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RESUMO

Células dendriticas (DCs) séo essenciais para o reconhecimento de patdgenos e apresentacéo
de seus antigenos aos linfécitos T, desempenhando papel fundamental no elo entre as respostas
imunes inata e adaptativa. A propolis é um produto resinoso, elaborado pelas abelhas a partir
de diversas partes das plantas, e tem despertado a atencdo dos pesquisadores em virtude de suas
inimeras propriedades bioldgicas, destacando sua acao imunomoduladora. Assim, 0 presente
projeto de pesquisa teve como objetivo investigar o efeito da préopolis sobre a maturacéo e
funcdo de DCs humanas. Foi analisado o efeito da prépolis na ativacdo do NF-xB, expressdo
de micro-RNAs e marcadores de superficie celular (TLR-4, MHC-1I, CD80, CD86 e CD40),
producdo de citocinas (TNF-a., IL-6, IL-10 e IL-12), e atividade bactericida das DCs humanas
contra Streptococcus mutans. Tomados em conjunto, os dados sugerem o perfil ativador da
prépolis em DCs, visto que este produto apicola manteve a a¢do induzida por LPS tanto na
ativacdo do fator de transcricdo NF-xB como na produgdo de TNF-a, IL-6 e IL-10. Ademais, a
inibicdo na expressdo de hsa-miR-148a e hsa-miR-148b aboliu o efeito inibitdrio dos mesmos
sobre a expressdo de HLA-DR e também pode ter favorecido a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias. O aumento na expressao de hsa-miR-155 pode estar correlacionado ao aumento
na expressao de TLR-4 e CD86, além de manter a ativacdo induzida pelo LPS de HLA-DR e
CDA40. Estes parametros podem estar envolvidos com o aumento na atividade bactericida de
DCs contra Streptococcus mutans. Estes dados sugerem que a propolis pode modular

positivamente a maturacédo e funcdo de DCs.

Palavras-chave: Células dendriticas, produtos naturais, produtos apicolas, propolis, citocinas,

Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) represent a heterogeneous population of professional antigen presenting
cells (APCs) and are essential for recognition and presentation of pathogens to T cells. Propolis,
a resinous material produced by bees from various plant sources, exhibits numerous biological
properties, highlighting its immunomodulatory action. Here, we assayed the effects of propolis
on the maturation and fuction of human DCs, assessing the activation of the transcription factor
NF-kB, micro-RNAs and cell markers expression (TLR-4, HLA-DR, CD80, CD86, CD40),
cytokines production (TNF-o, IL-6, IL-10, IL-12), and the bactericidal activity against
Streptococcus mutans. DCs were generated from monocytes treated with IL-4 and GM-CSF
and incubated with propolis and LPS. NF-«xB in nuclear extract and cytokines were determined
by ELISA. microRNAs expression was analysed by RT-gPCR and cell markers by flow
cytometry. Colony-forming units were counted to assess the bactericidal activity of propolis-
treated DCs. Propolis activated human DCs, inducing the NF-kB signaling pathway and TNF-
a, IL-6 and IL-10 production. The inhibition of hsa-miR-148a and hsa-miR-148b abolished the
inhibitory effects on HLA-DR and pro-inflammatory cytokines. The increased expression of
hsa-miR-155 may be correlated to the increase in TLR-4 e CD86 expression, maintaining LPS-
induced expression of HLA-DR and CD40. Such parameters may be involved in the increased
bactericidal activity of DCs against Streptococcus mutans. These studies are particularly
important to develop DC-based modulation strategies for the identification of promising
sources for drug discovery.

Keywords: dendritic cells; natural product, bee product, propolis, cytokines, Streptococcus

mutans.
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1. Introducgéo

Células dendriticas (DCs) sdo uma das principais células apresentadoras de antigeno do
sistema imune. Estas células foram descobertas por Steinman & Cohn, em 1973, como uma
nova linhagem de células nos orgéos linfoides de camundongos. Distinta dos macrofagos e por
possuir tantas projecfes do citoplasma, receberam o nome de células dendriticas (do grego
“dendron”, que significa arvore) (STEINMAN & COHN, 1973).

Embora DCs constituam apenas cerca de 1% de leucdcitos mononucleares no sangue
periférico, estas células estdo localizadas em outros tecidos periféricos onde podem atuar como
sentinelas do sistema imunoldgico, patrulhando antigenos continuamente (JOFFRE et al.,
2009).

DCs se originam na medula dssea a partir de células-tronco hematopoiéticas
pluripotentes. Estas células ddo origem a duas linhagens de DCs: mieldides e linfoides
(BANCHEREAU et al., 2000; SHORTMAN & NAIK, 2002). A linhagem mieldide da origem
as chamadas DCs convencionais ou “mieldides”, incluindo as células de Langerhans (LCs),
células dendriticas intersticiais (IDCs) e células dendriticas derivadas de mondcitos (moDCs)
(SZABOLCS etal., 1996; GATTI et al., 2000). Estas Ultimas sdo caracterizadas pelo seu estado
“imaturo” e encontram-se no tecido epitelial. Apos o contato com estimulos, migram para 0s
linfonodos para finalizar seu processo de maturacdo. Estas células produzem grandes
quantidades de TNF-o em resposta a patogenos e outros agentes inflamatorios (ROSSI &
YOUNG, 2005). As LCs e IDCs estdo distribuidas em locais onde ocorre o primeiro encontro
do antigeno com células envolvidas na resposta imune. Assim, as LCs estdo localizadas em
tecidos periféricos, particularmente em locais de interface com o meio externo, tais como pele
e mucosa, e as IDCs nos tecidos subpiteliais da derme e intersticio de érgéos sélidos, formando
um sistema de vigilancia e atuando como ‘“‘sentinelas” do organismo, tendo como objetivo
principal detectar e capturar antigenos externos (ROSSI & YOUNG, 2005). Ja as DCs linfoides
ou plasmocitdides possuem morfologia similar a de plasmdcitos produtores de anticorpos. E a
maior fonte de citocinas antivirais, como interferon do tipo I, respondendo precocemente nas
infeccdes virais. Esta caracteristica das DCs plasmocitoides se deve ao fato de expressarem
fortemente os Toll-like receptors (TLR) endossdmicos (TLR-3, TLR-7, TLR-8 e TLR-9), que

reconhecem acidos nucléicos virais que foram internalizados por estas células.
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DCs imaturas residentes em diferentes tecidos e 6rgdos sdo capazes de capturar e
processar antigenos (CELLA et al., 1997). Ap0s ativacdo por micro-organismos, essas células
migram para os linfonodos e baco onde ativam as células T ndo sensibilizadas. Durante essa
migracao, as DCs sofrem o processo de maturacao que € crucial para o desenvolvimento dessas

células em potentes células apresentadoras de antigenos (APCs).

Alguns tipos celulares podem exercer a funcdo de APCs como macrofagos, monacitos,
linfécitos B e células endoteliais. Porém, as DCs sdo consideradas as APCs mais potentes,
sendo capazes de iniciar a resposta imune pela ativacdo de linfdcitos T naive. Além disso, tém
importante papel na regulacdo da resposta imune mediada por linfocitos T, determinando o
balanco entre os perfis Thl, Th2, Thl7 e a ativacdo de linfocitos T reguladores (Treg) (DE
JONG et al., 2005).

No processo de maturacdo as DCs perdem a capacidade de capturar e processar
antigenos, e aumentam a expressdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) e de moléculas co-estimulatérias (CD40, CD80,
CD86) (FURGIERVIVIER et al., 1997). Além de interagir com os linfocitos nos 6rgédos
linfoides, as DCs também podem ter contato com outros tipos celulares, incluindo linfocitos B
e células NK, e também podem permanecer nos tecidos periféricos, atuando em processos
inflamatdrios (SHORTMAN & NAIK, 2002).

Em suma, células imaturas possuem altos niveis de receptores para quimiocinas (CCR)
como CCR1, CCR5 e CCR6, baixos niveis de CCR7 e das moléculas coestimuladoras CD80,
CD86 e CD40, enquanto células maduras caracterizam-se pela grande expressao de moléculas
de MHC-II, CCR7, CD80, CD86 e CD40. Assim, a maturacao transforma uma célula captadora
de antigenos em uma eficiente célula apresentadora, provocando uma mudanca essencial ao

desenvolvimento da resposta imune.

Em contraste com inimeros estudos realizados com DCs murinas, hd proporcionalmente
poucos estudos com DCs humanas. Células provenientes do sangue periférico sdo as mais
estudadas e compreendem DCs imaturas, que na sua grande maioria sdo bastante heterogéneas.
A partir de estudos in vitro surgiu o conceito da existéncia de diferentes vias de diferenciagdo
de DCs humanas (SHORTMAN & NAIK, 2002).

SALLUSTO & LANZAVECCHIA (1994) foram os primeiros autores a descrever DCs

provenientes de mondcitos sanguineos, que sao as células mais comuns e estudadas do sistema
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imune. Mondcitos apresentam receptores para quimiocinas, citocinas e reconhecem padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS), possuindo a capacidade de migrar do sangue
periférico para os tecidos durante os processos infecciosos. Estas células fagociticas produzem
citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1p, IL-6), anti-inflamatorias (IL-10), se diferenciam em
macrofagos e DCs durante os processos inflamatorios, sendo fundamentais na resposta imune
inata a micro-organismos patogénicos (WU & LIU, 2007; AUFFRAY et al., 2009;
KVISTBORG et al., 2009; GEISSMANN et al., 2010).

DCs podem ser diferenciadas in vitro a partir de mondcitos na presenca de citocinas
como IL-4 e o fator estimulador do crescimento de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF). Este
fator pertence a classe de citocinas envolvidas na producédo e na prépria funcdo das células
hematopoiéticas. GM-CSF foi inicialmente identificado como um fator que levava a
proliferacdo e diferenciacdo dos mondcitos e granulécitos, tendo sido, posteriormente,
demonstrada a sua influéncia na sobrevivéncia e fungéo de granuldcitos e macréfagos maduros.
Assim, o GM-CSF é uma citocina multifuncional que modula o crescimento e a funcéo da
maioria das células leucocitarias. No caso especifico das DC, desde o final da década de 80 e
inicio dos anos 90, é reconhecido o papel fundamental do GM-CSF como mediador da sua
diferenciacéo e crescimento a partir de células mononucleares do sangue periférico, assim como
na sua viabilidade, maturacdo e funcdo (MARKOWICZ & ENGLEMAN, 1990). Por outro
lado, a IL-4 inibe a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos (CONTI et al., 2008), e a
combinacdo destas citocinas para a obtencdo de DCs com fenétipo imaturo a partir da
diferenciacéo de mondcitos foi descrita por SALLUSTO & LANZAVECCHIA, em 1994. Essa
metodologia foi estabelecida no proposito de obter culturas de DCs imaturas in vitro sem alterar
as caracteristicas fenotipicas e funcionais, e também com a finalidade de explorar sua
capacidade apresentadora de antigeno, comparando-as com outras APCs, bem como
identificando sinais que modulam a funcdo de captura e processamento de antigenos
(SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994).

A estimulac&o de mondcitos com GM-CSF e IL-4 in vitro induz a diferenciacéo de DCs
a um fendtipo imaturo, que expressa altos niveis de CD1lc, CD1la, baixa expressdo de
moléculas de adesdo (LFA-1, ICAM-1 e LFA-3), antigenos do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (HLA-DR) e moléculas de coestimulacao (CD40, B7-1/CD80,
B7-2/CD86). Essas celulas ndo expressam CD14/CD16 e sdo especializadas na captura e
processamento de antigenos (PEREIRA et al., 2005; LIU et al., 2010; ELKORD et al., 2005).
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Para confirmacdo da diferenciacdo em DCs a partir de mondcitos, pode-se analisar a
expressdo de CD147/CD1a"9"/CD83'"", caracteristica de DCs humanas imaturas. A proteina
CDla é expressa em DCs humanas em seu estagio precoce de maturacdo e sdo amplamente
utilizados como marcadores DC humanas (BRIGL & BRENNER, 2004). Na figura 1 estdo
representadas células dendriticas no sétimo dia de cultivo, sendo possivel observar o grande
citoplasma e as pequenas projegdes do mesmo, definidas como “dendrons” (setas pretas) —

caracteristica morfologica de DCs imaturas.

Figura 1. Células dendriticas imaturas ao sétimo dia de cultivo com IL-4 e GM-CSF em meio
RPMI completo observadas no microscépio invertido (aumento 40x). As setas pretas indicam
pequenas projecdes do citoplasma, caracteristica morfoldgica de DCs. Fonte: arquivo pessoal.

O contato com diferentes moléculas induz a maturacdo das DCs, processo que se
caracteriza pela ativacdo de fatores de transcricdo, expressdo de marcadores de superficie e
secrecdo de citocinas. Este processo é critico para que as DCs possam ativar de forma eficiente

os linfocitos T naive.

