (P < 0,001); (P <
0,0001). Significativamente diferente do MAGE 10 pg/mL (M10): © (P < 0,05); ™ (P <
0,001); *** (P < 0,0001).

De Lastic et al. (2016) realizaram um estudo com DCs estimuladas com peptideos do
antigeno tumoral MAGE-3 que foram posteriormente transferidas para co-culturas com
linfocitos do mesmo doador. A estimulacdo antigénica levou a producdo de citocinas pro-
inflamatorias do perfil Thl. Porém, quando a cultura foi realizada com DCs irradiadas houve
mudanca para um fendtipo supressor, com falha na inducdo de IFN-y e TNF-a, concluindo

que a integridade das células apresentadoras de antigeno é essencial para o desenvolvimento
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da resposta imune. Ueda et al. (2007) observaram aumento significativo na produgao de IFN-
vy por PBMC de pacientes que foram submetidos a imunoterapia de DCs estimuladas com
MAGE-1, comparado aos niveis produzidos antes da terapia. Uma vez que o tratamento com
IFN-y pode gerar aumento na expressdo de MHC de classe I em células de glioblastoma (que
expressam MAGE-1) e, consequentemente, aumento no reconhecimento das células tumorais
pelos linfécitos T citotdxicos (Liu et al., 2004), a resposta Th1l parece ser importante no inicio
do desenvolvimento da resposta anti-tumoral frente a esse antigeno. Chakraborty et al. (2004),
apos imunizacao de pacientes com uma vacina de APCs estimuladas com peptideo sintético
de MAGE-1, observaram aumento inicial de células T citotdxicas especificas ao antigeno,
mas que ndo persistiram por muito tempo. Esse resultado foi relacionado ao aumento na
producdo de IL-10 por linfocitos TCD4" 28 dias apds a vacinagio, cuja producdo pode ser
associada a presenca de células Treg (Raphael et al., 2015). Em nosso estudo, a prépolis
mostrou-se capaz de modular a resposta imune frente ao MAGE-1, uma vez que reduziu a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e aumentou a producdo de IL-10, citocina que
apresenta efeito imunossupressor, a qual pode atuar diminuindo a expressdo de MHC 1l e
moléculas coestimulatorias, reduzindo a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, e também
auxiliando a geracdo e manutencdo de células Treg (Raphael et al., 2015). Assim, nessas
condicBes, a prdpolis parece desviar a resposta para um perfil desativador, o que pode ser
importante para evitar o dano ao hospedeiro.

Tomados juntos, os resultados desse estudo sugerem que a propolis, frente a
estimulacdo com diferentes antigenos, exerce um perfil anti-inflamatorio, acdo que ja tem sido
documentada na literatura por outros autores (Hu et al., 2005; Naito et al., 2007; Bufalo et al.,
2013; Wang et al., 2013; Cavendish et al., 2015; Santiago et al., 2016). Khayyal et al. (2003)
verificaram que pacientes com asma que fizeram uso de prépolis tiveram reducdo
significativa nos niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-8 e IL-6) apds o tratamento,
bem como aumento nos niveis de 1L-10. No entanto, dados que relacionam a ag&o da propolis
na ativacdo de células T sdo escassos. Rifa’i & Widodo (2014) descreveram que a
administracdo de prépolis em camundongos estimulou o aumento de células T CD4'CD25,
marcador de células Treg, comparado ao grupo controle, sugerindo que este produto apicola é
capaz de promover a ativagdo e proliferacdo celular, além de ser descrita por apresentar efeito
supressor na diferenciacdo de células Thl7 (Okamoto et al., 2012) e Thl (Okamoto et al.,

2013). Dessa forma, esses dados sugerem que a prépolis pode ser importante no auxilio do
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tratamento de doengas com carater inflamatdrio ou autoimune, o que abre perspectivas para

novas investigacoes.

4. Expressdo de genes relacionados a autofagia

A autofagia estd envolvida em vAarios processos importantes para a manutencdo da
homeostase celular, bem como na resposta imunoldgica, fornecendo peptideos para a
apresentacdo antigénica e auxiliando na eliminacdo de micro-organismos (Ravikumar et al.,
2010). Assim, visamos investigar se a propolis poderia modular o processo de autofagia,
avaliando a expressdo de genes que codificam Beclin-1 e LC3-1l, proteinas essenciais no
desenvolvimento da autofagia.

Para essa finalidade utilizamos a concentracdo de propolis de 25 pg/mL, por ter
induzido maior producdo de TNF-a, uma citocina que esta envolvida na inducdo da autofagia
(Deretic & Levine, 2009). Esse tratamento foi realizado com intuito de investigar se a
prépolis poderia, em condigdes normais (sem estimulo), induzir a autofagia. As células foram
incubadas também com um indutor de autofagia, a rapamicina (800 nM), simultaneamente ou
ndo a propolis, para verificar se o apiterapico pode modular a inducdo da autofagia. Os

resultados desses ensaios estdo representados na figura 13.
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Figura 13. Expressio génica de Beclin-1 e LC3-1l em mondcitos humanos (1 x 10°
células/mL) incubados por 4 h com meio de cultura (controle — C), prépolis (P — 25 pg/mL),
rapamicina (R — 800 nM) e a associacao propolis + rapamicina (P - 25 pg/mL + R - 800 nM).
Os dados representam média e desvio-padrdo (n=5). Significativamente diferente do controle
(C): *(P < 0,05) e ***(P < 0,0001). Significativamente diferente da rapamicina (R): *(P <
0,001) e *(P < 0,0001).

A prépolis, isoladamente, ndo alterou a expressdo dos genes avaliados, sendo esta

expressao similar a das células controle. Dessa forma, o tratamento com prépolis, por si s0,
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ndo é capaz de induzir autofagia. Esse é um resultado relevante, uma vez que a autofagia deve
ocorrer somente sob determinadas condigdes, como, por exemplo, privacdo de nutrientes e
processos infecciosos. Na auséncia desses estimulos, a autofagia € um processo dispensavel,
estando inibida em condi¢des normais (Ravikumar et al., 2010).

J& o tratamento das células com rapamicina induziu a expressdo de ambos 0s genes
avaliados, sendo significativamente diferente do controle. Esse resultado ja era esperado, uma
vez que a rapamicina é um agente farmacologico indutor de autofagia, confirmando a correta
padronizacdo de nossos ensaios. Seu mecanismo de acdo envolve a inibicdo de mTOR
(mammalian target of rapamycin), que representa um sinal inibitorio da autofagia (Ravikumar
etal., 2010).

