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RESUMO

CARDOSO, Eliza de Oliveira. Acao sinérgica de componentes da propolis sobre
producdo de citocinas e atividade bactericida de monécitos humanos.
Orientador: José Mauricio Sforcin.

A propolis € um produto natural que apresenta diversas propriedade biologicas. Esse
apiterapico possui complexa composi¢cdo quimica, que pode variar de acordo com as
diferentes fontes botanicas utilizadas pelas abelhas. Nas ultimas décadas, os grupos
de pesquisa procuraram compreender a atividade de seus componentes, a fim de
investigar seu envolvimento na agao da propolis. No entanto, ha poucos estudos
sobre o possivel sinergismo de seus componentes no sistema imunoldgico. Assim,
este trabalho buscou investigar se os efeitos imunomoduladores da prépolis em
monaocitos humanos sdo devidos a interagdo entre trés acidos fendlicos (acidos
cafeico, dihidrocindmico e p-cumarico). Para tal, mondcitos humanos foram obtidos de
10 doadores saudaveis e incubados com os componentes isolados e suas
combinagdes (cafeico+dihidrocindmico; cafeico+p-cumarico; dihidrocinamico+p-
cumarico; e cafeico+dihidrocindmico+p-cumarico) de acordo com suas concentragoes
na composicao da prépolis, em auséncia ou presenca de LPS, por 18h. O possivel
efeito citotdxico foi avaliado apds este periodo, pelo método colorimétrico de MTT.
Apos o periodo de incubacéo, os sobrenadantes foram coletados e a producéo de
citocinas pro- e anti-inflamatérias (TNF-a e IL-10) foi quantificada por ELISA. Para
avaliar a atividade bactericida, as células foram incubadas com os componentes e,
posteriormente, desafiadas com Escherichia coli. A porcentagem de atividade
bactericida foi calculada e as diferengas significativas entre os tratamentos foram
determinadas por analise de varidancia (ANOVA), seguida de teste de Dunnett
(P<0,05). Em auséncia de LPS, a propolis e as combinagbes entre seus acidos
estimularam a produgdo de citocinas. Em presenca do estimulo inflamatério, a
producdo de citocinas induzida pelo LPS foi mantida pela prépolis e pelas
associagdes. O acido dihidrocindmico isolado aumentou a produgcao de IL-10 e a
atividade bactericida dos mondcitos, sem afetar a viabilidade celular. Estes resultados
preliminares sugerem que os componentes estudados podem estar envolvidos na
acao imunomoduladora da prépolis, porém mais estudos sobre a possivel interagao
entre os componentes do produto apicola sdo necessarios.

Palavras-chave: propolis, acidos fendlicos, citocinas, atividade bactericida, mondcitos



ABSTRACT

CARDOSO, Eliza de Oliveira. Synergistic action of propolis componentes on
cytokines production and bactericidal activity of human monocytes. Advisor:
José Mauricio Sforcin.

Propolis is a natural product with several biological properties. It shows a very complex
chemical composition, what may change according to the botanical sources. In the last
decades researchers have focused on the activity of its components, in order to
investigate their involvement in propolis action. However, little is known concerning the
synergism of its constituents on the immune system. Thus, this work aimed to
investigate whether the immunomodulatory effects of propolis on human monocytes
are due to the interaction between three phenolic acids (caffeic, dihydrocinnamic and
p-coumaric acid). Human monocytes were obtained from 10 healthy donors and
incubated with such components and their combinations (cafeic+dihydrocinnamic;
caffeictp-coumaric; dihydrocinnamic+p-coumaric; and caffeic+dihydrocinnamic+p-
coumaric) according to their concentrations in propolis composition, simultaneously or
not with LPS. A possible cytotoxicity was assessed by the colorimetric MTT assay.
After 18h incubation, supernatants were collected and the production of pro- and anti-
inflammatory cytokines (TNF-a and IL-10) was evaluated by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). To evaluate the bactericidal activity, monocytes were
incubated with components and challenged with Escherichia coli, and the percentage
of bactericidal activity was calculated. Significant differences between treatments were
determined by analysis of variance (ANOVA), followed by Dunnett’s test (P<0.05).
Without LPS, propolis and the associations between its acids stimulated the cytokines
production. With inflammatory stimulus, the LPS-induce TNF-a and IL-10 production
was maintained by propolis, its acids and their associations. Cinnamic acid increased
IL-10 production and the bactericidal activity of monocytes, without affecting cell
viability. These preliminary results suggest that these compounds may be involved in
the immunomodulatory action of propolis, but further studies on the possible
interaction of propolis compounds are still necessary.

Keywords: propolis, phenolic acids, cytokines, bactericidal activity, human monocytes






I. Propolis e suas atividades bioldgicas

Com grande diversidade de componentes presentes em sua constituicdo, a
propolis apresenta potenciais atividades bioldgicas que sdo alvos de importantes
estudos cientificos. A prépolis in natura apresenta em sua composi¢ao cerca de 30%
de cera, 50% de resina e balsamo vegetal, 10% de 6leos aromaticos e essenciais, e
5% de polen e outras substancias (BURDOCK, 1998). Este material é assim
caracterizado devido a coleta de exsudatos e resinas dos apices vegetativos (brotos e
folhas jovens) de diferentes plantas e da mistura destas substéncias com cera e
secrecado das glandulas da abelha. Possui odor e cores caracteristicas que variam
entre vermelho, verde e marrom escuro. Sua composicdo quimica é complexa,
podendo apresentar mais de 300 componentes pertencentes as classes dos
flavonoides, acidos aromaticos, 6leos essenciais, di- e triterpenos, entre outros, que
variam de acordo com a localizagdo geografica das plantas utilizadas pelos insetos
(BANKOVA et al., 1998). Seus componentes, tais como os O6leos essenciais,
balsamos, compostos fendlicos e outros, podem ser extraidos a partir da utilizacdo de
solventes como éter, acetona, etanol, agua, tolueno e tricloroetileno (CUNHA et al.,
2004).