O NF-kB é um dos fatores de transcri¢do presentes em varios tipos celulares, inclusive
em DCs. Este fator foi descoberto em 1986, e apresenta capacidade de realizar a transcri¢cao
génica somente quando localizado no nucleo celular. No citoplasma, é incapaz de regular a
transcrigdo, devido ao controle realizado pelo inibidor de kB (1-kB) que se liga ao NF-kB,
mantendo-o inativo no citoplasma. Para que isto ocorra, uma outra proteina conhecida como
IKK precisa ser fosforilada e ativada pelo pAkt, sendo entdo capaz de fosforilar o 1-kB, levando-
0 para ubiquitinizacdo e consequente degradacdo. Na auséncia do I-kB, o NF-kB vai até o
nucleo onde é capaz de exercer sua funcdo, induzindo a transcri¢do de varios genes (CHANG
etal., 2003; DOLCET et al., 2005). A ativagdo do NF-kB é um evento que deve ser muito bem
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regulado e, em células normais, este fator sé € ativado depois de receber o correto estimulo que

o leve a transcrever os genes-alvo.

Além dos fatores de transcri¢do, uma nova classe descrita de reguladores génicos sao 0s
microRNAs (miRNAs), sendo esta uma importante descoberta da biologia molecular nas
ultimas décadas. miRNAs consistem em pequenos fragmentos conservados de RNA com
aproximadamente 18 a 24 nucleotideos. Os miRNAs regulam a expressdo génica pelo
pareamento imperfeito com sequéncias alvos de RNA mensageiro (MRNA) (GANGARAJU &
LIN, 2009; MCCARTHY, 2010). Os miRNAs receberam atencdo especial devido a sua
importancia na manutencdo da homeostase em estados ndo-patoldgicos, estando desregulados

em condicdes patologicas.

Os miRNAs séo codificados por genes especificos expressos no nucleo. Sao transcritos
pela RNA polimerase Il e chamados de transcritos primarios, ou pri-miRNAs que sdo longas
sequéncias flanqueadas de um lado por outras bases nao pareadas e de outro pela regido loop,
onde os pares de bases ndo sdo complementares, formando algas circulares e assumindo um
formato de “grampo de cabelo” (hairpin). Dentro do nucleo, as regifes ndo pareadas sao
clivadas pela RNase 11l Drosha e Parsha/DGCR8 (DiGeroge sydrome critical region gene 8),
permanecendo a regido central e o loop de aproximadamente 70 nucleotideos, denominados
prée-miRNAs. Os pré-miRNAs sdo transportados para o citoplasma via exportina-5 e clivados
pelo complexo enzimético RNase Il Dicer/Argonauta que remove a alga terminal (loop),
formando uma dupla de miRNAs com aproximadamente 22 nucleotideos. Apos este processo,
uma das fitas é degradada e a outra funcional é incorporada ao complexo silenciador RNA-
induzido (RISC), formado por varias proteinas que guiam a maquinaria silenciadora para o
RNA mensageiro alvo, inibindo a traducdo ou promovendo a degradacéo deste. Em geral, 0s
miRNAs ndo desligam completamente a expressdo dos seus genes, mas ajustam sua expressao
(BARTEL, 2009; LI et al., 2010; HARRIS et al., 2010; SARMA et al., 2012).

Embora mais de 4523 miRNAs humanos ja tenham sido registrados no banco de dado

microRBase (http://www.mirbase.org/; miRBase v. 21.0), suas fun¢des no sistema imune,
especialmente no desenvolvimento e funcdo das DCs, apenas agora comegaram a Ser
exploradas, sendo muitas delas desconhecidas (ANGLICHEAU et al., 2009; HARRIS et al.,
2010; HARTONO et al., 2010). Os miRNAs tém multiplos mMRNAs como alvo, e podem regular
a expressao génica de milhares de genes, direta ou indiretamente. Pesquisas tém demonstrado

o envolvimento de uma série de miRNAs na regulacdo da resposta imunoldgica, incluindo o
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desenvolvimento e diferenciacdo das células B e T (miRNA-181a, miR-155) (LI et al., 2007,
RODRIGUEZ et al., 2007), de mondcitos e neutrdfilos (miR-17-5p, miR-20a, miR-106a, miR-
223) (FONTANA et al., 2007; JOHNNIDIS et al., 2008), a producéo de citocinas inflamatorias
e IFN tipo | (miR-146a, miR-155, miR-21) (TAGANOQV et al., 2006; SHEEDY et al., 2010),
sinalizacdo via receptores de células T e TLRs, fungdo de células Treg, entre outros (HARRIS
etal., 2010; SARMA et al., 2012).

Um Unico miRNA é capaz de regular a expressao de centenas de mRNAS e proteinas,
controlando processos como desenvolvimento, diferenciacdo e proliferagdo celular e
demonstrando sua habilidade em modular ambas as respostas imunes inata e adaptativa. As
funcGes dos miRNAs nas células do sistema imune tém sido de grande interesse. Como
exemplo, 0 miR-155 esta envolvido em processos de maturagédo de linfocitos B e T, producao
de imunoglobulinas, estimulacdo de macréfagos, e a expressdo de TLRs em DCs (CALAME,
2007; O’CONELL et al., 2007; THAI et al., 2007).

A expressao de miR-155 por DCs murinas é um processo importante e implicado tanto
na maturacdo como na funcgdo destas células. Estudos evidenciaram que DCs de camundongos
miR-155-deficientes exibiram respostas imunes prejudicadas em relacdo ao reconhecimento e
processamento de antigenos e capacidade diminuida em ativar células T (RODRIGUEZ et al.,
2007; DUNAND-SAUTHIER et al., 2011). Essa observacdo pode ser, em parte, devida a
reduzida ativacdo de TLR e expresséo de CD40 e CD86 (DUNAND-SAUTHIER et al., 2011,
MAO et al., 2011).

Outro microRNA importante sdo os membros da familia do miR-148 (miR-148a, miR-
148b, e miR-152). Estes miRNAs regulam positivamente a estimulacdo de DCs por LPS. Sua
super-expressao esta associada a reducdo de moléculas como MHC-11 e a inibi¢do de algumas
citocinas pro-inflamatorias, assim como reduzida expansdo de células T CD4" (LIU et al.,
2010). Correspondentemente, foi observado um aumento na expressdo de MHC-II, na producéo
de citocinas e proliferacdo das células T CD4* em culturas DC estimuladas por LPS, quando
estas células foram tratadas com inibidores da familia de miR-148. Estudos revelaram que
regido 3'UTR do gene que codifica a cinase dependente de calcio/calmodulina do tipo Il
(CaMKlla) contém uma sequéncia alvo para 0 miR-148/152. CaMKIlla é uma molécula efetora
na transducdo de sinal mediada pelo calcio a vérias proteinas, incluindo canais i6nicos e
ativadores de transcricdo, desempenhando um importante papel na regulacdo da maturacéao e
funcdo de DCs (HERRMANN et al., 2005). Assim, a expressdo dos miR-148/152 regula os
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processos de maturacgéo e ativacdo das DCs induzida por agonistas de TLR, podendo inibir a
apresentacdo de antigenos por estas células.

Os membros da familia TLRs sdo receptores transmembranicos, caracterizados por
possuirem um dominio extracelular e outro intracelular, e desempenham uma funcédo
importante na resposta imunoldgica inata e no reconhecimento de produtos ou estruturas
microbianas conservadas (PAMPs). Assumem funcdo Unica e essencial na imunidade,
desempenhando um papel de grande importancia na detec¢do da infec¢cdo microbiana e na
inducdo da expressdo de genes antimicrobianos. A especificidade dos TLR para produtos de
origem microbiana permite detectar o tipo de infec¢do e direcionar uma resposta imunolégica
adquirida contra os antigenos (TAKEDA & AKIRA, 2005). TLR-2 reconhece uma grande
guantidade de produtos microbianos, como peptidioglicanos, LPS, lipoproteinas, componentes
de parede celular de micobactérias, dentre outros. Tal variedade de ligantes pode ser explicada,
em parte, pela cooperagéo existente entre TLR-2 e TLR-1 ou TLR-2 e TLR-6, ocorrendo
formacéo de heterodimeros. J& TLR-4 tem como agonistas LPS, acido lipoteicdico e a proteina
de fusdo F do virus respiratorio sincicial. Acidos nucléicos virais ou bacterianos s&o
reconhecidos por TLR-3/7/8 e 9, enquanto TLR-5 tem como ligante a flagenina bacteriana
(TAKEDA & AKIRA, 2005). Estes receptores sdo expressos constitutivamente em DC
imaturas derivadas da medula éssea. O reconhecimento de produtos microbianos pelos TLR
desencadeia a maturacdo funcional destas células, levando ao inicio da resposta imunoldgica

adquirida.

Apds ocorrer a interacdo entre as DCs e 0 antigeno, esse evento resulta em mudancas
fenotipicas devido ao aumento na expressdo de moléculas co-estimulatérias e funcionais. As
moléculas co-estimulatérias melhor caracterizadas estruturalmente sdo as da familia B7,
pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas (B7-1 ou CD80, e B7-2 ou CD86), que foram
0s primeiros membros descritos desta grande familia B7. Estas moléculas co-estimulatorias sdo
expressas exclusivamente na superficie das células que tém a capacidade de estimular a
proliferacdo dos linfécitos T, como é o caso das DCs. Além da descoberta destas duas
moléculas, foi caracterizada uma outra molécula co-estimulatéria, 0 CD28, expressa nos
linfécitos T. Esta molécula constitui o receptor dos linfocitos T para as moléculas B7,
pertencendo também & familia das imunoglobulinas. A ligagdo de moléculas B7 ao CD28
intensifica a expansdo clonal de linfocitos T naive (JANEWAY, 2001). A expressao das
moléculas CD80 e CD86 aumenta apds ativacdo e maturacdo destas células e, deste modo, as

DCs tornam-se aptas a apresentarem os antigenos e ativarem linfocitos T naive (FRLETA et
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al., 2003). Esta interagdo também induz a producdo de uma variedade de citocinas incluindo
TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-15 e IL-18, todas envolvidas na ativacdo e proliferacdo dos
linfécitos T naive (BANCHEREAU et al., 2000; WESA & GALY, 2002).

As citocinas, assim como as quimiocinas, sdo um grupo de moléculas sollveis que
participam na interacdo entre DCs e linfdcitos T. A producdo de citocinas pelas DCs pode ser
influenciada por diferentes estados de maturagdo/ativacao das mesmas. Citocinas como 0 TNF-
o S840 importantes no processo de ativagdo de DCs, enquanto que outras citocinas, como a IL-
10, sdo consideradas fatores de desativacédo celular. A IL-6 atua tanto na imunidade inata quanto
na imunidade adaptativa. Na imunidade inata, atua como estimulo para a producdo de
neutréfilos e sintese de proteinas de fase aguda; ja na imunidade adaptativa, atua na
diferenciacédo de linfécitos B em plasmacitos (YOON et al., 2009). A producédo de I1L-6 pode
ser estimulada por citocinas como IL-1B e TNF-a, e tem sido cada vez maior o nimero de
trabalhos que demonstram a ambiguidade da IL-6, por possuir tanto efeitos anti-inflamatérios

quanto pré-inflamatorios.

A IL-12 é uma citocina com importante funcdo no inicio e regulacdo da resposta imune
celular. A IL-12 € uma citocina formada por duas cadeias, a IL-12p35 e a IL- 12p40, sendo que
a subunidade 1L-12p40 também é comum a IL-23, formando um heterodimero com a cadeia
IL-23p19, sendo ambas as citocinas IL-12 e IL-23 produzidas por APCs ativadas (OPPMANN
et al., 2000; BASTOS et al., 2004). Esta citocina possui a capacidade de promover a
diferenciacéo de células T naive em Th1l produtoras de IFN-y, as quais sdo fundamentais para
o desenvolvimento da imunidade celular e resisténcia contra patdgenos intracelulares (ALBER

et al., 2006). A 1L-12 estimula também a producdo de IFN-y pelas células NK e linfocitos T.

A resposta imune/inflamatoria pode ser modulada por inumeros fatores, dentre eles, 0s
produtos naturais. Varios estudos tém demonstrado a utilizacdo da prépolis para diferentes
finalidades, e aqui destacamos sua agdo imunomoduladora, influenciando tanto os eventos

iniciais da resposta imune como a resposta adaptativa.

A propolis tem sido objeto de investigacdo de nosso grupo de pesquisa ha duas décadas.
Material resinoso e balsamico, coletado e processado pelas abelhas a partir de diversas partes
das plantas, a prépolis tem despertado o interesse de varios pesquisadores por possuir inimeras
propriedades bioldgicas tais como imunomoduladora, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antioxidante, entre outras (SFORCIN et al., 2000; SFORCIN et al., 2001; SFORCIN et al.,
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2002; SALATINO et al., 2005; ORSOLIC et al., 2006; SFORCIN, 2007; SFORCIN &
BANKOVA, 2011; WATANABE et al., 2011).