Entretanto, quando a prépolis foi associada a rapamicina, o produto natural conteve a
acao da droga. A associacdo permaneceu significativamente diferente do controle para
expressdo do gene relativo a Beclin-1, e ndo diferiu significativamente da rapamicina
isoladamente, embora tenha induzido menor expressdo do gene em comparagdo a rapamicina.
Com relacdo a LC3-Il, a associacdo ndo diferiu da expressdo nas células sem tratamento,
diferentemente do que ocorreu com as células tratadas com rapamicina, sugerindo que a
prépolis é capaz de inibir a autofagia.

Harris et al. (2007) demonstraram que as citocinas IL-4 e IL-13, relacionadas ao perfil
Th2, sdo capazes de inibir a autofagia, ao contrario das citocinas liberadas por células Thl,
que sdo indutoras de autofagia (Deretic & Levine, 2009). Isso sugere um possivel mecanismo
de acdo da propolis no blogueio da autofagia: o apiterapico pode induzir respostas Th2, que
secretam citocinas inibidoras da via autofagica. Pagliarone et al. (2009) ja observaram que,
em camundongos estressados, a propolis aumenta a producdo de IL-4, descrevendo que esse
apiterapico favorece a resposta imune humoral. Além disso, outros autores observaram que a
estimulagdo do receptor CD40 também pode induzir autofagia (Andrade et al., 2006). Uma
vez que a propolis, associada aos antigenos, reduziu a expressao de CDA40, esses resultados
fornecem evidéncias concordantes para o papel inibitério da propolis no processo de
autofagia, j& que a propolis pode inibir a autofagia via inibicdo de CD40 e inducédo de resposta
Th2.

Alguns autores sugerem tambem que a inibicdo da autofagia pode estar relacionada
com a inducdo do inflamassoma. Essa via consiste em um complexo citosolico multiproteico

responsével pela deteccdo de PAMPs localizados no citoplasma celular, e, assim como a
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autofagia, € um elemento essencial da resposta imune (Abdelaziz et al., 2015). Como
exemplo, Saito et al. (2008) descreveram que a deficiéncia de Atgl6L1, proteina associada a
formacdo de autofagossomos, leva a producdo de grandes quantidades de IL-1p e IL-18,
citocinas relacionadas a ativacdo do inflamassoma. Isso indica que a via da autofagia regula
negativamente a via do inflamassoma. Com isso, uma vez que a amostra de propolis utilizada
nesse estudo inibiu a indugéo da autofagia, sua agéo na ativagdo do inflamassoma merece ser
investigada, abrindo perspectivas para novas investigacdes. A inducdo dessa via é de grande
importancia na defesa contra patégenos, alem de ser também ativada em condicdes de
estresse, dano tecidual, em resposta a adjuvantes vacinais, entre outros estimulos. Além disso,
as citocinas IL-1pB, IL-18 e IL-33, produtos da ativacdo do inflamassoma, podem auxiliar na
apresentacdo de antigenos, ou contribuir diretamente para ativacdo de células T e B.
(Martinon et al., 2009). A 1L-33 é capaz de induzir a expressao de citocinas caracteristicas do
perfil Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13 (Schmitz et al., 2005). Da mesma forma, as citocinas 1L-1
e IL-18 também podem promover a polarizacdo para esse perfil (Helmby & Grencis, 2004;
Nakanishi et al., 2001). Assim, apesar de ser considerada uma via inflamatéria, o
inflamassoma pode favorecer o desenvolvimento de respostas Th2 (Martinon et al., 2009),
corroborando a acdo anti-inflamatoria da prépolis observada nesse estudo.

Assim, nossos resultados indicam que a propolis ndo contribui para a apresentacao de
antigenos por meio da autofagia. Entretanto, a inibicdo dessa via pode ser uma estratégia
interessante para terapia contra o cancer (Towers & Thorburn, 2016), tendo em vista que sua
inducdo fornece suporte para sobrevivéncia da célula tumoral em condicGes de hipoxia e
privacdo de nutrientes (Ravikumar et al., 2010), indicando novos caminhos para o estudo da
prépolis e autofagia.
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Conclusoes

v" A propolis ndo alterou a viabilidade de mondcitos humanos, a0 mesmo tempo em que
exerceu um efeito citoprotetor nas células incubadas com os antigenos (Acido
retindico, Subunidade B da enterotoxina termolabel de E. coli, Lipopolissacarideo e
MAGE-1).

v A prépolis manteve a expressao basal de receptores de superficie celular importantes
no reconhecimento (TLR-2 e 4) e apresentacdo (HLA-DR, CD40 e CD80) de
antigenos. Porém, em associacdo com MAGE-1 e LPS, indutores de respostas
inflamatorias (Thl e Thl7, respectivamente), diminuiu a expressdo de CD40 que foi
estimulada pelos antigenos isoladamente, sendo um possivel mecanismo de acdo da
prépolis para desativacdo celular em processos inflamatérios. Com o AR, indutor de
resposta anti-inflamatéria (Treg), a prépolis manteve a acdo do AR sobre os
receptores. Dessa forma, a propolis diminuiu a resposta frente a antigenos
inflamatorios e manteve a acdo do AR, favorecendo a resposta T reguladora.

v A prépolis apresentou caréater anti-inflamatdrio, inibindo a producéo das citocinas pro-
inflamatorias TNF-o (quando incubada com EtxB ¢ MAGE-1) e IL-6 (quando
incubada com AR e MAGE-1), e aumentando a producéo de IL-10 (quando incubada
com MAGE-1), citocina de acdo anti-inflamatéria. Dessa forma, esses resultados
abrem perspectivas para o uso da propolis no auxilio do tratamento de condi¢cbes

inflamatorias.

v" A propolis, isoladamente, ndo estimulou a expressdo dos genes que codificam Beclin-
1 e LC3-Il, proteinas essenciais para a autofagia. A associacdo da propolis a
rapamicina, droga indutora de autofagia, conteve a expressdo dos genes que foi
induzida pelo farmaco, sugerindo que a propolis é capaz de inibir a autofagia, o que
pode ocorrer via indugéo de resposta Th2.
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Assim, com os resultados obtidos com mondcitos humanos, foi possivel verificar

que a prépolis exerceu acdo imunomoduladora na presenca de antigenos, favorecendo

respostas anti-inflamatdrias. Ademais, o efeito modulador da propolis na apresentacao

antigénica € independente da autofagia.
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Figura 14. Esquema da acdo imunomoduladora/anti-inflamatoria da propolis em mondcitos

na presenca de antigenos e na autofagia.
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Experimentos para avaliar a ativagdo de fatores de transcri¢do ainda serdo realizados,
com o objetivo de esclarecer possiveis vias pelas quais a propolis pode agir.