Devido as poucas flutuagdes climaticas brasileiras, a coleta de material vegetal
pelas abelhas acontece durante todo ano, enquanto que no hemisfério norte essa
coleta acontece durante o verdo. Em amostras coletadas em nosso apiario localizado
na Fazenda Lageado (UNESP, Campus de Botucatu), verificamos que n&o houve
diferenca significativa entre a concentragdo de compostos biologicamente ativos
presentes nas amostras coletadas durante as quatro estacbes sazonais (primavera,
verao, outono e inverno). Estes dados indicam que as abelhas coletam materiais das
mesmas fontes botanicas, sendo as trés principais: Baccharis dracunculifolia DC
(alecrim-do-campo), seguida de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze e Eucalyptus
citiodora Hook (BOUDOUROVA-KRASTEVA et al., 1997; SFORCIN, 2007;
BANKOVA et al., 1999). Seus principais constituintes quimicos foram identificados por
cromatografia gasosa (GC), cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massa (GC-MS) e cromatografia em camada delgada (TLC), sendo eles: flavonoides

(4’-0-metil canferol, 5, 6, 7-trihidroxi-3,4’ dimetoxiflavona, aromadendrina-4’-metil éter),



presentes em pequenas quantidade, acido p-cumarico prenilado e dois benzopiranos:
E e Z 2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-benzopiranos; 6leos essenciais (benzoato
de benzila, acetofenonas preniladas, espatulenol, (2Z,6E)-farnesol); acidos
aromaticos (acido dihidrocinadmico, acido p-cumarico, acido ferulico, acido cafeico,
acido 3,5-diprenil-p-cumarico, 2,2-dimetil-6-carboxi-etenil-2H-1-benzo-pirano)
(BANKOVA et al., 1998).

A propolis tem sido utilizada ha milhares de anos pelo ser humano, para o
tratamento de feridas de guerra e para a mumificacdo de corpos. A origem
etimologica da palavra propolis vem do grego —pro, referente a defesa, e —polis,
referente a cidade, e remete-se a fungdo que o material produzido pelas abelhas
desempenha nas colmeias. Nestes locais, a propolis é utilizada para vedacgao,
controlando a entrada de agua e ar, além de ser utilizada também para embalsamar
cadaveres de pequenos animais que morrem dentro da colmeia, impedindo a acao de
microorganismos na decomposi¢ao e mantendo a assepsia do local. Durante anos,
nosso laboratério tem avaliado as atividades imunomoduladora, antimicrobiana e
tumoral da propolis, impulsionando as pesquisas sobre o produto apicola (SFORCIN,
2007). Os resultados obtidos em nossas pesquisas corroboram os dados da literatura
pertinente, indicando a auséncia de efeitos colaterais apds a administragao a curto ou
longo prazo em ratos. No que confere ao seu potencial antimicrobiano, nossos
resultados mostraram o potencial antimicrobiano da propolis em testes in vitro, nos
quais o apiterapico inibiu de modo eficiente o crescimento das bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureus, e apresentou limitada acdo sobre as bactérias
Gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (SFORCIN et al., 2000).
Alguns estudos sugerem que essa atividade pode estar associada a principal fonte
botanica de nossa amostra de propolis, visto que os 6leos essenciais de B.
dracunculifolia também apresentaram acao bacteriostatica sobre as mesmas
bactérias (FERRONATO et al, 2007). Nosso laboratério também revelou as
atividades antiprotozoaria sobre Giardia duodenalis, antifungica sobre Candida
tropicalis e C. albicans, e sobre a replicagao do poliovirus tipo 1 em células HEp-2
(SFORCIN et al., 2001; FREITAS et al., 2006; BUFALO et al., 2009a; BUFALO et al.,
2009b). A atividade antimicrobiana da propolis também foi confirmada pelo estudo de
Koo et al. (2000) que comparou os efeitos do apiterapico com aqueles de Arnica



montana, evidenciando que a prépolis inibiu o crescimento dos microorganismos
testados, apresentando melhores resultados do que a A. montana.

A respeito da modulagdo da resposta imune contra microorganismos, estudos
realizados em nosso laboratério revelaram que a propolis estimulou a atividade
fungicida de macrofagos contra Paracoccidioides brasiliensis (MURAD et al., 2002) e
a atividade bactericida contra Salmonella Typhimurium, envolvendo a participacao de
intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio (ORSI et al., 2005). A propolis
induziu a produc¢ao de H,O, por macrofagos peritoneais de camundongos, bem como
a producéao de citocinas pro-inflamatorias e a expressao de receptores TLR2 e TLR4
(ORSI et al., 2000; ORSATTI et al., 2010). Estes efeitos da propolis podem ocorrer
devido a acéo de alguns componentes presentes em sua constituigdo, como indicam
os dados de Missima et al. (2007), ao demonstrarem que extratos de B.
dracunculifolia e alguns de seus compostos isolados, tais como friedelanol e 6xido de
Baccharis, estimularam macrofagos a produzirem maior quantidade de H;0O,. Esta
maior produgao de H,O, também foi verificada em macréfagos peritoneais de animais
submetidos a estresse, além da recuperacao dos niveis de IL-4 e da expressdo de
TLR4 que estavam inibidos nesses animais, demonstrando que a prépolis pode ser
utilizada como possivel alternativa a imunossupressao verificada durante o estresse
(MISSIMA & SFORCIN, 2008; PAGLIARONE et al., 2009a; PAGLIARONE et al.,
2009b).

No que concerne a imunidade adaptativa, o tratamento com propolis estimulou
maior producao de anticorpos em ratos, porém sem efeitos de compostos isolados ou
de extrato de B. dracunculifolia (SFORCIN et al., 2005). A propolis associada a vacina
inativada de herpes tipo-1 Suid (SUHV-1) auxiliou na maior produ¢ado de anticorpos
por camundongos, indicando uma possivel utilizacdo do produto apicola como
adjuvante em vacinas (FISCHER et al., 2007).

Em relacdo a atividade antitumoral, células natural killer de ratos tratados com
propolis apresentaram maior atividade citotoxica sobre células tumorais Yac-1
(SFORCIN et al., 2002). Ademais, a prépolis estimulou a produgao de citocinas pro-
inflamatérias e de IFN-y e IL-2 por animais portadores de melanoma e que foram
submetidos a estresse cronico (MISSIMA et al., 2009), favorecendo a ativagdo da

resposta imune celular antitumoral.



Todos estes dados demonstram a atividade imunomoduladora da propolis,
observadas de acordo com as concentracdes utilizadas, vias de administracao,
modelos experimentais, tempo de tratamento, dentre outros fatores, havendo,
contudo, dados divergentes. Por esta razdo, nosso grupo procurou padronizar as
metodologias de estudo, a fim de encontrarmos resultados que favoregam maiores
elucidagdes a respeito dos mecanismos de agao da propolis e de seus componentes.
A respeito destes, os autores tém proposto que as atividades biolégicas da propolis
podem ser decorrentes de seus efeitos combinados, assim como relataram Sawaya et
al. (2004) sobre a atividade bactericida da propolis brasileira. Estudos com esse
enfoque podem possibilitar a compreensdo acerca dos componentes responsaveis
pela acao biolégica da prépolis, bem como o desenvolvimento de novos farmacos

formulados a partir desses componentes.