Com relacéo ao sistema imunologico, dados de nosso grupo evidenciaram que a propolis
modula os eventos iniciais da resposta imune, induzindo a expressao de receptores semelhantes
a Toll (TLR-2 e TLR-4) e produgdo de citocinas pro-inflamatérias (ORSATTI et al., 2010),
bem como a geracdo de espécies reativas do oxigénio (H202) por macrofagos peritoneais de
camundongos (ORSI et al., 2000). Observamos também que a prépolis induziu aumento na
atividade fungicida de macrofagos contra Paracoccidioides brasiliensis (MURAD et al., 2002)
e na atividade bactericida contra Salmonella Typhimurium, envolvendo a participagdo de

intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio (ORSI et al., 2005).

Ratos tratados com prépolis apresentaram maior producdo de anticorpos (SFORCIN et
al., 2005), e camundongos inoculados com vacina inativada de herpes tipo-1 Suid (SuHV-1)
associada a propolis apresentaram aumento dos niveis de anticorpos, sugerindo sua utilizacdo
como adjuvante vacinal (FISCHER et al., 2007). Por outro lado, ao avaliar a influéncia do
extrato de propolis sobre a resposta linfoproliferativa de camundongos e sobre a producédo de
interferon (IFN)-y, verificamos que a propolis apresentou efeito inibitdrio sobre a proliferagido
de linfécitos in vitro e in vivo (SA-NUNES et al., 2003). ANSORGE et al. (2003) observaram
que a propolis é capaz de suprimir a sintese de DNA de células mononucleares do sangue
periférico e de células T humanas, ndo havendo alteracdo da viabilidade celular em presenca da
prépolis. Estes mesmos autores relataram que a propolis inibe a producdo de I1L-12, IL-2, IFN-
vy, IL-4 e IL-10, mas ndo a produgdo do fator transformador de crescimento B (TGF-p). A IL-
12 é uma citocina capaz de direcionar a diferenciacdo de células T para um padrdo Thl de
resposta e, considerando que a propolis inibe a produc¢do desta citocina, bem como a producédo
de IL-4, os autores sugeriram que a propolis poderia modular a ativacdo tanto de células Thl

como Th2.

Estas observacfes apontam nitidamente a capacidade deste produto apicola em modular
a resposta imunologica, uma vez que, em virtude da concentracdo, periodo de incubagdo ou
ingestéo, vias de administracéo, entre outros fatores, os diferentes ensaios realizados in vitro ou
in vivo revelaram ac¢do imunoestimulante ou inibitéria. Ademais, a maioria dos trabalhos sobre
a acdo imunomoduladora da propolis foi realizada com animais de experimentacao, havendo
poucos dados sobre seu efeito em celulas humanas. Recentemente, avaliamos a acéo

moduladora da prépolis e do &cido cindmico (componente isolado) sobre a ativacdo de
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monaocitos humanos. A propolis e o &cido cindmico induziram a expressdo de receptores
celulares (TLR-2, TLR-4, MHC-II, CD80), a producdo de citocinas (TNF-o ¢ 1L-10) e a
atividade fungicida de mondcitos, em concentracdes diferentes (CONTI et al., 2013; BUFALO
etal., 2014).

Diante das observagdes expostas, este trabalho foi delineado visando analisar os efeitos
da propolis sobre a maturacédo e funcdo de DCs humanas. Assim, foi possivel verificar o efeito
deste apiterdpico quanto a ativacdo do NF-kB e a expressdo de micro-RNAs (miR-148 e miR-
155). Foi analisada também a expressao de marcadores de superficie celular (TLR-4, HLA-DR,
CD40, CD86 e CD80) e a producéo de citocinas pré- e anti-inflamatorias (TNF-a., IL-6, IL-10,
e IL-12) por DCs humanas, correlacionando estes parametros com a atividade bactericida contra

Streptococcus mutans.

A realizacdo deste trabalho trouxe importantes contribuigdes quanto aos mecanismos de
acdo da propolis, investigando a hipotese de que este apiterapico poderia favorecer os eventos
iniciais da resposta imune, modulando positivamente a atividade das DCs. Tal aspecto pode ser
de interesse para a industria farmacéutica futuramente, evidenciando a aplicabilidade de nossos

resultados.

Ao final da tese, encontra-se redigido o manuscrito a ser submetido a publicacdo junto a revista
Immunology, intitulado “Propolis influences the maturation and function of human

dendritic cells”.
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2. Objetivos

v Verificar o possivel efeito citotoxico da propolis sobre células dendriticas de

individuos saudaveis.

v Avaliar a ativacdo do fator de transcricdo NF-«B, apds o tratamento com propolis.

v" Verificar a expressdo de micro-RNAs (miR-155 e miR-148) pelas DCs, apds

incubacdo com o produto apicola, e sua influéncia nos demais parametros.

v Analisar a acdo da prépolis sobre a expressdo de marcadores de superficie celular
(TLR-4, MHC-II, CD40, CD80 e CD86), por citometria de fluxo.

v' Avaliar o efeito deste apiterapico sobre a producdo de citocinas pro- e anti-

inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12), por ensaio imunoenzimatico (ELISA).

v' Analisar a acdo bactericida de células dendriticas tratadas com prépolis sobre

Streptococcus mutans.
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3. Material e Métodos

3.1. Obtencdo das amostras de propolis

A prépolis foi produzida por abelhas africanizadas (Apis mellifera L.), no apiario
localizado na Fazenda Experimental Lageado, (UNESP, Campus de Botucatu). As amostras
foram obtidas atraves de telas propolisadoras, posteriormente congeladas para facilitar a
remocao da propolis. Em seguida, a prépolis foi triturada e extraida (30 g de propolis,
completando o volume para 100 mL com etanol 70%), em auséncia de luz e sob moderada
agitacdo. Apds uma semana, os extratos foram filtrados em papel de filtro e foi calculado o peso
seco da solucdo (130 mg/mL) (SFORCIN et al., 2005).

A propolis foi diluida em meio RPMI completo, contendo 0,1 g/L de L-glutamina, 2,2
g/L de bicarbonato de sédio, 10 mL/L de aminoacidos ndo essenciais e suplementado com 10%
de soro fetal bovino. Apds filtracdo, foram realizadas diluigdes para se obter as concentraces
de 5, 10, 20 e 40 ug/mL de propolis. O mesmo procedimento foi realizado com o etanol 70%

(solvente da propolis), nas mesmas proporcdes encontradas nas concentracdes de prépolis.

3.2. Aspectos éticos, individuos e obtencdo de células dendriticas a partir de mondcitos

humanos

O consentimento dos individuos para participacdo no presente trabalho foi obtido apds
informacdo e esclarecimento sobre os objetivos da pesquisa e assinatura do formulario de
consentimento (Anexo 1). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (CEP — 4321-2012 — Anexo 2).

Foram avaliadas DCs provenientes de mondcitos humanos obtidos do sangue periférico
de individuos saudaveis e voluntarios do Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de
Botucatu. Estas células foram obtidas por meio da separacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), ap6s centrifugagdo a 1500 rpm por 20 minutos. O anel
rico em células mononucleares foi coletado em tubos Falcon, e em seguida a suspenséo celular
foi lavada duas vezes com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) por 10 minutos a 1200
rpm, para total remocéo das plaquetas.

As ceélulas foram ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

suplementado com soro fetal bovino (SFB). A contagem, identificacdo e a viabilidade das
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células mononucleares foram realizadas através da coloracdo com Azul Tripan (aliquotas de 50
pL da suspensdo celular com 50 pL da solugdo do corante a 0,02%). A suspensdo entdo foi
ajustada para 5x108 células/mL com posterior plagueamento de 2 mL da suspenso em placas
de macrocultura com 6 pocos.

Apos plagueamento, as culturas celulares foram incubadas por 2 h a 37°C em tensdo de
5% de CO> para aderéncia dos mondcitos. Apds esse periodo, as células ndo aderentes foram
removidas através da lavagem das placas com meio de cultura RPMI 1640. Em seguida, foram
adicionados na cultura celular 2 mL de RPMI 1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina
(Sigma-Aldrich), 40 ng/mL de gentamicina e 10% de soro bovino fetal inativado, acrescido de
IL-4 recombinante humana (80 ng/mL) e GM-CSF recombinante humano (80 ng/mL). Ap6s 3
dias, o sobrenadante da cultura celular foi descartado, e as duas citocinas foram adicionadas
novamente. Apés 7 dias de cultivo, as células frouxamente aderidas foram recolhidas com
auxilio de pipeta, e lavadas com meio completo. A suspenséo celular foi ajustada para 1x10°
celulas dendriticas/mL e distribuida em placas de 24 pocos (0,5 mL/po¢o), juntamente com 0s
estimulos para a realiza¢do dos ensaios propostos.

O primeiro ensaio realizado foi a fenotipagem das células para confirmacdo da
diferenciacdo dos mondcitos em DCs, analisando a expressdo de alguns marcadores de
superficie celular: CD14/CD1a"9"/CD83'°", os quais sdo caracteristicos de células dendriticas
imaturas (BYKOVSKAIA et al., 2002; POLANCEC et al., 2012).

3.3. Determinacéo da viabilidade celular pelo método do MTT

Quinhentos microlitros da suspensdo celular 1 x 10° células/mL foram adicionados em
placas de 24 pocos, incubando-se a 37°C sob pressdo constante de 5% de CO2 por 24h, na
presenca de extrato hidroalcodlico de propolis, nas seguintes concentragdes: 5, 10, 20 e 40
ug/mL simultaneamente com LPS (10 ug/mL). Células controle foram incubadas somente com
meio de cultura. A viabilidade celular foi analisada através do teste colorimétrico de MTT
adicionando-se 300 uL de MTT por 3 horas; apds esse periodo, o sobrenadante foi removido e
adicionou-se 200 uL DMSO, promovendo a lise celular e a detecgédo dos cristais de formazan,
decorrentes da atividade mitocondrial das células viaveis. A leitura da densidade dptica foi
realizada a 540 nm, e a viabilidade foi analisada para utilizar concentrac6es de propolis que ndo

apresentaram citotoxicidade nos demais ensaios.
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3.4. Detecgédo do NF-kB no extrato nuclear

Para avaliacdo do fator de transcricdo NF-kB, DCs foram pré-incubadas com as
concentracdes de propolis por 2 h e entdo estimuladas com LPS (10 pg/mL) por 45 minutos
(WANG et al., 2009). Em seguida, as DCs foram lavadas com PBS contendo 10% de soro fetal
bovino livre de endotoxina em gelo. As células foram lisadas utilizando o kit de extracéo
nuclear. O extrato nuclear de cada cultura foi obtido e estocado a -80°C para posterior analise.
A porcdo nuclear da p65NF-kB foi detectada pela técnica de ELISA, utilizando Kits comerciais
(Cayman Chemical Company, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante, e quantificada
a 450 nm com comprimento de onda referente a 655 nm (BANNWART et al., 2010).

3.5. Expressdo de micro-RNAs (hsa-miR-155 e hsa-miR-148)

A suspensdo de células dendriticas foi ajustada para 1 x 10° células/mL e incubada com
diferentes concentrac6es de propolis (5, 10, 20 e 40 pg/mL) e LPS (10 pug/mL) por 12 horas.
Apds este periodo, as células foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos para a remogéo
do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 500 pL de Trizol, e posteriormente mantido a -
80°C para o inicio do ensaio de extracéo.

Foi realizada RT-PCR para analisar a expresséo génica do hsa-miR-148a, hsa-miR-148b
e hsa-miR-155 apds tratamento de DCs humanas com prépolis. Os oligonucleotideos utilizados
para analise encontram-se na tabela 1. Os experimentos de RT-qPCR foram realizados seguindo
as orienta¢6es do MIQE (Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiment).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para analise de expressao dos microRNAS.

microRNA humano (hsa*) Sequéncia alvo
hsa-mir-148a-3p UCAGUGCACUACAGAACUUUGU
hsa-mir-148b-3p UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU
hsa-mir-155-5p UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG

* hsa: Homo sapiens, indicando ser um microRNA humano.
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A extracdo do RNA foi realizada com o kit mirVana (Ambion, EUA) seguindo as
instrugGes do fabricante. As amostras de RNA foram tratadas com TURBO DNase (Ambion,
EUA) para remover a contaminacdo com DNA genémico. O RNA foi quantificado por
espectrofotometria utilizando o equipamento Nanodrop (Thermo Scientific, EUA).

A qualidade do RNA foi obtida pelo nimero da integridade do RNA (RNA Integrity
Number, RIN), a partir da analise dos RNAs ribossomais baseadas em microfluidos, utilizando-
se 0 sistema 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA) (FLEIGE & PFAFFL, 2006; BECKER et al.,
2010).

A transcricdo reversa dos microRNAs foi realizada utilizando o kit TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, EUA) combinado com o Stem-loop
Megaplex™ RT Primers (Life Technologies, EUA), seguindo as orientagdes do fabricante. Esse
sistema permite a transcri¢do reversa apenas de microRNAs maduros e ndo € afetado pela
contaminagdo com DNA genOmico. Para a reagdo, foram adicionados o0s seguintes
componentes do kit ao RNA total: Megaplex™ RT Primers (10X), dNTPs com dTTP,
MultiScribe™ Reverse Transcriptase, RT Buffer, RNase Inhibitor, e o volume completado com
agua livre de nucleases. A mistura foi incubada nas seguintes condicdes: 40 ciclos de 16°C por
2 min, 42°C por 1 min e 50°C por 1s, seguido da inativacao da transcriptase reversa a 85°C por
5 min.