Ademais, projetos paralelos estdo sendo desenvolvidos para melhor esclarecer o papel
da prépolis na diferenciacdo de linfocitos, avaliando se ela pode, de fato, auxiliar no
desenvolvimento de um perfil de resposta. Assim, os dados obtidos em conjunto permitiréo a
andlise dos efeitos da propolis na modulagdo da apresentacdo antigénica e ativagdo diferencial
de linfécitos T. Esses resultados poderdo implicar no uso futuro da propolis em esquemas
vacinais, em terapias antitumorais, no tratamento de infec¢des, doencgas auto-imunes, entre

outros, dependendo do perfil que seja favorecido pela propolis.
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ABSTRACT

Objectives Propolis is a bee product that has been used since ancient times due its many
biological properties, such as the immunomodulatory action. Monocytes are professional
phagocytic cells that play an important role in immune response. This work aimed at
investigating the modulatory action of propolis in the mechanisms involved in the antigen
presentation by human monocytes.

Methods Cells were stimulated with retinoic acid (RA), B subunit of Escherichia coli heat-
labile enterotoxin (EtxB), human MAGE-1 and lipopolysaccharide (LPS), simultaneously or
not with propolis. Cell surface markers expression was assessed by flow cytometry and
cytokine production was determined by ELISA. Cells were also stimulated with rapamycin
simultaneously or not to propolis, and gene expression was assessed by RT-qPCR.

Key findings Propolis alone maintained TLR-2, TLR-4, HLA-DR, CD40 and CD80
expression. Propolis in combination with MAGE-1 and LPS decreased the expression of
CDA40 stimulated by the antigens. Propolis maintained the action of RA on receptors
expression. Propolis inhibited TNF-o (with EtxB and MAGE-1) and IL-6 (with AR and
MAGE-1), and increased IL-10 (with MAGE-1) production. Propolis did not stimulate
Beclin-1 and LC3-11 gene expression. Propolis inhibited rapamycin-induced gene expression.

Conclusions Propolis exerted an immunomodulatory action in the presence of antigens,
favoring anti-inflammatory responses. In addition, propolis effect on antigen presentation is

independent of autophagy.
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INTRODUCTION

Propolis is a resinous and balsamic product made by bees from different parts of
plants, to which bees add salivary secretions, wax and pollen (Bankova, 2005). It is a
lipophilic material, with aromatic and pleasant odor, and different colors (Silva-Carvalho et
al., 2015). This product is composed by 50% resin, 30% beeswax, 10% essential and aromatic
oils, 5% pollen and 5% of other substances, including debris (Burdock, 1998). However, its
chemical composition is extremely complex, varying according to geographic location and
local flora (Sforcin, 2016).

Propolis has been used in folk medicine since ancient times for various purposes, such
as mummification of corpses, wound treatment, antipyretic agent, among others (Silva-
Carvalho et al., 2015). It has been used until nowadays because of the many pharmacological
properties such as antimicrobial, antitumor, antioxidant, anti-inflammatory and
immunomodulatory, due to its possible application in the pharmaceutical industry (Sforcin,
2016).

With regard to its immunomodulatory action, propolis can modulate the initial events
of the immune response, inducing the expression of important molecules in the development
of the immune response, such as Toll-like receptor (TLR) -2 and TLR-4 by macrophages
(Orsatti et al. 2010), the co-stimulatory molecule CD80 and pro and anti-inflammatory
cytokines by monocytes (Bufalo et al., 2014), activating the factor nuclear kappa B by
dendritic cells (Conti et al., 2016), and increasing the production of antibodies (Sforcin et al.,
2005).

Our group has been investigating propolis action on human monocytes, which are
professional phagocytes derived from hematopoietic progenitors of myeloid origin (Hume,
2015). Monocytes are present in the blood and are rapidly recruited to sites of injury or
infection, differentiating into macrophages in the tissues or migrating directly to the lymph
nodes (Geissmann et al., 2008). Monocytes have an important role in homeostasis, removing
apoptotic cells and toxic components of the organism, as well as in the immune response,
acting as antigen-presenting cells (Auffray et al., 2009). Monocytes exhibit TLRs, which
recognize microorganisms through the detection of conserved microbial products or structures
— the pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) (Medzhitov, 2001). They also express

molecules of the major histocompatibility complex (MHC) that present peptides to T
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lymphocytes, and co-stimulatory molecules, such as CD40 and CD80, which provide a
second signal for lymphocytes activation, besides releasing cytokines that determine the
profile generated after lymphocyte activation (Medzhitov, 2001; Han et al., 2003).

TLR activation may also induce another pathway that favors antigen presentation: the
autophagy (Xu et al., 2007; Delgado & Deretic, 2009). This is a catabolic process responsible
for degrading cytoplasmic structures within the lysosome (Ravikumar et al., 2010).
Autophagy is important to maintain cellular homeostasis, eliminating damaged structures,
recycling cellular components, besides being an alternative mechanism to obtain energy in the
prolonged absence of nutrients (Valdor & Macian, 2012). It also participates of the immune
response, regulating both innate and adaptive immunity (Deretic, 2011), being especially
important for the capture of structures located in the cytosol, helping to eliminate intracellular
microorganisms (Deretic & Levine, 2009). Autophagy is considered a "second chance™ for
peptide generation to MHC-II, since many phagocytosed bacteria eject virulence factors out
of the phagosome, and some of them have the ability to escape from the phagosome to the
cytosol (Mantegazza et al., 2013).

In addition to their role in antigen recognition, monocytes play also a key role in the
activation of primary T cells and the development of memory T cells. Thus, naive helper T
(Th) cells can be differentiated into effector subtypes such as Thl, Th2, Th17 and regulatory
T (Treg), that have divergent functions, leading to inflammation or tolerance, triggering
protective or pathogenic immune responses (Geissmann et al., 2008).

The aim of this work was investigate the modulatory action of propolis in the
mechanisms involved in antigen presentation in order to investigate whether propolis could
favor a response profile. Human monocytes were stimulated with different antigens
concomitantly or not with propolis: 1) retinoic acid (RA), an immunomodulatory agent and
establishes a non-inflammatory environment, mainly by the induction of regulatory T cells
(Pino-Lagos et al., 2010); 2) B subunit of Escherichia coli heat-labile enterotoxin (EtxB) was
used as infectious agent able to suppress Thl responses and to induce B cell activation (Bone
et al., 2002; Turcanu et al., 2002); 3) a tumor antigen (human MAGE-1), identified in
melanoma and other types of tumors and target for cancer immunotherapy (Bleler &
Mulligan, 1996); 4) lipopolysaccharide (LPS), a Th17 response inducer (Galvez, 2014). In
addition, we aimed to evaluate whether propolis could modulate the autophagy process, as an

alternative form of antigen presentation.
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MATERIALS AND METHODS

PROPOLIS SAMPLE AND ANTIGENS

Propolis was collected in the Beekeeping Section, UNESP, Campus of Botucatu. It
was ground and 30% ethanolic extracts of propolis were prepared, in the absence of bright
light, at room temperature, with moderate shaking. After a week, extracts were filtered and
the dry weight of the extracts was calculated (130 mg/ml) (Sforcin et al., 2005).

