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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-inflamatorias. 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 variaces de temperatura no seu interior. Também é
utilizada para embalsamar insetos e outros invasores que morrem dentro da colmeia, com o
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 € 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 prépolis também apresenta atividade antifangica (Sforcin et
al., 2001; Ota et al., 2001; Siqueira et al., 2009), anti- parasitaria (Freitas et al., 2006;
Salomaéo 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 imunoldgica, como os receptores semelhante a
Toll (TLR)-2 e TLR-4 (Orsatti et al., 2010), a molécula co-estimulatéria CD80 e citocinas pro
e anti-inflamatérias (Bufalo et al.,, 2014), modulando vias do sistema complemento
(Ivanovska et al., 1995), ativando o fator de transcricdo NF-xB (Conti et al., 2016), bem como
aumentando a producdo 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.
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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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