II. Acidos fenélicos

No inicio dos estudos de nosso grupo, as amostras de prépolis coletadas em
Nnosso apiario apresentaram auséncia de sazonalidade e, por sugestdo da Dra.
Vassya Bankova, do Institute of Organic Chemistry with Centre of Phytochemistry,
Bulgaria, as amostras coletadas foram agrupadas em um unico “pool”’, o qual foi
congelado e tem sido sempre utilizado em nossos estudos. Recentemente, Conti et al.
(no prelo) reanalisaram esta amostra para investigar possiveis alteragdes decorrentes
de seu congelamento. Os dados obtidos revelaram que sua composicdo quimica
apresentou-se minimamente alterada, e que esta alteracdo deve-se ao agrupamento
das amostras e n&o ao seu congelamento. Muitos componentes foram identificados, e
em nossos estudos daremos destaque a trés deles: acido cafeico, presente em
quantidade correspondente a 0,297% na prépolis, acido dihidrocinamico (3,04%) e
acido p-cumarico (0,382%).

Estes trés acidos sao derivados do acido cindmico, o qual pertence ao grupo
das auxinas (hormdnios responsaveis pela regulagao do crescimento e diferenciagéo
celular da planta). Seus derivados desempenham importante papel na defesa da
planta contra o ataque de insetos e microorganismos (THIMANN, 1969). Acidos
hidrocindmicos, tais como os acidos cafeico e p-cumarico, estdo presentes na maioria

dos tecidos vegetais, em variadas formas conjugadas e, raramente, na forma de



acidos livres (KARAKAYA, 2004). O acido cafeico € um dos mais abundantes acidos
hidrocindmicos presentes na dieta alimentar. Em contrapartida, o acido p-cumarico &
menos abundante, sendo encontrado em algumas frutas do género Citrus (RICE-
EVANS et al., 1997).

Estudos realizados com acidos cafeico, cindmico e p-cumarico revelaram seu
potencial anti-inflamatério (FERNANDEZ et al, 1998) e antimicrobiano
(PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001; WEN et al., 2003; RODRIGUEZ-VAQUERO et al.,
2007). Em nosso grupo, estudos de Bufalo et al. (2013) demonstraram a capacidade
antioxidante do acido cafeico, bem como seu potencial inibitério sobre a produgéo de
oxido nitrico (NO) por macréfagos. Em estudos realizados in vitro, o acido cinamico
apresentou acéo inibitéria sobre a producéo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias por
mondcitos humanos, quando utilizado nas concentragdes 25, 50 e 100 pug/mL (CONTI
et al., no prelo). Como possivel mecanismo de agdo do acido cindmico e do acido
cafeico, estudos de nosso grupo sugerem suas interagcbes com o receptor TLR4
(BUFALO et al., 2014; CONTI et al., no prelo). Estes mesmos trabalhos apresentaram
aumento da atividade fungicida sobre C. albicans, em células incubadas com altas
concentracdes destes acidos. O potencial anti-inflamatério do acido p-cumarico foi
demonstrado por Pragasam et al. (2013), em ensaios realizados em ratos com artrite,

revelando que o acido atenuou a expressao sinovial de TNF-a.

I1l. Monécitos e citocinas

Mondcitos e macréfagos sao células do sistema fagocitico mononuclear, com
papel fundamental na imunidade inata do hospedeiro. Os monécitos, se comparados
aos macréfagos, possuem citoplasma e nucleo menores, maior conteudo de
mieloperoxidase e menores niveis de esterases nao especificas. Sdo menos
aderentes e sua atividade fagocitaria € menor, além de expressarem menor numero
de receptores para a porgdo Fc de imunoglobulinas ou para o componente C3 do
sistema complemento, e menor numero de antigenos de histocompatibilidade de
classe IlI. Entretanto, as diferengas entre mondcitos e macrofagos sao mais
quantitativas do que qualitativas, e a diferenciacdo entre as duas células é
comumente dificil de ser percebida (WILTROUT & VARESIO, 1991). Na circulagéo

sanguinea, ha diferentes subtipos de mondcitos que apresentam diferentes atividades



quando estimulados com o mesmo estimulo. Como exemplo, mondcitos CD14+CD16-
constituem a maioria da populagdo de mondcitos (80%-90%) e apresentam, quando
estimulados com LPS in vitro, maior produg&o da citocina anti-inflamatéria IL-10, se
comparada a produgao das citocinas pro-inflamatérias IL-18 e TNF-a. J& mondécitos
CD16+, quando estimulados com LPS, produzem TNF-a, apresentando atividade pro-
inflamatdria (SHI & PAMER, 2011).

As células fagocitarias sdo as principais atuantes na defesa contra bactérias.
Posteriormente a ativagdo pelo agente patogénico, estas células liberam citocinas,
como TNF-q, IL-1B e IL-6, e intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio. Além
desses fatores, algumas citocinas sdo importantes para ativagdo de mondcitos e
macrofagos, enquanto que outras induzem desativagédo celular (SKRZECZYNSKA-
MONCZNIK et al., 2008). TNF-a apresenta carater multifuncional, sendo capaz de
induzir a producdo de outras citocinas e quimiocinas pelas células do sistema
imunoldgico, induzindo, também, a expressao de moléculas de adesdo e o aumento
da permeabilidade do endotélio, favorecendo maior concentracdo de células
mononucleares no local inflamado (HEHLGANS et al., 2006). Além destes efeitos,
TNF-a induz a produgao de IL-10 por mondcitos humanos, que, por sua vez, exerce
feedback negativo para a produgdo de TNF-a (WANIDWORANUN & STROBER,
1993). Ja& a IL-10 é importante para manutencdo da homeostase do hospedeiro,
possuindo agado imunoreguladora (MOSSER, 2003). Esta citocina € capaz de suprimir
a sintese de TNF-q, IL-1pB, IL-6 e IL-8 produzidos por mondcitos estimulados por LPS
ou INF-y (WAAL MALEFYT et al., 1991), além de diminuir a expressao de moléculas
do complexo de histocompatibilidade de classe Il (STAPLES et al., 2007),
favorecendo o retorno da célula ao estado de repouso enquanto a infeccéo
microbiana é erradicada. Alter et al. (2010) evidenciaram que altos niveis desta
citocina sdo encontrados em pacientes imunossuprimidos, e estas caracteristicas
conferem-lhe o principal papel como citocina imunossupressora, destacando seu
potencial na utilizagdo em terapias para varias doengas inflamatérias (STAPLES et
al., 2007).



IV. Escherichia coli

E. coli é uma bactéria gram-negativa anaerobia facultativa comumente presente
no trato gastrointestinal de mamiferos. Frequentemente, sua presenga nédo causa
doencgas, exceto em individuos imunossuprimidos. No entanto, alguns clones de E.
coli adquiriram alta viruléncia, tornando-se muito capazes de colonizar novos nichos e
causar danos em hospedeiros saudaveis (KAPER et al., 2004).