Propolis composition was previously analysed by gas chromatography—mass
spectrometry, and its main compounds groups were benzoic acid, dihydrocinnamic acid,
coumaric acid, caffeic acid, prenyl-p-coumaric acid, flavonoids, artepillin C,
trihydroxymethoxy flavonon, tetrahydroxy flavonon and triterpenes (Conti et al., 2015a).

Propolis was diluted in RPMI 1640 culture medium (Cultilab, Brazil) containing L-
glutamine (0.1 g/l), sodium bicarbonate (2.2 g/l), non-essential amino acids (10 ml/l) and
supplemented with 10% fetal calf serum (complete RPMI). Dilutions were prepared for each
assay in order to obtain 5 and 25 pg/ml of propolis. The same procedure was carried out with
propolis solvent (70% ethanol), to obtain the respective concentration of alcohol found in the
higher concentration of propolis.

RA (Cayman Chemical, USA) was diluted in DMSO to obtain the 10® and 107 M
concentrations. EtxB (Sigma-Aldrich, USA) was diluted in ultrapure water to obtain 2 and 10
ug/ml. LPS, from Escherichia coli 026:B6 (Sigma-Aldrich, USA), was diluted in complete
RPMI to obtain 1 and 5 pg/ml. Human MAGE-1 (Enzo Life Science, USA) was diluted in
complete RPMI to obtain 2 and 10 pg/ml.

HUMAN MONOCYTES ISOLATION AND CULTURE

Heparinized venous blood was obtained from 5 healthy adult volunteers and
centrifuged in the presence of Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-Sciences, Sweden — density =
1.077) to obtain the peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Briefly, 20 ml of
heparinized blood were added to an equal volume of RPMI. Samples were added to Ficoll-
Paque and centrifuged at 400g for 30 min at room temperature. The interface layer of the
PBMC was aspirated and washed twice with RPMI at 300g for 10 min. Monocytes were
counted using 0.02% neutral red staining and were resuspended at a final concentration of

1x10° monocytes/ml in complete RPMI. Monocytes were incubated at 37°C and 5% CO, for
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90 min. Non-adherent cells were removed and monocytes were incubated with the stimuli
(table 1 and 2) for 24 h for analysis of cell viability, cell surface markers and cytokines, and
for 4 h for expression of autophagy-related transcripts.

This study was approved by the Ethics Committee of Botucatu Medical School
(CAAE: 42600915.0.0000.5411). An informed consent was signed by all the blood donors.

Table 1. Treatments of monocytes for analysis of cell viability, cell surface markers and
cytokines

C Control (culture medium)

P5 Propolis 5 ug/ml

P25 Propolis 25 ug/ml

R1 RAL0EM E2 EtxB 2 ug/ml
RIP5S | RA 10*M + Propolis 5 pug/ml E2P5 EtxB 2 pg/ml + Propolis 5 pug/ml
RIP25 | RA 10¢ M + Propolis 25 pg/ml E2P25 EtxB 2 pg/ml + Propolis 25 pug/ml
R2 RA10TM E10 EtxB 10 ug/ml
R2P5 | RA 107 M+ Propelis 5 ug/ml E10P5 EtxB 10 ug/ml + Propolis 5 ug/ml
R2P25 | RA 107 M + Propolis 25 pg/ml E10P25 | EtxB 10 pg/ml + Propolis 25 pg/ml
L1 LPS1 pg/ml M2 MAGE 2 pg/ml
LIPS | LPS1 ug/ml + Propolis 3 ug/ml M2P5 | MAGE2 ug/ml + Propolis 5 ug/ml
L1P25 | LPS1 pg/ml + Propolis 25 pug/ml M2P25 MAGE 2 pug/ml + Propolis 25 pug/ml
L5 LPS5 pg/ml M10 MAGE 10 pg/ml
L5P5 | LPS5 pug/ml + Propolis 5 ug/ml MI10P5 MAGE 10 pg/ml + Propolis 5 ug/ml
L5P25 | LPS 5 pg/ml + Propolis 25 pg/ml MI10 P25 | MAGE 10 pg/ml + Propolis 25 pg/ml

Table 2. Treatments of monocytes for analysis of autophagy-related transcripts

C Control (culture medium)

P Propolis 25 pg/ml

P+R | Propolis 25 pg/ml + Rapamycin 800 nM

R Rapamycin 800 nM

CELL VIABILITY
Cell viability was performed using 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-
2,5diphenyltetrazolium bromide (MTT — Sigma-Aldrich, USA) colorimetric assay.
Monocytes (1 x 10° cells/ml) were incubated with propolis, antigens and its
combinations (Table 1) for 24 h at 37°C and 5% CO; in a final volume of 100 ul. The
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supernatants were removed and 100 ul of MTT (1 mg/ml) in complete RPMI were added to
the culture cells for 3 h. Afterwards, MTT was aspirated and 100 pl of dimethyl sulfoxide
(Sigma-Aldrich, USA) was added to dissolve the formazan salt. The absorbance was recorded
at 540 nm and the percentage of cell viability was calculated using the formula: (OD test/OD
control) x 100.

CELL SURFACE MARKER EXPRESSION

The expression of TLR-2, TLR-4, HLA-DR, CD40 and CD80 by human monocytes
was assessed using a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, USA).

Monocytes (1x10° cells/ml) were incubated with propolis, antigens and its
combinations (Table 1) for 24 h at 37°C and 5% CO; into polystyrene tubes for cytometric
analysis (BD Labware, USA). Cells were washed and incubated with monoclonal antibodies
according to the manufacturer’s instructions: anti-CD14- PE/Cy7 (clone M5E2), anti-TLR-2-
FITC (clone TLR2.1), anti-TLR-4-PE (clone HTA125), anti-HLA-DR-FITC (clone L243),
anti-CD40-APC (clone 5C3) and anti-CD80-PE (clone 2D10). Stained cells were incubated
for 30 min in the dark at 4°C, then washed and fixed with 5% paraformaldehyde in PBS.
Control isotypic was carried out incubating isotypic antibodies labelled with fluorochromes of
the respective tests. Antibodies were purchased from Biolegend (USA).

