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Resumo

O estresse pode exercer atividades imunossupasssacarretando o
desenvolvimento de doencas como cancer, inflamac@@scas, neurodegeneracao,
autoimunidade, além de maior susceptibilidade acgfies por microrganismos. Os
recém-descobertos receptorésll-like (TLRs) tém sido extensamente investigados
recentemente por reconhecer microrganismos patmggrativando, consequentemente,
a resposta imune. Devido ao pouco conhecimentotouam papel da prépolis no
sistema imune desafiado pela acdo do estressgetivoldeste trabalho foi verificar o
possivel efeito deste apiterdpico sobre a proddeadtocinas pro-inflamatorias (ILB1
e IL-6) e de padrdo Thl (IFiN-e IL-2) e Th2 (IL-4 e IL-10), e sobre a expressi&o
receptor TLR-4 por células esplénicas de camundonggbmetidos a estresse.
Camundongos BALB/c foram divididos em 3 grupos:(&dntrole), G2 (estresse) e G3
(propolis + estresse). G2 foi submetido a estrgsze imobilizacdo por 3 dias
consecutivos, e G3 foi tratado com prépolis e sulilna estresse. Apds o sacrificio, o
sangue foi coletado para a dosagem de corticosteommo indicador de estresse. O
baco de cada animal foi extraido e culturas cadsldoram estimuladas com LPS por
24h ou com Con A por 48 h para determinacédo daugémlde citocinas. Parte do baco
foi utilizada para a realizagcdo de PCR quantitagwo tempo real a fim de verificar a
expressao génica de TLR-4 pelas células esplérismgrupos submetidos a estresse,
tratados ou ndo com propolis, apresentaram aunmantoncentracao de corticosterona.
Houve inibicdo na producao de II3-& IL-6 nestes mesmos grupos, em comparacao ao
controle. N&o houve alteragdes na produgao dedmzhenhum dos grupos, enquanto
que a de IFNF esteve inibida nos grupos submetidos a estrasgadds ou nao com
propolis. J4 a producao de IL-4 apresentou-sedaibos animais submetidos a estresse,
sendo o tratamento com propolis capaz de revestari@bicdo. Nao houve alteracdo na
producao de IL-10 nos grupos experimentais. A esgdi@ génica de TLR-4 foi inibida
nos animais submetidos a estresse, e o tratamemtopcdpolis exerceu atividade
imunorestauradora quanto a esta expressao. PotEaskiir que a propolis exerceu
papel imunorestaurador quanto a recuperacéao desrde IL-4 e a expressao de TLR-
4, auxiliando o hospedeiro no reconhecimento dearganismos durante o estresse, e
favorecendo a resposta imune humoral.

Palavras-chave:Prépolis; estresse; citocinas; recepioll-like 4



Abstract

Stress can exert immunossupressive activities,wlieiad to the development of
diseases such as cancer, chronic inflammation, odegenerative dysfunctions,
autoimmunity and a higher susceptibility to infeas microorganisms. Recently, Toll-
like receptors (TLRs) have been widely investigafed recognizing pathogenic
microorganisms and, as a consequence, activatengrtmune response. Since little is
known about propolis effects on the immune systéialenged by stress, the aim of
this work was to verify the possible effect of thise product on pro-inflammatory (IL-
18 and IL-6), Th1 (IFNy and IL-2) and Th2 (IL-4 and IL-10) cytokines amadl TLR-4
expression by spleen cells from stressed mice. BALBice were divided into 3
groups: G1 (control), G2 (stress) and G3 (propelistress). G2 was submitted to
restraint stress for 3 consecutive days and G3mated with propolis and immediately
submitted to stress. After sacrifice, blood wadembéd for corticosterone determination
as a stress indicator. Spleens of all groups wersoved and cell cultures were
stimulated with LPS for 24h or with Con A for 4&dhfurther cytokines determination.
A portion of the spleens was used for quantita@R real time assay in order to verify
TLR-4 gene expression. An increased corticostepmmeentration was seen in stressed
groups, treated or not with propolis. 13-nd IL-6 production was inhibited in these
same groups, comparing to control. No alteratioasevifound in IL-2 production in the
experimental groups, while IFiN-was inhibited on stressed group even when treated
with propolis. IL-4 production was inhibited on estsed mice, but propolis treatment
was able to antagonize this inhibition. There weoealterations in IL-10 production
between the experimental groups. TLR-4 expressias whibited in stressed mice, but
propolis treatment exerted an immnorestorativevegtin this receptor expression. One
may conclude that propolis treatment recovered llevels and TLR-4 expression,
helping the host to recognize microorganisms dusihgss, and favoring humoral

immune response.
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Introducao

1. Prépolis
1.1. Definicdo, origem e composi¢cao quimica

Propolis é o nome dado a substéncia resinosa,vadesie odor caracteristico
gue é coletada pelas abelhas a partir de fisserasgtas de arvores, botdes foliares e
em exudatos (Bankova, 2005). A palavra propoliso#gniente do Grego, sendo que 0
prefixo pro significa “em prol de”, ou “em defesa de”, enquague o sufixopolis
significa “cidade”. Assim, a propolis tem a fungde “defender a cidade”, ou seja, a
colméia (Ghisalberti, 1979).

A propolis € empregada para diferentes finalidadkiionadas com a protecao
da colméia. Isso se deve ao fato de que a substéngtilizada para selar aberturas,
envernizar as paredes dos favos antes das podtwsas/os, embalsamar cadaveres de
intrusos para impedir a proliferacdo de bactériage €ungos, além de servir como
isolante térmico (Salatinet al, 2005).

Vérias espécies sao consideradas como fontes isegetgpropolis. No Brasil,
sugere-se que espécies dos génefsaucaria Clusia Baccharis, Vernonig
Weinmania,Diclenia, Hyptis Eucalyptus, Populysdentre outras, sao visitadas pelas
abelhas para a coleta da resina, dependendo @ rggbgrafica do pais (Banskata
al., 1998; Parket al, 2002; Santo®t al, 2003). Na regido de Botucatu, no Sudeste
brasileiro, Araucaria angustifolia (Bertolini) Otto Kuntze (“pinheiro-do-Parand”),
Baccharis dracunculifoliaD.C. (“alecrim do campo” ou “vassourinha”)Eicalyptus
citriodora Hook s&@o importantes fontes vegetais da prop8akovaet al, 1999).
Segundo Teixeirat al. (2005), as abelhas africanizadapié melliferal.) possuem
preferéncia poBaccharis dracunculifolimomo fonte de prépolis no Brasil. A prépolis
originaria deste vegetal nativo € comumente codlaeodmo “prépolis verde” devido a
sua coloracao (Paskt al, 2002; Kumazawat al, 2004).

A propolis é dotada de uma complexa composicao iqaieseus componentes

quimicos variam dependendo da origem vegetal. Bmal,g& propolis € composta de
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50% de resinas e balsamos, 30% de cera, 10% de dgetais, 5% de pdlen e 5% de
impurezas (Marcucci, 1995). Sua coloracdo tambérar@vel, podendo ser amarela,
vermelha, verde ou marrom, dependendo de fatomsp @ sua origem vegetal e
composicao quimica (Salatiesd al., 2005).

Andlises quimicas mais detalhadas indicam quepestiuto natural possui mais
de 300 substancias diferentes, como polifendisdfiaides, acidos fendlicos e ésteres),
terpendides, aminoacidos, polissacarideos, hidvooatos, acucares, vitaminas,
minerais, dentre outros (Bankogtal, 2000; Castro, 2001). Ademais, sua composi¢ao
pode variar quantitativa e qualitativamente, depedd da origem vegetal, da estacao
do ano e da espécie da abelha (Kumazztved, 2004; Bankova, 2005).

A propolis utilizada nos procedimentos experimentin nosso laboratorio foi
coletada em colméias de abeligas melliferal. presentes na Fazenda Experimental
Lageado, UNESP, Campus de Botucatu, e sua composjginica foi analisada
detalhadamente por cromatografia gasosa (GC), togmadia gasosa associada a
espectrometria de massa (GC-MS) e cromatografiacamada delgada (TLC). Os
principais componentes identificados foram: comp®gendlicos (flavondides, acidos
aromaticos e benzopiranos), di e tri-terpenos, SOlassenciais, dentre outros
(Boudourova-Krastevat al. 1997 ; Bankovat al.]1998).

A composicao quimica entre o material resinos@epolis provindos de mesma
fonte vegetal apresenta algumas diferencas, devidtguns componentes que estéao
presentes no material da fonte vegetal, mas ngwaolis e vice-versa. Isso ocorre
uma vez que a abelha, no ato da coleta da resemstjga 0 material, secretando assim
substancias do seu metabolismo que, por sua @ezmodificar a composic¢éo final da
propolis. Essa modificacdo ocorre devido a acaatiesdiases, enzimas das glandulas
hipofaringeais que hidrolisam compostos fendlicasa@ os flavonodides, resultando em
derivados como flavonas, flavondis, dihidroflaven@ chalconas (Marcucet al,
2001; Najafiet al, 2007). Ademais, impurezas como poélen e cera éamBao
introduzidos pelas abelhas (Burdock, 1998).

Por outro lado, € possivel identificar a fonte vagde uma amostra de prépolis
através de substancias encontradas tanto na r@inao extrato de partes vegetais
como as folhas) quanto na propolis. Banketal (1999) realizaram andlises quimicas
comparativas entre diferentes amostras de propddisileira e observaram que estas
possuiam compostos tambéem presente8Bacocharis dracunculifoliacomo artepilina

C, acidop-cumarico, dentre outros. Apesar disso, ha casssgunais ha compostos
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presentes na propolis que podem ser encontradaosaesnde uma fonte vegetal, como
foi observado por Midorikawat al (2001), sugerindo que a abelha pode visitar ois

uma fonte vegetal para a posterior confec¢éo daopisd(Silici & Kutluca, 2005).

1.2. Utilizacao da propolis pelo Homem

A longa historia da domesticacdo de abelhas pelmédo levou a exploragéo
dos produtos elaborados por estes insetos e, dasidoas propriedades favoraveis, este
produto natural vem sendo utilizado ha séculosspstoes humanos.

O uso da propolis pelo Homem ocorre desde cercd0fiea.C. pela medicina
popular de varios povos antigos. A propriedade-@uttiefativa da propolis era bem
conhecida pelos egipcios, os quais a utilizavara parbalsamar cadaveres. Ja os incas
tinham o conhecimento de sua acdo anti-piréticatdfobém empregada como anti-
séptico e cicatrizante em feridas, perpetuandououse durante a ldade Média pelos
povos europeu e arabe (Castaldo & Capasso, 2002almente, além de ser aplicada
em produtos farmacéuticos e cosmeéticos, a propalisbém ¢é introduzida na
alimentacdo em conjunto com outros produtos apEcotano o mel e a geléia real
(Viuda-Martoset al, 2008). A prépolis também tem sido empregadaataidacdo e
manutencdo de instrumentos musicais desde o sEMilpsendo ainda utilizada para
este fim (Van Ketel & Bruynzeel, 1992).

Em préaticas experimentais, a propolis ndo é atlizna forma bruta, devendo
ser extraida por acdo de solventes para a remagawtkrial inerte e preservacao dos
compostos ativos. A extracdo por etanol é partimgate recomendavel para melhor
obtencdo dos compostos fendlicos, principais comptas ativos da propolis (Piettta
al., 2002). Assim, o etanol € comumente utilizado @solvente, sendo utilizado em
concentracdes que variam de 70 a 95%. O etanoluadbsambém pode ser utilizado
(Sawayeet al, 2004; Popovat al, 2005).

A preparacdo da propolis bruta requer alguns piioentos. Primeiramente a
propolis depositada nas colméias € submetida aagesp para ser retirada.
Posteriormente ela passa por um processo de seqeyean seco ou atraves de estufas
para a retirada da cera externa. A propolis set@aoed congelada para facilitar a
maceracdo. Uma amostra deste macerado € pesaddcienath ao solvente,
permanecendo deste modo por 24h a temperatura rab@ material é pesado e o

procedimento é repetido diversas vezes para qua &afompleta obtencdo dos
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compostos fendlicos. Finalmente, a parte insol(&diiltrada e re-dissolvida para
posterior utilizacdo (Gomez-Caravaataal, 2006).

Embora o extrato etanélico da prépolis (em difeeeroncentracdes) seja mais
comumente utilizado, estudos utilizando extratoogquestdo sendo muito executados.
Ademais, tem-se mostrado que o extrato aquoso exmra atividade antioxidante,
sendo associado com altas quantidades de comgestigos (Nagaet al.,2003). O
método de preparo dos extratos de propolis potiseimdiar sua atividade, uma vez que
os diferentes solventes solubilizam e extraem catogaliferentes.

O uso deste produto apicola deste a Antiguidadenedicina popular ainda
persiste nos dias atuais, uma vez que o Homenekiiethdando cada vez mais as suas
propriedades biologicas favoraveis a saude. Dest@omo interesse pelas acbes da
prépolis sobre o sistema imune tem sido amplamenéstigado, a fim de compreender
0S mecanismos de acao deste produto natural dofegdes e células tumorais, bem
como na resposta inflamatoria. Estes estudos sienmemente importantes para um
possivel emprego da propolis como agente terapéatit tratamentos contra diversas
doencgas, podendo talvez substituir drogas que,aswézes, podem levar a efeitos

colaterais.

1.3. Propriedades bioldgicas e imunolégicas

Uma das propriedades biolégicas da propolis queopularmente mais
conhecida é a sua atividade anti-inflamatoria. &isagores tém observado seu efeito
imunoregulador frente & producéo de fatores ensgtos/no processo inflamatorio, como
citocinas, prostaglandina, quimiocinas, dentreasutHuet al (2005) observaram que
extratos aquoso e etandlico de propolis diminuisgaextensdo da resposta inflamatoria
atraves da inibicdo da producéo de prostaglandae@ido nitrico (NO), aléem de um
possivel impedimento da ativacdo de macrofagogei enti-inflamatorio da propolis
sobre a producdo de NO também foi observado poo@utores em camundongos
com edema de pata (Tan-Mbal, 2006). Um outro mecanismo pelo o qual a prépolis
pode conter a inflamacdo seria através da dimioudgf producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, o que foi observado por &yal (2006) em camundongos sensibilizados
com ovoalbumina (OVA) os quais apresentaram dimgawida inflamag¢ao pulmonar,
além do nivel sérico de IgE e de IgG1. Deste madwppolis poderia ser um possivel

agente terapéutico contra asma. O mesmo efeitibddndna producéo de citocinas proé-
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inflamatorias foi reportado por Ansorget al (2003) em culturas de células
mononucleares do sangue periférico e de linfécosiumanas, seguida por alta
producédo da citocina anti-inflamatoria TGF-

A prépolis também é considerada como um importagente microbicida,
agindo contra uma gama de microrganismos como fyrgpxtérias, e parasitas (Nostro
et al, 2006; Pontiret al, 2008). Estudos realizados em nosso laboratonstataram a
acao antimicrobiana da prépolis em diferentes tgmsnicrorganismos, com@andida
albicanse Candida tropicalis(Sforcinet al, 2001),SalmonellaTyphimurium (Sforcin
et al, 2000) eGiardia duodenaligFreitaset al, 2006).

O efeito da prépolis contra diferentes virus tamiém sido analisado. Huleihel
& Isanu (2002) observaram o papel do extrato aquias@répolis contra o virus da
herpes simplex tipo 1 (HSV-1) em ensaiovitro e in viva com inibicdo de 80 a 85%
da infeccao viral. Estes autores sugerem uma peb\apao da propolis em relacéo a
entrada no virus na célula hospedeira ou no cieloraplicacdo viral intracelular.
Shimizi et al. (2008) observaram que o tratamento com propelisu a inibicdo da
perda do peso corporal e ao aumento da sobrevav@ectamundongos infectados com
o virus influenza por via respiratoria. Nosso grdeagoesquisa observou que a propolis
e 0 extrato d®8accharis dracunculifolisexerceram agéo contra o poliovirus tipo 1 (PV-
1) in vitro (Bufaloet al, submetido).