Cada amostra de cDNA (miRNAs) foi analisada com ensaios TagMan (Life
Technologies, EUA), contendo os primers especificos para cada microRNA. Para cada reacéo,
foram utilizados TagMan®, TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (Life
Technologies, EUA), produto da reacdo de transcricao reversa, e o volume final ajustado com
agua livre de nucleases. Foram utilizadas as seguintes condicdes de ciclagem: 95°C por 10 min,
seguido por 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1 min. As reacdes foram realizadas no Sistema
de PCR em Tempo Real 7300 HT (Life Technologies, EUA). Os valores de Cq (ciclo de
quantificacdo) foram calculados utilizando o software SDS 1.4, utilizando a configuracao
automatica de baseline e a determinacdo manual de threshold para cada alvo. O Cq refere-se ao
ponto de encontro entre a curva de amplificacdo corrigida pelo baseline e o threshold (de acordo
com o RDML, http://rdml.org). A quantificacdo relativa da expressao dos miRNAs foi realizada
pelo método do Cq comparativo (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

3.6. Avaliacao de marcadores de superficie celular por citometria de fluxo
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O primeiro ensaio realizado foi a fenotipagem das células para confirmacdo da
diferenciacdo dos mondcitos em DCs, analisando a expressdao de alguns marcadores de
superficie celular: CD147/CD1a*/CD83%", os quais sdo caracteristicos de células dendriticas
imaturas (BYKOVSKAIA et al., 2002; POLANCEC et al., 2012).

Apos a fenotipagem foram realizados 0s ensaios para a avaliacdo da presenca dos
seguintes marcadores celulares: TLR-4, HLA-DR, CD-80, CD83, CD86 e CD40. DCs (1 x 10°
células/mL) foram colocadas em tubos Falcon de poliestireno para citdmetro (BD Becton
Dickinson and Company) no volume de 500 pL e centrifugadas por 10 minutos a 1700 rpm. O
sobrenadante foi descartado e as culturas foram incubadas com a prépolis nas seguintes
concentragdes: 5, 10, 20 e 40 pg/mL e LPS (10 ug/mL), por 24 h a 37°C, sob tensé&o de 5%
CO». Em seguida, as celulas foram lavadas, ressuspendidas em 1 mL de solugdo eletrolitica
(ISOTON I1). A andlise fenotipica foi realizada incubando as DCs com anticorpos monoclonais
conjugados com diferentes fluorocromos: 1 pg/mL de anti-CD14 conjugado com PerCP / Cy5.5
(clone HCD14 - BiolLegend, EUA), 0.50 pg/mL de anti-CD1a conjugado com FITC (clone
HI1149 - BioLegend, EUA) e 1 pg/mL de anti-CD83 conjugado com APC (clone HB15e -
BioLegend, EUA), que sdo caracteristicos de DCs imaturas (BYKOVSKAIA et al., 2002;
POLANCEC et al., 2012).

As células foram separadas em dois grupos (A e B). No grupo A, as células estimuladas
foram incubadas com 2 pug/mL de anticorpos anti-CD86 conjugado com ALEXA Fluor 488
(clone IT2.2 - Biolegend, San Diego, CA, EUA), 1 pug/mL de anti-CD80 conjugado com PE
(clone D210 - Biolegend, San Diego, CA, EUA) e 0,5 pug/mL anti-CD40 conjugado com
PerCP/Cy5.5 (clone 5C3 - Biolegend, San Diego, CA, EUA). No grupo B, as DCs foram
incubadas com 0,5 pg/mL dos anticorpos anti-HLA-DR conjugado com FITC (clone L243 -
Biolegend, San Diego, CA, EUA) e 1 pug/mL de anti-TLR-4 conjugado com PE (clone HTA125
- Biolegend, San Diego, CA, EUA).

Para cada teste, foi incluido um tubo controle onde as células foram incubadas com 2
pug/mL dos anticorpos de controle isotipico marcados com os respectivos fluorocromos dos
testes (PE, FITC, APC e PerCP/Cy5.5) durante 30 minutos ao abrigo da luz a 4°C. Apds a
incubacéo, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 1700 rpm para lavagem, fixadas em
450 pL de ISOTON 11 contendo 50 uL de p-formaldeido 5% e analisadas por citometria de
fluxo (NAKAIRA-TAKAHAGI et al., 2011).

As andlises foram realizadas em citdmetro modelo FACSCaliburTM (Beckton

Dickinson) utilizando o software CellQuest para adquirir e analisar multiparametros celulares.

28



Foi padronizada a aquisi¢do de 10.000 eventos por amostras e foi otimizada a populacdo de
interesse estabelecendo gate com base em pardmetros de tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC). Os resultados foram expressos em percentual de células CD83* nos eventos positivos,
marcador especifico de DCs humanas (NAKAIRA-TAKAHAGI et al., 2011).

3.7. Quantificacao de citocinas por ensaio imunoenzimaético (ELISA)

As culturas de DCs, contendo 1 x 10° células /mL, foram incubadas a 37°C e 5% de CO;
por 24 h em placas de 24 pogos com propolis e com LPS (5 png/mL). Apds esse periodo, 0s
sobrenadantes foram coletados e armazenados a —80°C, para posterior dosagem das citocinas
pela técnica de ELISA (WANG et al., 2009).

A determinacdo da concentragdo de TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12p70 foi realizada pela
técnica de ELISA, utilizando o kit adquirido da R & D Systems, EUA.

Inicialmente foram adicionados 100 pL de salina tamponada com fosfato (PBS) e
anticorpos monoclonais diluidos conforme instrucdes do fabricante (R & D Systems, EUA) as
placas de poliestireno (Maxisorp-Nunc, EUA), e incubadas overnight a 4°C em camera imida.
Apbs 3 lavagens dos pogos com PBS acrescido de Tween 20 (0,05%), houve o bloqueio dos
pocos com albumina sérica bovina em PBS (10%) para saturacdo dos sitios de ligacdo e, em
seguida, a placa foi incubada a temperatura ambiente por 1h. A seguir, nova seqiéncia de
lavagens foi realizada e aliquotas de 100 pL dos sobrenadantes das culturas de células foram
adicionadas com posterior incubacdo por 2 h a temperatura ambiente. Os pocos foram
novamente lavados e, ao anticorpo de deteccdo policlonal biotinilado, foi adicionado o
conjugado estreptoavidina-peroxidase, incubando-se novamente por 20 min. Novas lavagens
foram realizadas e, para revelacao, foram adicionados 100 pL da solugédo contendo o substrato
perdxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina (TMB). Ap6s 20 minutos a temperatura ambiente,
a reacao enzimatica foi interrompida pela adicdo de 50 pL de H2SO4 2N. As leituras foram
realizadas em leitor de ELISA com filtro de 492 nm (TAN et al., 2006).

3.8. Atividade bactericida de DCs

Foram utilizadas cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, cedidas pela Profa. Dra.
Cristiane Duque, da Faculdade de Odontologia, UNESP, Campus de Aracatuba. As cepas foram

semeadas em meio BHI a 35°C por 18h. Apds este periodo, os micro-organismos foram
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padronizados na escala 0,5 de MacFarland, em solucdo fisiologica estéril, contendo
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL.

As proporcdes inicialmente testadas de DC/bactéria foram: 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100
e 1:500, verificando que a melhor proporcdo foi de 1:5, a qual foi adotada por apresentar
atividade bactericida na faixa de 20 a 30%, faixa esta classificada como ideal para verificar a
acdo estimuladora ou inibitoria dos tratamentos sobre a atividade bactericida ou fungicida das
células estudadas, a partir desta porcentagem (ORSI et al., 2005).

As DCs foram obtidas como descrito anteriormente e, posteriormente a incubacéo destas
com as variaveis em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino por 24 h, os
sobrenadantes das culturas foram retirados e as DCs foram desafiadas com as bactérias na
propor¢do 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 a 1%, para remocdo e lise das células, e, consequentemente, liberagcdo das bactérias
fagocitadas. Apds este procedimento, foram feitas lavagens com solugdo salina para
recuperacdo total das bactérias viaveis. O volume total obtido com a remocéo do sobrenadante
e as lavagens foi de 10 mL. Destes, 10 uL. foram plaqueados em agar BHI, para avaliar o
posterior crescimento bacteriano e calcular a atividade bactericida das DCs. Ap6s 48 h, o
namero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de Streptococcus mutans foi determinado
e a porcentagem (%) da atividade bactericida foi calculada através da seguinte formula:

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

3.9. Analise estatistica

Para analise dos dados, foi utilizada o software Graphpad Prism 5 (Graphpad San Diego
CA, USA), utilizando a analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida do teste
de comparac6es multiplas de Dunnett (p<0,05).

A analise do perfil de expressdo dos microRNAs e dos mRNAs foi realizada utilizando-
se o software Real Time StatMiner® (Integromics, Espanha) e, para analise estatistica dos
dados referentes aos microRNAs, a comparacdo dos dados foi realizada pelo teste t de Student,
com p<0,05.
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4. Resultados e Discussao

A propolis tem sido objeto de investigacdo de nosso grupo de pesquisa ha quase duas
décadas. Material resinoso e balsdmico, coletado e processado pelas abelhas a partir de diversas
partes das plantas, a propolis tem despertado o interesse de varios pesquisadores por possuir
inimeras propriedades bioldgicas tais como imunomoduladora, antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antioxidante, entre outras; bem como por seu potencial para desenvolvimento de
novas drogas (SFORCIN et al., 2000; SFORCIN et al., 2001; SFORCIN et al., 2002;
SALATINO et al., 2005; ORSOLIC et al., 2006; SFORCIN, 2007; SFORCIN & BANKOVA,
2011; WATANABE et al., 2011). A prdpolis € um produto que ndo apresenta toxicidade e
efeitos colaterais apds sua administracdo a ratos ou camundongos (SFORCIN et al., 1995;
MANI et al., 2006).

Existem inimeros estudos realizados com DCs murinas; em contraste, ha relativamente
poucos estudos em DCs humanas isoladas do sangue periférico, onde compreendem DCs
plasmocitoides e DCs monociticas imaturas. DCs encontradas no sangue humano sao bastante
heterogéneas, e a maior parte das informaces referentes a estas células provém de estudos in
vitro (SHORTMAN & NAIK, 2002). Neste contexto, essas células podem ser provenientes de
células precursoras como mondcitos estimulados com determinadas citocinas, como IL-4 e
GM-CSF, e subsequente diferenciacdo em células com caracteristicas especificas de DCs
(INABA et al., 1992).

As células diferenciadas podem ser caracterizadas fenotipicamente por meio de
marcadores de superficie, sendo consideradas DCs se forem positivas para a presenca de alguns
dos seguintes marcadores: CD1a, CD11c, CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-DR e negativas
para 0 marcador CD14 (MacDONALD et al., 2002).

Com o intuito de confirmar o fenétipo dessas células para que ndo houvesse davidas
quanto a sua diferenciacdo de mondcitos para DCs, realizamos ensaio de citometria de fluxo
que nos possibilitou investigar a expressdo de moléculas de superficie. A nossa busca foi por
DCs com fendtipo imaturo. Em seguida, incubamos essas células com o estimulo (prépolis) e
LPS para promover o processo de maturagdo e caracterizacdo dos parametros propostos a serem
analisados neste projeto. Os resultados de fenotipagem permitiram concluir que a metodologia
adotada foi eficiente, em todas as culturas obtivemos células que apresentaram diminuicéo da

expressao da molécula CD14, alta expressdo de CD1a e baixa expressdo de CD83, fendtipo
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caracteristico de DCs imaturas (CD14/CD1a"9"/CD83"") (BYKOVSKAIA et al., 2002;
POLANCEC et al., 2012).

Uma vez caracterizadas fenotipicamente, incubamos as DCs com diferentes
concentragoes de propolis (5, 10, 20, e 40 ug/mL) e LPS (10 pg/mL) por 24 h, e avaliamos o
possivel efeito deste apiterdpico sobre a viabilidade das mesmas. Para tal, utilizamos o teste
colorimétrico com o MTT, uma vez que trata-se de técnica acurada e segura, minimizando
perdas celulares, ja que o corante € adicionado diretamente as culturas celulares. Este ensaio
baseia-se na medida do dano induzido pelo composto/extrato em estudo no metabolismo celular
de glicidios através da avaliacdo da atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade
mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular, é quantificada pela reducdo do MTT
(um sal de coloracdo amarela e solivel em agua) a formazan (sal de coloracdo arroxeada e
insolivel em agua) pela atividade das enzimas. Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan
sera diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular.