In each sample 15.000 events were analysed using the CellQuest Software (Cell Quest
Software, USA). Data were shown as percentage (%) of cells that expressed the markers in

the surface, obtained for the gated CD14-positive cells.

CYTOKINE QUANTIFICATION

The production of TNF-a, IL-6, IL-10 and IL-12 was measurement by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), according to manufacturer’s guidelines (R&D Systems,
USA).

After monocytes (1x10° cells/ml) incubation with propolis, antigens and its
combinations (Table 1) for 24 h at 37°C and 5% CO,, the supernatants were harvested.
Briefly, a 96-well flat-bottom Nunc MaxiSorp (Nunc/Apogent, Thermo Fisher Scientific,
USA) was coated with a capture antibody specific to each cytokine. The plate was washed
and blocked before 100 ul of the supernatants and serially diluted specific standards were

added to respective wells. Following washes, the cytokine was detected using the specific
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conjugated detection antibody. The substrate reagent was added into each well, and after color
development, plates were read at 450 nm using an ELISA plate reader.

EXPRESSION OF TRANSCRIPTS RELATED TO AUTOPHAGY

The quantification of the genes encoding the proteins Beclin-1 and LC3-I1 was carried
out using the reaction technique in quantitative Polymerase Chain in real time (RT-qPCR).

Monocytes (1x10° cells/ml) were incubated with propolis, rapamycin (autophagy
inducer) and their combination (Table 2) for 4 h at 37°C and 5% CO, Total RNA was
extracted using Trizol reagent (Sigma-Aldrich, USA) according to manufacturer's
instructions. After, total RNA was incubated with RNase-free DNase (Promega, USA) to
remove the genomic DNA. RNA quantification of each sample was determined by
spectrophotometry, using the equipment NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, USA).
Subsequently, was performed the synthesis of complementary DNA (cDNA), using the High
Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, USA), according to manufacturer's
protocol.

The reactions contained 0,4 pl of each primer, forward and reverse (Table 3), 2 uL of
cDNA, 10 uL of GoTag-gPCR Master Mix (Promega, USA) and 7,2 uL of nuclease-free
water. In addition, a control was included in each reaction in order to prove that there was no
contamination. The conditions for the RT-gPCR reactions were: initial denaturation at 96°C —
2 min and then 40 cycles at 95°C - 15s and 60°C - 60s, followed by a melting curve, using
7500 Fast Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, USA).

Expression values of the transcripts were normalized based on the concurrent analysis
of the expression of the enzyme encoding glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene
(GAPDH). The calculation of the differential expression of selected genes was carried out by
the data processing method compared to a standard curve (Larionov et al., 2005). A control

RNA sample received the value of 100 to analyze the relative expression of the other samples.

Table 3. Primers for autophagy gene expression and GAPDH.
TARGET FORWARD PRIMER (5°- 3°) REVERSE PRIMER (5'- 3°) GENEBANK
Beclin-l  (101)GTAGACCGGACTTGGGTGAC(120)  (198)CATGGTGCTGTTGITGGACG(179)  NM 0037663
LC3-1I (517)CCAGGAAACCTTCGGCTTCT(536)  (632)CGGTAGAGGCAGCTCAGTTC(613)  NM 0325143

GAPDH (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703) (801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782) NM_002046.4
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STATISTICAL ANALYSIS

Data were analysed by Graph Pad statistical software (Graph Pad Software, USA).
Analysis of variance (ANOVA) and Dunnett’s test were employed. Data were expressed as
mean * standard deviation of 5 individuals and differences were considered significant at P <
0.05.

RESULTS

CELL VIABILITY

Monocyte viability was not affected after incubation with propolis and its solvent -
70% ethanol (data not shown).

Both concentrations of RA slightly reduced cell viability. EtxB reduced the viability of
monocytes only at the concentration of 10 ug/ml. Both concentrations of LPS e MAGE-1
reduced cell viability. DMSO and ultrapure water — RA and EtxB solvents, respectively — did
not affect cell viability (data not shown).

The combination of RA 10" M to propolis was similar to control. EtxB in combination
with propolis exerted no cytotoxic effects. LPS combined with propolis was similar to
control, but not LPS 5 pg/ml + propolis 5 pg/ml. The combination of MAGE-1 and propolis
was similar to control (data not shown). Table 4 shows only the significant differences in cell

viability comparing to control.

Table 4. Viability (%) of human monocytes (1x10° cells/ml) stimulated for 24 h with culture
medium (Control), antigens (RA, EtxB, LPS and MAGE-1) and its combination with
propolis, as shown in table 1. Data represent mean and standard deviation (n = 5).
Significantly different from control: * (P <0.05); ** (P <0.001); *** (P <0.0001).

TREATMENTS VIABILITY (%)
Control 100.0+0.0
RA 10%M 81.36 + 18.61*
RA 10%M + P 5 pg/mL 83.95 + 15.09*
RA 10%M + P 25 pg/mL 83.82 + 19.86*
RA 107 M 83.27 + 18.08*
EtxB 10 pug/mL 86.03 + 16.59*
LPS 1 pg/mL 82.63 + 19.60**
LPS 5 pg/mL 84.10 + 14.90*
LPS 5 pg/mL + P 5 pg/mL 86.18 + 11.97*
MAGE-1 2 pg/mL 81.50 + 13.15%**
MAGE-1 10 pg/mL 85.78 + 13.64**
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EXPRESSION OF CELL SURFACE MARKERS

RA decreased the expression of TLR-2 induced by propolis. RA (R2) and one of the
combinations (R1P5) decreased CD40 expression. RA alone in both concentrations (R1 and
R2) did not affect CD80 expression. However, the combinations with the lowest
concentration of propolis (A1P5 and A2P5) decreased CD80 expression (Figure 1). TLR-4
and HLA-DR expression was not altered by RA alone or in combination (data not shown).
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Figure 1. Percentage (%) of expression of TLR-2, CD40 and CD80 by human monocytes (1
x 10° células/ml) stimulated for 24 h with culture medium (C), propolis 5 ug/ml (P5), propolis
25 ug/ml (P25), retinoic acid 10® M (R1), retinoic acid 10® M + propolis 5 ug/ml (R1P5),
retinoic acid 10® M + propolis 25 pg/ml (R1P25), retinoic acid 107 M (R2), retinoic acid 10~
M + propolis 5 pg/ml (R2P5), retinoic acid 107 M + propolis 25 pg/ml (R2P25). Data
represent mean and standard deviation (n = 5). Significantly different from control (C): * (P
<0.05); ** (P <0.001); *** (P <0.0001). Significantly different from RA 10® M (R1): *(P
<0.001). Significantly different from RA 107 M (R2): ** (P <0.001); ™** (P <0.0001).