Uma outra importante propriedade da prépolis que $&do cada vez mais
investigada atualmente é a sua acéo antitumoralekt al (2008), ao tratar células de
sarcoma murino com extrato aquoso de propolis,rebsediminuicao significativa no
crescimento tumoral. O mesmo foi observado em dasiguEbmetidos a tratamenito
vivo, onde, através de analises histoldgicas, foi @hderinibicdo da invasdo tumoral
no tecido muscular. Nosso laboratério observou aymeopolis aumentou a atividade
citotoxica de célulasatural killer (NK) em ratos tratados com prépolis durante 3 dias
contra células de linfoma (Sforoét al, 2002a).

Com relacdo ao sistema imunologico, a incubacaomatr6fagos peritoneais de
camundongos com propolis induziu aumento de suadatie e da subsequente
producdo de NO e de peréxido de hidrogénigOd (Tatefuji et al, 1996; Orsiet al,
2000), uma vez que estes metabdlitos afetam oigresto dos microrganismos em
diferentes periodos durante a fagocitose (Vazquee3et al, 2000).

12



A prépolis pode exercer importante acao na induigitesposta imune humoral.
Scheller et al. (1988) observaram que o extrato etandlico de p®psdtimula a
producdo de anticorpos por camundongos BALB/c imagdos com hemacias de
carneiro. Isso também foi observado por nosso grempo ratos imunizados com
albumina sérica bovina e tratados com prépolisdar8 dias (Sforciret al, 2005).
Fischeret al (2007) demonstraram que a propolis pode ser ymoritante adjuvante em
vacina contra o virus da herpes suina tipo 1 (StHyuando associada com hidroxido
de aluminio, estimulando tanto a atividade humdediavés da neutralizacdo de
anticorpos) quanto a atividade celular em camuno®iigtravés da inducdo de mRNA
de IFN« por células esplénicas).

Takagiet al (2005) observaram que a propolis pode protegastema imune
contra os efeitos deletérios da radiacdo, uma wez e@pta enfraguece a resposta
imunologica por diminuir o namero de linfocitos.siw, estes autores observaram que
animais submetidos a radiacdo e tratados com psé@otesentaram maior numero de
células T CD4+ e T CD8+, além de maior producad-tiey.

A complexa composi¢do quimica da propolis podeasersposta da existéncia
das diversas atividades exercidas por este progjpitcola. Isso porque a partir do
momento em que seus compostos foram sendo idedtific o interesse dos
pesquisadores em relagdo as acbes destes compofmnteescente, resultando em
muitos estudos que revelaram (e ainda revelam)tenp@al destas substancias no
sistema imunoldgico.

Os compostos fendlicos sdo os que mais sdo ddetadantre os componentes
da propolis, uma vez que sdo considerados respEins@ela grande parte das
propriedades deste apiterapico. Isso se deve aodéatque os compostos fendlicos,
(como também a prépolis), exercem multiplos efeit@dmo antioxidantes,
antitumorais, anti-inflamatorios, anti-cancerigerdentre outros (Havesteen, 2002; Sa-
Nuneset al, 2003; Kimet al, 2006). Ha relatos de que estes compostos poxeroes
acao estimuladora sobre as células imunes a prodtziinas como IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12 e IFN+y (Orsolic et al, 2005a) promovendo o aumento das respostas imunes
humoral e celular.

O cafeato de fenil etila (CAPE) e o acido caféf€®) sdo considerados os
principais compostos ativos da prépolis, sendonagsiito estudados quanto as suas
propriedades. Varios trabalhos tém demonstradotenp@l anti-tumoral destes dois

compostos. Camundongos inoculados com células mertmamario transplantavel
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(MCA) e apresentando metastases pulmonares, apges@nmenor numero de nédulos
tumorais pulmonares quando tratados com CAPE, Qéeecetina. Este efeito deve-se
a capacidade destas substancias de induzir apoptoserose em células tumorais
(Orsolicet al, 2004). Comparativamente, o CAPE é mais efiei@at acdo antitumoral
do que o CA, uma vez que apresenta maior facilidae atravessar membranas
celulares. Ademais, o CAPE é capaz de diferenéilaitass normais de células tumorais
(Orsolicet al, 2005b), assim como a propolis (Nagtfial, 2007).

A acao anti-inflamatéria do CAPE também tem sidgdenente relatada. Ele €
capaz de exercer este efeito através da inibicdeudetrieno e de prostaglandina via
inibicdo da ciclooxigenase (COX), aléem de impediNB«B, fator de transcricao
nuclear pré-inflamatério, de se ligar ao DNA, lettara supressdo da expressao génica
de citocinas inflamatérias (Natarajahal, 1996). Borelliet al (2002) observaram que
em camundongos submetidos a inflamacgéo induzidagoagenina nas patas, tanto o
tratamento com o CAPE isoladamente quanto em ctmjaom a propolis, foram
capazes de inibir a inflamacéao, sendo o CAPE o mef@megeente. A diferenca entre os
resultados sugere que os compostos da prépolisnpadear de forma sinérgica,
podendo influenciar na atividade total do produto.

A prépolis brasileira ndo possui compostos fewdliem alta quantidade
(Bankovaet al, 2000), o que faz com que suas propriedadesarqgoela presenca de
outros compostos. Foi observado que artepilina r@pahina e acidog-cumarico e
caféico sdo os principais componentes da propolisudleste do Brasil (Kumazawa
al., 2003). Por outro lado, a propolis européia temsspropriedades atribuidas aos
compostos fendlicos (Hegaet al, 2000), o que necessariamente nao significa que
possa haver diferencas qualitativas entre as duasteas de propolis (Bankova, 2005).
Orsolic & Basic (2005) ndo observaram diferencgsiBcativas na acao antitumoral
entre a propolis brasileira e a croata. Ja Kujumge al (1999) observaram que
amostras originarias da América do Sul e da Eurapeesentaram semelhantes
atividades antimicrobiana, antiviral, cicatrizantanti-inflamatéria, dentre outras,
mesmo tendo composicdo quimica extremamente distitssim, a quantidade de
compostos presentes na propolis nao reflete dierttera sua acao biologica.

Um bom exemplo de um composto presente somergeopalis brasileira e que
tem demonstrado importantes efeitos no sistema eéntura artepilina C, composto
encontrado em grandes quantidades, tanto na psOpplanto emBaccharis

dracuculifolia (Kimoto et al, 2001). Shimizuet al (2004) observaram o papel
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antioxidante da artepilina C de modo dose-deperdaeat inibicdo da peroxidacéo
lipidica em células hepaticas humanas. Este compastoém tem sido alvo de estudos
em relacdo as suas agfes antitumoral (@thal, 2007) e anti-inflamatoria (Paulired
al., 2008).

Assim, nota-se que é surpreendente que amostrgsogelis originarias de
diferentes regides geograficas, mesmo contendo @sigies quimicas distintas,
possam exercer o mesmo tipo de atividade biolégicaté mesmo, em alguns casos,
estas atividades n&o apresentarem diferencasisajividis em sua efetividade. Assim,
segundo Bankova (2005), seria importante haver detahada analise da composicao
quimica, da origem vegetal e das propriedades dgicdé a fim de identificar e

especificar as distintas amostras de propolisentiss.

1.4. Propolis e efeitos colaterais

Apesar do uso popular da prépolis durante sécaliosia pouco € conhecido
sobre os efeitos colaterais deste produto apidoéste modo, pesquisadores tém
realizado ensaios experimentais com a finalidadendestigar a existéncia de efeitos
toxicos da propolis no organismo apos a sua adiragao.

Hrytsenkoet al (1977) relataram que a propolis apresentouo@le 2050
mg/kg e Dligo de 2750 mg/kg. J& Burdock (1998) relatou que g @h propolis pode
variar de 2000 a 73000 mg/kg em camundongos, etmua®e a concentracdo segura
para humanos seria de aproximadamente 1,4 mg/kgdipo{aproximadamente 70
mg/dia). Tais resultados mostram que a prépolistéda de baixa toxicidade.

Varios parametros fisiolégicos foram avaliadossap@dministracdo de propolis
em diferentes concentracdes. Kaneeda & Nishima 4(198pds tratamento de
camundongos por duas semanas com extratos etandéqgaropolis brasileira e chinesa
(em concentragfes de 2230 a 4000 mg/kg), ndo ahreenvobitos e nem anormalidades
anatdmicas nos animais. Hollanetsal (1991) trataram camundongos com prépolis a
fim de se obter o consumo diario de 4600 mg/kgrterQ0 dias para posterior analise
da glicemia, colesterol e uréia. Os pesquisado@esatservaram nenhuma alteracao
destes parametros fisiologicos.

Nosso grupo de pesquisa também teve o interesseestndar os efeitos
toxicolégicos da propolis, investigando alterac@&es componentes bioquimicos de

importancia clinica. Sforciret al. (2002b) demonstraram que a administracdo da
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propolis duas vezes por dia durante 3 dias nawoalte concentracao sérica de proteinas
totais, glicose, uréia, creatinina, triglicéridesjesterol, dentre outros. O mesmo foi
observado por Manét al (2006) apos tratamento com diferentes concerdgsac
prépolis (1, 3 e 6 mg/kg/dia) por 30, 90 e 150 dias

Por outro lado, ha trabalhos que evidenciarantosfenutagénicos e citotdxicos
da propolis em ensaids vitro (Tavareset al, 2006; Limaet al, 2007). Senedes al
(2008) investigaram a atividade mutagénica de ftag@ies comerciais de propolis para
uso topico, a fim de investigar a ocorréncia derragées cromossOmicas. As
formulacdes topicas estudadas ndo exerceram negfeito mutagénico, exceto pelo
gel de prépolis de maior concentracao. Ja Mugtaal (2008) observaram que em maior
quantidade, o extrato de folhas Blaccharis dracunculifolianduziu maior nimero de
aberracdes cromoss6micas em células ovarianaswdraenquanto que, em menores
concentracdes, exerceu efeito antimutagénico. Seguestes autores, os efeitos
mutagénicos e antimutagénicos ocorrem devido asribides e fenilpropandides
presentes na propolis, podendo ser pro- ou antaxéd, dependendo da concentracgéo.
Esse mesmo efeito foi observado por outros aufhies et al, 2005; Tavarest al,
2006).

Pereiraet al (2008), por sua vez, avaliaram os efeitos citatgxida prépolis
brasileira em ensaias vivo, onde camundongos administrados com diferentessdies
prépolis (1000, 1500 e 2000 mg/kg) por via oraleapntaram danos no DNA em
células do sangue periférico. J& Reseptleal. (2007) ndo observaram atividade
mutagénica em extrato dgaccharis dracuculifolialsso sugere que a metabolizacéo
exercida pelas enzimas das abelhas sobre o matesiatado daBaccharis
dracunculifoliapossa ser responsavel pelos diferentes resultddio®s nestes ensaios.

A partir das observacfes apresentadas até o momeodle-se notar que o
conhecimento sobre os efeitos da préopolis (tanathes quanto positivos) ainda
carece de mais investigacdes. Isso se deve a peederobstaculos, como a complexa
composicao quimica, a caréncia de conhecimenteelos exatos mecanismos de acao,
a nado padronizacdo do preparo dos extratos de I@mdépoa diversidade quimica
existente entre diferentes tipos de propolis, olgua a efeitos distintos. Deste modo,
ainda ha muito para ser investigado a fim de serobtconhecimento e resultados
suficientes para a recomendacdo segura da utidizatzi propolis em préticas

terapéuticas humanas.
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2. Estresse

2.1. Conceitos e tipos de estresse

O conceito de estresse foi apresentado iniciaknpat Hans Selye em 1936,
tendo havido posteriormente um crescente interggse pesquisadores quanto a
identificacdo dos agentes estressores, bem comevaosos fisiologicos envolvidos na
resposta ao estresse.

O estresse € comumente definido como uma condigdestado em que a
homeostase do organismo é perturbada, como resuleadstimulos estressores. E uma
constelacdo de eventos, envolvendo a participagabferentes sistemas do organismo
em resposta a agentes estressores, como fataregictis, hiperpopulacéo, infeccoes,
exercicio fisico intenso, desnutricdo, ruido, odmtre muitos outros (Kioukia-Fougia
et al, 2002).

Em resposta a condicéo de estresse, Selye demooomo “Sindrome Geral de
Adaptacdo” os eventos de resposta ao estressecquern em trés importantes fases
(figura 1): a reacdo de alarme, na qual o organiparoebe o estimulo estressante; a
fase de resisténcia, que consiste na tentativaddptacdo do organismo frente ao
estimulo, e por fim a fase de exaustdo, quandogan@mo perde a capacidade de
adaptacéao (Selye, 1978).

O estresse é uma resposta adaptativa fundameswbr@vivéncia, presente nao
s6é em mamiferos, como também em outros vertebr&osnecanismos basicos e as
moléculas envolvidas na resposta ao estresserséares e bem preservados ao longo

da evolucéo das espécies (Ottaviani & FranceséBi)l
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Stress
resistance

Phase 1 Phase 2 Phase 3

Alarm Resistance Exhaustion

reaction (cope with {reserves
{mobilize stressor) depleted)
resources)

Figura 1: Fases da “Sindrome Geral de Adaptacdo”. Fase daoede Alarme (mobilizagdo dos recursos energéticos
e liberacdo de catecolaminas); Fase 2: Resistéliberagdo de glicocorticoides); Fase 3: Exaustéo

(Reservas esgotadas). Fonte : www.google.com

Dependendo da sua intensidade e tempo, o estredsespr considerado agudo
ou crénico. O estresse agudo pode ser entendido coma ameaca imediata, a curto
prazo, comumente conhecida como resposta a luttugai A “ameaca” pode ser
qualquer situagdo considerada como perigosa e,@pento (que dura de minutos a
horas), h4 uma resposta de relaxamento. Em genalp consequéncias fisiologicas
imediatas devido a alteracbes hormonais na respmststresse, ocorre aumento do
ritmo cardiaco e frequéncia respiratoria, ativadaoresposta imune, mobilizacdo de
energia, aumento do fluxo sanguineo cerebral etitiaagdo da glicose, perda de
apetite, do interesse sexual e maior retencao de @gasoconstricdo (para o caso de
perda de fluidos). Estes fendbmenos ocorrem emgmsique vao de segundos a poucos
minutos (Sapolskyet al., 2000). Por outro lado, o estresse é denominadoiccron
guando persiste por varios dias, semanas ou mekablfar, 2002).

O estresse relativamente agudo parece favorecdurgdes imunoldgicas
(Pruett, 2003). Tanto os experimentos em animaasitpuem humanos demonstram que
a exposicao aos estressores agudos pode aumemdspasta imune a patdgenos.
Edwardset al (2006) observaram que individuos vacinados comtwdrus influenza
apresentaram aumentada producdo de anticorpos sapésy submetidos a estresse
agudo Ademais, o0 estresse psicolégico agudo pode indeairparticular, a resposta
imune celular, através do aumento do nimero déaséNK e de granulécitos (Kemeny

& Schedlowsky, 2007). Millaret al. (1996), avaliando a resposta imune humoral de
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ratos submetidos a estresse por imobilizacdo pen2R dias consecutivos, observaram
aumento na producdo de anticorpos contra hemaeiasmheiro, evidenciando que a
resposta imune adaptativa pode ser ativada pelssstagudo.

Por outro ladphéa evidéncias de que as respostas ao estresseocpirisam
causar, clinicamente, relevante imunossupressadh@raet al, 1999; Jacobet al.,
2001), embora nem sempre haja concordancia entpeszpuisadores quanto ao tipo,
duracédo e intensidade do estresse psicologico.

Além de cronico ou agudo, o estresse também pardelassificado dependendo
do tipo do agente estressor. HA o estresse fision ¢hoque, exposicdo ao frio),
quimico (por acado de drogas) ou psicolégico (dwtd sociais, situacbes de medo,
imobilizagéo) (Pruett, 2003).