Apos a incubacéo das células com as diferentes concentracdes de propolis e LPS por 24
h, realizamos o ensaio de viabilidade celular por MTT e, de acordo com os resultados obtidos,

ndo houve efeito citotoxico de nenhuma das concentracGes utilizadas (figura 2).
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Figura 2. Viabilidade celular (%) de células dendriticas controle (C) ou incubadas com
diferentes concentragdes de propolis (5, 10, 20, e 40 pg/mL) e LPS (10 pg/mL) por 24 h. Os
dados representam média e o desvio-padrdo de 10 ensaios similares (p>0,05).

Segundo KIM & JOO (2008), a incubagéo de DCs com produtos naturais como fucoidan
(classe de polimeros sulfatados encontrado em macroalgas) néo interferiu na viabilidade das
mesmas e demonstrou efeito imunoestimulatério, aumentando a expressdo de marcadores como
MHC-I e Il, além das moléculas CD54 e CD86, importantes para a ativacdo da resposta

imunoldgica.
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Dados da literatura sugerem que viabilidade celular acima de 80% é representativa
(KONG et al., 2008) e, com base em nossos resultados, demos continuidade aos ensaios
incluindo todas as concentracGes de propolis, uma vez que a porcentagem de viabilidade
encontrada foi praticamente de 100%.

DCs sdo as APCs mais potentes do sistema imune e, para estimular eficientemente as
células T, tém que se tornar maduras num processo acompanhado por alteragdes funcionais e
fenotipicas. DCs imaturas residem em tecidos periféricos e, ap6s contato com antigenos ou
exposicao a estimulos inflamatdrios, migram para os ganglios linfaticos proximais, onde ocorre
sua maturacdo. No tocante as DCs maduras, estas células passam a expressar moléculas
adicionais como MHC de classes I / 11 e moléculas co-estimulatdrias envolvidas na estimulagéo
de células T (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998). Ap6s um estimulo inflamatério ou
reconhecimento de microrganismos, no citoplasma das células ha ativacdo de vias de
transducéo de sinal com ativacao de fatores de transcricdo, como o NF-kB, e expressao de genes
envolvidos na resposta imune, como citocinas.

Inicialmente, avaliamos a quantificacdo do NF-kB apds incubacdo das DCs com
prépolis, analisando posteriormente a producéo de citocinas. A atividade do NF-kB foi avaliada
por meio de cultura de DCs humanas tratadas com propolis em diferentes concentragdes por 2
h, seguido de incubac¢do com LPS por 45 minutos (WANG et al., 2009). Conforme visualizado
na figura 3, o LPS estimulou a atividade deste fator de transcri¢do, quantificado somente na
porcdo nuclear pela técnica de ELISA. O NF-kB nédo foi detectado na por¢édo citoplasmatica,
pois 0 mesmo ja se encontrava na por¢do nuclear. A prépolis manteve este perfil ativador em

todas as concentracgdes, ndo afetando a atividade do LPS, que foi nosso controle positivo.
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Figura 3. Quantificagdo de NF-kB (pg/mL) por células dendriticas controle (C) ou incubadas
com diferentes concentracdes de propolis (5, 10, 20 e 40 ug/mL) por 2 h e posteriormente com
LPS (10 pg/mL) por 45 min. Os dados representam a média e desvio-padrdo de 10 ensaios
similares. *** significativamente diferente da propolis e do LPS (p<0,0001).
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Além de avaliar via de sinalizacdo do NF-kB, avaliamos também alguns miRNAs que
poderiam regular a funcdo das DCs. Conforme observado na figura 4, o tratamento de DCs com
prépolis diminuiu a expressdo de hsa-miR-148a e hsa-miR-148b (p<0,01, utilizando 5 e 20
pg/mL; p< 0,001, utilizando 40 pg/mL).

Com relagdo ao miRNA-155, o produto apicola estimulou significativamente sua

expresséo (p<0,01), utilizando 40 pg/mL.
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Figura 4. Expressdo relativa de hsa-miR-148a, hsa-miR-148b e hsa-miR-155 por células
dendriticas humanas incubadas com diferentes concentragdes de propolis (5, 10, 20, 40 pg/mL)
e LPS (10 pg/mL) por 12 h. Os dados representam a média e desvio-padrdo de 10 ensaios
similares, utilizando valores normalizados (*p<0.01; **p<0.001 vs controle).
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Um dos miRNAs mais caracterizados em DCs é o miR-155, cuja expressdo esta
aumentada durante a maturacao destas células em resposta aos ligantes de TLRs, TNF-ao e IFN-
a, tanto em camundongos como em humanos. Varias evidéncias indicam que o miR-155 exerce
um papel predominantemente pré-inflamatorio, associado a producdo aumentada de TNF-a.
SHIP1 (Src homology-2 domain-containing inositol 5-phosphatase 1) é um dos alvos diretos
do miR-155 e, enquanto a atividade da SHIP1 esté relacionada a redugdo na producgdo de
citocinas inflamatorias em varios tipos celulares, como macrofagos e DCs, sua expressao
diminui em resposta ao TNF-a. A super-expressao de miR-155 culmina em repressédo da SHIP1
e subsequente ativacdo de Akt, o qual é requerido para ativagdo de DCs. O miR-155, associado
a ativacdo de Akt, pode estar relacionado ao perfil pré-inflamatorio deste miRNA em DCs. A
estabilizacdo dos transcritos de TNF-a bem como a SHIP1 como alvo direto exemplificam
como um unico miRNA pode agir em diferentes alvos, resultando na regulacdo das funcbes
celulares (BUSCH & ZERNECKE, 2012).

Compostos polifendlicos oriundos de diversas fontes, como por exemplo a propolis,
podem regular a expressdo génica, através da regulacdo pds-transcricional exercida pelos
miRNAs. Nas Ultimas décadas, o conhecimento sobre o controle transcricional exercido pelos
miRNAs e sua capacidade moduladora aumentou consideravelmente (CUEVAS et al., 2014).

A expressdo dos membros da familia hsa-miR-148 (hsa-miR-148a, hsa-miR-148b e
miR-152) esta aumentada ap6s estimulo das DCs humanas com LPS, com consequente
diminuicdo da expressao de MHC-11, inibicdo de algumas citocinas pré-inflamatorias e reducéo
da expanséo de células T CD4* mediadas por DCs. Tal efeito inibitério é devido ao alvo de hsa-
miR-148/152 — a proteina quinase dependente de calcio/calmodulina do tipo Il (CaMKIl), a
qual é um importante regulador da maturacdo e funcdo das DCs. A inibicdo da CaMKII em
DCs resulta em reducdo da expressao de MHC induzida por antigeno, secrecéo de IL-12 e IFN-
v (LIU et al., 2010).

De acordo com ELTON et al. (2013), a expressdo de miR-155, miR-146a, e miR-21
pode ser induzida em resposta a sinalizacdo mediada por TLR-4 em mondcitos. O miRNA-155
pode exercer inimeros papeis, atuando na diferenciacdo de DCs, bem como de linfdcitos T
helper, linfécitos B e producédo de anticorpos. Uma ampla gama de alvos pode ser regulada pelo
miR-155, como mMRNAs para citocinas, quimiocinas e fatores de transcricdo. Em macréfagos,
a expressdo de miR-155 encontra-se elevada durante a resposta inflamatdria, e em DCs, este
microRNA, juntamente com miR-221 regula o desenvolvimento celular, apoptose e producéo
de IL-12 (DUECK et al., 2014).
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Avaliando a expressdo de marcadores de superficie celular por citometria de fluxo,
observa-se que a propolis manteve a expressdo de TLR-4 induzida por LPS, estando elevada
somente na concentra¢do de 5 pg/mL, mesmo assim ndo chegando a 5% (p<0.01). A propolis
também manteve a ativagdo induzida pelo LPS de HLA-DR e CD40 nestas células. No tocante
ao CD86, o tratamento com a prépolis nas concentracbes mais elevadas aumentou
significativamente sua expressao (p<0.01). Por outro lado, a expressdo de CD80 por DCs foi
inibida significativamente (p<<0.001) apds incubag¢do com prdpolis na concentragdao de 40 ug
(figura 5). Assim, pode-se correlacionar o aumento na expressao de hsa-miR-155 induzido pela

propolis com o aumento na expressdo de TLR-4, CD86 e expressdo inalterada de CDA40.
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Figura 5. Expressdo de TLR-4, HLA-DR, CD40, CD86 e CD80 em porcentagem (%) por
células dendriticas humanas incubadas com diferentes concentragdes de propolis/LPS (5, 10,
20, 40 pug/mL) e somente LPS (10 pg/mL) por 24 h. Os dados representam a média e desvio-
padrdo de 10 ensaios similares (*p<0.01; **p<0.001 vs LPS).
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Em camundongos, a propolis modula os eventos iniciais da resposta imune, induzindo
a expressao de TLR-2 e TLR-4 e producgdo de citocinas pro-inflamatorias (ORSATTI et al.,
2010). Em nosso trabalho, a propolis induziu aumento na expressédo de TLR-4 e CD86 em DCs
humanas, e inibiu a expressdo de CD80, mantendo a ativacdo induzida pelo LPS de HLA-DR
e CD40. O aumento na expressédo de TLR-4 e CD86 pode favorecer o reconhecimento de
antigenos por DCs e a consequiente ativacdo da célula T. CD80 desempenha papel importante
na resposta imunolégica, atuando como molécula co-estimulatoria para a ativacéo das células
T, mas CD86 também desempenha funcdes semelhantes e sua expressao esteve aumentada apds
incubacdo de DCs com quase todas as concentracdes de propolis. Assim, pode-se especular que
a fungéo desempenhada por CD80 possa ser compensada pelo aumento induzido na expressao
de CD86, culminando no evento biologico desejado, que é a ativacdo da célula T.

WANG et al. (2009) avaliaram o efeito do éster fenetilico do acido cafeico (CAPE)
isolado da prépolis na maturagdo de DCs humanas in vitro, demonstrando que o tratamento
com CAPE manteve a expressédo de HLA-DR, CD86, e CD83 induzida pelo LPS. Estes dados
sugerem que, em nosso projeto, possivelmente outro(s) componente(s) da propolis deve(m)
estar envolvido(s) no aumento da expressdo de TLR-4 e CD86.

VISINTIN et al. (2001) relataram que 0 TLR-4 é expresso em maior propor¢do em
mondcitos do que em DCs imaturas, que estdo entrando em contato com o antigeno. De fato,
BUFALO et al. (2014) observaram que a propolis induziu aumento expressivo na expresso de
TLR-4 em mondcitos humanos apds 18 h de incubacéo, a qual era da ordem de 20% nas células
sem estimulo algum. Ademais, estes autores observaram aumento na expressao de CD80, bem
como na producdo de citocinas (TNF-a e IL-10) e na atividade fungicida destas células,
dependendo da concentracéo.

VISINTIN et al. (2001) relataram que a expressao de TLR-4 aumentou transitoriamente
guando DCs foram incubadas com LPS para o processo de maturacdo, diminuindo
significativamente logo em seguida. Embora a prépolis tenha induzido aumento significativo
na expressao de TLR-4 por DCs, a expressdo deste receptor foi baixa e menor em relagdo aos
demais marcadores. Ainda assim, este aumento pode ter implicacdes bioldgicas, favorecendo o
reconhecimento de antigenos por DCs.

Avaliando o efeito de outro produto natural (Panax ginseng) nos eventos iniciais da
resposta imune, PANNACCI et al. (2006) administraram oralmente 25 mg/kg/dia do extrato
desta planta a camundongos, verificando aumento significativo de TLR-4 por macréfagos e

sugerindo que este extrato estimula gradualmente estas células. Os autores também sugeriram
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que ginsenosideos, ou outros componentes ativos do ginseng, poderiam atuar como agonista do
TLR-4.

KWON et al. (2011) investigaram o efeito do extrato da canela (Cinnamomum cassia)
sobre o estado de maturacéo da linhagem de macréfagos murinos Raw 264.7, avaliando niveis
de expressdao de MHC-II e moléculas co-estimulatdrias (B7-1 e B7-2), e investigando a
modulacdo da apresentacdo de antigenos. Além de observarem efeito inibitério do extrato na
expressao de citocinas pro-inflamatdrias (TNF-a e IL-1pB), as moléculas de superficie também
foram inibidas significativamente, sugerindo que este extrato exerce acdo inibitoria sobre a
ativacdo e maturacdo destas células in vitro.

Assim, observa-se que diferentes produtos naturais podem modular diferentemente a
expressao de marcadores de superficie em diferentes células envolvidas na resposta imune.

Produtos naturais, como a prépolis, podem modular a producdo de citocinas na
imunidade inata ou adaptativa. Um dos fatores preponderantes no desenvolvimento da resposta
imune € o microambiente em que ela se inicia. Diferentes citocinas presentes no momento da
apresentacdo de antigeno podem induzir a geracdo de subtipos de linfocitos T capazes de
respostas efetoras distintas, sendo a IL-12 importante para diferenciacdo de linfécitos T em
celulas Thl e a IL-4 um fator preponderante para a geracdo de células Th2 (BETTELLI et al.,
2006; HARRINGTON et al., 2006). Dando continuidade a nossos ensaios, realizamos a analise
da producéo de TNF-a., IL-6, IL-10 e IL-12 pelas DCs.