Propolis in combination with EtxB (E2P25) decreased the percentage of TLR-4

expression compared to the toxin alone (E2). EtxB induced a higher CD80 expression (E2 and
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E10) compared to control and propolis. Propolis reduced CD40 (E10P25) and CD80 (E2P25,
E10P5 and E10P25) expression induced by EtxB (Figure 2). The expression of TLR-2 and
HLA-DR was not altered by the treatments (data not shown).
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Fi%ure 2. Percentage (%) of expression of TLR-4, CD40 and CD80 by human monocytes (1 x
10° células/ml) stimulated for 24 h with culture medium (C), propolis 5 pg/ml (P5), propolis
25 pg/ml, EtxB 2 pg/ml (E2), EtxB 2 pg/ml + propolis 5 pg/ml (E2P5), EtxB 2 ug/ml +
propolis 25 ug/ml (E2P25), EtxB 10 pug/ml (E10), EtxB 10 ug/ml + propolis 5 pg/ml (E10P5),
EtxB 10 ug/ml + propolis 25 ug/ml (E10P25). Data represent mean and standard deviation (n
= 5). Significantly different from control (C): * (P <0.05); ** (P <0.001); *** (P <0.0001).
Significantly different from EtxB 2 pg/ml (E2): (P < 0.05); (P < 0.0001). Significantly
different from EtxB 10 pg/ml (E10): * (P < 0.05); ™" (P < 0.001); ™" (P < 0.0001).

The combination of propolis and LPS reduced CD40 expression (L1P5 and L1P25)
compared to control and LPS (L1) alone. With respect the CD80, LPS increased the
expression of this receptor, and propolis maintained LPS-induced effects, although propolis
alone induced a lower expression of CD80 (Figure 3). The expression of TLR-2, TLR-4 and

HLA-DR was not altered by these treatments (data not shown).
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Figure 3. Percentage (%) of expression of CD40 and CD80 by human monocytes (1 x 10°
celulas/ml) stimulated for 24 h with culture medium (C), propolis 5 pg/ml (P5), propolis 25
pg/ml, LPS 1 ug/ml (L1), LPS 1 pg/ml + propolis 5 pg/ml (L1P5), LPS 1 ug/ml + propolis 25
pg/ml (L1P25), LPS 5 pg/ml (L5), LPS 5 pug/ml + propolis 5 ug/ml (L5P5), LPS 5 pg/ml +
propolis 25 pg/ml (L5P25). Data represent mean and standard deviation (n = 5). Significantly
different from control (C): * (P <0.05). Significantly different from LPS 1 pg/ml (L1): *(P <
0.05); (P < 0.001); **(P < 0.0001). Significantly different from LPS 5 ug/ml (L5): ™ (P <
0.001); *** (P < 0.0001).

The higher concentration of propolis in combination with MAGE-1 (M2P25 and
M10P25) decreased CD40 expression. Propolis induced a lower expression of CD80
compared to MAGE-1 alone but the combinations showed no difference in CD80 expression
compared to control and antigen alone (Figure 4). The expression of TLR-2, TLR-4 and
HLA-DR was not altered (data not shown).
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Figure 4. Percentage (%) of expression of CD40 and CD80 by human monocytes (1 x 10°
células/ml) stimulated for 24 h with culture medium (C), propolis 5 ug/ml (P5), propolis 25
pg/ml, MAGE 2 pg/ml (M2), MAGE 2 pg/ml + propolis 5 pg/ml (M2P5), MAGE 2 pg/ml +
propolis 25 pg/ml (M2P25), MAGE 10 pg/ml (M10), MAGE 10 ug/ml + propolis 5 pg/ml
(M10P5), MAGE 10 pg/ml + propolis 25 pg/ml (M10P25). Data represent mean and standard
deviation (n = 5). Significantly different from control (C): ** (P <0.001). Significantly
different from MAGE 2 pg/ml (M2): *(P < 0.05); *(P < 0.001). Significantly different from
MAGE 10 pg/ml (10): * (P < 0.05); ™" (P < 0.001).
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CYTOKINE PRODUCTION

IL-12 was not detected in this study, under the conditions of our assays.

No alterations were seen in IL-10 production by human monocytes stimulated with
RA in combination or not to propolis (data not shown). RA decreased TNF-o production
compared to propolis action alone, and the combination with propolis maintained the
inhibitory effect of RA on TNF-a production. RA (R1) induced a higher production of IL-6,
but its combination with propolis (R1P5 and R1P25) inhibited its production stimulated by
RA, and the levels were similar to that induced by propolis alone (P5 and P25) (Figure 5).
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Figure 5. TNF-o and IL-6 production (pg/ml) by human monocytes (1 x 10° células/ml)
stimulated for 24 h with culture medium (C), propolis 5 ug/ml (P5), propolis 25 pug/ml (P25),
retinoic acid 10® M (R1), retinoic acid 10 M + propolis 5 pg/ml (R1P5), retinoic acid 10° M
+ propolis 25 pg/ml (R1P25), retinoic acid 10 M (R2), retinoic acid 107 M + propolis 5
ng/ml (R2P5), retinoic acid 107 M + propolis 25 pg/ml (R2P25). Data represent mean and
standard deviation (n = 5). Significantly different from RA 10° M (R1): *(P <0.05); *(P
<0.001). Significantly different from RA 107 M (R2): ** (P <0.001).

The combination of propolis with EtxB suppressed the production of TNF-a induced
by the toxin (E2P25 and E10P5). The lower concentration of EtxB (E2) induced a higher 1L-6
production compared to the higher concentration (E10), which in combination or not with
propolis decreased the production of this cytokine (Figure 6).

No significant differences were seen in IL-10 production (data not shown).
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Figure 6. TNF-o. and IL-6 production (pg/ml) by human monocytes (1 x 10° células/ml)
stimulated for 24 h with culture medium (C), propolis 5 pg/ml (P5), propolis 25 pug/ml, EtxB
2 ng/ml (E2), EtxB 2 pg/ml + propolis 5 pg/ml (E2P5), EtxB 2 ug/ml + propolis 25 pg/ml
(E2P25), EtxB 10 pg/ml (E10), EtxB 10 pg/ml + propolis 5 pg/ml (E10P5), EtxB 10 ug/ml +
propolis 25 pg/ml (E10P25). Data represent mean and standard deviation (n = 5).
Significantly different from EtxB 2 pg/ml (E2): (P < 0.05); *(P < 0.001). Significantly
different from EtxB 10 pg/ml (E10): * (P < 0.05); ™" (P < 0.001).