2.2. Mecanismos de ativacao do estresse

Dois componentes distintos e envolvidos na ativalgicesposta ao estresse séo
0 eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e o aish nervoso autdbmono (SNA).
Assim, a resposta do organismo ao estresse estdamis a sua ativacdo, acarretando
mudancas nas concentracdes de varios mediadoaesoreldos ao estresse (De Vente
et al.,2003).

A ativacdo do eixo HPA inicia-se através dos irapsiinervosos originarios do
estresse que sao transmitidos para o hipotalanfop@alamo, por sua vez, secreta o
CRH, o qual passa pelo sistema porta hipotalamofisgrio, chegando até a hipofise
anterior. Neste local, o CRH induz a secrecdo dorACque flui pela corrente
sanguinea até o cortex da adrenal, induzindo a&g@mrde glicocorticéides como o
cortisol e aldosterona (Selye, 1978).

Nem sempre os niveis de ACTH e de glicocorticoielesontram-se elevados
durante o estresse. Ostrandsdr al. (2006) observaram que animais submetidos a
estresse cronico apresentaram menor concentracdCdel liberado do que a de
corticosterona. Embora se tenha pensado classitamgne a producdo de
glicocorticoides seria estimulada somente atraveésliteracdo de ACTH, estudos
sugerem que a producdo de glicocorticéides tambéme pser modulada por
mecanismos ACTH-independentes (Ulrich-Lai & Engdla2000).

Ja o SNA ativado, resulta na secrecdo de acétidcojue induz a medula da

adrenal a liberar epinefrina e norepinefrina naesde sanguinea (Marketon & Glaser,
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2008). Uma vez liberadas, as catecolaminas indumemento da frequéncia cardiaca,

do fluxo sanguineo para os musculos, da glicerdimmetabolismo celular, na tentativa

de favorecer um melhor desempenho fisico e mentainte o estresse. A ativagdo do

SNA, que ocorre em segundos, permite a resposfradida ao estressor, enquanto que
0 eixo HPA, por sua vez, apresenta uma respostalemda, envolvendo a liberacdo dos
glicocorticéides, os quais, dependendo da quargidad que sdo secretados, podem
levar a imunossupressao (De Veetal, 2003).

A ativagao sustentada ou frequentemente repetdvs dois eixos, sem a
presenca de recuperacao (relaxamento), resultaeeendblvimento de doencas. Essa
ativacdo sustentada é o resultado da prolongadasie@o ao estressor, ao qual o
individuo ndo consegue se adaptar. Elevada prességuinea pode ser considerada
sinal de desregulacdo do SNA, enquanto que a hipehiposecrecdo de cortisol € um
indicativo da desregulacédo do eixo HPA (Eriketral, 1999; De Ventet al.,2003).
Por outro lado, as respostas desencadeadas pehnlesestressor podem ser reguladas
por complexos mecanismos fEedbackfrente aos mediadores neuroenddcrinos (De
Kloet, 2000).

2.3. Regulacéo do eixo HPA: Feedback negativo, Habtao e Sensibilizacao

O feedbacknegativo € um mecanismo regulatério que inibe keerdicdo
exacerbada dos horménios pituitarios-adrenais tiieativacédo do eixo HPA induzida
pelo estresse. A inibicdo do eixo HPA pdiedbacknegativo € mediada pelos
glicocorticéides e por seus receptores no hipocanffjootdlamo e na pituitaria
(Bambergeeet al, 1996).

Este fendbmeno exercido pelos glicocorticéides es@bsecrecdo de ACTH e de
CRH limita a duracédo da exposicao total do orgaaistms proprios glicocorticoides,
inibindo deste modo seus efeitos imunossupress@ggeceptores envolvidos nesta
acao inibitéria sobre eixo HPA incluem o receptoineralocorticéide (MR), que
responde a niveis basais de glicocorticoides,exeptor para glicocorticéide (GR) que
responde a concentracdes mais altas, devido aenigi@s na sensibilidade destes
receptores a estes hormoénios (Charmaretai, 2005).

O feedback negativo pode ser tardio, quando o efeito inimtodos
glicocorticéides leva horas para ocorrer, ou rap{dpos segundos ou minutos),

dependendo do tipo de estresse ao qual o indivédi®d submetido ou da resposta
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adaptativa do mesmo frente ao agente estressdaj@ieet al, 2002). Por outro lado,
guando o0 mesmo estressor € repetido, a resposia@blPA pode se dessensibilizar, o
que é denominado de “habituacdo”. A habituacdoretzardecréscimo gradual na
atividade do eixo HPA, o que se deve, pelo menopare, a alteragcdes na inibicao
causada pelteedbackiegativo (Mariret al, 2007).

A resposta da habituacéo do eixo HPA ao estrepstido pode ser resultado de
pelo menos uma destas mudancas na resposta assesti® alteracdo na energia
excitatoria dirigida ao eixo HPA; 2) variacdo pcarte do proprio eixo HPA em
responder ao estimulo do sistema nervoso. Istoupomfeedbacknegativo pode
modular o estimulo nervoso que vai para o eixo HiitAdbackindireto) ou a resposta
do eixo HPA a esse estimulteddbackdireto) (Dallmanet al, 1987). O efeito da
habituacdo frente ao estresse cronico foi obsereatmossos estudos. Camundongos
submetidos a estresse cronico por 7 dias consesuti@o apresentaram diferencas
significativas na producdo de corticosterona plas@aaem comparacdo ao grupo
controle (Sforciret al, 2007; Missima & Sforcin, 2008).

Cole et al. (2000) observaram que a administracado subcutaneatdgonistas
de MR ou de MR e GR em conjunto, podem prevenalathacédo das respostas do eixo
HPA ao estresse repetitivo por imobilizacdo. A adstiacdo apenas do antagonista do
MR também foi capaz de bloquear o efeito de hatitoanduzida pela corticosterona.
Por outro lado, o antagonista de GR por si s6 ttéma os niveis do hormbnio quando
0os animais foram estressados pela primeira vezmAde estes antagonistas nao
exerceram nenhum efeito significativo quanto acelntle corticosterona quando os
animais receberam CRH. Deste modo, este trabalmomtra que a habituagdo e seu
bloqueio exercido pelos antagonistas ndo sao aeullependente de alteracdes nos
niveis de CRH, demonstrando a importancia do pdp&R nofeedbackiegativo.

Contrariamente, a resposta do eixo HPA pode sémnidelm, sendo um possivel
resultado da reducédo da ocupacdo dos receptoresEsHe. fendmeno € denominado
“facilitacdo ou sensibilizacdo” do eixo HPA (Cadeal, 2000), e pode ocorrer apesar
do sinal defeedbacknegativo promovido pelos glicocorticéides durantesstresse
cronico. Assim, o eixo HPA pode novamente respoadegstresse do mesmo modo ou
até mesmo mais intensamente do que inicialmentern(yet al, 1990).

Este evento tem sido observado em situacdes ras guoimais anteriormente
submetidos a estresse repetido (estresse homgtigdmo desafiados com um novo

estressor (estresse heterotipico), levando a uwe atovacdo do eixo HPA (Aguilera,
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1998). Em roedores, estas adaptacfes tém sido aramtas principalmente pela
quantificacdo do nivel de corticosterona em resp@st estresse. Como exemplo,
roedores repetidamente expostos a estresse porexiimram maior producédo de
corticosterona quando submetidos subsequentemengstrasse por imobilizacéo
(Bathnagar & Dallman, 1998). Por outro lado, Galfk&halska & Bugajski (2003)
observaram o mesmo resultado utilizando somentemodelo de estresse. Neste
trabalho, os animais ja tinham sido anteriormentdngetidos a estresse por
imobilizagdo crbnico, mas apenas apresentaram nmimiucdo de corticosterona
quando foram novamente expostos a imobilizacéo,dedsrma aguda. Deste modo, a
desinibicdo do eixo HPA pode depender ndo sO dp tigas também da duracdo do
estresse.

Ha varios estudos que evidenciam que a sensitilizao eixo HPA pode ser
duradoura. Van Dijeret al. (1993) observaram que animais submetidos a anterior
exposicao ao estresse por choque elétrico apreseneevada concentracdo de ACTH
plasmatico quando expostos a estresse por ruidtiab4apos as sessfes de estresse.
Efeitos como perda de peso corporal, diminuicdo imibicdo de ACTH por
dexametasona (Ruist al, 1999), diminuicdo de apetite, aumento da tentpera
corporal e diminuicdo da atividade exploratoria@mpo aberto (Meerlet al, 1997)
puderam ser observados em animais anteriormeméssastios por distarbio social apds
dias ou semanas do término do estresse. A potiacgiab da sensibilizagdo do eixo
HPA ao novo estressor também pode ocorrer apdsscperiodos de recuperacao (entre
12 e 24h) apds o estresse homotipico repetido iBbat & Dallman, 1998; Bhatnagar
& Vining, 2003).

Contraditoriamente, foi observado que, em animmibmetidos a 7 dias
consecutivos de estresse cronico variavel, houwendicdo na responsividade do eixo
HPA quando submetidos a um novo estressor. Estepfade ter ocorrido devido ao
intervalo entre a cessagdo do estresse crénicavehre o novo estresse, ou devido a
natureza do estresse cronico, ou até mesmo pos esis fatores em conjunto
(Ostrandeet al, 2006).

A partir destes estudos, é inegavel que a inibd@éeedbacknegativo € um
importante regulador da responsividade do eixo HBWAa vez que alteracées na
ligacdo dos receptores MR e GR no hipocampo e potdlamo foram observadas
como um dos mecanismos indutores da sensibilizdgaeixo HPA (Buwaldeet al,

1999).
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2.4. Interacdo entre os sistemas neuroendoécrinoneinologico

Evidéncias relatam fortemente a existéncia daet@gyéo entre os sistemas
neuroenddcrino e imunoldgico, podendo este Ultisen,em parte, regulado pelo eixo
HPA e pelo SNA (Safieh-Garabediah al, 2002). Como essa interacdo € de carater
bidirecional, o sistema imune também pode enviansagens ao SNC, através das
citocinas pro-inflamatarias.

As citocinas sao importantes na investigacdo dosamemos da resposta ao
estresse, uma vez que sao polipeptideos produpelas células imunoldgicas em
resposta a qualquer desequilibrio da homeostas®o cmjurias, inflamacbes e
infeccbes. Além disso, elas também podem ser esgsepela maioria dos tipos
celulares de regides do cérebro. Em tecidos cesetiearoedores, como o hipotalamo e
o hipocampo, ha expressao de maior nimero de ogesppara citocinas (Vitkoviet
al., 2000; Kariaginaet al, 2004). Receptores também podem ser encontra@®s n
células da pituitaria anterior (Ray & Melmed, 199drnbull & Rivier, 1999).

Citocinas presentes na circulacdo sanguinea potiean @ SNC ao atravessar a
barreira hematoencefalica. Também induzem a preddga oxido nitrico sintase e
ciclooxigenase por células endoteliais cerebrasimelando, indiretamente, as
atividades do SNC (Sternberg, 2001). Como exengude-se citar a IL{1, que atua
no nucleo paraventricular do hipotalamo, onde agdréos que contém o CRH estdo
localizados. Deste modo, o CRH ¢é liberado, resdtiama secrecdo do ACTH, que por
sua vez, induz o cértex da adrenal a liberar @®gtirticéides (Ericssoet al, 1994).

As citocinas derivadas do cérebro também ativagixe HPA. Por exemplo, a
IL-1 induz a expresséo génica de CRH, enquantezadktimula a secrecdo de AVP no
hipotalamo. Ja IL-6 e TNE-estimulam a secrecdo de ACTH. No entanto, asicéec
cerebrais exercem principalmente o papel de fatdeesrescimento para as células
nervosas, protegendo-as ou induzindo-as a moridace{Chover-Gonzalezt al,
1994).

Vérias citocinas, principalmente as pro-inflamatsriIL-13, TNF-a e IL-6),
podem ativar o eixo HPA e produzir outros efeitosistema nervoso, como 0 aumento
da temperatura corporal e a inducdo do sono (PrRe@3). De fato, os sintomas
relacionados ao “comportamento doentio” desencadedwrante o0 estresse Ssao

mediados por tais citocinas (Calandtal, 2000).
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Estudos envolvendo a administracdo de LPS outdeirtas pré-inflamatérias
como IL-1@ ou B) e TNFe tém demonstrado que estas citocinas provocamntgdie
indiretamente) efeitos psicolégicos e comportamgnteomo febre (Olivieret al,
2003), ativacdo do eixo HPA, reducéo de apetiteredsao, dentre outros (Blutbtal,
1994; Konsmanet al, 2002). Contrariamente, ao administrar citocinasti-
inflamatorias como a IL-10 ou antagonistas de rerep para citocinas pro-
inflamatorias (como o IL-1ra), pode-se induzir anliuicdo destes efeitos (Dantzer,
2006).

Tem sido observado que a elevacdo no nivel sédada-6 esta associada com
estresse e depressdo em humanos (Mdeal, 1999; Kuberaet al., 2000). Esta
constatacdo € condizente com resultados obtidosatos, que apresentaram elevada
producdo desta citocina apds exposicdo a varisesestes. Ademais, esta elevacao
ocorreu em conjunto com o alto nivel de corticastarplasmatica (Zhoet al, 1993).

A IL-6 também € capaz de mediar respostas do elRé lHo estresse ao induzir a
producdo de ACTH durante o processo inflamatostm € sustentado pela observacéo
de que a producgéo deste hormdnio em animais deeseem CRH, ao apresentarem o
eixo HPA ativado pela IL-6, foram capazes de prodé«CTH (Chenoskova &
Melmed, 2002).

Qualquer desequilibrio entre a producéo de citacpra ou anti-inflamatorias,
com predominio das inflamatdrias, pode resultaregacerbada inflamacao, tanto por
células imunes quanto cerebrais, culminando, niondltcaso, em um impacto no
comportamento e no humor, ou até mesmo a progreesdoencas neurodegenerativas
(Dantzer, 2006).

Um outro fato que demonstra a relacdo entreattes sistemas na resposta ao
estresse é que, além do eixo HPA, os orgaos ledgidimarios e secundarios (medula
0ssea, timo, baco e linfonodos) sao inervados ipoasf nervosas noradrenérgicas do
SNA (Schorr & Arnason, 1999). A intima associacaéstes terminais nervosos com as
células imunolégicas facilita a interacdo neurosimudireta através de juncles
neuroefetoras. Norepinefrina, substancia P e outeasotransmissores sao liberados
nestas juncdes, podendo, subseqlentemente, altati@idade das células imunes tanto
a distancia quanto proximamente (Yang & Glaser2200

Mondcitos, macréfagos e linfocitos possuem recegtompara muitos
neurotransmissores. Deste modo, mediadas por ogesptpara hormonios

neuroenddcrinos, as células linféides e mieldides aptas a responder aos sinais do
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eixo HPA e do SNA, tendo com resultado a ativagddnibicdo de suas atividades
celulares (Yang & Glaser, 2002). Ademais, estudemahstraram que, além de
produzirem citocinas, os linfécitos também séo eapale sintetizar horménios como
ACTH, GH e PRL (Malarkey & Zvara, 1989; Sabharethl.,1992).

Ha evidéncias de que o estresse também pode afterdologicamente os
orgaos linféides. Selye (1978) relatou alteracéestimo, linfonodos, e no baco de
camundongos estressados, sendo tais efeitos imduzidela presenca dos
glicocorticéides liberados durante a acdo do ed®AHNosso grupo de pesquisa
observou que camundongos submetidos a estresseocor imobilizacdo durante 7
dias consecutivos ndo apresentaram alteracfes|ogic@as no timo, medula 6ssea e na
adrenal; contudo, estes animais apresentaram mamero de centros germinativos
presentes no bacgo (Missima & Sforcin, 2008). ThesacOes podem depender do tipo e
periodo de estresse. Dominguez-Gerpe & Rey-Mer2lé21], ao utilizarem o modelo
de estresse por imobilizacdo durante 14 dias, véisen diminuicdo de timdcitos e
células B em linfonodos, além de relatarem quesposta imune ao estresse pode ser
variavel, dependendo do compartimento do o6rgdo dahdgico avaliado.
Contraditoriamente, Avitsuret al (2002), utilizando modelo de estresse social,
observaram reducdo de células T acompanhada derata nimero de células B no

baco.