As bactérias gram-negativas possuem lipopolissacarideo (LPS) na parede
celular, e esta endotoxina é fortemente reconhecida por macréfagos e monacitos.
Quando entra em circulagéo, o LPS se liga a proteina ligante de LPS (LBP) presente
no plasma, e o complexo é reconhecido pelo receptor CD14 presente na superficie
celular. Posteriormente, o LPS é transferido ao receptor TLR-4 e sua proteina
assessora MD2, estimulando vias de sinalizagdo intracelular que conduzem a
ativacdo de fatores de transcricdo responsaveis pela ativagdo de genes codificantes
de citocinas proé-inflamatérias, tais como TNF-a e IL-6. Esta forte ativagao do sistema
imune pode induzir sepse, choque séptico ou sindrome da resposta inflamatoria
sistémica no hospedeiro (GUHA & MACKMAN, 2001).

As bactérias gram-negativas estdo entre as principais causas de sepse nos
hospitais brasileiros, sendo a E. coli um dos principais agentes associados a essas
ocorréncias, tanto em individuos adultos quanto em neonatos (VILLAS BOAS & RUIZ,
2004; ZANON et al., 2008; PINHEIRO et al., 2007). Deste modo, se faz necessaria a
busca por tratamentos eficientes e de baixo custo capazes de possibilitar o0 combate

as bactérias potencialmente patogénicas.






Neste trabalho procuramos avaliar a interagdo sinérgica entre alguns
componentes da propolis sobre a viabilidade celular, a producédo de citocinas pro- e
antiinflamatorias (TNF-a e IL-10), e a atividade bactericida de mondcitos humanos

contra Escherichia coli.






I. Obtengdo e preparagao do extrato etandlico de prépolis e dos acidos

A prépolis foi produzida por abelhas africanizadas (Apis mellifera L.), no apiario
localizado na Fazenda Experimental Lageado, pertencente a Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP, Campus de Botucatu). As amostras foram
obtidas através de telas propolisadoras e posteriormente foram congeladas para
facilitar a remocédo da prépolis. Para estabelecer sua caracterizacdo quimica, o
produto apicola foi analisado por cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massa (GC-MS) (CONTI et al., no prelo). Os extratos foram preparados no momento
do uso. Apés trituracdo, 30g de propolis foram colocadas em etanol (70%),
completando o volume para 100 mL, em auséncia de luz e sob moderada agitagéo.
Ap6s uma semana, os extratos foram filtrados em papel de filtro e a concentragao

final foi calculada, obtendo-se o0 peso seco da solugao.

Os compostos isolados (acidos dihidrocinamico, p-cumarico e cafeico) foram
fornecidos pelo Prof. Titular Jairo Kenupp Bastos, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, USP, e foram utilizados na mesma propor¢ao em
que se encontram na propolis: p-cumarico (2,327.10" mol.L™"), dihidrocinamico
(2,0243 mol.L™") e cafeico (1,648.10™ mol.L™"). Para padronizacgdo dos objetivos deste
trabalho, os acidos foram preparados conforme sua porcentagem presente na
concentracao de 20 ug/mL de prépolis. As solugbes-mae foram preparadas através da
diluicdo destes em etanol 70% (BUFALO et al, 2013). Posteriormente,
acrescentamos meio RPMI completo (RPMI 1640 suplementado com 2 mM de L-
glutamina, 40 ug/mL de gentamicina e 10% de soro autdlogo inativado).

Para analise do possivel efeito sinérgico, incubamos os mondcitos com os

devidos acidos isolados ou associados, como descrito no Quadro 1.



Quadro 1. Volumes de acidos isolados e combinados entre si utilizados para
estimulagao de mondcitos humanos. A1: acido cafeico + acido dihidrocinamico; A2:
acido cafeico + acido p-cumarico; A3: acido dihidrocinamico + acido p-cumarico; A4:
acido cafeico + acido dihidrocindmico + acido p-cumarico.

Acido cafeico Solugdo-mée de acido cafeico + meio RPMI completo
Acido Solugao-méae de acido dihidrocinamico + meio RPMI
dihidrocinamico completo
Acido p- Solugcdo-mée de acido p-cumarico + meio RPMI
cumarico completo
Associacéo 1 Solugao-méae de acido cafeico + solugdo-mae de
(A1) acido dihidrocinamico + meio RPMI completo.
Associacéao 2 Solugdo-mae de acido cafeico + solugdo-mae de
(A2) acido p-cumarico + meio RPMI completo.
Associacéo 3 Solugdo-mae de acido dihidrocinadmico + da solugéo-
(A3) mae de acido p-cumarico + meio RPMI completo.
o Solugdo-mée de acido cafeico + solugao-mée de
Associacao 4 - . oA ~ ~ .
(Ad) acido d|h|dro’0|_nam|co + solugcao-mae de acido p-
cumarico + meio RPMI completo.

Para utilizacdo do extrato de propolis, fizemos uma solucdo-mae de 2500 pL
contendo 500 ug de propolis. Desta, utilizamos, no pogo destinado, 50 pL
acrescentando 450 uL de meio RPMI completo. Para analise dos efeitos do solvente
da propolis (etanol 70%) sobre a viabilidade celular, a produgéo de citocinas e a
atividade bactericida, adicionamos aos pogos a concentracdo mais alta de etanol 70%
utilizada para o preparo da solugao inicial, no caso, do acido dihidrocinamico. Assim,
adicionamos 10 pL de etanol 70% em 290 pyL de meio RPMI completo e, desta
solugao, retiramos 0,9 pL e adicionamos no pogo, acrescentando 499,1 yL de meio

RPMI completo.

Il. Obtenc&o dos monaocitos e incubagfes com os estimulos

O sangue foi obtido de 10 individuos voluntarios saudaveis, conforme aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Faculdade de Medicina, UNESP, Campus de
Botucatu (CEP 3442-2010), que assinaram um termo de consentimento para retirada

de sangue. As amostras de sangue (20 mL) foram coletadas e colocadas em tubos



estéreis contendo 0,2 mL de heparina. Os tubos contendo o sangue heparinizado
foram centrifugados e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, aliquotamos 10
mL do liquido contendo meio RPMI e células em 4 mL de Ficoll-Hypaque, e
centrifugamos os tubos para separar as células mononucleares das hemacias. O anel
rico em células mononucleares foi coletado e lavado em meio RPMI. Em seguida,
desprezamos o sobrenadante e o pellet de células foi ressuspendido em meio RPMI
completo (RPMI 1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 40 ug/mL de
gentamicina e 10% de soro autologo inativado). Deste volume, coletamos 50 uL e
adicionamos a 450 pL de corante vermelho neutro 0,02%, incubando durante 10
minutos a 37°C e 5% de CO,. Apds esse periodo, a contagem de mondcitos foi
realizada em camara de Neubauer e a concentracdo celular foi ajustada para 1x10°
células/mL, adicionando 500 yL em cada orificio da placa de cultura celular de 24
pocos. A cultura foi mantida a 37°C e 5% de CO; por 2 horas. Apds este periodo de
tempo, os pogos foram lavados com meio RPMI completo para remocgao das células
ndo-aderentes, e as células aderentes foram incubadas com os devidos estimulos
(propolis, acidos cafeico, dihidrocindmico, p-cumarico e associagdes, etanol 70% e
LPS 5 pug/mL) por 18 horas.