LPS stimulated IL-6 and IL-10 production, and the combinations with propolis were

similar to LPS alone (Figure 7). TNF-o production was not altered by these treatments (data

not shown).
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Figure 7. IL-6 and IL-10 production (pg/ml) by human monocytes (1 x 10° células/ml)
stimulated for 24 h with culture medium (C), propolis 5 ug/ml (P5), propolis 25 pg/ml, LPS 1
pg/ml (L1), LPS 1 pg/ml + propolis 5 pg/ml (L1P5), LPS 1 pg/ml + propolis 25 pg/ml
(L1P25), LPS 5 ug/ml (L5), LPS 5 pg/ml + propolis 5 pg/ml (L5P5), LPS 5 ug/ml + propolis
25 pg/ml (L5P25). Data represent mean and standard deviation (n = 5). Significantly different
from control (C): * (P <0.05); * (P <0.001). Significantly different from LPS 1 pg/ml (L1):
*(P < 0.05); "(P < 0.001). Significantly different from LPS 5 pg/ml (L5): * (P < 0.05); ™ (P
<0.001).
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MAGE-1 induced the production of proinflammatory cytokines: TNF-a (M2 and
M10) and IL-6 (M2), while MAGE-1 alone did not stimulate IL-10 release (M2 and M10).
However, propolis inhibited the production of TNF-a (M2P5) and IL-6 (M2P5 and M2P25)
induced by MAGE-1, and increased IL-10 production in combination with the higher antigen
concentration (M10P5 and M10P25) (Figure 8).
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Figure 8. TNF-0, IL-6 and IL-10 production (pg/ml) by human monocytes (1 x 10°
celulas/ml) stimulated for 24 h with culture medium (C), propolis 5 pg/ml (P5), propolis 25
pug/ml, MAGE 2 pg/ml (M2), MAGE 2 pg/ml + propolis 5 pg/ml (M2P5), MAGE 2 pg/ml +
propolis 25 pg/ml (M2P25), MAGE 10 pg/ml (M10), MAGE 10 pg/ml + propolis 5 pg/ml
(M10P5), MAGE 10 pg/ml + propolis 25 pg/ml (M10P25). Data represent mean and standard
deviation (n = 5). Significantly different from control (C): * (P <0.05); ** (P <0.001); *** (P
<0.0001). Significantly different from MAGE 2 pg/ml (M2): *(P < 0.05); ™(P < 0.001); **(P
< 0.0001). Significantly different from MAGE 10 pg/ml (10): * (P < 0.05); ** (P < 0.001); ***
(P <0.0001).

EXPRESSION OF AUTOPHAGY-RELATED GENES
Propolis alone did not alter the expression of genes encoding Beclin-1 and LC3-1I
proteins, which was similar to untreated cells. The treatment of monocytes with rapamycin
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induced significantly the expression of both genes. However, the combination P+R induced a

lower expression than rapamycin alone (Figure 9).
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Figure 9. Expression of genes encoding Beclin-1 and LC3-11 proteins in human monocytes (1
x 10° cells/ml) incubated with culture medium (C), propolis 25 pg/ml (P), propolis 25 pg/ml +
rapamycin 800 nM (P + R) and rapamycin 800 nM (R) for 4 h. Data represent mean and
standard deviation (n = 5). Significantly different from control (C): *(P <0.05); ***(P
<0.0001). Significantly different from rapamycin (R): *(P <0.001), **(P <0.0001).

DISCUSSION

Monocyte viability was not affected after incubation with propolis and 70% ethanol.
Other authors, using the same propolis sample, observed no cytotoxic effects of propolis and
its diluent on human monocytes, using concentrations up to 100 pg/ml (Bufalo et al., 2014;
Conti et al., 2015b; Santiago et al., 2016; Cardoso et al., 2017). Although antigens decreased
monocyte viability, the mean was > 80% in all treatments, what is considered a representative
value for biological tests so that they were used in all assays.

Propolis alone maintained the basal expression of TLR-2, TLR-4, HLA-DR, CD40
and CD80 receptors by human monocyte, concluding that propolis did not affect the
expression of cellular receptors in the absence of antigenic stimulation. No alterations were
seen in HLA-DR expression for all the treatments, compared to the control. HLA-DR is
constitutively expressed by human monocytes from healthy individuals, and its expression is
essential for the antigen presentation to CD4™ T lymphocytes, and low levels of HLA-DR
expression are associated with high mortality (Perry et al., 2003).

RA decreased the TLR-2 expression induced by propolis. Other authors observed that
treatment of human monocytes with RA reduced TLR-2 expression and modulated their
activation. Although TLR activation is essential for defense against pathogens, it may lead to

inflammation and tissue damage, suggesting that the downregulation of the TLR-2 expression
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is @ mechanism by which RA exert its anti-inflammatory action (Liu et al., 2005). According
to our data, propolis maintained the suppressive function in TLR-2 induced by RA.
Combinations of the lowest concentration of propolis with RA resulted in a decreased CD80
expression. Propolis was able to upregulate CD80 expression by human monocytes only in a
high concentration (100 ug/ml) (Bufalo et al., 2014), demonstrating that propolis
immunomodulatory effect is dose-dependent.

Propolis in combination with EtxB decreased TLR-4 expression that was induced by
the toxin alone. However, previous data obtained of our group showed that lower
concentrations of propolis were able to upregulate TLR-4 expression by human monocytes
(Bufalo et al., 2014; Santiago et al., 2016), confirming that the modulation is dependent of
propolis concentration. Propolis in combination with EtxB reduced CD80 expression induced
by toxin, what can be explained by the presence of cinnamic acid in our sample, which has
already been described by reducing CD80 expression (Conti et al., 2013).

In combination with inflammatory stimuli (LPS and MAGE-1), propolis decreased
CDA40 expression induced by the antigens alone. Despite the importance of CD40-CD40L in
the development of appropriate immune responses, it is also associated with several
pathological processes, such as oxidative stress, autoimmune and inflammatory diseases.
Therapies with antibodies that block this binding are being investigated for treat inflammatory
diseases (Senhaji et al., 2015). Thus, a downregulated CD40 expression can be a possible
mechanism of propolis action for cell deactivation in inflammatory processes.