2.5. Principais horménios do estresse e o sistemarie

O eixo HPA e o SNA séo vias neuroendocrinas atvaaa resposta ao estresse
e controlam o sistema imune através da liberacdbodmonios resultantes de sua
ativacdo, como os glicocorticoides e as catecolaspirespectivamente. No entanto, ha
outros fatores neuroenddcrinos envolvidos durantesiesse, também capazes de
regular o sistema imune (Marketon & Glaser, 2008).

Os glicocorticéides sdo comumente utilizados cogentes terapéuticos tanto
em inflamacdes agudas quanto cronicas, além dmsérkzados para o tratamento de
doencas autoimunes e de pacientes submetidos splaates (Barnes & Adckock,
1993; Hoffman, 1993). Isso se deve as suas acodiinflamatorias e
imunossupressoras, que ocorrem através da suadigggm o GR. Quando nédo é
ativado pelo seu ligante, o GR fica no citoplasnomn@ parte de um complexo

multiprotéico (receptossomo), que pode conter gadomponentes, dependendo da
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célula. A ligacdo hormonal faz com que haja mudarg@onformacédo do complexo,
liberando o GR, o qual transloca-se para o0 nudede liga-se a sequéncias especificas
de DNA, modulando a expressao de genes pro-inftamoat(Riccardiet al, 2002).

Os glicocorticéides regulam varios processos biotigy como proliferacédo
celular, inflamacao e podem inibir o trafego daulad T, B, NK, eosinofilos, basofilos,
macrofagos e mondcitos (Sapolsiiyal.,2000; Riccardiet al, 2002). Além disso, os
glicocorticéides podem interferir em vias de sireido de fatores de transcricdo, como
o NF«B e o ativador da proteina 1 (AP-1), inibindo ans&icdo de moléculas pro-
inflamatorias (Cato & Wade, 1996; Barnes, 2006)nh@m aumentam a expressao da
subunidade WB, inibidora do NF«<B. Por outro lado, o NikB e os glicocorticéides
podem ser antagonistas mutuos, uma vez que @BNfmbém é capaz de inibir a
ativacdo de genes responsivos aos glicocorticoidgadenhovenet al., 1995;
Scheinmanet al., 1995). Deste modo, estes dois sistemas de fungiestas sao
capazes de regular a resposta inflamatoria.

E cada vez mais evidente que a atividade imuposssora dos glicocorticoides
resulta de suas acgdes sobre véarios alvos molesul@rentre varios efeitos, esses
horménios regulam negativamente moléculas de adks&aperficie celular (Cronstein
et al., 1992), inibem a regulacdo do ligante de CD40 emlaIT CD4+ (Bischof &
Melms, 1998) e inibem diretamente eventos de giagdio do receptor de célula T
(TCR) (Bauset al., 1996). No entanto, a inibicAo da producdo de ici&sc €
considerada como o fendbmeno biolégico mais relevdatimunossupressao induzida
pelos glicocorticoides. Como exemplo, foi reportgde os glicocorticéides contribuem
para a diminuicdo da proliferacao de linfécitosads da inibicdo de IL-1, IL-2 e IFN-
v, (Elenkovet al.,2000).

Inibidores  de  glicocorticéides, como o] horménio es&&te
dehidroepiandrosterona (DHEA) e seu metabodlito @stdnediol (AED), séo
importantes para a amenizagdo dos efeitos imuneesssges destes hormdnios do
estresse (Loria & Padgett, 1992; Padgetal, 1998 Headet al, 2006). Antagonistas
de receptores para glicocorticoides também sédo esyagos, sendo observado que
camundongos tratados com antagonistas de receparaglicocorticoides (RU40555
e RU486) apresentaram restaurada producdo de neifpcrecrutamento de células
inflamatdrias e menor tempo de reparo de lesdesc@deet al, 2002).

Os glicocorticoides também podem exercer atividaalgagonicas. Apesar de

estarem relacionados com a inducéo de apoptoséldasT, também podem inibir o
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processo apoptotico através da inibicdo da ativagédiada pelo ligante de Fas (FasL)
(Yang et al., 1995).Também foi observado que glicocorticoidedogenos em niveis
fisiol6gicos normais ndo sdo imunossupressoresenumd até mesmo aumentar a
resposta imune (Tischner & Reichardt, 2008).

No tocante as atividades imunossupressoras dascgtitcoides, € importante
frisar que estes hormonios ndo sdo os Unicos qienpexercer este tipo de atividade, e
um outro exemplo disso séo as catecolaminas (Haetdzld 2002).

As catecolaminas, assim como o0s glicocorticoidEsnbém podem ser
consideradas imunossupressoras. A curto prazo,peldsm inibir a proliferacdo de
linfocitos T através de receptor@sdrenérgicos e por inibir a producéo de IL-12,1FN
v € TNF«, ou até mesmo por induzir maiores niveis de cAMRcelular (Elenkov &
Chrousos, 2006). No entanto, em certas regidesdigiies, elas podem favorecer a
resposta imune local, induzindo a producéo de LNF-a e IL-8 (Thyaga-Rajaet al,
1999).

As catecolaminas também podem estimular a produgiccitocinas anti-
inflamatorias, como IL-10 e TGE- (Elenkov & Chrousos, 1999). Ademais, foi
observado que a norepinefrina, via estimulo dospteces32-adrenérgicos, aumentam
a producao de anticorpos por células B (Saneeed, 1997). Um possivel mecanismo
para este efeito envolve o aumento da diferencideamelulas B em células secretoras
de anticorpos mediada pelas catecolaminas. Assgonistas de receptore2-
adrenérgicos potencializam a producéo de IgE magadIL-4 em células humanas do
sangue periférico, ao mesmo tempo que inibem augémdde IFNy por estas células
(Coquereet al.,1995).

A partir destes dados, tem sido demonstrado qustresse geralmente induz
supresséao da resposta imune celular (padrédo Tad)exercendo efeito significativo na
imunidade humoral (padrdo Th2) e em seus mecanisfetsres (Viveros-Paredes
al., 2006). A ativacao da resposta Thl contribui pamr@aunidade celular enquanto que
a ativacdo da resposta Th2 favorece a atividadaashedgor anticorpos (Dast al.,
2001; Mullenet al, 2001).

As células Thl e Th2 representam duas subpopulat®eglulas T CD4que
podem ser diferenciadas pelo padrdo de citocinas pyoduzem. As células Thl
produzem IL-2 e IFNx dentre outras, e inibem a proliferacdo das cgldla2. Por
outro lado, as Th2 secretam principalmente IL-4LelQ, as quais induzem a

diferenciacao de células Th2 e inibem as de patidqFiorentincet al, 1989).
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Tanto os glicocorticéides quanto as catecolamindazem a resposta imune
padrdo Th2, através da supressdo de células afa@sers de antigeno e da producéao
de citocinas Thl, estimulando a producdo de cigscimh2 (Elenkov & Chrousos,
1999). Isso ocorre porque os glicocorticoides eaecolaminas, através da ativacéo
dos receptores GR 2-adrenérgicos, respectivamente, suprimem a proddedlL-12
das células apresentadoras de antigeno (Bibttd., 1997; Haskeet al., 1998). Uma
vez que a IL-12 é extremamente importante parazinduproducdo de IFN-e para
inibir a sintese de IL-4 pelas células T, a sugresia citocina pelos hormdnios esta
associada com a diminuicao de IfFN-aumento de IL-4 por estas células (Blettal,
1997; Wuet al, 1998). Ademais, os glicocorticoides também exarefeito direto
sobre as células Th2 regulando positivamente augéadde IL-10 e de IL-13 (Ramirez
et al, 1996).

Foi verificado que os receptor@-adrenérgicos sdo expressos em grande
densidade em células Thl, enquanto que em célufgs eBtdo em quantidade
indetectavel, sugerindo que as catecolaminas nétamafdiretamente a producéo de
citocinas padrdo Th2. Assim, foi verificado que tbarem humanos quanto em
camundongos, agonistgi2-adrenérgicos podem inibir a producdo de iFigelas
células Thl, ndo afetando a producéo de IL-4 peiadas Th2 (Sandeget al, 1997).

As propriedades sistémicas indutoras da respobkta éxercidas por estes
hormoénios do estresse podem né&o ocorrer em cedass|do organismo. Tratamento
com glicocorticoides, por exemplo, diminuiu o numele células IL-4 positivas em
mucosas brénquica e nasal (Braddeigal, 1995; Bentleyet al, 1996). Ademais, a
sintese de TGB-é aumentada por glicocorticéides em células T masiamas ndo em
células da glia (Batumaet al, 1995). Baixas concentracdes deste hormdnio també
foram capazes de ativar macréfagos alveolares @upiroIL-13 induzida por LPS
(Broug-Holub & Kraal, 1996). Por sua vez, a norefiima, via ativacdo dos receptores
B2-adrenérgicos pode aumentar a producao de TNmaordfagos peritoneais murinos
(Spenglert al, 1990). O mesmo foi observado em camundongos etidhvs a estresse
agudo por choque elétrico ou por hemorragia, queceédi¢cdes associadas a elevados

niveis de catecolaminas (Le Tulebal.,1997; Broug-Holuket al, 1998).
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2.6. Relacao entre estresse e doencas

A Psiconeuroimunologia tem investigado por décadeslacdo entre estresse e
desenvolvimento de doencas. Tal relacdo tem sadoroada vez mais clara devido ao
insistente estudo por parte dos pesquisadores miatita de compreender os
mecanismos através 0Ss quais 0 estresse pode al#yar suprimir a resposta
imunoldgica, modulando certos fatores ligados atesia imune como a producédo de
citocinas e a atividade celular.

Tanto o excesso quanto a inadequacdo da respasthodmonios do estresse
estdo associados com doencas, levando a susdetileilia infeccbes e a doencas
inflamatorias crénicas, autoimunes e alérgicasim\sa ativacdo crénica do eixo HPA,
gue pode ocorrer durante o estresse, pode afetais@ptibilidade ou o grau das
doencas infecciosas atraves do efeito imunossuypoedss glicocorticoides (Glaser &
Kiecolt-Glaser, 1998). Em contraste, a diminuideagfio do eixo HPA esta associada
com alta suscetibilidade a doencgas autoimunes laniaforias crénicas (Jafarian-
Tehrani & Sternberg, 1999; Eskandeatial, 2003). Isto pode ser observado em animais
com artrite submetidos a adrenalectomia ou aposnetracdo de antagonistas de
receptores para glicocorticoides, que apresenta@mento exacerbado do estado da
doencga, podendo resultar em morte dos mesmos (Hetrlal, 1993).

Mudancas fisiolégicas nos niveis de glicocortie§idcirculantes estédo
associadas com desequilibrio no padrdo de citogmaduzidas. A diminuicdo da
resposta Thl em relacdo a Th2 leva a uma maioetsbisidade a infec¢des fungicas,
virais e bacterianas, tanto em animais quanto emahas, o que faz com que esse
desequilibrio seja considerado o principal fata fpva ao desenvolvimento de doencgas
infecciosas (Elenkov & Chrousos, 1999).

Zhang et al (1998) observaram que 0 estresse por imobilizagdwu a
migracao de leucdcitos e a producdo de citocindsdparhl, mas induziu, entretanto,
aumento de citocinas padrédo Th2 em animais infestadmLysteria monocytogenes
Também foi observado que a infeccdo fdaphylococcus aureus favorecida pelo
estresse, uma vez que a resisténcia natural angariemos depende da habilidade das
células fagociticas (neutroéfilos e macrofagos) eigran para o sitio de infecgdo, o que
é suprimido pelo estresse (Rogsal.,2002).

Além da resposta Th2 em infeccdes, esta tambémegsideassociada a reacdes

alérgicas, asma, urticaria e alergia a alimentdenidev & Chrousos, 1999). Ha
29



trabalhos que demonstram que doencas autoimunes lopus eritematoso sistémico,
artrite reumatdide e esclerose sistémica estadcioekdas com alta producédo de
prolactina, o que acontece em situacdes de estfessBelliset al, 2005; Jaraet al,
2001).

Estudos também relatam que o estresse pode seaval/guanto a ativacao de
viroses latentes. Foi observado que estudantegstoisse causado por exame escolar
apresentaram diminuigdo no controle imune contraius Epstein-Barr (EBV) e herpes
simples tipo 1 (HSV-1) latentes (Glaset al, 1991). Diferentes tipos de estresse
também podem exercer diferentes respostas fisg@égjuanto as viroses. Bonnesu
al. (1992) observaram que animais submetidos a estsess# apresentaram ativacao
do eixo HPA e reativacdo de HSV-1 latente. Pormlado, este resultado n&o foi
confirmado em animais submetidos a estresse pdiizagao.

O tempo de reparacao de lesdes também é umdagosofre intervencdo do
estresse. Individuos sob estresse apresentam te@po de reparo de lesbes devido ao
aumento de cortisol, o qual inibe o processo dela®tacdo, diminui o GH e a
producédo de citocinas pro-inflamatérias no sitidrgiéaria (Marketon & Glaser, 2008).
Em mulheres sob estresse psicoldgico foi obserdadmuicdo da secrecédo de IL-1 e
de IL-8 no local lesionado (Glaser & Kiecolt-Glas&098). Em modelos animais de
injuria por queimadura, a inibicdo da imunidadeulzel foi associada a diminuida
producdo de IFN-e de IL-12 e alta produgéo de IL-10 (O’Sullivah al., 1995).
Camundongos submetidos a estresse por imobilizag#o 8 dias consecutivos
apresentaram recuperacao no reparo de lesdes dpisistracdo do antagonista de
receptor para glicocorticide RU40555 (Padgetl, 1998).

Nas ultimas décadas, pesquisadores também témioreldo o estresse com
progressao do cancer, devido a ocorréncia de d@i8ésncelulares, como dano no DNA
e diminuicbes no numero e na atividade de célutatefpras como os linfécitos T e
principalmente células NK (Palermo-Netbal, 2003; Bartolomucci, 2007Antoni et
al. (2007) observaram que estresse e pessimismo adgemv maior gravidade de
neoplasia intraepitelial. Em animais, foi demortktraque estresse cirdrgico e
psicolégico podem suprimir a atividade de células &in ratos, suprimindo assim a
resisténcia ao desenvolvimento tumoral (Kemeny BeStowsky, 2007). Também tem
sido demonstrado que estresse social e estresssgd@mento podem aumentar o
desenvolvimento de metastase tumoral em modelosas(Stefansk& Ben-Eliyahu,

1996; Wu et al, 2000). Essa maior suscetibilidade ao desenvelvicn do céancer
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induzida pelo estresse também pode ser devidoaapaitducdo das citocinas pro-
inflamatorias. Tem sido bastante reportado queplLil-6 e TNFe podem exercer
papel na progressdo tumoral, estando envolvidagrocesso da angiogénese. Como
exemplo, foi observado que a IL-6 pode estimuldator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (Guruvayoorappaet al, 2007). Pacientes portadores de cancer
apresentaram maior expressao de citocinas praviaftarias e do fator estimulador de
colénias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSFaréat participantes no processo de
metédstase (Cheet al, 1999). Ademais, células tratadas com fLibduziram a
expressdo de VEGF (Pertovaatal, 1994; Cohert al, 1996).

Estudos realizados em animais e humanos sugeréamfzmte a importancia do
papel imunoregulador do eixo HPA e a significanbialégica da sua apropriada
responsividade em relagdo a doencgas inflamatdrems. sido demonstrado que animais
que falham ao gerar uma resposta dos glicocorgséab estimulo psicolégico séo
altamente vulneraveis a inflamacao (Chrousos, 1$%&nberg, 1995). Em humanos,
foi observada pouca responsividade do eixo HPA aaieptes com dermatite atopica
sob estresse psicosocial (Buske-Kirshbarmal.,2002).

A partir destes dados pode-se verificar que ageseessores afetam a resposta
imune, fazendo com que o organismo fiqgue mais valed quanto a sua defesa contra
doencas. O fator psicolégico em relacdo a situad@ioestresse também deve ser
considerado, uma vez que diferentes comportamdtdageramento, personalidade,
etc.) frente ao agente estressor podem afetarso & doenca de diferentes maneiras
(Segerstrom, 2003; Hansehal, 2005; Nakayat al, 2006).