De tempos em tempos, em nosso Departamento, € realizado o teste para
esterase nao-especifica e analise morfologica, a fim de determinar a quantidade de
monadcitos presentes entre as células aderentes. Dessa maneira, podemos afirmar
que mais de 90% das células aderentes sdo mondcitos (BANNWART et al., 2010).

A propolis e seus componentes isolados foram diluidos em meio RPMI completo
contendo 0,1 g/L de L-glutamina, 2,2 g/L de bicarbonato de sodio, 10mL/L de
aminoacidos nao essenciais e suplementado com 10% de soro fetal bovino, de acordo
com as combinacdes apresentadas no Quadro 1. Antes das incubacdes, os estimulos

foram filtrados em filtro de membrana 0,22 ym.

[ll. Ensaio de citotoxicidade pelo método do MTT

500 pL contendo 5x10° células foram adicionados em cada orificio da placa de
24 pogos, incubando-se a 37°C sob pressao constante de 5% de CO; por 18 h, na
presenca de extrato hidroalcodlico de prépolis, acidos dihidrocinamico, p-cumarico e



cafeico, e nas combinacbdes apresentadas no Quadro 1. Células controle foram
incubadas somente com meio de cultura. A viabilidade celular foi analisada através do
meétodo do teste colorimétrico do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlio (MTT) (Sigma-Aldrich), incubando-se as células com 300 yL de MTT
na concentracdo de 1 mg/mL em meio RPMI completo por 3 h. Apds a incubagéo, o
MTT foi removido e 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados para, em
seguida, este volume ser transferido para placas de 96 pogos, permitindo a leitura da
densidade 6ptica em leitor de ELISA a 540 nm (NAJAFI et al., 2007).

IV. Dosagem de citocinas pela técnica de ELISA

A determinagédo das concentracdes de IL-10 e TNF-a foi realizada através de
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Primeiramente, uma solugdo contendo tampé&o
carbonato-bicarbonato e anticorpos monoclonais diluidos conforme instrugcées do
fabricante (R&D Systems, EUA) foi adicionada as placas de poliestireno (Maxisorp-
Nunc, EUA) e incubadas overnight a 4° C em camara umida. Apos lavagem dos
pogos com solugdo salina tamponada (PBS) acrescida de Tween 20 (0,05%), os sitios
de ligagao foram saturados com solugdo de PBS + BSA (1%) e, em seguida, a placa
foi incubada a temperatura ambiente por 1h. Posteriormente, nova sequéncia de
lavagens foi realizada e aliquotas de 100 pL dos sobrenadantes das culturas
celulares, 100 uL de PBS + BSA em dois pocos para determinagao do blank e 100 L
do anticorpo padréao diluido em PBS + BSA por diluigdo seriada para determinagao da
curva, foram adicionadas com posterior incubacédo por 2h a temperatura ambiente.
ApoOs esse periodo, novas lavagens foram realizadas e estreptoavidina diluida em
PBS + BSA foi adicionada aos pogos, incubando-se a placa ao abrigo de luz por 20
minutos. Apos a lavagem da placa com PBS+Tween, adicionamos uma solugao de
3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) em solvente organico e peroxido de hidrogénio
(H202), para nova incubagdo em ambiente protegido de luz por mais 20 minutos. Ao
fim deste periodo, adicionamos H,SO4 2N para bloquear a reagao, realizando a leitura

da placa em leitor de ELISA com filtro de 450 nm.



V. Atividade bactericida de mondcitos

Com relacdo a atividade bactericida de mondcitos, contamos com o auxilio do
Prof. Dr. Rodrigo Tavanelli Hernandes — docente de nosso Departamento, para
indicagao da cepa adequada para este estudo. Pelo fato de o mondécito ser uma célula
sanguinea, foi-nos sugerido que utilizassemos cepa de Escherichia coli obtida a partir
da circulacao periférica de paciente com sepse.

Apos obtencédo da amostra, a mesma foi cultivada em caldo Luria-Bertani (LB), a
37°C, overnight. A populagao bacteriana, empregada nos ensaios com mondcitos, foi
ajustada pela escala 0.5 de MacFarland em solugédo salina 0,9%, contendo
aproximadamente 1,5x10° unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL. Apds o ajuste
final da densidade 6tica pela escala de MacFarland, o numero de UFC foi confirmado
por diluicdes seriadas e subsequente plaqueamento em Agar MacConkey.

As proporcdes inicialmente testadas de bactéria/mondcito foram as seguintes:
25:1, 50:1, 100:1, 500:1, verificando que a melhor proporc¢ao foi aquela de 25:1, a qual
foi adotada por apresentar atividade bactericida da ordem de 28,0%. Em geral, uma
boa atividade bactericida ou fungicida encontra-se na faixa de 20 a 30%, pois assim
pode-se verificar a agao estimuladora ou inibitéria dos estimulos sobre as células
estudadas a partir desta porcentagem, conforme observado em trabalhos da literatura
(MURAD et al., 2002; ORSI et al., 2005).

Os mondcitos foram obtidos como descrito anteriormente e, posteriormente a
incubacao destes com as variaveis em meio RPMI suplementado com 10% de soro
fetal bovino por 18 h, os sobrenadantes das culturas foram retirados e os mondécitos
foram desafiados com as bactérias na proporcdo mencionada, por 2 h. Apds este
periodo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados em tubos de ensaio
previamente esterilizados. Os pogos foram lavados com Triton X-100 1%, para
remocao e lise dos mondcitos aderidos, e, consequentemente, liberacdo das bactérias
fagocitadas. O volume total obtido com a remogado do sobrenadante e as lavagens
dos pocgos com Triton X-100 e solucéo salina 0,9% foi de 10 mL. Destes, 20 yL foram
plagueados em agar MacConkey, para avaliar o posterior crescimento bacteriano e
calcular a atividade bactericida dos monécitos. Apds 24 h, o numero de UFC de E. coli
foi determinado e a porcentagem (%) da atividade bactericida foi calculada através da

seguinte férmula:



% de atividade bactericida = [1 — UFC das culturas experimentais / UFC controle] x
100

VI. Andlise estatistica

Para andlise dos dados obtidos, utilizamos Analise de Variancia (ANOVA),

seguida de teste de comparagdes multiplas de Dunnett.