Citocinas como o TNF-o sdo importantes no processo de ativacdo de monaocitos e
macrdfagos, enquanto que outras citocinas, como a IL-10, sdo consideradas fatores de
desativacdo celular. TNF-a ¢ considerado uma citocina multifuncional, sendo um dos
mediadores inflamatdrios mais importantes. O TNF-a exerce fun¢des diversas como indugdo
da producédo de outras citocinas e quimiocinas pelas células do sistema imunologico, além de
induzir a expressao de moléculas de adeséo e 0 aumento da permeabilidade no endotélio, o que
propicia 0 aumento do nimero de células mononucleares no local da inflamacdo (HEHLGANS
et al., 2005).

No tocante ao TNF-a,, DCs incubadas com prépolis apresentaram maior producéo desta
citocina em relacgdo ao controle, ndo afetando o perfil ativador do LPS (figura 6). Esse achado
esta correlacionado ao fato de a propolis manter o perfil ativador do LPS com relacéo a via de
ativacéo intracelular do NF-kB, o qual também esta relacionado com a expresséo génica de IL-
6 (LIBERMANN & BALTIMORE, 1990).
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Figura 6. Producdo de TNF-a (pg/mL) por células dendriticas controle (C) ou incubadas com
diferentes concentragdes de propolis (5, 10, 20 e 40 pg/mL) e LPS (10 pg/mL) por 24 h. Os

dados representam a média e desvio-padrdo de 10 ensaios similares. *** significativamente
diferente da prépolis e do LPS (p<0,0001).

O TNF-a pode induzir a produgdo de outras citocinas e quimiocinas pelas células do
sistema imunoldgico, podendo induzir, também, a expresséo e moléculas de adeséo e 0 aumento
da permeabilidade do endotélio, propiciando maior concentracdo de células mononucleares no
local onde acontece a inflamacdo (HEHLGANS et al., 2005). O TNF-a induz a produgédo de
IL-10 por mondcitos humanos, enquanto esta citocina anti-inflamatdria é capaz de exercer um
feedback negativo para a producdo do fator de necrose tumoral (WANIDWORANUN &
STROBER, 1993). Porém, ainda nédo esta claro se estimulos diferentes agem diretamente na
producdo de citocinas reguladoras ou efetoras, ou se esses variados estimulos desencadeiam a
producdo concomitante das diferentes citocinas, com cinéticas diferentes.

A IL-6 atua tanto na imunidade inata quanto na imunidade adaptativa. Na imunidade
inata, atua como estimulo para a producdo de neutrofilos e sintese de proteinas de fase aguda;
ja na imunidade adaptativa, atua na diferenciacdo de linfocitos B em plasmdcitos (YOON et
al., 2009). A producdo de IL-6 pode ser estimulada por citocinas como IL-1B e TNF-a, e tem
sido cada vez maior o nimero de trabalhos que demonstram a ambiglidade da IL-6, por possuir
tanto efeitos anti-inflamatérios quanto pré-inflamatérios.

A producdo de IL-6 por DCs estimulada pela propolis apresentou-se elevada em relacdo
ao controle (p<0,01) (figura 7). A concentragéo aumentada de IL-6 pode estar relacionada com
a regulacdo da produgédo de TNF-a.

Em nosso trabalho, DCs tratadas com propolis apresentaram inibi¢cdo na expressao de
hsa-miR-148a e hsa-miR-148b. Uma vez que a familia do hsa-miR-148/152 pode estar

envolvida na inibicdo da expresséo de MHC-1I mediada por sinais via TLR, bem como na
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producéo reduzida de citocinas pré-inflamatdrias por DCs (LIU et al., 2010), nossos dados
revelam que o tratamento com propolis aboliu este efeito inibitdrio, pois houve expressdo

normal de HLA-DR e aumento na producdo de TNF-a e IL-6 em relacdo ao controle.
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Figura 7. Producédo de IL-6 (pg/mL) por células dendriticas controle (C) ou incubadas com
diferentes concentragdes de propolis (5, 10, 20 e 40 pg/mL) e LPS (10 pg/mL) por 24 h. Os
dados representam a média e desvio-padrdo de 10 ensaios similares. *** significativamente

diferente do LPS (p<0,0001).

As trés menores concentragdes de propolis induziram maior produgdo de 1L-10 (figura
8), mesmo em presenca de LPS, o que pode ter sido desencadeado pelo aumento de TNF-a

produzido pelas DCs, induzindo a expressdo do mRNA para IL-10 (PLATZER et al., 1995).
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Figura 8. Producdo de IL-10 (pg/mL) por células dendriticas controle (C) ou incubadas com
diferentes concentragdes de propolis (5, 10, 20 e 40 ug/mL) e LPS (10 pg/mL) por 24 h. Os
dados representam a média e desvio-padrdo de 10 ensaios similares. Significativamente

diferente do LPS ** (p<0,01); *** (p<0,0001).
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A IL-12 é uma citocina com importante funcdo no inicio e regulacdo da resposta imune
celular. A IL-12 é uma citocina heterodimérica formada por duas cadeias, a IL-12p35 e a IL-
12p40, sendo que a subunidade IL-12p40 também € comum a IL-23, formando um
heterodimero com a cadeia IL-23p19, sendo ambas as citocinas IL-12 e 1L-23 produzidas por
APCs ativadas (OPPMANN et al., 2000; BASTOS et al., 2004). Esta citocina possui a
capacidade de promover a diferenciacdo de células T naive em Thl produtoras de IFN-y, as
quais sdo fundamentais para o desenvolvimento da imunidade celular e resisténcia contra
patdgenos intracelulares (ALBER et al., 2006). A 1L-12 estimula também a producéo de IFN-
v pelas células NK e linfocitos T.

Conforme observado na figura 9, as menores concentragfes de propolis mantiveram a
producdo de IL-12 induzida por LPS, enquanto concentracdes mais elevadas inibiram a

producéo desta citocina (p<0,001, utilizando 10 pg; p<0,0001, utilizando 20 pg).

1504
1204
904

*k

604

IL-12p70 (pg/ml)

304

*kk

0_
C 5 10 20 40 LPS

Propolis concentration (pg/ml)
Figura 9. Producéo de IL-12p70 (pg/mL) por células dendriticas controle (C) ou incubadas com
diferentes concentragdes de propolis (5, 10, 20 e 40 pg/mL) e LPS (10 pg/mL) por 24 h. Os

dados representam a média e desvio-padrdo de 10 ensaios similares. **Significativamente
diferente do LPS (p<0,001), ***(p<0,0001).

A IL-12 pode promover a diferenciacdo de células T naive em Thl, favorecendo a
resposta imune celular. Visto que a propolis inibiu a producéo desta citocina em DCs, pode-se
especular que o tratamento das células com este apiterapico possa culminar em ativacao
preferencial do perfil Th2 e favorecimento da resposta humoral. De fato, inUmeras evidéncias
tém relatado a maior producédo de anticorpos por animais tratados com propolis. SCHELLER
et al. (1988) verificaram que o extrato etanolico de propolis estimula a formacéo de anticorpos
por camundongos BALB/c imunizados com hemécias de carneiro, sugerindo a associagdo desta
atividade imunoestimulante com a ativacdo de macrdfagos, a qual levaria & producdo de

citocinas, regulando assim as funcdes das células B e T. Em trabalho de nosso grupo,
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verificamos que a administracdo de propolis a ratos aumentou o titulo de anticorpos anti-
albumina sérica bovina (BSA) ap6s 15 dias da imunizacdo (SFORCIN et al., 2005). CHU
(2006) também observou que peixes que receberam vacina inativada contra Aeromonas
hydrophila acrescida de propolis apresentaram titulos de anticorpos significativamente mais
elevados em relacdo ao grupo que recebeu somente a vacina, em todos os periodos de tempo
avaliados, bem como atividade fagocitica mais elevada. Este autor mencionou que a propolis
poderia ativar células apresentadoras de antigeno, estimulando-as a produzir citocinas
ativadoras de linfécitos T e B, sugerindo sua possivel utilizacdo como adjuvante nas vacinas.
A habilidade da prépolis em modular a sintese de anticorpos é parte de sua atividade adjuvante,
uma vez que este produto apicola apresenta potente efeito sobre diferentes células da resposta
imune inata, conforme observado em nossos trabalhos e no de outros autores.

DCs podem desempenhar inimeras fun¢Ges importantes, e neste projeto avaliamos a
acdo moduladora da prépolis sobre a atividade bactericida contra Streptococcus mutans, a qual
apresentou-se aumentada significativamente apds incubacéo das DCs com prépolis (p<0.001,
utilizando 10 e 20 pg; p<0.0001, utilizando 40 ug) (figura 10).
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Figura 10. Atividade bactericida (%) de células dendriticas humanas incubadas com diferentes
concentragdes de propolis (5, 10, 20, 40 pg/mL) e LPS (10 pg/mL), e desafiadas com

Streptococcus mutans (proporcdo DCs/bactéria = 1:5) por 2 h. Os dados representam a média e
desvio-padréo de 10 ensaios similares (**p<0.001; ***p<0.0001 vs controle - C).

Trabalhos anteriores do 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 brasiliensis
(MURAD et al., 2002). Recentemente, em estudos com mondcitos humanos, verificamos que
a incubacdo com propolis, acido cindmico ou cafeico aumentou a atividade fungicida destas

células contra Candida albicans, porém em concentragdes mais elevadas (50 ¢ 100 ug/mL) que
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as utilizadas no presente trabalho (CONTI et al., 2013; BUFALO et al., 2014). Contudo, n&o
h& dados na literatura pertinente sobre a acdo propolis em DCs humanas, o que demonstra o
carater inédito de nossa pesquisa.

Embora os dados obtidos ndo permitam indicar os possiveis mecanismos pelos quais a
propolis induz aumento na atividade microbicida por DCs, pode-se especular que a atividade
bactericida ap6s incubagcdo com a prdpolis possa envolver mecanismos efetores como, por
exemplo, a producdo de metabdlitos intermediarios do nitrogénio (NO) e do oxigénio (H202)
por DCs quando em contato com as bactérias, bem como mecanismos nédo oxidativos, como
aumento na producado de enzimas lisossomais.

Tomados em conjunto, os dados sugerem o perfil ativador da propolis em DCs, visto
que este produto apicola induziu a via de ativacdo intracelular do NF-kB e a producdo de TNF-
a, IL-6 e IL-10. Ademais, a inibi¢do na expresséo de hsa-miR-148a e hsa-miR-148b aboliu o
efeito inibitério dos mesmos sobre a expressdao de HLA-DR e também pode ter favorecido a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias. O aumento na expressdo de hsa-miR-155 pode estar
correlacionado ao aumento na expressao de TLR-4 e CD86, além de manter a ativagdo induzida
pelo LPS de HLA-DR Il e CD40. Estes parametros podem estar envolvidos com o aumento na

atividade bactericida de DCs contra Streptococcus mutans.
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5. Conclustes

v A propolis afetou a maturacdo das DCs, mantendo a acdo induzida por LPS tanto na
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB como na producdo de TNF-a, IL-6 e IL-10, 0
que sugere perfil ativador sobre DCs humanas, sem comprometer a viabilidade das

mesmas.

v A propolis induziu aumento na expressao de TLR-4 e CD86 em DCs, podendo favorecer
0 reconhecimento de antigenos e a consequente ativacdo da célula T. Embora tenha
havido inibicdo na expressdo de CD80 ap6s incubacdo com propolis, este achado pode
ndo ter implicacdes importantes, pois CD86 também desempenha fungdes semelhantes
e sua expressdo esteve aumentada apos incubacao de DCs com prépolis. Assim, pode-
se especular que a funcdo desempenhada por CD80 possa ser compensada pelo aumento
induzido na expressdo de CD86, culminando no evento bioldgico desejado, que € a

ativacdo da célula T.

v O tratamento de DCs com propolis inibiu a expressdo de hsa-miR-148a e hsa-miR-148b,
abolindo consequentemente o efeito inibitério dos mesmos sobre a expressao de HLA-

DR e produgdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e 1L-6).

v" O aumento na expressao de hsa-miR-155 induzido pela propolis pode estar relacionado
ao aumento na expressao de TLR-4, CD86 e com a expressao inalterada de CD40 em
DCs.

v Considerando a relacdo do hsa-miR-155 com o comprometimento de resposta aos
patdgenos, pode-se especular que este aumento possa estar correlacionado com a

atividade bactericida aumentada apds incubagéo de DCs com prapolis.

v Nossos dados sugerem que a prépolis pode modular positivamente a maturagdo e funcéo

de DCs, nas condigdes deste ensaio.
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Summary

Dendritic cells (DCs) represent a heterogeneous population of professional antigen presenting
cells (APCs) and are essential for recognition and presentation of pathogens to T cells. Propolis,
a resinous material produced by bees from various plant sources, exhibits numerous biological
properties, highlighting its immunomodulatory action. Here, we assayed the effects of propolis
on the maturation and fuction of human DCs, assessing the activation of the transcription factor
NF-kB, micro-RNAs and cell markers expression (TLR-4, HLA-DR, CD80, CD86, CD40),
cytokines production (TNF-o, IL-6, IL-10, IL-12), and the bactericidal activity against
Streptococcus mutans. DCs were generated from monocytes treated with IL-4 and GM-CSF
and incubated with propolis and LPS. NF-kB in nuclear extract and cytokines were determined
by ELISA. microRNAs expression was analysed by RT-gPCR and cell markers by flow
cytometry. Colony-forming units were counted to assess the bactericidal activity of propolis-
treated DCs. Propolis activated human DCs, inducing the NF-kB signaling pathway and TNF-
a, IL-6 and IL-10 production. The inhibition of hsa-miR-148a and hsa-miR-148b abolished the
inhibitory effects on HLA-DR and pro-inflammatory cytokines. The increased expression of
hsa-miR-155 may be correlated to the increase in TLR-4 e CD86 expression, maintaining LPS-
induced expression of HLA-DR and CD40. Such parameters may be involved in the increased
bactericidal activity of DCs against Streptococcus mutans. These studies are particularly
important to develop DC-based modulation strategies for the identification of promising

sources for drug discovery.