3. Receptoresloll-like (TLRS)

3.1. Estrutura e funcéo

Os receptoresloll-like (TLRs) foram uma das descobertas recentes mais
importantes no campo da Imunologia devido a furgui® exercem na resposta imune.
Estes receptores tém a capacidade de reconhegergaitismos patogénicos e, quando
ativados por estes, desencadear vias de sinalirdcacelular que resultam na indugao
da resposta imune inata através da producdo dencitoe ativacdo de células (Takeda
et al, 2003).
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Os TLRs sdo homdlogos a protelmdl descoberta em drosdfilas, que foi
primeiramente relacionada ao processo da formag&m-&entral na fase embrionaria
destes insetos, sendo posteriormente associadgaofimune a partir da observagao de
que drosdfilas mutantes eram vulneraveis a infecc@@ngicas, sucumbindo
rapidamente (Lemaitret al, 1996).

Os TLRs pertencem a familia dos receptores traméwémicos tipo |,
caracterizados por um dominio extracelular e um idmmintracelular . O dominio
extracelular € composto por uma cadeia rica emidau@ominio LRR) que esta
relacionada ao reconhecimento do microrganismareatransducao do sinal, além de
ser também necesséaria para a dimerizacado do redqgfube & Kajava, 2001). Ja o
dominio intracelular, denominado Toll/receptor ILFTIR), tem a funcdo de mediar
interacdes entre o TLR e proteinas intracelularesleidas na transducdo do sinal
(Armant & Fenton, 2002). O dominio TIR é assim dem@ado por ser homélogo a
porcao citoplasmatica dos membros do receptor pata(lL-1R) e para IL-18 (IL-
18R) (Kimbrell & Beutler, 2001).

Os TLRs realizam o reconhecimento de microrganssaitavés da deteccdo de
produtos ou estruturas microbianas conservadasnideados de padrdes moleculares
patogeno-associados (PAMPs). Os PAMPs estado agsemteélulas eucaridticas, mas
podem estar presentes tanto em microrganismos gatog quanto em néo-
patogénicos, fazendo com que os TLRs sejam caplzdsstinguir o proprio do nao-
proprio (Medzhitov, 2001). Contudo, o mecanismo talesapacidade ainda é
desconhecido.

Os TLRs reconhecem um diverso, porém limitado,emdénde PAMPs. O TLR-2
reconhece uma grande quantidade de produtos maoawd)i como peptidioglicanos,
lipopolisacarideos (LPS) de bactérias Gram-postiVipoproteinas, componentes de
parede celular de micobactérias, dentre outros.vldkdade de ligantes pode ser
explicada, em parte, pela cooperagéo existente &hR-2 e TLR-1 ou TLR-2 e TLR-
6, ocorrendo formacdo de heterodimeros. Ja TLRAd ¢emo agonistas LPS de
bactérias Gram-negativas, acido lipoteicoico (LTAR proteina de fusdo F do virus
respiratorio sincicial (RSV). Acidos nucléicos Wraou bacterianos s&o reconhecidos
por TLR-3/7/8 e 9 enquanto o TLR-5 tem como ligamtitlagenina bacteriana (Takeda
& Akira, 2005).

Pelo menos 13 TLRs ja foram identificados (Roathal, 2005), sendo

expressos em diferentes locais da célula. TLR-B4 10 encontram-se na superficie
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celular enquanto os TLR-3/7/8 e 9 sdo expressosnembranas de compartimentos
intracelulares (Nicholast al, 2006). Estes receptores estado presentes tanteleias
imunes como macrofagos, células dendriticas, litfécT e B e células NK, como
também em células endoteliais e epiteliais (Sutmetlal, 2006).

3.2. Mecanismos de sinalizacéo

A ativacao das vias de transducéo de sinal peldgsTinduz a expressao de
genes envolvidos na resposta imune do organismmo coitocinas inflamatorias,
guimiocinas e moléculas co-estimulatorias (Medzhi2001). Tais vias necessitam do
recrutamento de componentes citoplasmaticos demalménproteinas adaptadoras ou
acessoérias. Dentre as existentes, podemos citar8BlyDIRAP/Mal, IRAK-1/2/3/4,
TRAF-6, TRIF e TRAM (Turvey & Hawn, 2006). A transgBo de sinal pode ser
classificada como dependente ou independente daBBlyD

A sinalizagcdo MyD88-dependente € compartilhadatpdos os tipos de TLRs,
exceto no caso do TLR-3 e TLR-4. No caso do TLRde haver dois modos de
sinalizacao, conforme observado na figura 2 (D& Neill, 2006). Quando o TLR é
ativado pelo seu agonista, as proteinas MyD88 eAFIRlal sdo recrutadas para o
dominio intracelular TIR (exceto para TLR-7/8/9 egecrutam apenas o MyD88). O
MyD88 recruta IRAK-4, o qual, ao se ligar no conxalg@rotéico, leva a fosforilacdo do
IRAK-1, que por sua vez, desliga-se do complexca pateragir com o TRAF-6.
Posteriormente, 0 TRAF-6 associado com IRAK-1 Bgaao complexo protéico TAB-
1/TAB-2/TAK1 da membrana plasmatica e sofre sesadhiquitinacfes. TAK-1 e
TAB-2 séo fosforilados, liberando assim, o complegomembrana, ao mesmo tempo
em que ocorre a degradacéao do IRAK-1. Consequentepem a ativacdo da TAK-1,
ocorre a fosforilagdo do complexo citoplasmatice @8 quinases (IKKB), o qual,
ativado, induz a subsequente degradacaaBlpliberando assim o NkB. Este por sua
vez, transloca-se para o nucleo ligando-se a regii® do DNA para promover a

expressao das citocinas pro-inflamatorias (&yal, 2004).
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Figura 2: Vias de sinalizacdo dependente e independentéld®s. Fonte: Doyle & O Neill (2006).

Deste modo, é possivel notar que o MyD88 é imptatgara a resultante
ativacdo do NReB. Consequentemente, a via de sinalizacdo dependEntMyD88
exerce papel fundamental na defesa contra infedzéeterianas e fungicas, levando a
inducdo da resposta imune (Bellocclkipal, 2004; Hawnet al, 2006). Em animais
knockout para MyD88, foi observada auséncia na producdocitiecinas pro-
inflamatdrias como IL-8, TNF-, e IL-6, além da IL-12, mesmo quando estimulados
com TLRs. Devido a isso, estes animais sao resesterontra o choque endotoxico
(Kawai et al, 1999; Alexopouloet al, 2001).

Como ja foi mencionado, a via de szajao MyD88-independente € ativada
apenas pelo TLR-3 (exclusivamente) e pelo TLR-gu(l 2). Uma vez ativado pelo
ligante, o TLR-3 recruta o TRIF para o dominio TéRquanto o TLR-4, quando
ativado, recruta ambos o TRIF e o0 TRAM. Posteriot@eo TRIF se liga diretamente
com o TRAF-6 (de modo independente do IRAK-1/4jyaaido o TAK-1. O TRIF

também pode se ligar ao TRAF-6 via anterior int&osacom o RIF-1, levando a
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subsequente ativacdo do complexo IKK, resultandidbreacdo do NReB, que por sua
vez transloca-se para o nucleo. Essa ativacdo deB\Wa MyD88-independente &
realizada com uma cinética mais tardia em comparaggue ocorre na sinalizacédo
MyD88-dependente (Akira & Takeda, 2004).

O TRIF também pode realizar uma terceira ligacé&stadvez com o complexo
IKK e/TBK-1, resultando na fosforilacédo e ativacao dorfdFN-regulatério-3 (IRF-3).
Este, por sua vez, transloca-se para o nucleo smtiga a regides especificas do DNA
para a producado das citocinas Tfde modo independente do MB) e IFN{$ (Sato
et al, 2003; Meylaret al, 2004).

Existem moléculas acessoérias extracelulares queilisaan tanto no
reconhecimento do PAMP pelos TLRs quanto na indmada transdugédo do sinal
intracelular. O reconhecimento do LPS pelo TLR-doénplexo e necessita de pelo
menos trés moléculas extracelulares acessoriasoteina LBP, o receptor CD14 e a
proteina MD-2. O LPS se liga primeiramente a pnateiérica LBP, que por sua vez,
transfere o LPS ao CD14, que é um receptor senaildtS, expresso na superficie
celular. O MD-2 é expresso na superficie celularassociacdo com o dominio LRR do
TLR-4. Ha evidéncias que o TLR-4 pode interagirt@imente com o LPS, mas o
reconhecimento exercido pelo receptor € mais efieieom a ajuda principalmente de
CD-14 e de MD-2 (Lieret al, 2000). CD14 também esta envolvido no reconhetione
do LPS pelo TLR-2 e no reconhecimento viral peldR13, ligando-se ao dsRNA viral
intracelular (Schimitz & Orso, 2002; Let al, 2006) .

3.3. TLRs e resposta imune celular e humoral

As células dendriticas sé@o células apresentad@aantigeno importantes no
processo de diferenciacao e ativacao de célul#ario(& Jenkins, 2003) e sdo uma das
células imunes que expressam TLRs, os quais estdcianados com a inducdo da
maturacdo e ativagdo destas células. Quando estgstares sdo ativados pela presenca
da infeccao, as células dendriticas imaturas daimetidas ao processo de maturacéo e
ativacdo, ocorrendo subsequente expressao de raséntestimulatorias e de MHC.
Posteriormente, elas induzem a ativacdo das célul@&D4+, diferenciando-as em
células Thl ou Th2 efetoras (Medzhitev al, 1997). Deste modo, a ativacdo das

células dendriticas pelos TLRs, pode levar a réapoaine humoral ou celular.
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Além de atuar na expressdo de moléculas co-estinals, 0os TLRs séo
responsaveis por induzir a producdo de citocinagjueaniocinas pelas células
dendriticas. Um exemplo importante é a producalide?, que direciona as respostas
das células para o padrdo Thl (Pasare & Medzhao@4). Os TLRs também podem
atuar sobre as células dendriticas indiretamentey vez que ligantes microbianos
podem ativar TLRs de outras células, induzindo-psoduzir citocinas que promovam
a maturacdo das células dendriticas (Kapsenbedg).20

Um modo de demonstrar a contribuicdo dos TLRs dagéo da maturacdo das
células dendriticas é feito através da utilizagéicamundongoknockoutpara MyD88,
uma vez que a delecdo desta proteina adaptadoeaiqibd a transducédo de sinal da
maioria dos TLRs (Takedat al, 2003). Schnaret al (2001) sensibilizaram estes
animais com varios ligantes de TLRs, o que resuimudeficiéncia na ativagdo de
células T e na producédo de IRNJa em animais normais, houve aumento signifigativ
na ativacdo destas células. Aléem do MyD88, o TRifmkém pode exercer papel
importante na ativacdo de células dendriticas, df@gos peritoneais e na producdo de
IL-6, TNF-0 e, em especial, IFIl{Shenret al, 2008).

Além da inducdo da resposta padrdo Thl, ha evidém® que a ativacdo das
células apresentadoras de antigeno também podedattamente na diferenciacdo das
células TCD4+ em células padrdo Th2 via ativacaordes. As células Th2 estdo
envolvidas na resposta imune humoral, uma vez epaar a producdo de anticorpos e
agem contra infeccao por parasitas (MacLeod & VEetZ007). Ademais, ligantes de
TLRs podem induzir diretamente a proliferacdo delagé B e secrecdo de anticorpos
por estas células tanto vitro quantoin vivo (Krieg et al, 1995). Pasare & Medzhitov
(2005) observaram que a producado de IgM e de IgGieélizada através da ativagcéo
de TLR-4 em camundongos imunizados com OVA juntaeneam LPS. Estes autores
observaram também que uma resposta efetiva meg@adaélula B requer tanto o
envolvimento de células T quanto a ativagdo de TURdHeeet al (2007) observaram
gue em camundongos infectados com o virus inflyefit&-7 induziu atividade
proliferativa e producéo de IgG1 por células Biratke induzir producéo de IFN tipo |
anti-viral por células dendriticas ativadas.

Camundongos deficientes para MyD88 também forarlisadas quanto a sua
resposta imune humoral. Schnaet al (2001) observaram que estes animais

apresentaram a mesma capacidade de producao de Ig&I1gE por células B do que
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camundongos normais, sugerindo que os TLRs podéuziina resposta imune padrao
Th2 efetora de modo dependente da ativacdo do MyD88

Apesar de haver um numero consideravel de trabaljoes investiguem os
efeitos dos TLRs na resposta imune celular e huimmsanecanismos envolvidos ainda

carecem de maiores investigacoes.

3.4. TLRs e doencas

Estudos tém relatado que os TLRs também estdo ioetamns ao
desenvolvimento de doencas devido a alteracbesumgdd ou na estrutura destes
receptores, podendo resultar em maior susceptbiic infecgdes.

Desordens nas vias de sinalizacao podem levar semdelvimento de doencas.
Pacientes com deficiencia em IRAK-4, por exempl@o spredominantemente
susceptiveis a infec¢des bacterianas. Por outm [@mlem ser resistentes a infeccdes
virais, uma vez que a producao de citocinas comdaties antivirais como IFMA3
permanece inalterada devido a sinalizacdo indepémde#e IRAK-4 realizada pelo
TLR-3 e TLR-4 (Yanget al, 2005). Também tem sido relatado que variacOeétigas
(polimorfismos) em TLRs levam a alterac&o no reesithento destes receptores contra
0s patdgenos, aumentando assim a susceptibilidadieacas infecciosas. Foi
observado que polimorfismos em TLR-5 diminuem digaiivamente a ativacdo deste
receptor contrd.egionella pneumophil§Gagroet al, 2004). Ja mutacées em TLR-4
foram associadas com crescente severidade da lengiantil causada pelo virus
sincicial respiratério humano (Haved al, 2006).

A ativacdo dos TLRs, em certas condi¢cfes, pode laviajarias teciduais e
doencas inflamatdrias cronicas. Isso ocorre deaiésacerbada producdo de citocinas
pro-inflamatdrias e quimiocinas (Papadimitragd al, 2007). Sharifet al (2009)
observaram que camundongksockoutpara TLR-4 e CD-14 apresentaram menor
desenvolvimento de pancreatite do que animais risrma

Tem sido observado que TLRs podem ser ativadosligantes do proprio
organismo, levando a doencas autoimunes. Estacativd causada, em especial, em
caso de excessiva morte celular (como em injudi@t@l ou apoptose celular), onde ha
liberacdo de produtos celulares que, se nao fofiemregemente eliminados, podem ser
reconhecidos por TLRs . Por exemplo, derivados aéod nucléicos presentes nos

corpos apoptoticos sdo interiorizados pelas célalasimunes e reconhecidos por
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receptores intracelulares como o TLR-3 e TLR-9 KiRifet al, 2005). Tal
reconhecimento de produtos nucléicos € bem caistoter em pacientes com lupus
eritematoso sistémico (LES), os quais possuemcalt@entracdo de anticorpos anti-
DNA séricos, produzidos por células B autoreatigigadas por TLRs (Arbucklet
al., 2003).

Além dos acidos nucléicos, outros produtos libesador células mortas (e
reconhecidos como autoantigenos pelos TLRs) sdwookitos de matriz extracelular,
como o fibrinogénio, além da presenca de protetimschoque térmico (HSPS).
Pacientes com artrite reumatodide, apresentaranegtieessido de TLRs em células do
tecido sinovial, o que foi relacionado com a preaetios produtos celulares liberados
provindos de células mortas, aumentando ainda engigu de inflamacgéo da doenca
(Rifkin et al, 2005). Também foi observado que camundongosieefes em TLR-2
apresentaram reducéo da severidade da artriteéd@vsl, 2003).

De acordo com estas observacdes, nota-se que ovdesmento de doencas
autoimunes, inflamatdrias e infecciosas pode seiddea disfuncdes na atividade e
estrutura destes receptores. Ademais, defeitopraessos regulatérios que inibem a
ativacdo dos TLRs também sdo importantes no dek@memto destas doencas
(Papadimitraket al., 2007).