O peolbocctts o cbboveassiio



Sabe-se que a propolis afeta a imunidade inata principalmente através da
modulagao da atividade de macrofagos (SZLISZKA et al., no prelo). Porém nao esta
claro até o presente momento qual(is) componente(s) da propolis seria(m)
responsavel(is) por suas atividades, embora a literatura pertinente sugira o efeito
sinérgico dos mesmos (KUJUMGIEV et al., 1999). Assim, na tentativa de elucidar
possiveis constituintes responsaveis por seus efeitos nas variaveis aqui avaliadas,
optamos por estudar os acidos cafeico, p-cumarico e dihidrocindmico, sendo nosso
trabalho pioneiro no tocante a investigacdo da agado sinérgica, pois esta sempre é
aventada nos artigos cientificos, mas nunca foi investigada de fato. Além disso, &
importante ressaltar que ha pouquissimos dados na literatura sobre a agao

imunomoduladora da propolis e seus componentes em células humanas.

I. Viabilidade celular

Os resultados referentes aos ensaios de citotoxicidade, realizados pelo método
do teste colorimétrico do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio

(MTT-Sigma-Aldrich), estao dispostos na Figura 1.
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Figura 1. Porcentagem da viabilidade de mondcitos humanos incubados com proépolis (20
pMg/mL); acidos cafeico (caf), dihidrocindmico (cin) e p-cumarico (cum) (isolados ou em
associacdo); etanol 70% e LPS (5 pg/mL). Os dados representam a média e desvio-
padrao de 10 experimentos similares (p>0,05).

Conforme observado na Figura 1, os estimulos avaliados ndo apresentaram
atividade citotoxica (p>0,05), corroborando os dados de Bufalo et al. (2014) e Conti et
al. (no prelo), os quais avaliaram a viabilidade celular apds incubagao com prépolis ou
com acido cafeico e acido cinamico, respectivamente.

Em relacdo a toxicidade da prépolis, Burdock (1998) relatou que sua a DL50
variou, em camundongos, de 2000 a 7300 mg/kg, sugerindo que a concentragao
segura para uso diario em humanos é de 1,4 mg/kg. A quantidade de prépolis
utilizada em nossos experimentos in vitro foi muito menor do que a utilizada in vivo,
confirmando, assim, sua seguranca.

Kadoma & Fujisawa (2008) verificaram que as concentragbes citotdxicas dos
acidos cafeico e p-cumarico capazes de matar 50% (CCso) de macréfagos RAW 264.7
foram, respectivamente, 13 mM e 61 mM. Conti et al. (no prelo) e Bufalo et al. (2014)
utilizaram 5, 10, 25, 50 e 100 pL de acido cinamico. Todas estas sendo concentracdes

bem menores que as utilizadas em nossos ensaios.



II. Producéao de citocinas

As citocinas TNF-a e IL-13 sao responsaveis por mediar respostas inflamatdrias
locais e sistémicas. Entre seus efeitos pleiotrépicos, TNF-a exerce papel enddcrino na
patogenia do choque endotoxico induzido por LPS (ZHANG et al., 1996) e doencgas
infecciosas, como a coccidioidomicose (DOOLEY et al, 1994) e
paracoccidiodomicose (PARISE-FORTES et al., 2000). Assim, o LPS e TNF-a séo
considerados agentes pro-inflamatorios e ativadores do fator de transcricdo NF-kB, o
qual resulta na ativacdo de genes envolvidos na inflamacédo, sobrevivéncia,
diferenciacao e crescimento celular (DOBROVOLSKAIA & KOZLOV, 2005).

Em nosso estudo, verificamos a producdo de TNF-a por mondcitos humanos
incubados com os acidos, em combinag¢ao ou ndo, em duas situagcdes: em auséncia e
presenga de estimulo inflamatério (LPS). Estes dados estdo representados nas
Figuras 2 e 3, respectivamente. Em auséncia de LPS, os mondcitos estimulados com
prépolis, com as combinagcbes 2 a 2 (cafeico + dihidrocindmico ou cafeico + p-
cumarico), ou com os 3 componentes (cafeico + dihidrocinamico + p-cumarico),
apresentaram maior produc¢ao de TNF-a, se comparadas com o grupo controle (sem
LPS) (p<0,05). Isoladamente, os acidos estudados nao afetaram a producéo desta
citocina, assim como a combinagédo acido dihidrocindmico + acido p-cumarico. Da
mesma forma que para a IL-10, o etanol 70% n&o afetou a producdo de TNF-a por
monacitos.

Ao compararmos esses dados com a producdo de TNF-a desencadeada pela
propolis, nota-se que somente as associacbes 2 a 2 (cafeico + dihidrocinamico;
cafeico + p-cumarico) e 3 a 3 (cafeico + dihidrocindmico + p-cumarico) apresentaram
padrao de producdo semelhante ao da propolis. Este achado sugere que o efeito da
propolis sobre a producdo de TNF-a parece ser resultante da presenga do acido
cafeico, seja em combinagdes 2 a 2 com os acidos dihidrocinamico e p-cumarico, ou 3
a 3.
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Figura 2. Produgao de TNF-a (pg/mL) por monécitos humanos estimulados com prépolis,
acidos cafeico (caf), dihidrocindmico (cin) e p-cumarico (cum) e suas associagdes, etanol
70% e LPS por 18 h. Os dados representam a média e desvio-padréao de 10 experimentos
similares. * significativamente diferente do controle (p<0,05); # significativamente diferente

da propolis (p<0,05).

Por outro lado, conforme apresentado na Figura 3, quando em presenca de um
estimulo inflamatdério, os mondcitos desafiados com a propolis, seus acidos e suas

combinacdes entre eles, ndo apresentaram alteracdo na producao de TNF-a induzida

pelo LPS.



600

500+
-
£ 400+
2
~ 300
N #
Z 2001 «
-
100+
0_
N\ o&@ é\go .\(,o ‘{\(,0 o\o 0& \)& Q& ¢°\ \3%
o('\" {OQ 0%\ . é,b& &0 KX xO xC) xO Q}@
X
0‘0

Figura 3. Produgdo de TNF-a (pg/mL) por mondécitos humanos estimulados com LPS
associado aos estimulos: propolis, acidos cafeico (caf), dihidrocindmico (cin) e p-cumarico
(cum) e suas associagdes e etanol 70% por 18 h. Os dados representam a média e
desvio-padrdo de 10 experimentos similares. * significativamente diferente do LPS
(p<0,05); # significativamente diferente da prépolis (p<0,05).