Regarding to cytokines, the decreased TNF-o production by monocytes treated with
RA confirm the inhibitory action of RA on Th1l cytokines production (Mohty et al., 2003;
Dawson et al., 2006); in addition, the combination with propolis supports this inhibitory
effect. RA induced the IL-6 production, a cytokine involved in the development of Th17 cells,
which generates responses implicated in inflammatory conditions (Chen et al., 2011; Raphael
et al., 2015). Nevertheless, data from the literature have shown that even under IL-6 stimulus,
RA is able to suppress Th17 induction (Lu et al., 2014; Mucida et al., 2007), what may be due
to the inhibition of IL-6 receptor induced by RA (Xiao et al., 2008). In addition to the role in
the transition from innate to acquired immune response, IL-6 also acts in inflammatory
processes and is produced early in inflammation (Scheller et al., 2011). Since the combination
with propolis reduced the IL-6 production, the use of this natural product may be an

interesting strategy to control inflammatory conditions.
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IL-6 is involved in B cells activation and consequently in antibodies secretion
(Eddahri et al., 2009). EtxB has been studied as a vaccine adjuvant, because of its ability to
increase antibody production (Bone et al., 2002). According to our results, the lower
concentration of the toxin could be more efficient in inducing the secretion of antibodies via
IL-6, since it induced higher production of this cytokine. Propolis in combination with the
toxin suppressed the TNF-a production, demonstrating that propolis may favor an anti-
inflammatory status.

LPS increased IL-6 production, confirming the potential of LPS for Th17 polarization,
an important response in the intestinal mucosa (Géalvez, 2014). Thus, the maintenance of this
cytokine level by propolis in combination with LPS indicates that the use of propolis may be
important to protect intestinal mucosa against infectious processes and microbiota
deregulation. LPS in the bloodstream may be detrimental to the host and the development of
an anti-inflammatory response is necessary (Li & Alam, 2012). Other authors have
demonstrated the anti-inflammatory effect of propolis and its compounds in response to LPS
(Blonska et al., 2004, Korish & Arafa, 2011, Ertlrkiner et al., 2016; Funakoshi-Tago et al.,
2016).

Our data also demonstrated that propolis in combination with MAGE-1 inhibited the
release of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-6) and increased the production of IL-
10, an immunosuppressive cytokine (Raphael et al., 2015). Thus, under these conditions,
propolis induced a deactivating profile, which may be important to avoid damage to the host.

Taken together, one may verify that propolis in combination with different antigens
exerts an anti-inflammatory profile, what is in agreement with data from literature (Hu et al.,
2005; Naito et al. 2007; 2007; Bufalo et al., 2013; Wang et al., 2013; Cavendish et al., 2015;
Khayyal et al., 2003).

We also aimed to investigate whether autophagy could be modulated by propolis,
since this a pathway that provides peptides for antigen presentation (Ravikumar et al., 2010).
Propolis treatment did not induce autophagy, what is a relevant finding, since this pathway
should occur only under certain conditions, such as nutrient deprivation and infectious
processes, and should be inhibited under normal conditions (Ravikumar et al., 2010). As
expected, rapamycin treatment induced the expression of both genes, confirming the proper
standardization of our assays. However, in combination with rapamycin, propolis exerted an

inhibitory effect in autophagy.
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Cytokines of Th2 profile, such as IL-4 and IL-13, and the activation of CD40 may
inhibit autophagy (Andrade et al., 2006; Harris et al., 2007; Deretic & Levine, 2009). Since
propolis in combination to antigens reduced CD40 expression, these results provide evidences
for the propolis inhibitory role in the autophagy, via inhibition of CD40 and induction of a
Th2 response.

Autophagy inhibition may also be related to the induction of inflammassome, a
multiprotein cytosolic complex responsible for the detection of cytoplasmatic PAMPs
(Abdelaziz et al., 2015). Since our propolis sample inhibited autophagy, one may speculate
that it may probably induce inflammassome, which is an important pathway in defense
against pathogens, stress conditions, tissue damage, in response to vaccine adjuvants, etc. In
addition, cytokines involved in the inflammassome activation (IL-1p, IL-18 and IL-33) can
favor antigen presentation or contribute directly to T and B cell activation (Martinon et al.,
2009), being able to promote Th2 polarization (Helmby & Grencis, 2004; Schmitz et al.,
2005; Nakanishi et al., 2001). Thus, despite being considered an inflammatory pathway, the
inflammassome may favor the development of Th2 responses (Martinon et al., 2009),

corroborating with the anti-inflammatory action of propolis.

CONCLUSION

Propolis exerted an immunomodulatory action in the presence of antigens, favoring
anti-inflammatory responses. In addition, the modulatory effect of propolis on the antigenic

presentation is independent of autophagy.
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ANEXO 1

- AVA
UNESP“% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE BOTUCATU
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA
BOTUCATU- SP-CEP-18.618-970 -FONE: (14) 3880-0445

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO EM PESQUISA
DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS

O(A) Senhor(a) estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa “ACAQO
IMUNOMODULADORA DA PROPOLIS NA APRESENTACAO ANTIGENICA”, que tem como objetivo
avaliar células mononucleares do sangue periférico, ap6s incubagdo com a prdpolis, para compreender sua agao
sobre estas células.

Para poder participar, o Senhor sera questionado sobre uso de medicamentos ou drogas, bem como
doencas, pois estes critérios impedem a participa¢do. O Unico e possivel desconforto é a retirada do sangue, e
apos a coleta de 20 mL de sangue, 0 mesmo sera utilizado nos laboratdrios da disciplina de Imunologia, onde
seré desenvolvido o estudo.

Para responder quaisquer perguntas ou duvidas, vocé podera entrar em contato com 0s responsaveis por
este trabalho. Para qualquer duvida adicional, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, através do
fone: (14) 3880-1608/1609.

Informamos que o Senhor possui total liberdade de recusar ou de retirar o seu consentimento de
participacdo neste estudo, sendo que esta acdo ndo causard qualquer transtorno a sua pessoa. Informamos
também que todas as informacBes obtidas neste estudo serdo identificadas somente por nimero, sendo que seu
nome ndo aparecera quando os resultados do estudo forem apresentados.

Ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa, este documento sera elaborado em 2 vias, sendo uma
para o participante da pesquisa e outra para o arquivo do pesquisador.

Concordo em participar da pesquisa:

Nome e assinatura do sujeito de pesquisa:

Local e data:
Fernanda Lopes Conte Prof. Adj. José Mauricio Sforcin
Mestranda em Biologia Geral e Aplicada Responsavel pelo Projeto
IB — UNESP — Campus de Botucatu Depto. Microbiologia e Imunologia

IB — UNESP — Campus de Botucatu
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