Keywords: dendritic cells; propolis; immunomodulation
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Introduction

Dendritic cells (DCs) are a class of bone-marrow-derived cells found in the blood, epithelia and
lymphoid tissues. They have the ability to recognize pathogens and initiate an immune response
by internalizing extracellular antigens and presenting peptides to naive T cells.!? A great variety
of signals can lead to the activation and maturation of DCs, including pathogen components
such as lipopolysaccharide (LPS), cytokines such as TNF-a and IL-1p, inflammatory mediators,
hormones and neuropeptides.®®

After antigen stimulation, mature DCs regulate the expression of cell markers such as
Toll-like receptors (TLRs), molecules of the major histocompatibility complex (MHC),
costimulatory molecules (CD40, CD80, CD86) and cytokine production (TNF-a, IL-6, IL-10,
IL-12). Therefore, DCs promote an important link between innate and adaptive immunity,
favoring the activation of the immune response to specific pathogens.

DCs may be regulated by different intracellular pathways, including NF-kB signaling
pathway and microRNAs (miRNAs) expression. miRNAs are small (19-22 nucleotides)
noncoding RNAs molecules derived from hairpin-structured precursors.® miRNAs directly bind
to the potential target site of a specific mRNA, leading to mMRNA degradation or at least to the
repression of translation, leading to a decrease in protein expression. Recently, it has been
reported that several miRNAs are involved in immune response modulation, affecting the
differentiation, proliferation, cytokine production, as well as intracellular signaling pathways.”
10

Propolis is a resinous and balsamic material of botanic origin. Irrespective of the
botanical source, propolis has been routinely demonstrated to contain bioactive constituents,
and may have untapped pharmacological potential.!* Recently, our group produced a propolis-
based odontological product whose patent was deposited in February 2015 (BR 10 2015
003982-4). Propolis and its isolated compounds (cinnamic and caffeic acids) have shown to
modulate the early events of the immune response, inducing the expression of TLR-2 and TLR-
4, MHC and costimulatory molecules (HLA-DR and CD80, respectively), cytokine production
(TNF-a and IL-10) and the fungicidal activity of human monocytes.?14

Although the effects of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on human monocyte-
derived DCs has already been investigated'® the modulatory effects of crude propolis extract
on the maturation and function of human DCs has not yet been reported. Thus, the purpose of

this study was to elucidate the regulatory effect of propolis on the NF-kB signaling pathway;
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the expression of hsa-miR-148a, hsa-miR-148b and hsa-miR-155; the expression of cell
markers (TLR-4, HLA-DR, CD40, CD86, CD80); the production of pro- and anti-inflammatory
cytokines (TNF-a, IL-10, IL-6, 11-12); and the bactericidal activity of human DCs against

Streptococcus mutans.

Materials and methods

Propolis sample

Propolis was collected in the Beekeeping Section, UNESP, Campus of Botucatu. Propolis was
ground and 30% ethanolic extracts of propolis were prepared (30 g of propolis, completing the
volume to 100 ml with 70% ethanol), 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).%® Propolis was diluted in RPMI 1640 culture medium (Cultilab, Brazil)
containing L-glutamine (0.1 g/l), sodium bicarbonate (2.2 g/l), nonessential amino acids (10
ml/l) and supplemented with 10% fetal calf serum (complete medium). Specific dilutions were
prepared for each assay in order to achieve different propolis concentrations: 5, 10, 20 and 40
pg/ml. The same procedure was carried out with 70% ethanol (propolis solvent) found in

propolis concentrations.

Dendritic cell culture and propolis treatment

Immature DCs were generated from monocytes obtained from the buffy coat of ten healthy
blood donors from the Institute of Biosciences of Botucatu, UNESP, after incubation with IL-
4 (80 ng/ml) and GM-CSF (80 ng/ml) for 7 days.'"*8 Cell cultures were fed on day three with
RPMI 1640 medium supplemented with these cytokines. Initially, the phenotype of the cells
was analysed to confirm the differentiation of monocytes into DCs by CD14/CD1a*/CD83'"
expression, which are characteristic of immature DCs.*? This phenotype was utilized in all
experiments described in this study.

The study was approved by the Ethics Committee of the Medical School, UNESP (CEP
4321-2012) and an informed consent was signed by all blood donors.
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Cell viability

DCs (1x10° cells/ml) were incubated in 24-well plates for 24 h at 37 °C under 5% COx in the
presence of propolis (5, 10, 20 and 40 pg/ml) in combination with LPS (10 pg/ml — Sigma,
Aldrich). Control cells were incubated with medium alone. Cell viability was analyzed by 3-
(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT — Sigma-Aldrich, USA)
colorimetric assay using the following protocol. DCs were incubated with 300 pl of MTT (1
pg/ml) for 3 h. After this period, the supernatant was removed and DMSO (200 pul) was added,
promoting cell lysis and the detection of formazan crystals resulting from the mitochondrial
activity of viable cells. The absorbance at 540 nm was recorded and non-cytotoxic

concentrations of propolis were used.?!

Detection of NF-«B in nuclear extract by ELISA

DCs (1 x 108 cells/ml) were distributed into 24-well flat-bottomed plates and incubated with
different concentrations of propolis or medium alone as control for 2h at 37 °C and 5% CO..
Afterwards, cells were incubated with LPS for 45 min at 37 °C and 5% CO,.'®> DCs were washed
with PBS containing 10% endotoxin-free fetal bovine serum on ice. Cells were then lysed using
anuclear extraction kit (Cayman Chemical Company, USA). The nuclear extract of each culture
was obtained and stored at —80 °C until further analysis. The nuclear portion of p65NF-kB was
detected by ELISA using a transcription factor ELISA kit (Cayman Chemical Company, USA),
according to the manufacturer’s instructions and quantified at 450 nm with a reference

wavelength of 655 nm.?2

RT-gPCR analysis of miRNAs

RNA isolation and analysis

Total RNA was extracted from human DCs after incubation with propolis and LPS for 12 h,
using Trizol Reagent (Life Technologies, USA) solubilized in nuclease-free water and
quantified (NanoVue Plus; GE HealthCare, UK). RNA purity was ensured by obtaining a
260/280 nm OD ratio equal to 2.0. Total RNA (2 pg) was treated with Amplification Grade

Deoxyribonuclease | according to the protocol provided by Invitrogen (Life Technologies,
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USA). The RNA was treated and incubated in DNase | (Life Technologies, USA) to remove
any genomic DNA contamination.

RT- gPCR

The cDNA of each specific microRNA involved in DC maturation (hsa-miR-148a, hsa-miR-
148b and hsa-miR-155) was synthesized from 2 pg of total RNA by using components from
the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, USA) according to the
manufacturer’s protocols. Two microliters of cDNA, corresponding to 20 ng of total RNA from
the RT reaction, were used as a template in the real-time gPCR, performed in a 7300 Real-Time
PCR System (Life Technologies, USA). Cycling conditions were: 95°C for 10 min followed by
40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. The reactions were carried out in duplicate using
3 ul of each primer and 2X TagMan Universal PCR Master Mix (Life Technologies, USA) in
a final volume of 20 pl. Melting dissociation curves were performed to confirm that only a
single product was amplified. Relative microRNA expression was analyzed using the Data
Assist software 2.0 (Life Technologies, USA). Data were normalized by the microRNA U6
(endogenous control).

Cell marker detection by flow cytometry

TLR-4, HLA-DR, CD40, CD86, CD80 expression was evaluated by flow cytometry analysis.
DCs (1x10° cells/ml) were placed in polystyrene tubes for flow cytometry (Becton Dickinson
and Company BD, USA) and centrifuged for 10 minutes at 200 g. The supernatant was
discarded, and the cultures were incubated with propolis and LPS for 24 h at 37 °C and 5%
COa.

The phenotype analysis was performed by incubating cells with specific monoclonal
antibodies: 1 pg/ml of anti-CD14 conjugated to PerCP / Cy5.5 (clone HCD14 - Biolegend,
USA), 0.50 pg/ml of anti-CD1a conjugated to FITC (clone HI149 - BioLegend, USA) and 1
ng/ml of anti-CD83 conjugated to APC (clone HB15e - BioLegend, USA).1%%

DCs were then separated into two groups. Group A cells were incubated with 2 pg/ml
of anti-CD86 conjugated to Alexa Fluor 488 (clone IT2.2 — BioLegend, USA), 1 pg/ml of anti-
CD80 conjugated to PE (clone D210 - BiolLegend, USA) and 0.50 pg/ml of anti-CD40
conjugated to PerCP / Cy5.5 (clone 5C3 - BioLegend, USA). Group B cells were incubated
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with 0.50 pg/ml of anti-HLA-DR conjugated to FITC (clone L243 - BioLegend, USA) and 1
pg/ml of anti-TLR-4 conjugated to PE (clone HTA125 - BioLegend, USA). A cell-free control
was carried out in each instance, incubating isotypic antibodies (2 pg/ml) labeled with
fluorochromes of the respective tests (PE, FITC, APC and PerCP / Cy5.5 - BioLegend, USA)
for 30 minutes at 4°C in the dark. After incubation, the tubes were centrifuged at 200 g for 10
minutes and, after washing and fixing, cells were analysed by flow cytometry.?® The analyses
were performed on FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson) using CellQuest to acquire and
analyze cell multiparameters. Ten thousand DC events were optimized and DC gates were
established on the basis of size parameters (FSC) and granularity (SSC). Data were expressed
as the percentage of CD83 positive events, a characteristic marker of mature human DCs.

Cytokine determination by ELISA

To evaluate cytokine production, DCs (1 x 10° cells/ml) were distributed into 24-well flat-
bottomed plates (TPP Zellkultur und Labortechnologie, Switzerland) and incubated with
propolis, LPS and culture medium alone for 24 h at 37 °C and 5% CO.. After incubation, the
concentrations of TNF-a, IL-6, IL-10 and IL-12p70 in the cell supernatants were measured by
ELISA, according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems, USA). Briefly, a 96-well
flat bottom Maxisorp plate (Thermo Scientific Nunc Maxisorp, USA) was coated with 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 the respective wells.
Following a series of washings, each cytokine was detected using the specific conjugated
detection antibody. Hydrogen peroxide plus tetramethylbenzidine were added into each well

and, after color development, the plate was read at 450 nm, using an ELISA plate reader.

Bactericidal activity of human DCs

DCs (2 x 10° cells/ml) were treated with different concentrations of propolis for 24 h at 37 °C
and 5% CO». After incubation, stimuli were removed and cells were challenged with 500 pl of
a Streptococcus mutans suspension (ATCC 25175) in RPMI 1640 medium containing 1 x 10°
bacteria/ml (DCs/bacteria ratio = 1:5) at 37 °C and 5% CO.. Control cultures contained only
bacteria without DCs. After 2 h, supernatants were collected and washed with Triton X-100

(1%) to lyse DCs, resulting in a final volume of 10 ml. 10 ul of cell lysate was plated onto
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brain-heart infusion (BHI) agar medium (Difco Laboratories, USA) in triplicate, and plates
were incubated at 37 °C.
The number of colony-forming units (CFU) per plate was counted after 48 h and the

percentage (%) of bactericidal activity was determined by the formula:

% bactericidal activity = [1 - (mean CFU on experimental cultures / mean CFU on

control plates)] x 100

Statistical analysis

Data were analyzed by Graph Pad statistical software (Graph Pad Software, Inc., USA).
Analysis of variance (ANOVA) and Dunnett method were employed. Comparisons of miRNAs
after treatments were performed using the unpaired Student’s t-test. Data were expressed as
mean + standard deviation of 10 individuals and the differences were considered significant at
P < 0.05.