No que confere a producao de IL-10, os resultados apresentados nas Figuras 4
e 5 representam a producgdo desta citocina em auséncia (Figura 4) e em presenga
(Figura 5) de LPS. Em auséncia de LPS, os resultados mostram que os mondcitos
apresentaram maior producdo de IL-10 quando estimulados com a propolis e seus
componentes isolados ou combinados, em relacdo aos mondcitos controle (p<0,05).

Ao compararmos a producado desencadeada pelos componentes com aquela
estimulada pela propolis, observamos que os acidos cafeico e dihidrocindmico
isoladamente, e a associacdo entre 2 componentes (cafeico + p-cumarico ou
dihidrocindamico + p-cumarico) apresentaram, estatisticamente, producao semelhante
aquela apresentada pela propolis. Observamos também que o acido p-cumarico e a
associagao entre os trés componentes induziram maior produgéo de IL-10 que aquela
apresentada pelo produto apicola (p<0,05). O solvente da propolis (etanol 70%) néo
afetou a producéao de IL-10 por monécitos humanos.

De acordo com estes resultados, pode-se inferir que a escolha dos componentes
estudados revelou sua participacdo na agao da propolis, visto que, tanto isoladamente



quanto 2 a 2 ou 3 a 3, a produgao desta citocina foi igual ou maior que aquela
desencadeada pelo extrato de propolis. E importante salientar que, além dos
constituintes avaliados neste estudo, outros compostos também poderiam ser

responsaveis pela acaéo da propolis, isolada ou sinergicamente.
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Figura 4. Produgao de IL-10 (pg/mL) por mondcitos humanos estimulados com prépolis,
acidos cafeico (caf), dihidrocindmico (cin) e p-cumarico (cum) e suas associagdes, etanol
70% e LPS por 18 h. Os dados representam a média e desvio-padréao de 10 experimentos
similares. * significativamente diferente do controle (p<0,05); # significativamente diferente
da propolis (p<0,05).

No que confere a produgao de IL-10 por mondcitos previamente desafiados por
LPS, o acido dihidrocinamico isolado induziu maior producgéo de IL-10 se comparada

aquela induzida pelo LPS.
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Figura 5. Produgdo de TNF-a (pg/mL) por mondécitos humanos estimulados com LPS
associado aos estimulos: propolis, acidos cafeico (caf), dihidrocindmico (cin) e p-cumarico
(cum) e suas associagdes e etanol 70% por 18 h. Os dados representam a média e
desvio-padrdo de 10 experimentos similares. * significativamente diferente do LPS
(p<0,05); # significativamente diferente da prépolis (p<0,05).

Diversos autores tém demonstrado o carater tanto pré- como antiinflamatério da
prépolis. Em trabalhos anteriores de nosso grupo, avaliamos a produgdo de TNF-a e
IL-10 por mondcitos estimulados com prépolis in vitro. Este apiterapico estimulou
significativamente a producdo de TNF-a (nas concentragbes de 10, 20, 50 e 100
ug/mL) e de IL-10 (10 e 20 pug/mL) (BUFALO et al., submetido). Nossos resultados
estao de acordo com estes autores, visto que a proépolis estimulou a producio destas
citocinas, na mesma concentragdo (20 upg /mL). Dimov et al. (1994) também
verificaram que este produto apicola estimulou a producdo de IL-18 e TNF-a por
macrofagos peritoneais de camundongos. Bachiega et al. (2012) verificaram aumento
na produgao de IL-1B por macrofagos peritoneais incubados com propolis e seus
constituintes (acidos cinamico e cumarico), enquanto a producéo de IL-6 e IL-10 foi
inibida pelos mesmos. Por outro lado, macréfagos Raw 264.7, quando tratados com
diferentes concentragbes de propolis, apresentaram inibicdo das vias de sinalizacao
intracelular p38 MAPK, JNK1/2 e NF-kB, bem como na produgéo de 6xido nitrico (NO)
(BUFALO et al., 2013). Szliska et al. (no prelo) verificaram que macréfagos J774A.1

ativados com LPS e IFN-y apresentaram diminuicdo na produg¢ao de TNF-a, quando



incubados com as concentragdes de 25 e 50 ug/mL de extrato metandlico de prépolis.
Referente a producédo de IL-10, esta ndo foi afetada pela concentragcdo mais baixa
estudada (25 pg/mL), sugerindo um possivel efeito antiinflamatério do extrato
utilizado.

No que confere a compreensio da atividade antiinflamataria in vitro, Hori et al.
(no prelo) relataram que a propolis inibiu a ativacdo do inflamassoma, sendo seus
efeitos conferidos por diferentes concentragdes utilizadas in vitro. Além disso, os
diferentes periodos de ingestdo ou tratamento com propolis conferem perfil pro- ou
antiinflamatoria a sua agcdo. Como exemplo, Orsi et al. (2000) verificaram que a
administragao de propolis a camundongos a curto prazo (2 a 3 dias) induziu ativacao
de macrofagos. Porém, Missima et al. (2010) verificaram que o tratamento a longo
prazo (2 semanas) apresentou efeito inibitério na produgdo de citocinas por células
Th1 e Th2. Tanaka et al. (2012) apresentaram novas pistas sobre a agao
antiinflamatoria da prépolis, verificando que o consumo diario do produto apicola
suprimiu os efeitos da artrite induzida por colageno em camundongos,
correlacionando este efeito a diminuicdo da producdo da citocina IL-17, além da
inibicdo na diferenciagao de células Th17.

Além da prépolis, seus componentes isolados também tém sido alvos da
curiosidade dos pesquisadores. Estudos com acidos cafeico, cinamico e p-cumarico
registraram seu potencial antimicrobiano (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001; WEN et
al., 2003; RODRIGUEZ VAQUERO et al., 2007) e antiinflamatério (FERNANDEZ et
al., 1998). A respeito do acido cafeico, Bufalo et al. (2013) demonstraram que este
componente apresentou capacidade antioxidante, além de inibir a producdo de NO
por macrofagos. No que se refere a produgdo de citocinas, nossos resultados
demonstraram que esse acido nao induz a produgao de TNF-a, quando utilizado
isoladamente; contudo, a producdo de TNF-a é estimulada quando o acido cafeico
encontra-se em associacdo com os outros componentes analisados. Assim, mais
estudos sdo necessarios para elucidar como essas interacbes atuam sobre a
producdo de citocinas por mondcitos e de que forma, seja ocupando receptores
celulares ou adentrando inespecificamente pela membrana celular.