3.5. Regulacéo da ativacdo dos TLRs

Em algumas condicdes, a ativacao destes receptecessita ser regulada. Esta
regulacdo pode ocorrer durante o processo de tra@isdle sinal intracelular através de
proteinas regulatérias citoplasmaticas (NOD 2, Ridase, TOLLIP, A20, IRAK M e
dnMyD88) ou transmembranicas (ST2, SIGIRR e TRA).fue inibem as proteinas
adaptadoras ou quinases, as quais sao importargeagvias de sinalizacdo. Ademais,
h& moléculas (como a TRIAD 3) que induzem a degé@ulale TLRs. Estes receptores
também sdo capazes de induzir o processo apoptpteeenindo a reacao inflamatéria
excessiva (Aliprantiet al, 2000). H4 também o papel das citocinas antmndétorias
(como IL-10 e TGH3) que podem regular a expressao dos TLRs (keieat, 2005).

Um outro meio de regulacdo dos TLRs € atravéscéhdas T regulatorias
(células Tregs). Estas células sdo importantes pammanutencdo da tolerancia
periférica, protegendo o organismo contra doencagiraunes, além de controlar a

inflamacdo. Séao células T CD4+CD25+ e possuem ugulador de transcricdo
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denominado FOXP3 (Sakaguchi & Sakaguchi, 2005). Wemativadas, suprimem a
proliferacdo e a producédo de citocinas por céldiBg+ e CD8+ efetoras. A presenca
de TLRs nas células Treg tem feito com que pesdaoisa correlacionem a ativagédo
destes receptores a funcdo de modular a inibicdesfmsta imune (Sutmullet al,
2006).

Foi observado que agonistas para TLR-5 aumentaraapresséo de células T
por células Treg (Crellinet al, 2005). J& camundongos deficientes em TLR-2
apresentaram significativa diminuicdo no numerocédkilas Treg, enquanto que a
administracédo de ligantes para TLR-2 a animais ammeverteu este efeito (Sutmuller
et al, 2006). Deste modo, os ligantes de TLRs témpaadade de modular a resposta
imune via células Treg, embora o mecanismo de @ivalestas células através dos
TLRs com consequente modulacéo dos seus efeitasosupressores ainda ndo seja
totalmente conhecido. Uma possivel explicacdo sgrgaos TLRs poderiam modular a
expressdo do FOXP3, uma vez que ha trabalhos glieain que estes receptores
podem regular tanto positiva quanto negativamentgpaiessao de FOXP3, afetando
assim, a atividade destas células. Ademais, TLR¢e gnduzir células T efetoras a
produzir IL-2, liberando-as da supressdo causadas pEregs (Liuet al, 2006).
Também foi observado que células dendriticas avgubr TLRs podem produzir
citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6, contralarassim a atividade supressora das
Tregs (Pasare & Medzhitov, 2003; Fehérvari & Sakhgu2004). Como ja foi
anteriormente mencionado, a resposta do organiserdef ao estimulo do agente
estressor leva a ativacdo do eixo HPA, resultandsima na liberagcdo de
glicocorticéides. Estes horménios tém sido interesatm estudados ao longo dos anos
devido as suas propriedades anti-inflamatérias un@supressoras. Também se sabe
gue estes hormonios podem alterar a atividadealals imunes através de receptores.

Os TLRs estdo presentes em células imunes e, guatiados, levam a
producdo de citocinas e quimiocinas responsavds nesposta inflamatéria. Assim,
devido a estas observagfes e também devido a Bmp@tdestes receptores na defesa
do organismo contra agentes patogénicos, estudiesestemente tem investigado a
acao dos glicocorticéides sobre os TLRs.

A interagdo entre os TLRs e PAMPs leva a viasidaligagdo as quais séo
realizadas por intermédio de proteinas adaptadasisitando na ativagcédo de fatores de
transcricdo (NReB, AP-1 e IRF), que por sua vez, induzem a tragdorigénica de

mediadores os quais induzem a atividade inflaneatdei células imunes (West al.,
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2006). No entanto, uma das acdes anti-inflamatdniediadas pelos glicocorticoides é
realizada entre o hormonio e o seu receptor (GCleay que, juntos, interagem com
estes fatores de transcricéo inflamatorios, inibiagdsim a sua ligagdo com o DNA e a
subsequente producdo de citocinas, afetando, destk, a atividade das células
imunes (Riccardet al, 2002).

As MAP quinases (MAPKs) também sdo importantepnocesso de transcricao
de genes proé-inflamatérios, uma vez que medeiam dé sinalizagdo que levam a
ativagcdo de fatores de transcrigdo como o AP-IMA®KS também séo alvos para a
acao dos glicocorticoides. Lastaal (2001) observaram que MAPKs como JNK e p38
tém a sua expressao inibida por dexametazona. Tarfthé&bservado que a inibicdo de
JNK pelos glicocorticoides pode inibir a produc&TdNF induzida pelo LPS, fazendo
com que seja aparente a inibicdo destes hormowibe &2 sinalizacdo do TLR-4
(Swanteket al, 1997; Moynagh, 2001).

Além da inibicdo dos fatores de transcricdo pftamatorios, estes hormonios
também podem exercer seus efeitos inibitérios peionda via de sinalizacdo dos
TLRs, induzindo moléculas supressoras (Chinenov &gaRzsky, 2007). Como
exemplo, tem sido relatado que os glicocorticéidedem induzir a transcricdo de
MRNA da proteina SOCS1, a qual tem a funcéo deadago dominio intracelular TIR
(Mansellet al, 2006). Ademais, os glicocorticoides induzem pressao da fosfatase-1,
a qual é responsavel por exercer efeito de feedimgativo sobre as MAPKs
(Abraham & Clark, 2006).

Por outro lado, tem-se observado que os glicaxndies podem aumentar a
expressdo de mMRNA de TLRs como TLR-2 e TLR-4 eniosgétipos celulares. Em
células de carcinoma cervical, a baixa expressaorlde-2 € significativamente
aumentada sob exposicdo a LPS de bactéria grantiveegaas foi potencializada apos
tratamento com glicocorticoides (Imasatb al, 2002). J4 Bornsteirt al (2004)
evidenciaram aumento da expressao de TLR-2 e TeRr4€lulas da adrenal humanas
e murinas apdés serem expostas a LPS e LTA. Notentam células dendriticas, os
glicocorticoides induziram a expressao destes temeq mas inibiram a producdo de
TNF-o e IL-12 em resposta a agonistas de TLR (Rozlet\ad, 2006). Deste modo, 0s
glicocorticéides inibiram a atividade destas c&wa mesmo tempo em que induziram
a expressdo de TLRs. Assim, verifica-se que o0s msoas pelos quais estes

hormoénios atuam sobre 0os TLRs ainda necessitapsskrecidos.
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A diminuicdo da ativacdo dos TLRs através da am@ip-inflamatoria dos
glicocorticéides interfere na fase inicial de reoecimento e deteccdo de patdogenos na
resposta imune celular, além de também prejudicandacdo da resposta imune
humoral, uma vez que os TLRs sdo importantes naessfo de moléculas co-
estimulatérias em células apresentadoras de antiffdedzhitovet al, 1997). Por
outro lado, a regulacdo negativa destes receppm@s ser importante contra doencas

autoimunes e inflamatoérias.

3.6. TLRs e seus efeitos durante o estresse

O estudo sobre os efeitos imunossupressores gEs®ste as investigagdes de
como minimizar ou até mesmo impedir estes efe@osgido cada vez mais realizados,
uma vez que inumeras doencas tém sido relaciorman estresse. Ademais, como
um dos principais efeitos negativos do estresse daworecimento de maior
susceptibilidade a doencas infecciosas, e considerque os TLRs estdo presentes nas
células imunes com a fungéo de induzir respostaéntontra patbgenos, pesquisadores
tém dedicado especial atencao na atividade desteptores no sistema imunolégico de
organismos submetidos a estresse, a fim de obseevastes receptores poderiam
restabelecer a atividade das células imunes cantificdo induzida pelo estresse.

Gopalet al (2008) observaram que camundongos infectadosTammplasma
gondii apresentaram aumento na expressao de TLR-2/419eenlcélulas do epitélio
intestinal, mas as expressdes foram significativaenénibidas quando os animais
foram submetidos a estresse por exposi¢do a agu&$tes autores demonstraram que
esta inibicAo ocorreu devido a acdo da norepirefrimormdnio liberado durante o
estresse, além de aumento na proteina reguladoexptassdo de TLRs. O estresse
também exerceu efeito negativo na expresséo deZl&€ FLR-4 e inibicdo na producao
de citocinas pro-inflamatoérias (IL-6 e TN-em células do sangue periférico de
individuos sob estresse pés-operatério, mesmo egitmulo por LPS (Ikushimet al,
2004).

Por outro lado, Baileyt al (2007) verificaram a atividade de TLRs em
animais submetidos a estresse social e infectaolmsEscherichia coli Os animais
estressados tiveram aumento na expressao de TLIRZAER-4 por células esplénicas,
em comparacado ao grupo controle. Além disso, estemais também apresentaram

maior ativacdo dos macrofagos esplénicos (verificanlavés de maior expressao de
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células co-estimulatérias, e producao de NO), oeyydicaria 0 aumento dos receptores
durante o estresse. A infeccado, por sua vez, fa ménida nos animais sob estresse. Os
autores sugeriram gue estes efeitos seriam possigeido a mecanismos de resisténcia
aos glicocorticéides, uma vez que ja foi observgde MAPKs (em especial a p38)
podem interferir na translocacdo do GR para o oU@karianteet al, 1999; Wanget

al., 2004), impedindo os efeitos inibitorios dos gtiorticoides sobre as células imunes.
Também foi sugerido que AP-1, em altas concentggi@ssa exercer efeito negativo
nas acdes nucleares deste hormonio e seu receptory & Bloom, 2003).

No entanto, ha indicios de que a presenca de HRsanimais estressados
possa potencializar os efeitos imunossupressorestdesse. Foi verificado que estresse
por imobilizacdo pode modular o sistema imune asale TLRs (Shet al, 2003; Yin
et al, 2006). Zhanget al (2008) verificaram que camundongos estressados po
imobilizacdo eknockoutpara TLR-4 apresentaram atenuacdo do desequiBbtie a
producdo de citocinas padrdao Thl (IFNe IL-2) e Th2 (IL-4) proporcionado pelo
estresse em camundongos normais. Ademais, nestemomiabalho, estes autores
também observaram que este desequilibrio foi inikid PIK3 - inibidor de TLR-4.

Através destes dados, é realmente intrigante cosm@LRs podem exercer
diferentes efeitos durante o estresse, levandaencho de resultados discrepantes. E
importante salientar que os mecanismos exatosiviEcab dos TLRs e os efeitos do
estresse (em especial dos glicocorticéides) sobtes ereceptores ainda nédo estao
completamente compreendidos, o que dificulta aiexgio da discrepancia destes
eventos. Também ndo podemos ignorar que o0 estasseevento complexo, no qual
ocorre a participacdo de diferentes sistemas danago, além de citocinas e
neurotransmissores 0s quais podem influenciar @datle das células imunes,
interferindo em suas respostas.

Nosso grupo de pesquisa tem realizado trabalh@mddsinvestigar a relacao
prépolis-estresse, a fim de observar o possivébadeste produto natural em amenizar
ou até mesmo inibir a imunossupresséao induzidagstesse, uma vez que a propolis é
um produto natural provido de acdo imunomoduladatavés do presente projeto de
Mestrado, nosso grupo de pesquisa teve o0 interkssevestigar se propolis poderia
influenciar a expressao dos TLRs em animais sulbio®a estresse, visto que diferentes
produtos naturais podem modular a agdo destestoeespComo exemplo, animais
estressados e tratados com ginseng - produto haturaatividade imunoestimulante

(Rasheectt al, 2008), apresentaram aumento na expressao deld_Ra producdo de
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citocinas pro-inflamatérias por macrofagos peritose(Pannacciet al, 2006). O
presente projeto é de extrema importancia, umajueznao ha dados na literatura que
demonstrem o papel da propolis sobre receptoretaoet e producdo de citocinas em

organismos estressados.
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Objetivo Geral:

Investigar a acdo imunomoduladora da propolis emmuocalongos submetidos a

estresse, analisando a producéo da citocinas gress&o do receptor TLR-4.

Objetivos Especificos:

. Determinar a producéo de citocinas pro-inflamasofia-18 e IL-6), de perfil Thl
(IL-2 e IFN+y) e Th2 (IL-4 e IL-10) no sobrenadante de cultueaedplendcitos
totais por animais submetidos a estresse;

. Avaliar a expressao do receptor TLR-4 por espleénsdotais;

. Verificar o possivel papel imunomodulador da prépoem relacdo a estes

parametros imunolégicos, em animais submetidosresss;

. Avaliar a concentracdo sérica de corticosteronagnogos experimentais, como

um indicador de estresse.

45



Cappctato [



Propolis effect on Th1/Th2 cytokines production by
acutely stressed mice

Trabalho a ser submetido a revistanunology Letters

Ana Carolina Pagliarone, Fabiane Missima, ClaudasalLOrsatti, Tatiana Fernanda

Bachiega, José Mauricio Sforcin*

Department of Microbiology and Immunology, Biosces Institute, UNESP, 18618-

000 Botucatu, SP, Brazil

* Corresponding author. Tel.: +55 14 3811 6058; feb6 14 3811 6058 236.

E-mail addresssforcin@ibb.unesp.iJ. M. Sforcin)

ABSTRACT

Propolis has gained special attention due to itdoQical properties such as
immunomodulatory, antitumoral, antibacterial, anflammatory, among others.
However, little is known about its immunomodulat@&fyects in stress conditions. The
purpose of this study was to investigate propolilece on Th1l/Th2 cytokines
production by spleen cells of acutely stressed nBesum corticosterone concentration
was determined as a stress indicator. Regarding dytbkines production, no
alterations were seen in IL-2 production; howeVEN-y production was inhibited in
stressed mice, even when treated with propoligoAEh2 cytokines, IL-4 was inhibited
in stressed mice, but normal levels were seen whese animals were treated with

propolis. No significant differences were found lin10 production between the
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experimental groups. Stressed groups (treated bmath propolis) showed higher

corticosterone concentrations in comparison torobgroup. Data suggest that propolis
treatment was not able to counteract the stressgsgdl immunosuppressive effect on
IFN-y production; however, propolis showed an immunarasive role, increasing IL-

4 production in stressed mice, favoring humoral imeresponse during stress. Since
the exact mechanisms of this natural product onunersystem are still unclear, further
studies are still required for a better compretmn®f propolis use as a therapeutic
alternative against the stress-induced negatiez&sfthat could lead to the development

of various diseases.

Keywords:
Propolis

Stress

Th1/Th2 cytokines

Immunomodulation

1. Introduction

Propolis is a resinous and adhesive substancectalleby honeybees from
exudates and leaf buds from various plant sourégsThis product has important
functions in the hive, since it can be used to $wdés in their honeycombs and to
protect against intruders and microorganisms [2,3].

In general, propolis is composed by 50% resirt lzalsams, 30% wax, 10%
essential and aromatic oils, 5% pollen and 5% wuariother substances, including

organic debris [2]. The chemical analysis of ouropwmlis sample by gas-
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chromatography (GC), gas chromatography-mass gpeetry (GC-MS) and thin layer
chromatography (TLC) revealed that its main compthere phenolic compounds
(flavonoids, aromatic acids, benzopyranes), di-aitdrpenes, essential oils, among
others. Seasonal variations in propolis compositame not significant and are
predominantly quantitative [4,5]. The main vegetalirce of propolis in Botucatu, Sao
Paulo State, Brazil, iBaccharis dracunculifoliaD.C., followed by Eucalyptus
citriodora Hook andAraucaria angustifoligBert.) O. Kuntze [6].