Results

Differentiation of monocytes into DCs and cell viability

Monocytes were properly differentiated into immature DCs, showing 94% of CD1a and 5% of
CD83 expression (data not shown). No cytotoxic effects were seen in the viability of DCs after
incubation with propolis or LPS (P>0.05) (Fig. 1).
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Figure 1. Cell viability (%) after incubation with propolis (5, 10, 20 and 40 pg/ml), LPS (10
pg/ml) and only medium (C) for 24 h. (mean = SD; n=10).
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Detection of NF-«B in the nuclear extract

Propolis maintained the LPS-induced NF-kB activation at all concentrations without affecting

LPS activity (positive control) (Fig. 2).
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Figure 2. NF-xB quantification (pg/ml) in human DCs incubated with propolis (5, 10, 20 and
40 pg/ml), LPS (10 pg/ml) or medium alone (C) for 24 h. *** P < 0.0001 vs LPS (mean + SD;
n=10).

RT-qPCR analysis of miRNAs

Propolis decreased the expression of hsa-miR-148a and hsa-miR-148b (P <0.01, using 5 and
20 pg/ml; P <0.001 using 40 pg/ml) by DCs. Regarding miRNA-155, propolis increased its
expression (P <0.01, using 40 ug/ml) (Fig. 3).
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Figure 3. Relative miR expression in human DCs incubated with propolis (5, 10, 20 and 40
pg/ml) simultaneously with LPS (10 pg/ml) for 12 h. * P < 0.01, ** P < 0.001 vs control (mean
+ SD; n=10).

Flow cytometry analysis

Propolis increased TLR-4 expression induced by LPS using 5 pg/ml (P < 0.01) and maintained
the activation induced by LPS on HLA-DR and CD40 in DCs. An increased CD86 expression
by DCs was seen after incubation with propolis (10, 20 and 40 pug/ml) (P <0.01). On the other
hand, CD80 expression by DCs was inhibited (P <0.001) after incubation with propolis at 40
pg/ml (Fig. 4).
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Figure 4. Percentage (%) of TLR4, HLA-DR, CD40, CD86 and CD80 expression in human
DCs incubated with propolis/LPS (5, 10, 20 and 40 ug/ml) and LPS alone (10 ug/ml) for 24 h.
* P <0.01, ** P <0.001 vs LPS (mean + SD; n=10).

Cytokine determination

Propolis maintained LPS-induced TNF-a and IL-6 production at all concentrations.
Furthermore, the treatment with propolis (5, 10 and 20 pug/ml) induced a higher production of
IL-10. DCs incubated with propolis (20 and 40 pg/ml) decreased IL-12p70 production
compared to LPS (Fig.5).
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Figure 5. TNF-a, IL-6, IL-10 and IL-12p70 production (pg/ml) by human DCs incubated with
propolis (5, 10, 20 and 40 pg/ml), LPS (10 ug/ml) and medium alone (C) for 24 h. ** P < 0.001;
*** P <0.0001 vs LPS (mean + SD; n=10).

Bactericidal activity of human DCs

Propolis increased the bactericidal activity of DCs against Streptococcus mutans at the highest

concentrations (10, 20 and 40 pg/ml) (Fig. 6).
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Figure 6. Percentage (%) of bactericidal activity of human DCs incubated with propolis (5, 10,

20 and 40 ug/ml) and medium alone (C) for 24 h and subsequently challenged with
Streptococcus mutans for 2 h. ** P < 0.001, *** P < 0.0001 vs control (mean + SD; n=10).

Discussion

Dendritic cells represent a heterogeneous family of antigen-presenting cells that play an
important role in the initiation and direction of the immune response.?* Several stimuli, such as
IL-10, TGF-B, vitamin D3, corticosteroids and natural products (fucoidan - sulfated class of
polymers found in seaweeds) have been shown to modulate DC maturation and function.?%2
Propolis —a resinous and balsamic product presenting several biological properties — has gained
attention regarding its immunomodulatory action.?” The main constituents of propolis from
south-eastern Brazil were benzoic acid, dihydrocinnamic acid, coumaric acid, caffeic acid,
prenyl-p-coumaric acid, flavonoids, artepillin C, trihnydroxymethoxy flavonon, tetrahydroxy
flavonon, and triterpenes.? In this study, we focused on the maturation and function of human
DCs after treatment with propolis. Initially, we established that propolis did not affect the
viability of these cells. Similarly, DCs incubated with fucoidan showed no alteration in DCs
viability after incubation with this natural product; futhermore, it increased the expression of
cell markers such as MHC-1/11, CD54 and CD86, which are important for T cell activation.?
Thus, all concentrations of propolis were assayed for the maturation and function of DCs.

The process of DC maturation involves the activation of transcription factors such as
NF-kB, miRNAs expression, surface receptors expression, and cytokines production. Our data
showed that DCs treated with propolis displayed an activator profile on the NF-kB signaling
pathway. On the other hand, some studies showed that propolis contains compounds such as
CAPE or chrysin that can inhibit the NF-xB pathway. 2*3° A propolis sample from Poland
modulated the NF-kB translocation to the nucleus in U87MG cells showing that this bee product
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had a discreet effect on NF-kB in such cells.®! Thus, it might be postulated that DC maturation
may be regulated by different propolis samples or its constituents, affecting NF-kB signaling
pathway and the subsequent production of inflammatory mediators, cytokines/chemokines and
surface molecules expression.®?-3

miRNAs may regulate the maturation and differentiation of DCs and other cells:
miRNA-181a and miR-155 are involved in the regulation of the differentiation of B and T
cells;*>%* miR-17-5p, miR-20a, miR-106a and miR-223 are involved with monocytes and
neutrophils;*”-*® and miR-146a, miR-155 and miR-21 are involved in the production of
inflammatory cytokines such as IFN-1.2%40 Increased miR-148/152 may inhibit the expression
of calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il (CaMKII), which is a major downstream
effector of Ca*2, resulting in the inhibition of the production of several cytokines including IL-
12, IL-6, TNF-a, IFN-y and preventing the upregulation of MHC-11.4

In our work, propolis inhibited the expression of hsa-miR-148a and hsa-miR-148b and
consequently abolished this inhibitory effect, since normal levels of TNF-a, IL-6 and HLA-DR
were seen. On the other hand, propolis increased miR-155 expression, which is a general feature
of DC activation and maturation in response to various TLR ligands, TNF-o and IFN-.>%* In
response to LPS, human DCs upregulate the levels of miR-155 more than 100-fold. An
increased miR-155 induces an inflammatory response upon triggering TLR-4 or IL-1
receptors.* LPS-activated miR-155-deficient DCs showed an impaired activation of CD4* T
cells accompanied by the failed upregulation of MHC-11, CD40 and CD86.%* Thus, miRNAs
expression can affect multiple signaling pathways, which are not usually linked with each other,
and the interaction of miRNAs between signaling pathways might lead to the development of
a novel therapeutic agent.

Propolis increased the expression of TLR-4 and CD86 by DCs (possibly via the
increased miRNA-155 expression), inhibited the expression of CD80 and maintained the LPS-
induced activation of HLA-DR and CD40. The effects of CAPE were evaluated in vitro on the
maturation of monocyte-derived dendritic cells, demonstrating that it maintained the expression
of HLA-DR, CD86 and CD83 induced by LPS.* Thus, CAPE is probably involved in the
increased expression of TLR-4 and CD86 in our work. Recent studies from our group showed
that cinnamic acid (a constituent of propolis) decreased CD80 expression when incubated with
human monocytes.*2 This is in agreement with our findings, since a decreased CD80 expression
by DCs was observed after incubation with the highest concentration of propolis. TLR-4

expression was transiently increased when DCs were incubated with LPS for the maturation
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process and then decreased significantly.*® In fact, propolis induced a significant increase in
TLR-4 expression in human monocytes; moreover, these authors also found an increased
expression of CD80, TNF-a and IL-10 production, and in the fungicidal activity of these cells
depending on the concentration.® Thus, propolis extract and its constituents can differentially
modulate the expression of various surface markers in immune cells, depending on several
factors such as concentration, period of incubation, and the method of extraction.

As to cytokine determination, DCs incubated with propolis maintained LPS-induced
TNF-o and IL-6 production at all concentrations. The treatment with propolis at the lowest
concentrations assayed induced a higher production of I1L-10 by DCs than LPS. LPS induces
high amounts of I1L-10 by DCs, representing a negative feedback mechanism to control the
robust production of inflammatory cytokines.** On the other hand, the lowest concentration of
propolis maintained IL-12 induced by LPS, whereas higher concentrations inhibited the
production of this cytokine. Thus, one may speculate that the increased expression of hsa-miR-
155 induced by propolis was not correlated with the dose-dependent inhibition observed for IL-
12. The treatment of dendritic cells with CAPE resulted in the inhibition of LPS-stimulated IL-
12p70 production, suggesting that propolis consists of a number of constituents with
antagonistic physiological actions.®

DCs treated with propolis displayed an increased bactericidal activity against
Streptococcus mutans. Previous findings of our group have shown that propolis increased the
bactericidal activity of peritoneal macrophages of mice against Salmonella Typhimurium and
the fungicidal activity of these same cells against Paracoccidioides brasiliensis.*”* Recently,
studies with human monocytes showed that the incubation with propolis, caffeic and cinnamic
acids increased the fungicidal activity of these cells against Candida albicans.!>* Although the
mechanisms by which propolis increased the microbicidal activity of DCs were not
investigated, one may speculate that it might upregulate the production of reactive oxygen
species by such cells. Propolis increased peroxide hydrogen (H2O2) production by murine
peritoneal macrophages,*°however, micro-organisms may be destroyed by non-oxidative
mechanisms, such as acidification of phagosomes, increased lysosomal content and interaction
with the complement system components.>

In closing, our data suggests that propolis activates human DCs, inducing the NF-kB
signaling pathway and TNF-a, IL-6 and IL-10 production. Moreover, the inhibition of hsa-
miR-148a and hsa-miR-148b abolished the inhibitory effects on HLA-DR and pro-

inflammatory cytokines. The increased expression of hsa-miR-155 may be correlated to the
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increase in TLR-4 e CD86 expression, maintaining LPS-induced expression of HLA-DR and
CDA40. Such parameters may be involved in the increased bactericidal activity of DCs against
Streptococcus mutans. These studies are particularly important to develop DC-based
modulation strategies for the use of propolis in regulating immune responses. These findings
contribute not only to a better understanding of the immunomodulatory action of propolis on
DCs, but also to the identification of promising sources for drug discovery.
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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 PARTICIPACAO EM PESQUISA
DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS

Titulo da pesquisa: “ACAQ DA PROPOLIS SOBRE A MATURACAO E FUNCAO DE CELULAS
DENDRITICAS HUMANAS™

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), de wma pesquisa que tem como objetivo
avaliar células mononucleares do sangue periférico. apods incubagio com a propolis, para compreender sua acao
sobre estas células.

Para poder participar, o Senhor serd questionado sobre uso de medicamentos ou drogas, bem como
doencas. pois estes critérios impedem a participacao. O Gnico ¢ possivel desconforto € a retirada do sangue. e apos
a coleta de 40 mL de sangue. o mesmo sera utilizado nos laboratorios da disciplina de ITmunologia, onde sera
desenvolvido o estudo. Para responder quaisquer perguntas ou duvidas. vocé podera entrar em contato com os
responsaveis por este trabalho. Para qualquer duvida adicional, entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa. através do fone: (14) 3811-6143.

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

Apés aprovacio 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.

O sujeito da pesquisa foi devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador e/ou representante sobre

a pesquisa. os procedimentos nela envolvidos. bem como os possiveis riscos decorrentes da participagdo.

Local ¢ data:

Nome e assinatura do sujeito de pesquisa:

Prof. Adj. José Mauricio Sforcin Bruno José Conti
Responsavel pelo Projeto Doutorando do Projeto
Depto. Microbiologia e Imunologia Depto. Microbiologia e Imunologia
IB — UNESP — Campus de Botucatu IB — UNESP — Campus de Botucatu
Fone: 14-3880-0445 / sforcin@ibb.unesp.br Fone: 14-3880-0425 / contibj@ibb.unesp.br
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ANEXO 2

ke Universidade Estadual Paulista e

L g s
Uﬂesp Faculdade de Medicina de Botucatu :* S

Distrito Rubido Junior, s/n° - Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (0xx14) 3811-6143 g Registrado no Ministério da Satde

e-mail secretaria: capellup@fmb unesp. br
e-mail coordenadoria: “==: e esp b

em 30 de abril de 1397

Botucatu, 03 de setembro de 2012 Of. 419/2012

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. José Mauricio Sforcin
Departamento de Micro/Imuno do
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Prezado Dr. José Mauricio,

De ordem do Senhor Coordenador informo que o Pro Je’ro de Pesquisa
(Profocolo CEP 4321-2012) "Acdo da proy ‘

idriticas humanas”, a ser conduzido por Bruno Jose Conh
omenfcdo por Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer favordvel,
aprovado em reunido de 03/09/2012.

a maturagdo e funcd de

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar ao
CEP ao final da execugdio do Projeto o "Relatdrio Final de Atividades”.

Atenciosamente

&
Alberto Santos Caf elluppi
Secretdrio do CE}?p
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