Estudos realizados em nosso laboratoério revelaram que o acido cinamico inibiu a
producdo de TNF-a e IL-10 por mondcitos humanos, quando incubados com

concentragdes de 25, 50 e 100 pg/mL do mesmo. Em projeto anterior desenvolvido



por nosso grupo, avaliamos também possiveis alvos de ligagdo dos componentes da
prépolis, bloqueando os receptores TLR-2 e TLR-4. O bloqueio destes receptores
seria uma das maneiras de avaliar se a acdo da préopolis e dos compostos isolados
depende ou n&o destes receptores, ja que constituintes poderiam se ligar a eles e
exercer sua agao biolégica. Nos ensaios de bloqueio, a producdo de TNF-a e IL-10
por mondcitos humanos foi inibida somente pelo anti-TLR-4 (BUFALO et al,
submetido). Este fato sugeriu a participagdo deste receptor celular na atividade
biologica da propolis sobre estas células, embora outros receptores de superficie que
nao foram estudados possam também estar envolvidos, tais como a dectina-1, o
receptor de manose (MR), receptor para o sistema complemento (CR), entre outros,
0s quais sao capazes de reconhecer produtos microbianos, levando a estimulacao da
fagocitose, atividade microbicida e produgéo de citocinas (UNDERHILL & OZINSKY,
2002).

A producado de TNF-a e IL-10 apresentou-se inibida com bloqueio do receptor
TLR-4 anterior a incubagdo com acido cafeico ou cinédmico, sugerindo ser este
receptor um possivel alvo de ligacdo destes componentes, desencadeando a ativagao
de fatores nucleares de transcricdo, responsaveis por induzir a expressao génica de
citocinas (BUFALO et al., submetido; CONTI et al., no prelo). Nossos resultados n&o
apresentaram influéncia dos acidos sobre a producdo de TNF-a, contudo os mesmos
estimularam a producdo de IL-10, assemelhando-se a atividade da prépolis,
confirmando, assim, seu provavel potencial antiinflamatério.

Vale ressaltar que, em todos os trabalhos realizados anteriormente por nosso
grupo (BACHIEGA et al., 2012; BUFALO et al., 2014; CONTI et al., no prelo), as
concentracoes utilizadas, tanto de acido cafeico como de acido dihidrocindmico, foram
iguais a da propolis. No presente trabalho, foi calculada inicialmente a propor¢cédo em
que os acidos estudados aparecem na composi¢ao quimica do apiterapico, de modo
que o possivel sinergismo avaliado pudesse refletir a real participagdo dos
componentes na acao da prépolis. Portanto, as concentracdes utilizadas em nossos
experimentos foram bem menores que as utilizadas nos trabalhos supracitados.

Dessa maneira, com base nos resultados obtidos em nosso projeto atual e nos
projetos anteriores, estamos compreendendo melhor em quais condi¢gdes a prépolis e
seus compostos, tanto isoladamente quanto em associacdo, podem modular as

células estudadas. Assim, poderiamos utilizar futuramente o potencial pré-inflamatoério



deste apiterapico em terapéuticas vacinais, devido ao seu papel adjuvante e a sua
reconhecida agao na resposta imune humoral, contribuindo para a maior produgao de
anticorpos (SFORCIN et al., 2005). Igualmente, o carater antiinflamatério da prépolis
poderia ser explorado, em conjunto com outras terapias, no tratamento de doencgas
inflamatdrias, auxiliando na minimizacdo de reacbes indesejaveis. Trabalhos
experimentais de Pragasam et al. (2013) demonstraram que o acido p-cumarico
atenuou a expressao sinovial de TNF-a em ratos com artrite, demonstrando seu efeito
antiinflamatdrio. Em nossos resultados, o acido p-cumarico nao afetou a produgao de
TNF-a, porém foi responsavel pela grande producéo de IL-10, superando a produgao
da mesma estimulada pela prépolis e demonstrando o potencial antiinflamatério deste

componente.

I1l. Atividade bactericida

A atividade bactericida de mondécitos contra Escherichia coli foi determinada com
base na proporgao (bactéria:mondcito): 25:1.

Conforme observado na Figura 6, o acido dihidrocindmico foi o constituinte que
mais estimulou a atividade bactericida, quer isoladamente ou em combinacdo com o

acido p-cumarico.
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Figura 6. Atividade bactericida (%) de mondcitos humanos estimulados com proépolis,
acidos cafeico (caf), dihidrocindamico (cin) e p-cumarico (cum) e suas associagdes por 18
h e desafiados com Escherichia coli por 2 h. Os dados representam a média e desvio-
padrao de 10 experimentos similares. * significativamente diferente do controle (p<0,05);
# significativamente diferente da prépolis (p<0,05).

Trabalhos anteriores de nosso grupo revelaram que a prépolis aumenta a
atividade bactericida de macrofagos peritoneais de camundongos contra Salmonella
Typhimurium (ORSI et al., 2005) e a atividade fungicida destas mesmas células contra
Paracoccidioides brasilensis (MURAD et al., 2002), porém em concentragées mais
elevadas que as utilizada neste projeto. Ha inumeros trabalhos realizados sobre o
efeito imunomodulador da prépolis em camundongos (ORSI et al., 2000; ORSATTI et
al., 2010). Recentemente, tivemos o interesse em iniciar os estudos com mondcitos
humanos (BUFALO et al., 2014; CONTI et al., no prelo), verificando que a incubacéo
com prépolis ou acido cinamico e cafeico aumentou a atividade fungicida contra
Candida albicans, porém em concentragbes mais elevadas (50 e 100 pg/mL).
Entretanto, & dificil comparar nossos dados, visto que ha pouquissimos dados na
literatura sobre a agdo dos componentes da prépolis em células humanas. Dessa

maneira, esta monografia veio a somar com a consolidagcdo dos dados obtidos por



nosso grupo, fortalecendo o inicio dos estudos com componentes da prépolis e com

células humanas.



Conotlasis



Segundo os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que a prépolis
e seus componentes nao apresentam atividade citotdéxica contra monécitos humanos
cultivados in vitro, viabilizando os estudos com estes produtos nestas células. O
produto apicola, seus acidos e associagbes também possuem efeito imunomodulador
na producao das citocinas TNF-a e IL-10, e na atividade bactericida de mondcitos
humanos, indicando que os componentes da propolis aqui estudados podem ser os
responsaveis por seus efeitos imunomoduladores. No entanto, trabalhos futuros
poderédo responder quais 0os mecanismos de agcdo sao responsaveis pela atividade
biolégica do apiterapico e seus componentes, contribuindo para o desenvolvimento de

novos farmacos.
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