Used for medicinal purposes since ancient times,tatural product has shown
to possess many biological properties, includingbaoterial [7,8], antiviral [9], anti-
inflammatory [10], antifungal [11], antitumoral [[L2 antiparasite [13],
immunomodulatory [14], among others. Nevertheléssmmunomodulatory action in
stressed mice deserves investigation.

Stress is the condition where the organism homsisstdisturbed as a result of
the action of stressor agents. Stress responselvéna bi-directional relation between
the neuroendocrine and the immune systems [15f adtivation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis and of the sympathegcvous system (SNS), resulting in
the production of glucocorticoids and catecholamin@espectively [16]. The
dysfunctional activation of the HPA axis and of 8dS can exert critical alterations in
immune responses, leading to development of disesiseh as cancer, infections by
microorganisms, autoimmune dysfunctions, amongrstfi&, 18]

Glucocorticoids are considered the main responsdsléhe immunosuppressive
role of stress. These hormones can regulate immpnogesses, such as cell
proliferation, and inflammation; however, in higheoncentrations, they can induce
apoptosis in mature T and B cells and inhibit tladficking of T, B and NK cells [19].

Besides, high concentrations of glucocorticoidslléa dysregulation of the Th1/Th2
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cytokine profile, inhibiting the production of IL-@nd IFNy by Thl cells and inducing
IL-4 and IL-10 production by Th2 cells, suppressaajular immunity and stimulating
the humoral immune response [20].

Although propolis possesses immunomodulatory agctitite is known about its
role against the stress-induced negative effecth@immmune system. Thus, the aim of
this work was to investigate propolis effect on MH2 cytokines production by spleen

cells from acutely stressed mice.

2. Material and Methods

2.1. Propolis hydroalcoholic solution

Propolis was produced by Africanized honeybe&piq melliferal.) in the
apiary located on Lageado Farm, UNESP, Campus dbtidatu, SP, Brazil, and
collected using plastic nets. Samples were subségurozen to promote propolis
removal from the nets. Afterwards, propolis wasugi and a 30% propolis ethanol
extract was prepared (30g of propolis added to% &thanol solution totaling 100 mL),
in the absence of bright light, at room temperaamd shaken moderately [21]. After a
week, extracts were filtered and final concentraiovere calculated, obtaining the dry
weight of the solutions (120 mg/mL). Specific ditut was done to determine the

concentration of propolis solution to be givenhte ainimals (200 mg/kg).

2.2. Animals and stress procedures
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BALB/c male mice aged 8-12 weeks were housed amrtemperature (22-
24°C) and 12h /12h light-dark cycle for a week befthe beginning of experimental
procedures. Mice had free access to standard retemt and water. Animal procedures
were done according to Ethical Principles in AninrRdsearch adopted by Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA — 25/05/07
Mice were stressed by restraint in an immobilizattonical tube of 50 mL (restrainer)
with ventilation holes for 3 consecutive days, @aging the immobilization period (30
min, 1h and 2h, respectively). All stress procedwecurred at 8:00 a.m. and control

group had no access to water and food during stesssons.

2.3. Experimental groups

Mice were randomly divided into 3 groups (G1, G2l &a3), with 8 animals
each. G1 was considered control, and G2 was sudahtittrestraint stress. Both G1 and
G2 received physiological solution (NaCl 0.9%, Olnby gavage before stress
sessions. G3 was treated with propolis (200 mgéyg/@.1 mL, by gavage) and was
immediately submitted to stress. All animals weigcrgiced in the third day,

immediately after stress procedure.

2.4. Corticosterone determination

Animals were sacrificed using a GQnhalation chamber. Blood of all

experimental groups was obtained by cardiac puecamd serum was used for

corticosterone determination by radioimmunoassayigicommercial kit and following
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the manufacturer’'s instructions (Coat-A-cduRat Corticosterone, Siemens, Los

Angeles, CA).

2.5. Spleen cells cultures and cytokines deternasinat

After sacrifice, spleens were aseptically removed eells were suspended at a
concentration of 5 x fmL in RPMI 1640 (Cultlab, Campinas, SP, Brazil)
supplemented with 10% fetal calf serum and 1% ltaghune and cultured in flat-
bottomed 24-well plates. Cells were cultured iplicates (1 mL/well) and stimulated
with concanavalin A (Con A — 1j0g/mL) for 48h and 5% C©

Supernatants of spleen cell cultures were colleatadl assayed for Thl (IL-2
and IFNy) and Th2 (IL-4 and IL-10) cytokines determinatity enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), according to manufacts instructions (BD
Biosciences, San Diego, USA). Briefly, a 96-wedltfbottom Maxisorp (Nunc, USA)
was coated with capture antibody specific to eatgbkine. The plate was washed and
blocked before 10QL of the supernatants and serially diluted spesfandards were
added to the respective wells. Following a serfesashing, the captured cytokine was
detected using the specific conjugated detectidib@ay. The chromogen/substrate
reagent was added into each well and, after caeeldpment, the plate was read at 450

nm, using an ELISA plate reader [22].

2.6. Statistical analysis
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Data were analyzed with Graph Pad statistical softwGraph Pad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA). Analysis of variance (ANOVApRsvused, followed by Tukey-

Kramer test. Statistical significance was acceptbdnP< 0.05.
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3. Results

3.1. Corticosterone levels (stress indicator)

Fig. 1 shows that stressed mice produced sigmfichigher corticosterone
concentrations in comparison to control groBg 0.001). Propolis treatment of stressed

mice induced higher corticosterone levels in congparto the stress group< 0.001).

3.2. Th1/Th2 cytokines production

With regard to Thl cytokines production, no sigraint differences were seen in
IL-2 basal production (Fig. 2A) or in Con A-stimtéd spleen cells (Fig. 2B). However,
both IFNy basal and Con A-stimulated production (Figs. 34 3B, respectively) were
inhibited in stressed mice comparing to contBk@.01), even when treated with
propolis £<0.001).

With respect to Th2 cytokines, IL-4 basal produtctiwas not detected. In Con
A-stimulated cultures, stress inhibited signifidgnil-4 production by spleen cells
(P<0.01 - figure 4), comparing to control group. Timisibition was not observed when
stressed mice were treated with propoks@.001). On the other hand, there were no
significant differences in IL-10 basal productiogtlween the experimental groups (Fig.

5A) even in mitogen- stimulated spleen cells (5iB).
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4. Discussion

Several researchers have demonstrated propolisiumomodulatory activity,
but little is known about its effects on the immusystem during stress conditions.
Thus, our research group has been investigatingrebaionship “propolis-stress-
immunity” [21,23,24].

The restraint stress procedure is an experimentalel that is not painful and
the animal is not physically compressed, but thesagon of immobilization is enough
to induce psychological stress. In addition, botiSSand HPA axis are activated,
resulting in increased levels of catecholamines eoricosterone, respectively [25].
Our data are in agreement with these observatiensce elevated levels of
corticosterone were seen in stressed mice, treatedt with propolis, evidencing that
the acute stress was able to activate the HPA axis.

CD4 T helper (Th) cells can be functionally differemgia in Thl and Th2 cells,
according to their cytokine profile production [26]h1 cells secrete mainly IFNand
IL-2 and inhibit Th2 cells proliferation. In consta Th2 cells secrete mainly IL-4 and
IL-10, and inhibit Thl cells. Thl activation comwies to cell-mediated immunity
whereas Th2 activation favors the humoral immurepaase [27,28], and Th1/Th2
balance is a prerequisite for the functionality imimune system against infections.
Many studies have demonstrated that stress leadfietodysfunction of Th1l/Th2
balance, since glucocorticoids may inhibit the picitbn of IL-2 and IFNy by Thl
cells and upregulate IL-4, IL-10 and IL-13 prodoatiby Th2 cells. Thus, it is proposed
that stress induces cellular immunity suppressiathout affecting humoral immune

response [20, 29,30].
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In order to investigate if acute restraint stregs3 consecutive days would lead
to Th1/Th2 imbalance, supernatant of spleen cetlewsed to measure Thl (IFNind
IL-2) and Th2 (IL-4 and IL-10) cytokine productiom addition, it was investigated a
possible immunomodulatory effect of propolis onstecytokines production during
stress. With respect to Thl cytokines, it was oleskrthat stress did not alter IL-2
production by spleen cells, even when stressed m@e treated with propolis. It has
been verified that propolis may inhibit IL-2 prodienn by human peripheral blood
mononuclear cells (PBMOh vitro [31]. On the other hand, stressed mice (treated or
not with propolis) showed a significant inhibitiam IFN-y production by spleen cells.
Experimental works of our group, submitting C57BInhce to chronic restraint stress
for 14 consecutive days, also evidenced an inbibitn IFN< production, even when
these animals were treated with propolis (unpubtistiata). IFNy inhibition may occur
due to high corticosterone levels produced by tthssed groups, since the negative
action of glucocorticoids on IFM-production has been widely reported by other astho
[26,32]. As a consequence, IENnhibition may reduce natural killer cells numlaerd
activity, leading to a higher susceptibility toactious diseases and cancer development
[16,33]. Thus, according to our data, propolistireent was not able to antagonize IFN-
vy inhibition in stressed mice.

With regards to Th2 cytokines, stressed mice skdoavsignificant inhibition in
IL-4 production. Inhibitory effects of glucocortics on IL-4 production were
previously reported [34,35]. However, propolis tmeant counteracted these stress
effects, stimulating IL-4 production similar to ¢ool levels. Several authors have
shown that propolis or some isolated compounds atdlyate the humoral immunity,
stimulating antibody production [36,37]. No altéoas were seen in IL-10 production.

It has been observed that propolis inhibited batd land IL-10 production by human
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PBMC or T cellsin vitro [31]. Propolis inhibited IL-10 production by BALB/mice
submitted to experimental asthma model [10].

Although it is considered that stress can lead tdl/Th2 imbalance by
upregulating the Th2 response, it depends on stasditions. Our results showed that
stress could inhibit both IFM-and IL-4 production, with no significant alterat®in
IL-2 and IL-10 levels. Moreover, it has been widaelgmonstrated that immune
dysfunctions may vary according to intensity, tyged duration of stress [38,39].
Inhibition of Thl and Th2 cytokines was also obsédnin major depressive disorder
patients that showed low IFN-IL-2 and IL-4 production [40]. On the other hand,
distinct results were observed in chronic painssted patients: subjects with complex
regional pain syndrome showed Th1/Th2 imbalancelewhe ones with fibromyalgia
showed no significant differences in Thl/Th2 cytad production by immune blood

cells [41].

Based in our findings, one may concltite propolis treatment was not able to
antagonize the stress-induced inhibition on K-Nroduction in acutely stressed mice.
However, this natural product totally recovereddliproduction by spleen cells, playing
an important immunorestorative role, since stresy head to high susceptibility to
infectious diseases and humoral immunity is extignmmportant to host defense
against infections by extracellular microorganisiasrther studies are still needed in
order to analyze the potential of this natural piichs a therapeutic alternative against

the immune dysfunctions caused by stress.
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Fig. 1. Serum corticosterone concentration (ng/mL). G1 atwd, G2 = stress, and G3 =
propolis + stress. Data are expressed as meanstamdiard-deviation (n = 8). significantly

different from control P<0.001);” significantly different from stres$&0.001).
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Fig. 2. IL-2 production (pg/mL) by spleen cells. (A) baséB) stimulated with Con A (10
pg/mL) for 48 h. G1 = control, G2 = stress, and%3ropolis + stress. Data are expressed as

mean and standard-deviation (n = 8).
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Fig. 3. IFN-y production (pg/mL) by spleen cells. (A) basal; @)mulated with Con A (10

pg/mL) for 48 h. G1 = control, G2 = stress, and%ropolis + stress. Data are expressed as
mean and standard-deviation (n = 8). * significardifferent from control P<0.01); **

significantly different from controlR<0.001).
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Fig. 4.IL-4 production (pg/mL) by spleen cells stimulatedh Con A (10 pg/mL) for 48 h. G1

= control, G2 = stress, and G3 = propolis + strBsga are expressed as mean and standard-

deviation (n = 8). * significantly different fromoatrol (P<0.01);” significantly different from

stress P<0.001).
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Fig. 5. IL-10 production (pg/mL) by spleen cells. (A) bas@) stimulated with Con A (10
pg/mL) for 48 h. G1 = control, G2 = stress, and%@ropolis + stress. Data are expressed as

mean and standard-deviation (n = 8).
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Propolis is a natural product produced by bees andits immunomodulatory
action has been well documented. However, little lsnown concerning its activity
on the immune system of stressed mice. Thus, thenaiof this work was to
investigate a possible role of propolis against themmunossupressive effects
induced by stress in BALB/c mice, assessing the pmeflammatory cytokines (IL-
1p and IL-6) production and Toll-like receptor (TLR)- 4 expression by spleen cells.
Serum corticosterone levels were determined as are$s indicator. Stressed mice,
treated or not with propolis, produced higher corticosterone levels as compared to
control. IL-1 B and IL-6 production was significantly inhibited in stressed mice,
treated or not with propolis. However, TLR-4 expresion was decreased in stressed
mice while no alterations were seen in propolis-tieed mice. Glucocorticoids can
suppress inflammatory cytokines production and reglate TLRS gene expression.
Similarly, our data evidenced that the immunossuprssive effects on IL-g and IL-

6 production and on TLR-4 expression by stressed e might have occurred due
to corticosterone production during stress. PropoB treatment of stressed mice did
not antagonize the negative effects on pro-inflammary cytokines production;
nevertheless, it counteracted the TLR-4 inhibitionin stressed animals. Since pro-
inflammatory cytokines as well as TLR-4 expressiommre important events in the
innate immunity to combat different pathogens, promlis exerted an important
restorative action on TLR-4 expression by stressednice, contributing to the
recognition of microorganisms during stress. Furthe studies are required to a

better understanding of propolis usefulness in stigs-challenged mice.

Keywords: propolis; pro-inflammatory cytokines; stress; Tidte receptor
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INTRODUCTION

Stress may be defined as the state of threateneddsiasis due to the action of
intrinsic or extrinsic disturbing factors (stresgorStress responses comprise a complex
relation between the endocrine, nervous and imnmayséems, with activation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and tlyenpathetic nervous system (SNS),
resulting in glucocorticoids and cathecolaminesdpmtion, respectivelylmmune cells
are able to respond to the signals from HPA axi& &SNS due to neuroendocrine and
neuropeptide receptors in these celRurthermore, it has been shown that lymphoid
organs are innervated by sympathetic and parasyianerves.

Stress often leads to immunossupression becauseocgiticoids and
cathecolamines can affect different events of thenune response such as antigen
presentation, traffic and proliferation of leukoeyt antibody and cytokines secretfon.
There are evidences that stressful conditions ead to somatic disorders such as
depression, high susceptibility to infections arshaer developmert, and immune
dysfunctions occur specially due to the high levalglucocorticoids released during
stress?

The efficacy of natural products against stressied immunossupression has
received a remarkable attention in the last y®&r@ur research group has been
investigating propolis action on the immune systnstressed mic&° Propolis is an
adhesive substance collected by honeybees frorbutieand exudates of certain trees
and plants and stored inside their hives to pratieetcolony due to its antimicrobial
properties* The main vegetal source of propolis in Botucatwy Baulo State, Brazil, is
Baccharis dracunculifolia D.C., followed by Eucalyptus citriodora Hook and
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntzé? This natural product has a complex

chemical composition, and the analysis of our pliepgample revealed that its main
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components are phenolic compounds (flavonoids, aticracids, benzopyranes), di-and
triterpenes, essential oils, among others. Seasanialtions in propolis composition are
not significant and are predominantly quantitatiie*

Used in folk medicine for centuries, works havevwehdahat propolis possesses a
broad spectrum of biological properties, such at-iaflammatory> antibacteriaf®
Iy’

11 antioxidant® immunomodulatory? among

antifungal’’ antitumoraf’® antivira
others. However, propolis mechanisms of actiomatecompletely clear, mainly on the
immune system of individuals submitted to the niegatffects induced by stress.
Toll-like receptors (TLRs) are crucial for innatamunity response, since they
recognize microbial products known as pathogenessnl molecular patterns.
Thirteen TLRs have been identified in mice and husda These transmembrane
receptors are characterized by an exodomain witbirderich repeats (LRRs) and a
cytoplasmatic signaling domain termed Toll/IL-1RIK]). The signaling pathways
activated by TLR are mediated by cytosolic adappooteins recruited to the
intracellular domain upon ligand bindiAY. Adaptor proteins such as MyD88,
TIRAP/Mal, TRIF and TRAM induce a downstream signglcascade culminating in
NF-«xB and AP-1 activation and resulting in the transoon of several pro-
inflammatory cytokines and chemokirfésGram-negative bacteria lipopolysaccharide
(LPS) is the major ligand recognized by TLR-4, shhgathe importance of this receptor
on bacterial infection® Although there are studies that investigate thepglis

biological properties, there is no data about tifiece of this natural product on these

receptors.

Thus, this work evaluated the pro-inflammatory &ytes (IL-13 and IL-6)

production and TLR-4 expression by spleen cellsesfraint stressed mice, treated or
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not with propolis, in order to investigate a possiimmunomodulatory effect of

propolis against stress-induced immunosupression.
RESULTS

Corticosterone production was determined in orderinvestigate the HPA
activation induced by restraint stress. Accordm¢he Figure 1, stressed mice showed a
significant increased corticosterone production garmg to control group, even when
treated with propolisH< 0.001).

Because of propolis immunomodulatory action, weealrto evaluate the role of
this natural product on pro-inflammatory cytokin@®duction and TLR-4 expression
by spleen cells from stressed mice. According to data, both IL-B and IL-6 basal
production was not detected in the experimentalggoln LPS-stimulated cultures, one
may observe that stressed mice produced lowerdesfelL-13 comparing to control
group P<0.01), even when treated with propoliB<(Q.01) (Figure 2). Stress also
inhibited IL-6 production by stressed micB<(Q.01), even after propolis treatment
(P<0.001) (Figure 3). There were no significant defeces in IL-B and IL-6
production between the stressed groups.

With regards to TLR-4 expression by spleen celts,irthibited TLR-4 gene
expression B<0.05) was found in stressed mice in comparisocowtrol. However,
propolis administration to stressed mice led to #ARxpression similar to control

(Figure 4).

DISCUSSION
Stress-induced immunosuppression has been relatetthet development of
disease$® Pro-inflammatory cytokines such as IB;1IL-6 and TNFe are important to

immune defense because of their crucial role agaifesctions and injuries, leading to
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activation/stimulation of macrophages and T lympfies, enhancement of chemokine
gene expression and maturation of dendritic élls.

Our data revealed that stressed mice showed higbdicosterone levels
comparing to control group, evidencing that restrairess led to HPA activation. In
addition, high corticosterone release was followsd decreased IL{l and IL-6
production, suggesting that the inhibition of pnflammatory cytokines probably
occurred due to corticosterone immunossupressit@nacin non-stressed animals,
propolis was able to activate macrophages anddocim pro-inflammatory cytokines
production in vitrd®?° In the present work, propolis treatment did nagaonize the
stress negative effects against pro-inflammatorplkiges. A previous work of our
laboratory showed that the same cytokines werditda in C57BIl/6 mice submitted to
restraint stress for 14 consecutive days, and gisopdministration did not antagonize
their inhibition as welf?

The anti-inflammatory effect induced by glucocastds during stress has been
reported by other authors. A decreased pl.1L-6 and TNFe expression was observed
in the spleen, pituitary, hypothalamus, hippocamgg striatum of mice submitted to
restraint stress, even after LPS injectibhow IFN-y, IL-6 and TNFe production was
observed in stressed mice infected witscherichia coli leading to a higher
susceptibility to infectiof: Stressed mice treated with glucocorticoid receptor
antagonists had the cytokine production, the reoent of inflammatory cells and
wound healing similar to unstressed contfol.

TLRs have been widely investigated recently duehiir role to recognize
exogenous pathogens, responding to microbial ligamdl activating several aspects of
innate and adaptive immune responses via cytokidesmokines, and cell surface

molecules, enhancing phagocytosis and the capazipresent antigens to T ceffs.
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These receptors are expressed by different immugles éncluding monocytes,
macrophages, neutrophils, mast cells, T and B |yuoptes, and dendritic celfs.

One of the best TLRs characterized is TLR-4. Thiseptor recognizes Gram-
negative bacteria LPS in a complex way involving gresence of CD14 receptor and
the MD-2 protein that is associated with TLR-4 exméin®® TLR-4 has been widely
studied because of its importance in the immungorese against bacterial infection and
to be involved in infected cells apopto¥isSince glucocorticoids may regulate TLRs
expressiori! and TLR pathways can be downregulated by glucimmids through the
inhibition of NF«B and AP-1 transcriptional activiti®s® we aimed to observe
whether propolis treatment could induceTLR-4 exgim@sin spleen cells from stressed
mice, since it has been related that TLR expressam be influenced by natural
products®® Furthermore, a recent work of our laboratory shib#at propolis induced a
higher TLR-4 expression in non-stressed mice (uhghd data).

Data showed a decreased TLR-4 gene expressiondanspells from stressed
mice. However, propolis treatment counteracted itingbition of TLR-4 expression
induced by stress, and the suppressive action icgsterone might have limited at
least in part the imunostimulatory activity of podig on TLR-4 expression. Our results
are in accordance to other authors who reportedTib@-2 and TLR-4 expression was
suppressed in peripheral blood mononuclear cealla fpatients after surgical stress, due
to the modulation of these receptors expressiosténids’ TLRs expression was also
inhibited in intestinal epithelial cells froMoxoplasma gondinfected mice submitted
to cold stres&§’ However, it has been also reported that glucammds can induce
TLR-2 and TLR-4 expression in multiple cell tyg@ssuggesting that the role of

glucocorticoids on TLRs modulation is not completelkear.
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TLRs activation may be associated with pro-inflartoma cytokines
production?> Although an inhibition in pro-inflammatory cytokiseproduction by
stressed mice was seen even after propolis tredtriiéfRR-4 gene expression was
restored after propolis administration. It has besported that glucocorticoids led to an
augmentation of TLRs expression by dendritic cellsile pro-inflammatory cytokines
(IL-12 and TNFe) were inhibited even in response to TLR agonistggesting that
cytokines could be blocked downstream whereasxpeession of the receptor was not
affected by this blockad¥. These data suggested that TLR expression is matyal
followed by higher cytokines production due to bitory events on cytokine genes
transcription, pointing out that the regulatory mmagisms of glucocorticoids on
immune cells still need to be elucidated.

Based on these findings, one may conclude thatofisopxerted a restorative
effect on TLR-4 expression by spleen cells, contiiily to a better recognition of
microorganisms during stress, although it did notagonize the stress-induced
inhibition on pro-inflammatory cytokines productiorhese data are new and important
since propolis effect on cell receptors expressvas never mentioned before. Further
studies are required to a better comprehensioneoéxact mechanisms of action of this

natural product on immune system against streascettinegative effects.

METHODS

Animals and stress procedures

Eight to twelve weeks-old BALB/c male mice were képthe Department of
Microbiology and Immunology, Biosciences InstitutNESP, Campus of Botucatu, at
22-24°C and 12h / 12h light-dark cycle, with fooddawaterad libitum for a week

before the assays. Animal procedures were carrigdiro accordance with Ethical
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Principles in Animal Research adopted by Braziltaillege of Animal Experimentation
(COBEA - 25/05/07).

Mice were stressed by restraint in an immobilizataonical tube of 50 mL
(restrainer) with ventilation holes for 3 conseeatdays, increasing the immobilization
period (30min, 1h and 2h, respectively). All strpsscedures occurred at 8:00 a.m. and

control group had no access to water and food dustiress sessiofs.

Propolis extract

Propolis was produced pis melliferalL. in the apiary located in the Lageado
Farm, UNESP, Campus of Botucatu, using plastic. fe#nples were subsequently
frozen to promote propolis removal from the net8eAvards, propolis was ground and
a 30% ethanol extract was prepared (30g of promalded to a 70% ethanol solution
totaling 100 mL), in the absence of bright light, raom temperature and shaken
moderately. After a week, extracts were filtered and finalncentrations were
calculated, obtaining the dry weight of the solnsid120mg/mL). Specific dilution was
carried out to determine the concentration of plismmlution to be given to the animals

(200 mg/kg).

Experimental groups

Mice were randomly divided into 3 groups (G1, G2l &3), with 8 animals
each. G1 was considered control, and G2 was sudahtitt restraint stress as described
in 2.1. Both G1 and G2 received physiological solu{NaCl 0.9%, 0.1 mL) by gavage
before stress sessions. G3 was treated with pso(®00 mg/kg/day, 0.1 mL) by gavage
and immediately submitted to stress protocols.ghdlups were sacrificed using a £€0

inhalation chamber, in the third day, immediatdtgrastress procedure.
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Corticosterone determination

After sacrifice, blood of all experimental groupsaswvobtained by cardiac
puncture and sera were used for corticosteronerdetation by radioimmunoassay,
using commercial kits and following the manufactigreinstructions (Coat-A-

countJRat Corticosterone, Siemens, Los Angeles, CA).

Spleen cells cultures and cytokines determination

Spleens were immediately removed after mice saerifand cells were
suspended at a concentration of 5 X/ in RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP,
Brazil) supplemented with 10% fetal calf serum d8d L-glutamine and cultured in
flat-bottomed 24-well plates. Cells were culturad triplicates (1 mL/well) and
stimulated with LPS (pig/mL) for 24h and 5% C©

Supernatants of spleen cell cultures were colledad assayed for pro-
inflammatory cytokines (IL-f and IL-6) determination by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), according to manufects instructions (BD
Biosciences, San Diego, USA). Briefly, a 96-wedltfbottom Maxisorp (Nunc, USA)
was coated with capture antibody specific to eatbkine. The plate was washed and
blocked before 10QL of the supernatants and serially diluted speafandards were
added to the respective wells. Following a serfesashing, the captured cytokine was
detected using the specific conjugated detectiaib@ay. The chromogen/substrate
reagent was added into each well and, after c@weldpment, the plate was read at 450

nm, using an ELISA plate readé?.
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RNA isolation and cDNA synthesis

Thirty mg of the spleens was kept in 250ul of RN&e8 (Omega Bio-tek, Inc.
USA) at —80 °C until RNA isolation procedures. ToRNA was extracted with
RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE - Healthcare, W% following the
manufacturer’s instructions. After purification, RNvas treated with RQ1 RNase-free
DNase (Promega, Madison, WI, USA) for 30 min at@16 avoid false-positive results
due to amplification of contaminating genomic DN&oncentrations of total RNA
were determined from the absorbance value of timepkes at 230 nm. cDNA was
synthesized from 1pg of total RNA and was reverapescribed with 2ul of random
primer (250 ng/pL) in a final volume of 10 pL andxtare was incubated for 5 min at
70 °C. For each sample, the master mix was prepaidd8 pL of reaction buffer
(Improm Il 5x), 4.8 pL of MgG (25mM), 2 pL of RNase Out (Invitrogen), 1 pL of
dNTP mix (20mM), 1 puL Improm RT Il (Promega, USA)da13.2 pL of nuclease-free
water. To each sample, 16 pl of master mix wereed@hd the mixture was incubated
for 5 min at 25 °C, 60 min at 42 °C and for 15 mirv0 °C. Each cDNA sample was

stored at —20°C.

Quantitative Real Time PCR

Primers were designed based on sequences retfimradGenebank using the
IDTSciTools (http://www.idtdna.com) software andyesized by Applied Biosystems
(USA). The sequences of specific primers were: TB5ACAGGAAACCCTATCC
AGAGTT -3" (F) and 5- TCTCCACAGCCACCAGATTCT-3" (Rdr murine TLR-4
(GeneBank accession number: NM021297). PrimersBfactin found in literatur®
were used: 5-AAGTGTGACGTTGACATCCGTAA-3'(F) and 5-

TGCCTGGGTACATGGTGGTA-3" (R). The PCR mixture comsdsto 4 pl of cDNA,
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0.4 puL of each primer (200nM), 10 pl of 2X Power Syb@&een PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA) and 5.2 plstérile nuclease-free water for a
final volume of 20 ul. The reaction conditions weaefollows: 95 °C/10 min for initial
denaturation, amplification for 40 cycles (95 for 15 s for denaturation, 6@ for 1
min for annealing and extension), and to confire BCR product one cycle of melting
curve analysis at 95 °C for 15 s, 60 °C for 30 & @ °C for 15 s. Fluorescence data
were collected during each annealing/extension atepthreshold cycle numbers{C
were determined using ABI PRISM® 7300 Sequence d@etgApplied Biosystems,
USA) and software SDS version 1.2.3 (“Sequence diete Systems” 1.2.3 — 7300
Real Time PCR System - Applied Biosystems, USAad@en mixtures with no cDNA
were used as negative control and all PCR assagspeeformed in duplicate.

The standard-curve was generated by performinglsgifutions of cDNA. To
the smallest dilution of cDNA standard it was givére relative value 100 and,
following the same reason of dilution, the othgpd@nts were 50, 25 and 12.5. Gene-
specific expression values were normalized to esgioe values off-actin (endogenous

control) within each sample.

Statistical Analysis

Data were analyzed using the Graph Pad statisso#ivare (Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). Significantfeliences between treatments were
determined by ANOVA, followed by Tukey-Kramer’s teStatistical significance was

accepted wheR< 0.05.
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Fig. 1. Serum corticosterone concentration (ng/mL). G1 atd, G2 = stress, and G3 =
propolis + stress. Data are expressed as meanstamdiard-deviation (n = 8). significantly
different from control P<0.001);” significantly different from stres$&0.001).
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Fig. 2.IL-1p production (pg/mL) by spleen cells stimulated WwitPS (5 pg/mL) for 24 h. G1 =
control, G2 = stress, and G3 = propolis + stresg#alare expressed as means and standard-
deviation (n = 8)* significantly different from controlR<0.01).
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Fig. 3.1L-6 production (pg/mL) by spleen cells stimulateidh LPS (5 pg/mL) for 24 h. G1 =
control, G2 = stress, and G3 = propolis + stresg#alare expressed as means and standard-
deviation (n = 8)* significantly different from control®<0.01); .** significantly different
from control P<0.001).
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Fig. 4. Relative expression of mMRNA TLR-4 by spleen ceB4. = control; G2 = stress,
G3 = propolis + stress. All results were normalize@-actin. Data are expressed as
mean and standard-deviation (n=8). * significaxiifjerent from control (p<0.05).
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A maior producédo de corticosterona pelos animdiegsados inibiu a producao
das citocinas pro-inflamatorias (Il3Je IL-6) pelas células esplénicas, e o tratamento
destes animais com propolis ndo reverteu esteoefeifue indica que, possivelmente,
os glicocorticoides interferiram na acdo imunonestdora da propolis.

Um outro mecanismo de supressao mediado pelosgtiomides foi a inibicdo
da producédo de IFMN-(citocina Thl) e de IL-4 (citocina Th2), demonstia que o
estresse pode influenciar negativamente tantosp®stas imunes celular e humoral. O
tratamento com a prépolis, no entanto, ndo antagana inibicdo de IFN- Deste
modo, podemos concluir que o tratamento com prépptide levar a inducdo da
resposta humoral, inibindo a resposta celularguimento de IL-4 e inibicdo de IFN-
Assim, este produto natural exerceu atividade imestauradora sobre a resposta imune
humoral, o que seria interessante no caso de {d¥scguor microrganismos
extracelulares e doencas inflamatérias crénicagjuass podem ser favorecidas em
situacOes de estresse.

Por fim, também foi verificado que animais estaelss apresentaram inibicdo da
expressao de TLR-4, mas a prépolis impediu a agBitdria da corticosterona.

Tomados em conjunto, nossos dados sugerem a glosgtilizacdo da préopolis
em momentos de estresse, em virtude de sua acaoconmoduladora sobre os
parametros avaliados. Contudo, novos experimentm$erfo ser realizados para
verificar, por exemplo, a eficacia da propolis emmais submetidos a estresse e

concomitantemente a infecgdes.
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